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RESUMO

“‘“ARRUDA, Tarsila Rodrigues”. Atividades antioxidante e antimicrobiana dos
primeiros cultivares de lupulo (Humulus lupulus L.) produzidos no Brasil. 2020.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof2. Dra. Patricia Campos Bernardes.
Coorientador(as): Prof2. Dra. Patricia Fontes Pinheiro, Prof2. Dra. Pollyanna Ibrahim
Silva.

O lapulo (Humulus lupulus L.) é uma planta que tem demonstrado grande versatilidade
como matéria-prima em industrias alimenticias e farmacéuticas. Imprescindivel na
producdo da cerveja, esta associado a caracteristicas de sabor, aroma e propriedades
antioxidante e antimicrobiana da bebida, as quais variam de acordo com a cultivar
utilizada. Tentativas de plantio de lupulo tém sido feitas no Brasil, visando futuramente
sua producdo em larga escala. Entretanto, pouco se tem conhecimento a respeito das
propriedades inerentes as cultivares brasileiras. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana e a atividade antioxidante de cultivares de lUpulo produzidas
no Brasil, bem como determinar a composi¢ao quimica dos a- e B-acidos (resinas
moles) presentes em sua constituicdo. Foram analisados os teores de fendis totais,
flavonoides totais, atividade antioxidante através dos radicais DPPH e ABTS®*. Foi
verificada a atividade antimicrobiana de extratos hidroetanélicos de IUpulo, frente a
microrganismos patogénicos e deterioradores. A composicdo de a e (B-acidos dos
extratos foi determinada por Ultra Performance Liquid Chromatography (uPLC). Os
dados obtidos permitiram visualizar o perfil de cada cultivar, quanto as suas
propriedades e potenciais aplicacbes. Num panorama geral, as cultivares brasileiras
mostraram-se boas fontes de compostos fendlicos, incluindo flavonoides. Além disso,
as cultivares produzidas no pais evidenciaram elevados teores de resinas moles, em
especial as cultivares Vitoria, Columbus e “Canastra” que apresentaram valores
excepcionalmente altos dos compostos mencionados, chegando a representaram
60% da constituicdo dos extratos. Tais caracteristicas influenciaram positivamente as
propriedades antioxidante e antimicrobiana das cultivares, a exemplo da atividade dos
extratos de ldpulo frente a bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus. Os extratos
de ldpulo mostraram ainda possuir atividade antifungica, inibindo quase
completamente o crescimento micelial do fungo Byssochlamys nivea, quando na
maior concentracgao testada (20 pL.mL1). Assim, foi possivel verificar o potencial ainda
pouco explorado das cultivares de lapulo produzidas no Brasil, cujas propriedades
antioxidante e antimicrobiana indicam boa aplicabilidade deste insumo.

Palavras-chave: lapulo brasileiro, compostos fendlicos, resinas moles, atividade
antioxidante, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

ARRUDA, Tarsila Rodrigues. Antioxidant and antimicrobial activities of the first
hop (Humulus lupulus L.) cultivars produced in Brazil. 2020. Dissertation (Master
in Food Science and Technology) — Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES.
Advisor: Prof2. Dra. Patricia Campos Bernardes. Co-advisors: Prof2. Dra. Patricia
Fontes Pinheiro, Prof2, Dra. Pollyanna Ibrahim Silva.

Hop (Humulus lupulus L.) is a plant that has shown great versatility as a raw material
in food and pharmaceutical industries. Essential for beer production, it is associated
with flavor, aroma and antioxidant and antimicrobial properties of the beverage, which
vary according to the cultivar used. Attempts to plant hops have been made in Brazil,
aiming at their large-scale production. However, little is known about the properties
inherent to Brazilian cultivars. The objective of this work was to evaluate the
antimicrobial activity and the antioxidant activity of hops cultivars produced in Brazil,
as well as to determine the chemical composition of a- and 3-acids (soft resins) present
in their constitution. The contents of total phenols, total flavonoids, antioxidant activity
through DPPH and ABTS radicals were analyzed. The antimicrobial activity of
hydroethanolic extracts of hops was verified against pathogenic and deteriorating
microorganisms. The composition of a and -acids in the extracts was determined by
Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC). The obtained data allowed to
visualize the profile of each cultivar, regarding its properties and potential applications.
In general, Brazilian cultivars proved to be good sources of phenolic compounds,
including flavonoids. In addition, the cultivars produced in the country showed high
levels of bitter acids, especially the cultivars Vitoria, Columbus and “Canastra”, which
presented exceptionally high values of the mentioned compounds, reaching 60% of
the dry weight of hop cones. Such characteristics positively influenced the antioxidant
and antimicrobial properties of the cultivars, with regard to the activity of hop extracts
against the Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus. Hop extracts also showed
antifungal activity, almost completely inhibiting the mycelial growth of the fungus
Byssochlamys nivea, when in the highest concentration tested (20 pL.mL"t). Thus, it
was possible to verify the still-unexplored potential of hops cultivars produced in Brazil,
whose antioxidant and antimicrobial properties indicate good applicability of this input.

Key-words: Brazilian hops, phenolic compounds, soft resins, antioxidant activity,
antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O anseio cada vez maior dos consumidores por alimentos frescos ou
produzidos sem a adi¢do de conservantes sintéticos tem induzido a busca por novas
estratégias de conservacdo dos alimentos. Substancias naturalmente presentes em
plantas e que apresentem atividade antioxidante, e/ou, efeito antimicrobiano tém sido
alvo de pesquisas visando sua aplicacdo em matrizes alimenticias como conservantes
naturais (KRAMER et al., 2015; RIZZELLO et al., 2017; NIONELLI et al., 2018).

O lapulo (Humulus lupulus L.) € uma planta pertencente a familia Cannabaceae
muito conhecida por sua utilizagdo como matéria-prima na producdo de cervejas.
Responséavel pelo amargor e aroma caracteristicos da bebida, o lUpulo esta ainda
associado a propriedades antimicrobianas e antioxidantes, implicando no
prolongamento da vida util do produto (NIONELLI et al., 2018).

Outras aplicacbes também sdo inerentes ao lUpulo, como a fabricacdo de
medicamentos naturais para tratamento de casos clinicos de ansiedade, insénia,
desordens do sono, irritabilidade e problemas digestivos, como dores estomacais e
intestinais, bem como sua utilizagdo na composicdo de cosméticos (DUSEK et al.,
2016).

Estudos tém ainda demonstrado propriedades estrogénicas associadas a
planta, aliadas a reducéo de sintomas relativos a menopausa (AGHAMIRI et al., 2016),
e sendo passivel de utilizacdo na suplementacdo alimentar em alguns paises
(ZANOLI; ZAVATTI, 2008; KRAUSE et al., 2014). Vale ainda citar sua investigacao
como antimicrobiano frente a patdgenos de plantas (BOCQUET et al., 2018a).

Devido ao amplo potencial de aplicagdo associado a suas propriedades
quimicas e bioldgicas, tanto o lipulo quanto seus metabdlitos secundarios tém
despertado o interesse de um grande numero de setores da industria, a exemplo das
indUstrias alimenticias que tém incitado seu uso como conservante natural
(VILLALOBOS-DELGADO et al. 2015; BOCQUET et al., 2018b).

A composicdo quimica do lupulo depende, primordialmente, da variedade em
estudo, além de fatores como a localidade da area de plantio, as condi¢des climaticas
inerentes ao periodo de crescimento das plantas e seu estagio de maturacao
(RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018).

As flores da planta fémea séo as responsaveis pela formacdo dos cones de

1



l[Upulo, os quais sdo compostos por corddes, bracteas, bractéolas e glandulas
lupulinicas. Estas Ultimas estruturas citadas, durante a maturacdo, produzem
metabdlitos secundarios caracteristicos da planta, como resinas, 6leos essenciais e
prenilflavonoides (DUSEK et al., 2016).

A lupulina € um po resinoso presente nos cones de lupulo, onde se encontram
os Oleos essenciais e 0s a- e B-acidos, responsaveis pelas caracteristicas de aroma
e sabor em produtos alimenticios, e pela agdo antimicrobiana e antioxidante
relacionadas a planta. Os Oleos essenciais geralmente estdo presentes de 0,3 a 3%
(m/v) do estrébilo do lupulo, sendo os terpenos a fracdo majoritaria, correspondendo
a cerca de 90% dos seus constituintes. Quanto aos principais a-acidos, destaque
para humulona, cohumulona e adhumulona, tendo como 3-&cidos correspondentes, a
lupulona, colupulona e adlupulona, respectivamente (OCVIRK; GRDADOLNIK;
KOSIR, 2016; BOCQUET et al., 2018b).

A atividade antimicrobiana dos a- e B-acidos e seus isbmeros tém sido
verificada principalmente frente a bactérias Gram-positivas (KRAMER et al., 2015).
Outros compostos intrinsecos ao lupulo, como o flavonoide xanthohumol, apresentam
grande espectro de atividade frente a bactérias, virus, fungos e protozoarios
(GERHAUSER, 2005; NATARAJAN et al., 2008). Além disso, quanto ao flavonoide
citado, sua atividade antioxidante tem sido comparada a atividade da vitamina E
(ORTEGA; SKERGET; KNEZ, 2016).

Uma das principais formas de comercializagéo do lupulo é na forma de extrato,
0 qual pode ser obtido por diferentes técnicas, como por meio da extracdo por CO:2
supercritico (KOSTRZEWA; ROJ; DOBRZYNSKA-INGER, 2014; ROJ et al., 2015) ou
ainda pela utilizacdo de solventes organicos, a exemplo do etanol (ABRAM et al.,
2015) e metanol (KEUKELEIRE et al., 2003).

Segundo a International Hop Growers Convention (2018), a producdo mundial
de ldpulo excede 100 mil toneladas ao ano, com Estados Unidos e Alemanha
ocupando os primeiros lugares no ranking de maior producéo. No Brasil, o lupulo
utilizado nas grandes cervejarias €, ainda, em quase sua totalidade, importado,
implicando em elevado custo para esta matéria-prima. Entretanto, apds muitas
tentativas, a planta tem sido produzida com éxito em pequena escala no pais, e sendo
destinada a producédo de cervejas artesanais (SARNIGHAUSEN; SARNIGHAUSEN;
DAL PAI, 2017).



Apesar da exigua producéao de lupulo no Brasil, e da mesma ainda se encontrar
em fase de testes, € nitido o potencial de expansao dessa cultura no solo brasileiro,
podendo ser visto com bons olhos pela agricultura familiar e uma oportunidade de
insercédo de um novo produto no agronegdcio do pais. Devido a diversidade climética
e aptiddo para o desenvolvimento do setor agricola, o Brasil poderia vir a suprir no
futuro a demanda das cervejarias nacionais, tornando promissora a producdo de
lGpulo no pais (SARNIGHAUSEN; SARNIGHAUSEN; DAL PAI, 2017).

O grande potencial de aplicagdo do ldpulo nas mais diversas &reas,
abrangendo desde a industria alimenticia a indastria farmacéutica, fica claro por sua
composicao e propriedades. Além disso, o mercado cervejeiro brasileiro € de suma
importancia, sendo o lipulo uma matéria-prima de destaque, porém, caracterizada
pelo elevado custo, principalmente devido a seu carater de importacdo. A producéo
brasileira de lupulo surge como uma alternativa, podendo vir a suprir o mercado com
produtos de distintas caracteristicas e permitindo uma produc¢éo inovadora. O lUpulo
possui em sua composicdo uma série de compostos com diferentes funcionalidades
e passiveis de aplicacdo em diversos setores da industria, tornando-se necesséria a
investigacdo de suas propriedades e potencial de aplicacdo nos diferentes setores,

visto a escassez de estudo utilizando as variedades produzidas no Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antioxidante e a atividade antimicrobiana dos primeiros

cultivares de espécies de Iupulo (Humulus lupulus L.) produzidos no Brasil, bem como

determinar a composicdo quimica dos a- e [(-acidos presentes em extratos

hidroetandlicos de lapulo.

2.2. Objetivos especificos

a)
b)

c)
d)
e)

Obter extratos hidroetanélicos de Iupulo;

Analisar o conteudo de fendis totais e flavonoides totais do extrato obtido a
partir de lUpulos produzidos no Brasil;

Averiguar a atividade antioxidante dos extratos de lupulo obtidos;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos de lUpulo obtidos;
Determinar os teores de a- e [-acidos presentes nos extratos

hidroetandlicos por Ultra Performance Liquid Chromatography (uPLC).
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ABSTRACT

Background

O lapulo é conhecido mundialmente por sua aplicacdo na fabricacdo de cervejas, conferindo
principalmente aroma e flavor a bebida. Esta planta € rica em compostos bioativos, 0s quais
podem ser extraidos e utilizados também em outros setores da industria alimenticia, devido a
suas propriedades antimicrobiana e antioxidante.

Scope and Approach

Na presente revisdo € descrito o potencial uso do lupulo em diferentes matrizes alimenticias,
incluindo a influéncia da composicdo dos alimentos nas propriedades da planta. Além disso,
métodos convencionais e novas estratégias de extracao dos componentes de interesse do ltpulo
sdo colocados em foco, descrevendo sua importancia na composicao dos extratos de lapulo.
Key findings and conclusions

Tecnologias emergentes de extracdo tém mostrado boa aplicabilidade para obtencdo dos
compostos provenientes do lupulo, em adicdo aos ja utilizados tradicionalmente. Além da
aplicacdo na producéo de cervejas, o lupulo tem grande potencial para incorpora¢do em outras
matrizes alimenticias, como carnes, vegetais e produtos panificados. A natureza dos compostos
presentes nos alimentos interfere na atividade do lupulo, podendo reduzir a efetividade
antimicrobiana dos compostos bioativos da planta. A temperatura e 0 pH também devem ser

levados em consideragdo para utilizacdo do lGpulo e seus componentes em alimentos.

Palavras-chave: Lupulo; Compostos bioativos; Extracdo; Purificagdo; Aplicacdo em matrizes

alimenticias

Esta revisdo serd submetida a revista: Trends in Food Science and Technology



1. Introdugéo

O Ilupulo (Humulus lupulus L.) é reconhecido mundialmente pelo emprego das
inflorescéncias femininas da planta (cones de Iupulo) na fabricacdo de cerveja, 0s quais séo
responsaveis por conferir aroma e flavor a bebida e também por aumentar sua estabilidade
microbiolégica (Kovacova, Lehotay, Urgeova, Mocak, & Cizmarik, 2011; Lafontaine et al.,
2018). Atualmente, cerca de 90% da producdo de lupulo é destinada a industria cervejeira
(Sanz, Torres, Vilarifio, & Dominguez, 2019), porém, por suas propriedades bioldgicas e
nutracéuticas, estudos tém evidenciado potencial aplicacdo em demais setores da industria
(Alonso-Esteban et al., 2019; Maietti et al., 2017; Weber et al., 2019).

Anteriormente a seu emprego na fabricacdo de cervejas, o lUpulo era utilizado por seu apelo
medicinal, estando associado ao tratamento de desordens do sono e ansiedade, bem como a
melhoria das funcGes gastricas e a atuacdo em formulacdes de remédios por sua atividade
antimicrobiana e antifungica. Além disso, nos ultimos anos tem crescido o interesse na
funcionalidade da planta, a exemplo da investigacdo das propriedades estrogénicas e atividade
guimiopreventiva contra o cancer (Zanoli & Zavatti, 2008).

A propriedades bioativas do lUpulo estdo associadas a presenca de metabolitos secundarios,
cuja composicdo e quantidade podem ser influenciadas por diversos fatores, tais como
variedade, local de plantio, condi¢des climaticas e periodo de colheita (Abram et al., 2015).
Dentre os principais componentes do lipulo, podem ser mencionados os 6leos essenciais, 0s o
e P-acidos e os compostos fenolicos, 0s quais sdo responsaveis por grande parte das
caracteristicas associadas a planta.

Outro fator a ser levado em consideracdo para posterior aplicagdo é a tecnologia de extracao
e purificacdo dos componentes de interesse. Podem ser obtidos extratos vegetais através de
técnicas de extragdo com solventes organicos e fluidos supercriticos, bem como podem ser

extraidos os 6leos essenciais pela tradicional hidrodestilacdo. A escolha do processo de extracao



é fundamental na determinacdo da composi¢do do produto final extraido e, consequente, da
aplicabilidade da mesma (Sanz et al., 2019).

Apesar do numero consideravel de estudos a respeito da planta mencionada, a maioria dos
estudos estdo voltados para o papel do lGpulo na producdo de cervejas e suas caracteristicas sao
alvo de pesquisas associadas a suas propriedades somente quando adicionadas & bebida
(Ceslové, Holcapek, Fidler, Drstickova, & Lisa, 2009; Lermusieau, Liégeois, & Collin, 2001).
Todavia, os constituintes do ldpulo tém demonstrado potencial para aplicacdo em outras
matrizes alimenticias (Kramer et al., 2015; Larson et al., 1996; Nionelli, Pontonio, Gobbetti, &
Rizzello, 2018). Em funcdo disso, a presente revisdo visa explorar as caracteristicas do lGpulo
que evidenciam seu potencial para diferentes aplicacdes na industria de alimentos, abordando
também as principais técnicas de extracdo e purificacdo associadas a seu emprego, além da

convencional utilizacdo como matéria-prima para a industria cervejeira.

2. Principais compostos bioativos do lUpulo: atividades antioxidante e
antimicrobiana

Apesar de estudos explorarem as folhas (Abram et al., 2015) e sementes (Alonso-Esteban
et al., 2019) de lapulo, € nos cones que se encontram grande parte dos compostos de atividade
biologica, principalmente o e B-acidos e seus derivados, polifenois, e componentes dos 6leos
essenciais (Steenackers, De Cooman, & De Vos, 2015). A composi¢do e quantidade de tais
componentes podem ser alteradas de acordo com a variedade e condicGes de plantio e colheita
da planta, dentre outros fatores.

Os o e B-&cidos, também denominados humulonas e lupulonas, respectivamente, sdo
produzidos nas glandulas lupulinicas da planta. Além disso, sdo também conhecidas como
resinas moles, devido a sua solubilidade em hexano (Hrncic, Spaninger, Kosir, Knez, & Bren,

2019).
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Em geral, a-acidos sdo reconhecidos por conferir amargor as matrizes alimenticias, como
na cerveja, sendo responsaveis por cerca de 2-24% do peso seco do ldpulo. Os principais o-
acidos sdo cohumulona, humulona e adhumulona, sendo posthumulona e prehumulona
compostos minoritarios dessa classe. Quando expostos a condigdes de elevada temperatura
(100-130 °C) e pH (8-10), mais de 50% dos a-&cidos sdo termicamente isomerizados a iso-a-
acidos, os quais sdo efetivamente compostos de amargor, sendo responsaveis também por
conferir certa atividade antimicrobiana, principalmente frente bactérias Gram-positivas (Sanz
et al., 2019; Steenackers et al., 2015). O aumento excessivo da temperatura e exposi¢cao ao
oxigénio apos a formacdo de iso-a-acidos pode levar a oxidacao destes compostos, produzindo
odores desagradaveis a matriz alimenticia (Caballero, Blanco, & Porras, 2012).

Os B-acidos, por sua vez, tém sido estudados quanto a sua atividade antimicrobiana, sendo
os principais B-&cidos, lupulona, colupulona e adlupulona, responsaveis por cerca de 10% do
peso seco do ldpulo (Larson et al., 1996; Steenackers et al., 2015). Outra caracteristica
associada as lupulonas € a conferéncia de flavor a matriz alimenticia a qual sdo incorporadas,
porém, estas substancias também sdo susceptiveis a oxidacdo, podendo originar compostos de
degradacdo indesejaveis (Haseleu, Intelmann, & Hofmann, 2009).

O grupo dos polifenois encontra-se abundantemente presente em uma grande variedade de
plantas. No lupulo, a fracdo fendlica corresponde a cerca de 4-14% do seu peso seco, sendo em
sua maioria constituida por flavonoides. Apesar das propriedades antioxidantes as quais estdo
associados, os polifenois podem sofrer alteracfes durante o periodo de estocagem do alimento
no qual foi incorporado, modificando suas propriedades e, mais precisamente, fendis de baixo
peso molecular podem conferir caracteristicas indesejaveis ao produto, como off-flavor
(Callemien & Collin, 2010).

Em especial, os prenilflavonoides sdo compostos encontrados em elevada quantidade no

lUpulo, quando comparado a demais plantas (Hrncic et al., 2019). Xanthohumol é um exemplo
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de flavonoide prenilado exclusivo das inflorescéncias do IUpulo, constituindo 0,2-1% em peso
seco das mesmas. Este flavonoide possui atividade antioxidante, dentre demais atividades
biologicas responsdveis por sua caracteristica medicinal. Além disso, sua atividade
antimicrobiana vem sendo estudada e tem se mostrado bastante eficaz contra bactérias, fungos
e virus. Sob condicdes de elevada temperatura e pH, o xanthohumol pode ser convertido em
isoxanthohumol, composto também de grande atividade bioldgica (Bartmanska et al., 2018;
Sanz et al., 2019).

Dentre os demais polifenois presentes no lupulo que podem evocar aspectos positivos
quanto a sua incorporacdo em diferentes matrizes alimenticias, pode-se citar demais
flavonoides como catequinas e flavonois, bem como acidos fenolicos, como o acido ferdlico
(Hrncic et al., 2019).

Os 6leos essenciais presentes no lGpulo correspondem a 0,5-3% dos cones de lupulo secos
e sdo responsaveis, em especial, pelo perfil aromatico da planta. Os principais compostos dos
oOleos essenciais de lUpulo sédo ésteres, aldeidos, cetonas, terpenos e acidos carboxilico, sendo
afetados por altas temperaturas devido a sua volatilidade (Steenackers et al., 2015).

A presenca e quantidade desses compostos dependem de muitas variaveis e, além das ja
mencionadas anteriormente, 0 método de extracdo influencia fortemente nas caracteristicas e
aplicacdo da fracdo extraida. Logo, € de sumo interesse o conhecimento a respeito dos principais
método de extracdo e purificacdo aplicaveis ao ltpulo para obtencdo de produtos passiveis de

incorporagdo em alimentos.

3. Principais métodos de extracdo e purificacédo
3.1.Extragdo com solventes organicos e agua
A extracdo de diferentes compostos presentes no lGpulo pode ser realizada através da

utilizacdo de solventes orgéanicos, tais como metanol, butanol, hexano, etanol, cloreto de

12



metileno, tricloroetileno e cetonas (Sanz et al., 2019). Neste tipo de extracdo, dois fatores devem
ser primordialmente levados em consideragao, o solvente utilizado e a temperatura de extracgdo.
Abram et al. (2015) verificaram que ao comparar a extracao hidroetandlica (etanol 96%) sob as
temperaturas de 30 °C e 60 °C, a maior temperatura testada permitiu a obtencéo de extratos com
maior conteudo de compostos fenolicos.

Em geral, solventes organicos demonstram-se pouco seletivos, induzindo a extracdo de
polifenois, gorduras, ceras, pigmentos, a ¢ B-acidos, bem como materiais ndo caracterizados
(Laws, Bath, Pickett, Ennis, & Wheldon, 1977). Vale mencionar que para incorporacdo dos
extratos obtidos em alimentos, o solvente utilizado deve ser removido apds a extracdo,
garantindo a seguranca do alimento quanto a sua toxicidade.

Considerando a baixa solubilidade dos o e B-&cidos em agua, a utilizacdo deste solvente no
processo de extracdo dos cones de lGpulo ndo se apresenta como uma alternativa interessante
quanto ao produto final obtido. Para a extragdo aquosa, temperaturas de 50 °C, ou acima, devem
ser utilizadas afim de garantir uma maior obtencédo de polifenois e demais compostos bioativos,
devendo-se considerar também o tempo utilizado no processo (Patent No. US20170367392A1,
2015).

Em uma breve comparacdo, os extratos aquosos de lupulo apresentam menor atividade
antioxidante quando comparados com 0s extratos obtidos a partir da utilizacdo de etanol e
dioxido de carbono (CO3) (Liu, Gu, Tang, & Liu, 2007). Além disso, Kowalczyk, Micha,
Cichocka, & Gawlik-dziki (2013) verificaram que extratos aquosos apresentam menor teor de
fenolicos totais do que extratos hidroetanolicos (50% etanol) e hidrometandlicos (50%
metanol).

Entretanto, alguns estudos apontam que solventes organicos sem a adi¢do de agua podem

ser considerados solventes pobres para a extracdo de polifenois. Inclusive, em se tratando de
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alcoois, a razdo alcool:4gua é de suma importancia para delimitacdo da eficiéncia na extracao
de polifenois (Formato, Gallo, lanniello, Montesano, & Naviglio, 2013).

A destilacdo a vapor comumente utilizada para obtencao de 6leos essenciais é responsavel
pela extracdo de uma grande gama de compostos volateis, como ésteres, monoterpenos, e
sesquiterpenos, podendo ultrapassar a faixa de 100 compostos identificados na fracdo extraida.
Dentre os principais compostos identificados no 6leo essencial de lupulo, pode-se citar
monoterpenos como o B-mirceno e os sesquiterpenos B-carofileno, a-humuleno e B-farneceno

(Potec¢ et al., 2019).

3.2.Estratégias alternativas para extracdo dos componentes do lUpulo

Como mencionado, as caracteristicas de alguns solventes organicos limitam sua utilizacdo
no processo de extragdo, principalmente visando a aplicacdo do extrato em produtos
alimenticios. Implicacdes para a saude do consumidor, aspectos ambientais e econdémicos, bem
como as condicBes de processamento sao alguns fatores que devem ser levantados na escolha
do método ideal para obtencdo de extratos de lUpulo. Diante deste contexto, algumas técnicas
alternativas de extracdo tém surgido, sendo sua aplicacdo em cones de lupulo considerada uma
das pioneiras dos ditos “processos verdes” (Sanz et al., 2019).

Neste contexto, a utilizacdo de agua pressurizada a 150 °C foi verificada como uma
alternativa efetiva para extracdo de prenilflavonoides de cones de lupulo, favorecendo ainda a
obtencéo de extratos ricos em isoxanthohumol (Gil-ramirez et al., 2012).

Qutras técnicas j& estudadas foram a utilizacdo de micro-ondas para obtencdo de 6leos
essenciais de lupulo por hidrodestilagdo, a qual permitiu a extragdo de 6leos ricos em f-mirceno
(Tyskiewicz, Gieysztor, Konkol, Szatas, & R9j, 2018), e a aplicacdo de ultrassom acoplada a
extragdo com solventes, como &gua, etanol 70% (v/v), etanol 94% (v/v), éter etilico e glicerol

3,5% (Vv/v), o0 que proporcionou um aumento da fracdo de dleo extraida (Toma, Vinatoru,
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Paniwnyk, & Mason, 2001). Além disso, a utilizacdo de campo elétrico pulsado ja foi
investigada na extracdo com fluidos supercriticos de 6leos e resinas de plantas, incluindo o
lupulo, induzindo a abertura de nanoporos na superficie do material herbaceo, auxiliando a
migracdo e/ou difusdo de moléculas intracelulares para o solvente (Patent No. US9981203B2,
2018).

Vale ainda mencionar a respeito do emprego de CO2 supercritico (cs-COz) no processo de
obtencdo de extratos de lGpulo, o qual permite a extragdo de compostos de natureza apolar,
como Oleos essenciais € a e B-acidos. Esta técnica permite algumas vantagens tais como a
protecdo dos produtos contra oxidacao, por ser realizada em atmosfera sem a presenga de
oxigénio, além de condi¢gbes amenas de processamento, alta velocidade de extracdo, alta
eficiéncia, baixo impacto ambiental e auséncia de residuos de solvente na fragdo extraida,
gerando produtos finais de maior pureza, quando comparados aos obtidos pela extragdo com
uso de solventes organicos (Sanz et al., 2019).

CO2 supercritico possui grande seletividade por lupulonas (B-acidos), permitindo obtencéo
de extratos com de cerca de 56% a 65% de conteudo dos mesmos, sendo bastante efetivo para
isolamento destes compostos (Formato et al., 2013). Além disso, a utilizacdo de ¢s-CO2 no
processo de extracdo de substancias naturais em pressdes superiores (acima de 70 MPa) a
convencionalmente utilizada no método de extracdo supercritica permite o isolamento de
compostos de baixa solubilidade (Hrncic et al., 2019).

Para extracdo de compostos polares utilizando cs-CO., deve-se fazer uso de um solvente
auxiliar, também denominado co-solvente, o qual deve ser escolhido de modo a ndo interferir
na seletividade ou comprometer a natureza de processo verde caracterizada nesta extracéo,
sendo mais comum o emprego de &lcoois (Sanz et al., 2019). A utilizagdo de etanol como co-
solvente produz extratos mais heterogéneos, e a menor seletividade permite maior extracdo de

a-acidos quando comparado a utilizacdo de cs-CO> puro (Formato et al., 2013).
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3.3. Técnicas de purificacédo

Ao contrério da tecnologia de extragdo com fluido supercritico, que oferece a possibilidade
de isolamento direto dos compostos presentes na fracdo extraida, a utilizacdo de solventes
organicos no processo de extragcdo requer uma etapa posterior de purificagdo e fracionamento
dos extratos.

Bocquet et al. (2019) fracionaram extratos preparados por extracdo com etanol/agua (9:1
v/v) utilizando uma separac¢éo liquido-liquido com diclorometano e &gua. Para a purificacdo de
xanthohumol a partir das frag6es obtidas, os autores fizeram uso de Cromatografia por Particdo
Centrifuga (CPC) em vérios estagios, com um sistema de solventes Arizona, n-heptano/acetato
de etila/metanol/agua (6:5:6:5 v/v), sendo conferidas através de Cromatografia em Camada
Delgada utilizando tolueno/acetato de etila/acido formico (73:18:9 v/v). Demais substancias,
desmethilxanthohumol, humulona, cohumulona, lupulona e colupulona, foram purificados
através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa (CLAEprep), cuja fase movel
foi composta por 4gua (solvente A) e acetonitrila (solvente B). Tal processo permitiu a obtencédo
de xanthohumol e desmetilxanthohumol com 98% e 95% de pureza, respectivamente.

O isolamento e purificacdo de xanthohumol também pode ser realizado através de
Cromatrografia Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC), em um Unico estagio, a qual
demonstrou ser eficiente para obtencdo deste composto a partir de lGpulo, visto a pureza acima
de 95% da substancia purificada. Para este processo, empregou-se um sistema de solventes
constituido por n-hexano/acetato de etila/metanol/agua (5:5:4:3 v/v) (Chen et al., 2012).

Uma outra proposta para fracionamento e purificacdo de compostos fendlicos em extratos
de lapulo é a utilizacdo de resinas macroporosas (Patent No. CN101433592A, 2009). Além
disso, cs-CO. também pode ser utilizado para fracionar extratos etanolicos de lapulo e

promover a separacdo de prenilflavonoides e outros polifenois (Sanz et al., 2019).
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Extratos obtidos por extracdo supercritica ainda permitem a separagdo de 6leos essenciais
através de destilacdo a vacuo ou por evaporacao realizada em dois estagios seguida de separacao

cromatografica (Biendl et al., 2014).

4. Aplicac¢bes em alimentos

De modo geral, o lGpulo é uma planta complexa cuja composicao apresenta propriedades
de grande interesse & industria de alimentos. As atividades antioxidante e antimicrobiana dos
compostos inerentes aos cones de lupulo tornam evidente seu potencial de exploracdo, nao
somente pela indUstria de bebidas, visando sua aplicagdo na fabricacdo de cerveja, mas também
permitindo sua incorporagdo em outras matrizes alimenticias. A Tabela 1 evidencia estudos que

exploraram a aplica¢do de lUpulo em alimento
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Tabela 1. Exemplos de aplica¢des de IUpulo em matrizes alimenticias

Matriz alimenticia Parte da Composicao do extrato ~ Condic¢des de Concentragdo Influéncia da aplicagdo Referéncia
planta extracdo do lapulo
utilizada na
extracéo
Salada de repolho - 29,7% colupulona + - 1mg.g? Inibigdo de Listeria (Larson et al.,
65% lupulona e monocytogenes 1996)
adlupulona + 8%
desoxi-a-&cidos + 7%
agua + 0,6% iso-a-
acidos
Leite - 41% B-acidos + 12% a- - Inibicéo de
acidos + 47% desoxi-o- 1 I
Desnatado L . 0,1 mg.mL Listeria monocytogenes (Larson et al.,
acidos, 6leos e ceras
L ) 1996)
204 lupulinicas 1 mg.mL*
Integral 1 mg.mL*?
Queijo
Baixo teor de gordura - 41% B-acidos + 12% a- - 0,1a3mg.g* Inibigdo de (Larson et al.,
(Cottage) acidos + 47% desoxi-o- . 1996)
L ) Listeria monocytogenes
acidos, oleos e ceras
Alto teor de gordura lupulinicas Até 10 mg.g* N&o exibiu atividade

(Camembert)

antimicrobiana frente
Listeria monocytogenes

(Cont.)
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Pao Cones de
lupulo

Produtos carneos

Carne marinada (Sistema -
modelo, pH 7,0,
armazenamento a 2 °C)

Carne marinada (Sistema -
modelo, pH 7,0,
armazenamento a 2 °C)

Carne marinada (Sistema -
modelo, pH 5,0,
armazenamento a 2 °C)

40% B-&cidos em
propilenoglicol (Beta
Bio 40)

65-85% xanthohumol
(Xanto-Flav)

40% B-acidos em
propilenoglicol (Beta
Bio 40)

Extracdo com
agua quente (100
OC)

Adicédo de 25% de
extrato de ldpulo a
massa

1000 mg.L*

1000 mg.L*

250 mg.L*

500 mg.L*

100 mg.L*

Atividade antioxidante e
aumento da concentracdo
de polifenois + Atividade
antifdngica

Reducéo da contagem
inicial de Listeria
monocytogenes (2,9 log
UFC.mL™) ap6s 35 dias

Efeito inibitorio frente
Listeria monocytogenes,
com aumento da fase lag
(5 dias)

Reducéo da contagem
inicial de Listeria
monocytogenes (2,1 log
UFC.mL1) em 30 dias de
armazenamento
refrigerado (2 °C)

Reducéo da contagem
inicial de Listeria
monocytogenes (>3 log
UFC.mL™?) apés 30 dias

Inibicdo do crescimento
de Listeria

(Nionelli et al.,
2018)

(Kramer et al.,
2015)

(Kramer et al.,
2015)

(Cont.)
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Rissois de cordeiro

Cones de
lUpulo

Extracdo com
agua quente (100
oc)

Dispersao dos
cones em pé em
aguaa20°C

Adicdo de 50 mL do
extrato a cada 950 g de
carne

Adicdo de 2g de ltpulo
em po por kg de carne

monocytogenes em até 14
dias

Atividade antioxidante, (Villalobos-
com maior estabilidade Delgado et al.,
da oxidacao lipidica e 2015)
manutencdo da cor
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Os flavonoides presentes no ldpulo atuam como antioxidantes naturais, fornecendo
também suporte a rea¢des sensoriais, podendo ainda ser oxidados dando origem a produtos de
escurecimento ndo enzimatico (De Clippeleer, de Rouck, de Cooman, & Aerts, 2010). Além
disso, apresentam diferenciada atividade antimicrobiana frente a uma grande variedade de
microrganismos, especialmente bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus
(Karabin, Hudcova, Jelinek, & Dostalek, 2014). Quanto aos demais compostos presentes nos
cones de lupulo, os dleos essenciais € os o e B-acidos além da caracteristica sensorial,
conferindo aroma e flavor aos alimentos, ainda possuem potencial antimicrobiano e
antioxidante.

O lupulo tém sido estudado quanto a sua atividade antimicrobiana, principalmente frente
bactérias Gram-positivas, incluindo espécies dos géneros Listeria, Micrococcus,
Staphylococcus, Mycobacterium, Streptomycetes e Bacillus (Larson et al., 1996; Teuber &
Schmalreck, 1973; Zanoli & Zavatti, 2008), aléem de apresentar atividade frente a fungos como
os do género Fusarium (Bartmanska et al., 2018; Zanoli & Zavatti, 2008).

Um dos entraves da utilizacdo do ldpulo é o flavor caracteristico associado a seus
compostos, entretanto, Leonida et al. (2018) analisaram a nanoencapsulagdo de B-&cidos e
xanthohumol, culminando em um aumento da atividade antimicrobiana e mascarando o forte
sabor amargo.

Abram et al. (2015) avaliaram a atividade de extratos hidroetanolicos de cones de IUpulo
frente patdgenos de origem alimentar, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e verificaram
extraordinario potencial antimicrobiano frente a bactéria Gram-positiva (0,0013 mg.mL? <
CMI < 0,0029 mg.mL™?). Além disso, moderada atividade frente E. coli 0157:H7 foi relatada
no estudo citado (0,19 mg.mL* < CMI < 0,43 mg.mL1). Entretanto, algumas pesquisas indicam

pouca ou nenhuma atividade frente bactérias Gram-negativas, como o realizado por Langezaal,
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Chandra, & Scheffer (1992), o qual analisou 6leos essenciais de lGpulo obtidos por
hidrodestilacdo frente a bactéria E. coli.

Um fato pertinente a utilizagdo do lGpulo como antimicrobiano em alimentos é seu estudo
diretamente na matriz alimenticia. Elevadas concentraces de extratos da planta, assim como
seu Oleo essencial, podem impactar em flavors e aroma indesejaveis as caracteristicas do
alimento.

Em um trabalho realizado por Larson et al. (1996), Listeria monocytogenes mostrou-se
sensivel frente a extratos de lupulo em meios de cultura, porém, quando testados diretamente
em alimentos (queijos e leite), a referida bactéria ndo foi tdo afetada pelos extratos testados,
requerendo elevadas quantidades dos extratos em questdo. Todavia, o estudo evidenciou o
efeito do pH na atividade antimicrobiana dos extratos de lupulo, a qual sofre influéncia negativa
de valores elevados de pH. Tal fato também foi verificado para atividade antifingica de extratos
aquosos de lapulo (Nionelli et al., 2018).

A fracdo lipidica da matriz alimenticia também é um fator de interferéncia para a
efetividade dos extratos de ldpulo, pois alimentos com teor elevado de gordura reduzem a
atividade antimicrobiana dos extratos, em virtude do sequestro das resinas moles pela fase
hidrofébica do alimento.

Além dos fatores mencionados, a temperatura também exerce influéncia em sua atividade
inibitdria, visto que em temperaturas mais baixas a propor¢do dos extratos de ltpulo na fase
aquosa pode ser maior (Larson et al., 1996). Logo, uma das possiveis aplicacfes dos extratos
de lapulo consiste em sua incorporacdo a alimentos de baixo teor de gordura ou refrigerados,
como alimentos de origem vegetal minimamente processados.

Outra vertente de interesse para aplicacdo do lupulo é sua utilizacdo em alimentos
panificados (Irakli, Mygdalia, Chatzopoulou, & Katsantonis, 2019; Nionelli et al., 2018). A

adicdo de extratos aquosos de Iupulo na producdo de pdes promove um aumento da

22



concentracdo de fendis totais do produto, inferindo em um aumento do efeito antioxidante no
produto auxiliando em sua conservagdo. Além disso, a adi¢do de lapulo a formulagdo de pées
pode promover alteragdes na coloragdo da crosta, tornando-a mais escura, bem como
incorporando amargor e sabor herbaceo ao produto final. VVale mencionar ainda que a adigdo
do extrato de ltpulo a panificacdo pode influenciar na vida util dos pées, evitando o crescimento
de fungos por pelo menos 14 dias apds sua producdo, quando comparado com pées elaborados
sem a adi¢do de propionato de célcio (Nionelli et al., 2018).

Em relagdo a utilizagdo de lapulo em matrizes carneas, Kramer et al. (2015) verificaram o
efeito de extratos comerciais de lupulo contendo a-acidos, B-&cidos e xanthohumol frente
bactérias de origem alimentar e sua potencial aplicagdo em sistemas modelo de carne marinada.
Os extratos de lupulo mostraram-se promissores para atuar no aumento da vida Util e seguridade
microbioldgica de produtos carneos, em especial extratos ricos em [-acidos, 0s quais
promoveram a inibicdo do crescimento do patdgeno L. monocytogenes em até 14 dias de
armazenamento a 2 °C.

Outro estudo, conduzido por Villalobos-Delgado et al. (2015), analisou a incorporacgéo de
lGpulo (2 mg.kg™?) em rissois de cordeiro, comparando a utilizagdo da planta nas formas de po6
e infusdo, e ainda sua influéncia durante o armazenamento dos produtos. Apesar das
preparacdes conduzidas com adicdo de lapulo terem afetado sutilmente, de forma negativa, a
aceitacdo do produto, os autores verificaram que o lupulo exibiu atividade antioxidante
significativa, reduzindo a oxidacdo de lipidios e proteinas do produto carneo durante o
armazenamento refrigerado, principalmente considerando a utilizagdo da planta em pé.

Algumas patentes ja verificaram a eficcia da utilizacéo de extratos de lGpulo em alimentos,
como produtos carneos crus e processados, queijos (Patent No. US 2004/0175480 A1, 2004)
peixes (Patent No. US 7.550,162 B2, 2009), produtos de confeitaria (Patent No. RU2357417C2,

2009) e alimentos embalados a vacuo (Patent No. US 2004/0018284 A1, 2004).
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5. Conclusdes e perspectivas futuras

Diferentes técnicas de extragdo e purificagdo podem ser utilizadas para obtencdo de
produtos de lapulo com caracteristicas distintas. A extracdo com solventes necessita de uma
etapa posterior de remocéo do solvente utilizado afim de possibilitar sua aplicacdo sem riscos
a saude, diferentemente da extracdo com dioxido de carbono supercritico que torna esta etapa
desnecesséria. Industrialmente, a extracdo com etanol também é muito explorada, devido as
suas caracteristicas e baixa toxicidade comparado aos demais solventes. A presenca de resinas
moles (a- ¢ B-&cidos), assim como compostos fenolicos, a exemplo de xanthohumol, conferem
propriedades antioxidante e antimicrobiana ao IUpulo, as quais ainda séo pouco exploradas pela
indUstria alimenticia. Quanto a sua atividade antimicrobiana, o lupulo tem se demonstrado
bastante eficaz frente bactérias Gram-positivas. Deve-se mencionar que a composicao do
alimento interfere diretamente nas propriedades do lupulo, a exemplo do pH, temperatura e teor
de gordura, indicando um maior potencial de aplicacdo em matrizes alimenticias com baixa
fracdo lipidica, pH baixo e armazenado sob baixas temperaturas, como produtos de origem
vegetal minimamente processados. O lupulo pode ainda ser aplicado em produtos carneos e
panificados, atuando como aliado na conservacdo desses alimentos. Logo, é evidente o
potencial de aplicacdo do Itpulo em alimentos, sendo necessarios maiores estudos a respeito da

interacdo entre seus compostos e 0s componentes dos alimentos.

Instituices de fomento: Os autores agradecem ao incentivo fornecido pela CAPES e CNPQ

ao desenvolvimento do presente estudo.
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Abstract

O lupulo é uma planta associada a uma elevada gama de propriedades bioldgicas. O potencial
antioxidante e antimicrobiano dos cones de lupulo é justificado por sua composi¢do quimica,
rica em compostos fenolicos e resinas moles. Entretanto, varios fatores influenciam a presenca
e quantidade dos compostos inerentes ao ltpulo, tais como a cultivar, o local e as condigdes de
plantio. Recentemente, o cultivo de lUpulo no Brasil tem despertado interesse e, apesar do clima
tropical, tem sido possivel obter IUpulo no referido pais. O presente estudo objetivou analisar a
composicdo quimica e verificar o potencial antioxidante e antimicrobiano de lapulos cultivados
no Brasil. Foram verificados os teores de compostos fendlicos e flavonoides, além da atividade
antioxidante através de ensaios com os radicais ABTS e DPPH. A atividade antimicrobiana foi
avaliada frente bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como foi testada a atividade
antifungica dos extratos de lupulo. O teor de lupulonas e humulonas foi analisado através de
UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography). Os lupulos produzidos no Brasil se
mostraram boas fontes de flavonoides (5,72 — 12,82 mg CE.g?), apresentando elevado contetido
de compostos fendlicos, em especial uma cultivar denominada “Canastra” (35, 1 mg GAE.gY).
Foi verificado grande potencial antioxidante e antimicrobiano para as cultivares brasileiras.
Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas apresentaram susceptibilidade aos extratos
hidroetandlicos de Iupulo, com o maior efeito exibido frente Staphylococcus aureus para todas
as cultivares. Atividade antifungica foi verificada frente Byssochlamys nivea, com decaimento
do didmetro micelial conforme aumento da concentracdo dos extratos e inibicdo significativa
do crescimento fingico na maior concentracéo avaliada (20 uL.mL™). Foi constatado elevado
teor de a e P acidos nas cultivares brasileiras, com destaque para as variedades Vitoria,
Columbus e “Canastra”, cujo conteiido de resinas moles chegou a alcancar aproximadamente

60% (m.m™) dos cones de IGpulo. Tais caracteristicas evidenciam a potencial aplicagdo das
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variedades brasileiras como matéria-prima das industrias farmacéutica e alimenticia, em

especial na fabricacdo de cervejas.

Palavras-chave: lupulo, cultivares brasileiras, compostos fendlicos, atividade antioxidante,

atividade antimicrobiana, resinas moles
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1. Introdugéo

O lbpulo (Humulus lupulus L.) é uma planta pertencente a familia Cannabaceae, cujo
cultivo esta associado predominantemente a sua utilizagdo como matéria-prima na fabricacéo
de cervejas. Dos cones de lupulo sdo oriundas grande parte das substancias associadas as
propriedades bioldgicas da planta (Zanoli & Zavatti, 2008).

De acordo com a presenca e proporc¢des dos compostos quimicos presentes no ltpulo, uma
série de propriedades de interesse podem ser verificadas em maior ou menor intensidade, a
exemplo dos potenciais antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatorio, além das propriedades
antimutagénica, antialérgica, neuroprotetora e estrogénica (Hrncic et al., 2019; Sanz et al.,
2019).

A composi¢do quimica do ldpulo varia consideravelmente com diversos fatores, a
mencionar a cultivar, o local de plantio, estagio de maturacéo e as condic¢des climaticas durante
seu crescimento (Abram et al., 2015). Entre os compostos inerentes ao lGpulo podem ser
mencionados os fendis, 6leos essenciais, o e B-acidos.

A fracdo fendlica do ldpulo (4-14% do lupulo seco) € constituida principalmente de
flavonoides, sendo alguns exclusivos as inflorescéncias da planta, como o xanthohumol (Sanz
et al., 2019). Os polifenois exibem uma grande variedade de propriedades fisioldgicas,
evidenciando inimeras possiveis aplicacGes, em especial a utilizacdo como conservantes
naturais (Hrncic et al., 2019). Em funcéo do potencial antimicrobiano e antioxidante, alguns
estudos tém investigado os beneficios da referida planta a producéo de alimentos, a exemplo de
matrizes carneas (Kramer et al., 2015), queijos (Larson et al., 1996) e panificados (Nionelli et
al., 2018).

Os a-acidos (humulonas) e B-&cidos (lupulonas) representam grande parte do peso seco dos
cones de lupulo e estdo associados as caracteristicas de flavor e aroma da cerveja, além de

evidenciarem participagdo em importantes propriedades inerentes a planta, a exemplo do
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potencial antimicrobiano (Sanz et al., 2019). Os a-&cidos majoritarios sdo cohumulona,
humulona e adhumulona, os quais sob condi¢des de elevada temperatura sdo isomerizados a
iso-a-acidos, principais agentes de amargor da cerveja, apresentando também atividade
bactericida, principalmente frente bactérias Gram-positivas (Kramer et al., 2015; Steenackers
et al., 2015). Os B-acidos majoritérios, por sua vez, sdo colupulona, lupulona e adlupulona,
constituindo cerca de 10% do peso seco do llpulo e exercendo papel potencial no aroma e
atividade antimicrobiana caracteristicos da planta (Formato et al., 2013; Larson et al., 1996).

A fim de se obter uma grande gama de compostos provenientes do IUpulo, métodos de
extracdo tradicionais e tecnologias emergentes sdo utilizadas. Vale mencionar que as técnicas
de extracdo e purificacdo utilizadas para obtencdo dos extratos constituem varidveis de
interferéncia na composicdo quimica dos extratos obtidos. Dentre os métodos de extracdo
comumente observados em préaticas industriais esta 0 emprego de solventes organicos, como o
etanol (Hrncic et al., 2019).

No Brasil, o lGpulo é, em quase sua totalidade, oriundo de importacéo, resultando em um
alto custo da matéria-prima e consequentemente do produto final no qual é utilizado como
insumo. Apesar das tentativas recentes de adaptacdo da espécie no pais, visando seu plantio em
larga escala, pouco se tem conhecimento das propriedades quimicas e biolégicas dos lupulos
produzidos no Brasil. Em virtude da auséncia de informacdo a respeito dos IUpulos cultivados
no Brasil, o objetivo principal deste trabalho foi estabelecer a composi¢do quimica e averiguar
o0 potencial antioxidante e antimicrobiano desta matéria-prima.

Para este propdsito, foram obtidos extratos hidroetandlicos dos cones de lupulo de nove
variedades produzidas no Brasil. Analisou-se o teor de fendlicos e flavonoides totais, bem como
as atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos obtidos. Além disso, foram
identificados e quantificados os a ¢ B-&cidos majoritarios presentes nos extratos por analise em

uPLC.
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2. Material e Métodos

2.1. Cultivares de Lupulo

O material vegetal utilizado consistiu em cones de ltpulo in natura de nove variedades
cultivadas no Brasil: Spalt, Saaz, Vitéria, Cascade, Mantiqueira, Columbus, Brasylijsk,
“Canastra” e Halertau Miltfruh. As cultivares sdo inerentes a safra de 2017/2018, oriundas de
Bom Jardim (regido de Nova Friburgo), Rio de Janeiro (22° 9’ 36” S, 42° 26’ 12” W). As
amostras, previamente embaladas a vicuo, foram armazenadas a -12 °C ate que fossem obtidos
os extratos. Além das cultivares brasileiras, a variedade comercial Premiant (Republica

Tcheca), também foi analisada.

2.2. Preparo dos extratos

As amostras de lupulo foram maceradas com auxilio de um pistilo, sendo 500 mg do
macerado obtido homogeneizado com 25 mL de etanol 96% (v/v). A utilizag&o do etanol como
solvente justifica-se pela simulacdo de praticas industriais realizadas para obtencao de extratos
de lupulo. A extracdo foi conduzida a 60 °C por 24 h em banho maria. Os extratos foram
resfriados a temperatura ambiente e entdo centrifugados (Excelsa I, FANEM, Brasil) a 2470 x
g, por 10 min. O sobrenadante obtido foi armazenado a -12 °C até o momento das analises

(ABRAM et al., 2015).

2.3.Determinacao do teor de fendlicos totais

O teor de fendis totais foi determinado através de método espectrofotométrico, utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu, conforme metodologia descrita por Singleton & Rossi (1965), com
modificacbes. Uma aliquota de 0,6 mL de cada extrato diluido com etanol (1:5 v/v) foi
adicionada de 3,0 mL de reagente Folin-Ciocalteu, 1:10 (v/v). Ap6s 3 minutos de repouso no

escuro, foram adicionados 2,4 mL de uma solucdo saturada de Na>COs. A mistura foi mantida
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novamente em repouso por 1 hora, para entdo ser lida a absorbancia a 760 nm em
espectrofotémetro (Termo Fisher Scientific, EVO300 PC, EUA). O contetdo fendlico total foi
determinado utilizando uma curva padréo de acido gélico (0 - 170 mg.L™?). Os resultados foram

expressos em mg de equivalente de cido galico por grama de amostra seca (mg.GAE.g™?).

2.4. Determinacéo do teor de flavonoides totais

O contetdo de flavonoides totais foi determinado conforme metodologia
espectrofotométrica descrita por Kim, Jeong & Lee (2003), com modificacGes. Para tanto, 0,5
mL de cada extrato diluido com etanol (1:5 v/v) foi adicionado de 2 mL de &gua destilada e
0,15 mL de nitrito de sédio a 5% (v/v). Ap6s 5 minutos, 0,15 mL de cloreto de aluminio 10%
(v/v) foi adicionado a mistura, sendo um minuto depois adicionada de 1 mL de solucdo de
hidréxido de sodio 1M. Ao final da analise, 1,2 mL de agua destilada foi incorporada a mistura,
sendo o conteldo agitado por 30 segundos. A leitura foi realizada a 510 nanémetros. O teor de
flavonoides totais foi determinado com o auxilio de uma curva padrdo de catequina (0 - 140
mg.L1). O branco foi obtido com o preparo da mesma solugdo descrita anteriormente, sem a
adicdo do AICls. Os resultados foram expressos em mg de equivalente de catequina por grama

de amostra seca (mgCE.g™).

2.5. Determinacéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de lGpulo foi determinada in vitro a partir dos radicais
ABTS (2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico) e DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), conforme descrito anteriormente por Re et al. (1999) e Brand-Williams, Cuvelier &
Berset (1995), respectivamente.

Previamente, uma solugdo aquosa 7 mM de ABTS™ foi adicionada a uma solugdo de

persulfato de potassio a 2,45 mM. A mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente
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durante 16 horas. A solucdo de trabalho contendo o cation radical ABTS" foi obtida através da
diluicdo da mistura anterior até que fosse atingida absorbancia de 0,700, em 734 nm. Para a
analise, 3,5 mL da solucdo de radical ABTS" preparada foi adicionada a 0,5 mL do extrato
diluido com etanol (1:50 v/v). Ap6s a mistura reagir por 6 minutos, mediu-se a absorbancia a
734 nm. Uma curva de calibracdo utilizando Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcroman-
2-carboxilico) foi estabelecida (0 - 110 uM). A atividade antioxidante de cada amostra testada
foi expressa em equivalentes de Trolox (umol Trolox.g™?).

Para o ensaio com DPPH, uma solucédo do radical a 1 mM foi preparada, cuja absorbancia
foi ajustada para 0,700, em 515 nm. Uma aliquota de 0,5 mL de cada extrato diluido com etanol
(1:5 v/v) foi adicionada de 3,5 mL da solugdo do radical DPPH. Ap6s 30 minutos em repouso,
no escuro, foi lida a absorbancia da solugdo a 515 nm. Os atividade antioxidante de cada

amostra testada foi expressa em equivalentes de Trolox (umol Trolox.g™).

2.6. Determinacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi analisada frente cinco bactérias patogénicas de origem
alimentar: Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
Typhimurium, e Staphylococcus aureus. Foi verificada também a atividade antifingica frente

o fungo deteriorador Byssochlamys nivea.

2.6.1. Microrganismos, meios de cultura e condic¢des de crescimento

Cepas de E. coli (ATCC 11229), L. monocytogenes (ATCC 7644), P. aeruginosa (ATCC
15442), S. Typhimurium (ATCC 14028) e S. aureus (ATCC 6538) foram utilizadas para
determinar a atividade antibacteriana dos extratos de lipulo. As culturas utilizadas estavam
preservadas a -80 °C no Laboratério de Microbiologia de Alimentos, da Universidade Federal

do Espirito Santo, Alegre, Brasil. Para os testes, as bactérias foram ativadas duas vezes em
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caldo BHI (Brain Heart Infusion) (Himedia,, Mumbai, India) e cultivadas em agar PCA
(Himedia, Mumbai, india) por 24h a 35 °C. O indculo de B. nivea (isolado de suco de frutas)
foi obtido a partir de uma suspensao de esporos, da qual uma pequena amostra foi utilizada para
ativacdo das células em caldo nutriente (Himedia, Mumbai, India) (35 °C, 24h). Além dos
mencionados, 0os meios de cultura utilizados para os ensaios antimicrobianos foram: &gar
Miiller-Hinton (Sigma-Aldrich, india), 4gar BHI (Himedia, Mumbai, india) e BDA (Batata

Dextrose Agar) (Sigma-Aldrich, Espanha).

2.6.2. Teste da susceptibilidade bacteriana

A susceptibilidade bacteriana aos extratos foi determinada através do método de difuséo em
agar por cavidade em placa conforme metodologia descrita por Deans & Ritchie (1987), com
modificacOes. Placas contendo agar Muiller-Hinton foram inoculadas, com auxilio de swab,
com as suspensdes bacterianas, de turbidez equivalente ao padrdo McFarland 0,5. Orificios de
aproximadamente 6 mm de diametro foram feitos no agar inoculado. Uma aliquota de 5 uL de
cada extrato foi adicionada aos orificios. Os antibidticos tetraciclina e ampicilina foram
utilizados como controles positivos e etanol 96% (v/v) foi utilizado como controle negativo. As
placas foram incubadas a 35 °C por 24h e as zonas de inibicdo, indicando a atividade dos

extratos, medidas em milimetros.

2.6.3. Concentragédo Minima Inibitéria e Concentragdo Minima Bactericida

As Concentragdes Minimas Inibitérias (CMI) dos extratos foram determinadas através do
método de microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96 pocos, conforme metodologia
descrita por Bassanetti et al. (2017). Aliquotas de 100 uL de caldo BHI foram adicionadas aos
pogos das microplacas. Entao, 100 puLL de cada extrato foram transferidos aos pocos da primeira

e diluidos seriadamente. Para a preparacédo do inoculo, col6nias selecionadas de cada bactéria
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patogénica foram suspensas em solugédo salina 0,85% (m/v) afim de se obter suspensdes com
turbidez equivalente ao padrdo MacFarland 0,5. As suspensdes foram duplamente diluidas
resultando em um indculo de aproximadamente 10® UFC.mL™. Aliquotas de 100 pL dos
indculos obtidos foram adicionadas aos pogos. As microplacas foram incubadas a 35 °C por 24
h. CMI foi definida como a menor concentracao de cada extrato capaz de prevenir o crescimento
bacteriano visivel nos poc¢os.

Para a determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CMB), aliquotas de 100 uL de
cada pogo sem crescimento visivel (CMI), e do poco acima, foram plaqueadas em &gar BHI e
incubadas a 35 °C por 24 h. CMB foi definida como a menor concentragédo de cada extrato sem

crescimento de coldnias de bactérias (Bassanetti et al., 2017).

2.6.4. Atividade antifngica

A avaliagdo da atividade antifingica dos extratos frente B. nivea foi determinada através de
metodologia descrita por Pires & Piccoli (2012), com modificacBes. Placas de Petri foram
vertidas com 10 mL de BDA. Apos solidificacdo, 10 mL de BDA contendo 0s extratos em
diferentes concentragdes (0, 0,4, 1, 5, 10 e 20 uL.mL™?) foram vertidos sobre a primeira camada
de agar. Uma alca de platina foi utilizada para transferir uma pequena amostra do inoculo de B.
nivea para o centro da placa de Petri. As placas foram incubadas a 25 °C por sete dias e 0

didmetro micelial medido em milimetros.

2.7. Determinacio de o e B-acidos

A determinacéo de o e B-acidos nas amostras de extratos hidroetandlicos de lapulos consistiu
em analise cromatografica utilizando uPLC equipado com sistema de bombas quaternéarias e
detector DAD (Waters ACQUITY H-Class PLUS, Waters Corporation, EUA). Para o ensaio,

os extratos foram previamente filtrados em membrana de 0,22 um. Uma coluna de fase reversa
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C18 (50 mm x 2,1 mm, 1,7 um) (Waters Corporation, Irlanda) foi utilizada. A separacéo ocorreu
a 30 °C, com fluxo de 0,2 mL.min%. O gradiente de eluigdo consistiu na fase mével A (acido
acético:agua, 25:975, v/v) e fase movel B (acetonitrila) e os seguintes gradientes: 0 a 20 min,
100% a 0% A em B; 20 a 27 min, 100% B. O volume de injecéo foi de 3 uL. O comprimento
de onda utilizado para deteccdo foi 320 nm. Uma mistura de a-acidos e p-acidos
(Versuchsstation Schweizerische Brauereien, Zurique, Suiga) de composicao conhecida ICE-3
(Extrato de Calibracdo Internacional: 13,88% cohumulona, 30,76% N+adhumulona, 13,44%
colupulona, 10,84% N+adlupulona) foi utilizada como padrdo externo para quantificacdo dos
compostos. Os teores dos a e B-acidos em estudo foram calculados a partir de curva de
calibragdo dos padrdes (0,075 — 9,6 mg.mL™1): 3.145.396,77x — 456462 para cohumulona, com
R?=0,9973; 6.670.991,14x - 234732 para humulona+adhumulona, com R2=0,9994;
2.509.653,55x — 45885 para colupulona, com R2=1; 2.350.128,32x — 130179 para

lupulona+adlupulona, com R?=0,9936.

2.8. Analise Estatistica

O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado. Os ensaios foram
realizados em triplicata, exceto pelos testes antimicrobianos, em duplicata, com trés repeticoes.
Os resultados das analises foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e testes de
comparacdo maultipla, quando pertinente. Para atividade antiflngica, foi realizada analise de
regressdo (p<0,05) (SigmaPlot 11.0, Systat®). Os dados experimentais foram analisados

através do software Statistica, versdo 12.0 (StatSoft®).

3. Resultados e Discussao

3.1. Perfil fendlico e atividade antioxidante
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O lapulo é um insumo essencial para a producdo de cervejas, sendo também reconhecido
por importantes propriedades biologicas. A atividade antioxidante de diferentes cultivares de
lupulo tem despertado o interesse neste insumo, indicando sua potencial aplicacdo como
conservante natural (Patent No. US 7.550,162 B2, 2009; Machado, Faria, Melo, Martins, &
Ferreira, 2019). O incentivo ao cultivo do lGpulo no Brasil vem aumentando nos ultimos cinco
anos e estudos sobre a composicéo quimica e atividades bioldgicas desses lUpulos produzidos
em um pais de clima tropical sdo escassos.

Entre os extratos hidroetanodlicos dos lupulos investigados, o originado da variedade
“Canastra” apresentou o maior teor de compostos fenolicos totais (35,10 mg GAE.g%),
enquanto as variedades Spalt e Saaz evidenciaram 0 menor conteddo dos compostos
mencionados (15,22 e 14,31 mg GAE.g?, respectivamente). Em contrapartida, as variedades
Premiant (13,08 mg CE.g!) e Columbus (12,82 mg CE.g?) exibiram os maiores teores de

flavonoides totais (Tabela 1).
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Tabela 1. Conteudo de fendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante das cultivares

de lGpulo (média * desvio padréo, n=3)

Flavonoides
Fenois Totais* Atividade antioxidante
Totais**
Variedade  (mg GAE.g%Y) (umol Trolox.g™)
(mg CE.g?)
ABTS*** DPPH****
Spalt 15,22 +0,70 f 6,70+ 0,72 e 58,21 +18,17d 27,52 £7,99 ab
Saaz 14,31 + 0,69 f 5,72+0,49¢e 56,91 + 21,96 d 2557 +4,19b
Vitoria 29,34 +0,23¢c 10,56 +0,90bc 132,45+ 15,19 abc 2411 +203b
Cascade 21,78 +0,39 e 752 +054¢e 79,24 +13,21 cd 29,24 +580ab
dMantiqueira 20,18 +0,60e 10,46 + 0,09 bc 78,53 +10,89 cd 26,86 +2,80b
Columbus 31,09+0,26 bc 12,82 +1,30ab 139,84 + 25,44 ab 29,95 + 4,29 ab
"Brasylijsk 20,46 + 0,38 e 7,98 + 0,60 de 65,98 +11,85d 25,75+ 4,48 b
¢“Canastra” 35,10+0,19a 10,13+0,12 cd 165,13 +2,97 a 35,15+4,87ab
Halertau
31,38+1,21b 10,56 + 0,66 bc 90,16 + 22,67 bcd 43,66 +11,62a
Mittelfrih
Premiant 2496 +0,69d 13,08 +1,45a 84,10 + 34,60 bcd 2548 +1,17b

Pares de médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).*Coeficiente de variacdo (%) = 2,60; **Coeficiente de variacdo (%) = 2,74; ***Coeficiente de variacao
(%) = 21,70; ****Coeficiente de variacdo (%) = 19,46.

2 Gpulo obtido por Rodrigo Veraldi (Serra da Mantiqueira, Brasil) que obteve sucesso apds tentativas de cultivar
essa planta na regido de mesmo nome. Variedade inédita, obtida a partir de sementes que germinaram no solo e
condic@es climéticas do Brasil.

bVariedade de lGpulo que chegou no pais na época da colonizagéo de poloneses no Estado do Parana (1860 ou
1870), cultivado até hoje em pequenas propriedades no Sul desse Estado, 0 nome desse material foi dado pelo
produtor Jones Boyaski, sendo o signicado ‘brasileiro’ em polaco.

®Variedade de lapulo com vigor diferente dos outros cultivares, porém ndo tem a identificacdo de sua origem
genética, o material foi enviado com esse nome pelo produtor Paulo R. C. Cordeiro (in memorian) produzidos em
Nova Friburgo — RJ (safra 2017-2018).

E sabido que fatores como a cultivar, o ambiente e pardmetros de plantio afetam o contelido

de metabdlitos secundarios das plantas, influenciando o acimulo de diferentes compostos,

44



como fendis e flavonoides no IGpulo (Ceh, Kag, Kogir, & Abram, 2007). Neste trabalho, a
cultivar demonstrou ser um fator significativo na variagao do teor dos compostos mencionados
nos cones de lapulo.

Um estudo conduzido por Kowalczyk, Micha, Cichocka, & Gawlik-dziki (2013) avaliou,
além da cultivar, o método de extracdo. No referido trabalho, os extratos hidroetandlicos (50%
etanol v/v) dos cones de lupulo referentes as variedades Magnum (Alemanha) e Marynka
(Poldnia) apresentaram maiores teores de compostos fendlicos (44,22 e 54,78 mg GAE.g?,
respectivamente) quando comparadas as cultivares brasileiras. Entretanto, as cultivares de
lGpulo produzidas no Brasil demonstraram ser melhor fonte de flavonoides quando comparadas
as variedades europeias do estudo mencionado.

Em contrapartida, para o extrato metanolico (metanol 80%, v/v) obtido por Kéhkonen et al.
(1999), com auxilio de ultrassom, o teor de fenolicos totais do IGpulo (23,1 mg GAE.g™?) foi
inferior ao encontrado para algumas cultivares analisadas no presente trabalho. Tal fato torna
ainda mais evidente a influéncia da cultivar, local de plantio e técnicas de extracdo empregadas,
além de demonstrar que as cultivares brasileiras constituem uma boa fonte de compostos
fendlicos.

As andlises utilizando os radicais ABTS e DPPH evidenciam a capacidade de um
antioxidante em prevenir a acao de espécies reativas de radicais livres sobre os componentes de
sistemas bioldgicos (Silva et al., 2018). De acordo com os resultados de DPPH, a atividade
antioxidante dos extratos em estudo assumiu valores entre 24,11 e 43,66 umol Trolox.g™, tendo
a cultivar Halertau Mittelfruih, apresentado um potencial antioxidante superior ao verificado
para a variedade tcheca comercial utilizada como pardmetro de comparacdo (Premiant). Dos
dados obtidos para o ensaio com o radical ABTS, destaque para os extratos referentes as
cultivares Vitoria (132,45 umol Trolox.g), Columbus (139,84 umol Trolox.g™?) e “Canastra”

(165,13 umol Trolox.g™) exibindo os maiores potenciais antioxidante dentre as cultivares de
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lupulo, com esta Gltima mencionada superando, inclusive, a variedade comercial Premiant. As
diferengas associadas aos resultados obtidos para ambos 0s ensaios estdo relacionadas as
distintas afinidades dos radicais as moléculas.

Uma elevada gama de substancias que integram a composicdo quimica do llpulo séo
responsaveis pelas caracteristicas antioxidantes da planta, associadas principalmente a presenca
e posicdo de grupos hidroxila conjugados a aneis arométicos (Karabin et al., 2014). Em sua
grande maioria, constituem-se metabolitos secundarios cuja presenca e quantidade sdo inerentes
a condicdes adversas as quais a planta é exposta, a exemplo dos polifenois.

Os compostos fendlicos (flavonoides e 4acidos fendlicos) sdo alguns dos maiores
responsaveis pela atividade antioxidante do lGpulo, sendo as variedades com maior teor de
fendis associadas a um maior potencial antioxidante (Kowalczyk et al., 2013; Sanz et al., 2019).
Desmetilxanthohumol e xanthohumol, prenilflavonoides exclusivos do ldpulo, também estdo
relacionados as propriedades antioxidantes da planta (Bocquet et al., 2019). Logo, as diferencas
na proporc¢do desses compostos encontrados em cada cultivar de lGpulo resultam em potenciais

antioxidantes singulares.

3.2. Testes antimicrobianos in vitro

3.2.1. Susceptibilidade bacteriana

A susceptibilidade bacteriana ao IUpulo foi verificada através do método de difusdo em agar
por cavidade em placa. Os extratos exibiram atividades distintas frente as bactérias testadas,
sendo S. aureus o0 microrganismo de maior sensibilidade a atividade antimicrobiana dos extratos

testados (Tabela 2).
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Tabela 2. Médias de didmetros das zonas de inibicdo, em mm, dos extratos obtidos para as

diferentes variedades de lGpulo frente cinco bactérias patogénicas (média + desvio padrdo, n=3)

Bacteria
Variedade L.
S. aureus E. coli P. aeruginosa S. Typhimurium
monocytogenes
Spalt 182+29eA 10,8 +50bA 10,5+28bA 115+ 14bA 15,2 + 3,2 abA
Saaz 20,8+ 1,7cdeA 113+19bA 142+32abA 0,0%0,0cB 0,0+£0,0bB
Vitoria 29,7+55CA 14,7+53bB 10,0£9,2bB 0,0+£0,0cC 18,2+ 2,5abC
Cascade 20,2 £ 3,2 deA 0,0+£0,0cB 0,0+£0,0cB 0,0+£0,0cB 12,0 £ 0,0 bA
Mantiqueira 23,7 £10,7cdeA 0,0£0,0cC 0,0+0,0cC 0,0+0,0cC 10,0+ 3,5hbB
Columbus 355+17,3abcA 8,7+11bcB  0,0+0,0cB 9,7+11bB 0,0+£0,0cB
Brasylijsk 27,7 £5,3 bcdA 0,0+£0,0cC 0,0+£0,0cC 10,0£2,1bB 0,0+£0,0cC
“Canastra” 26,5+ 0,9 cdA 0,0+0,0cB 0,0+0,0cB 9,5+ 0,9 bcB 0,0+0,0cB
Halertau
147+£19eA 0,0+£0,0cB 0,0+£0,0cB 125+ 2,1 bA 0,0+£0,0cB
Mittelfruh
Premiant 19,8+ 0,8 eA 00+£0,0cC 140+21abA 12,0+6,4bB 0,0£0,0cC
Tetraciclina 38,8+ 1,7 aA 27,3+45aB  20,5+05aB 31,2+7,8aAB 23,2+7,3aB
Ampicilina 40,8 + 0,8 aA 18,2+0,8abB 19,0+9,9 abB 20,7+0,3bB 17,8 £ 6,0 abB

Resultados expressos por média + desvio padrdo. Pares de médias seguidos de pelo menos uma mesma letra
maiuscula, na horizontal, ou de pelo menos uma mesma letra mindscula, na vertical, ndo diferem entre si pelo teste

de Duncan (p>0,05). Coeficiente de Variacao (%) = 32,77.

O extrato hidroetanolico da cultivar Columbus apresentou atividade similar a dos

antibioticos controle frente S. aureus, com halo de inibicdo de 35,5 mm em comparacgdo aos

evidenciados para Tetraciclina (38,8 mm) e Ampicilina (40,8 mm). Além disso, dentre as

cultivares em analise, apenas a brasileira Spalt exibiu atividade frente a todas as bactérias

testadas, com halos de inibi¢do similares para os cinco microrganismos. Em uma perspectiva

geral, E. coli, P. aeruginosa e L. monocytogenes mostraram-se menos susceptiveis a atividade
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dos extratos de ltpulo, evidenciando zonas de inibicdo frente a apenas quatro das dez cultivares
testadas.

Weber et al. (2019) ao analisarem o potencial de extratos de lupulo incorporados a géis de
uso topico frente Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus, verificaram zonas de
inibicdo de 5,5 mm e 3,0 mm para os dois microrganismos, respectivamente. Um estudo similar,
visando avaliar a atividade antibacteriana isolada de alguns componentes do lupulo,
Bhattacharya, Virani, Zavro, & Haas (2003) observaram respectivas zonas de inibi¢cdo de 13
mm e 10 mm para beta acidos e xanthohumol, testados frente Streptococcus mutans.

A rica composicdo dos cones de lupulo é responsavel por sua atividade antimicrobiana.
Lupulonas, humulonas e xanthohumol sdo identificados como 0s principais compostos
associados a tal atividade (Alonso-Esteban et al., 2019). Além disso, demais substancias como
catequinas e outros compostos fendlicos do Idpulo sdo descritos como potenciais
antimicrobianos (Gomes et al., 2018).

A natureza hidrofébica dos agentes antimicrobianos do IUpulo facilita sua penetracdo
através da parede celular bacteriana e interacdo com a membrana interna, resultando em danos
a sua estrutura (Rozalski et al., 2013). Neste contexto, ocorre a inibi¢do do transporte ativo de
acucares e aminoacidos (Teuber & Schmalreck, 1973). Todavia, uma maior efetividade dos
cones de lupulo é verificada frente bactérias Gram-positivas (Kramer et al., 2015).

A superficie celular de bactérias Gram-positivas € mais hidrofébica quando comparada a de
bactérias Gram-negativas (Lim & Mustapha, 2007), o que justifica sua maior susceptibilidade
diante das moléculas apolares do IUpulo que exibem atividade antibacteriana. Além disso, 0s
lipopolissacarideos (LPS) componentes da membrana externa de bactérias Gram-negativas
atuam como barreira a diversas moléculas hidrofobicas (Delcour, 2010; Donnenberg, 2015). A

fracdo de oligossacarideos dos LPS pode ser estender até 30 A além da superficie da membrana
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externa, inibindo a difusdo de substancias tais como a-acidos, B-acidos e polifenois (Fattouch
et al., 2007; Teuber & Schmalreck, 1973; Wiener & Horanyi, 2011).

Menciona-se ainda que, alguns &cidos inerentes ao lupulo, como os iso-a-acidos, por
possuirem caracteristicas iondforas, podem dissipar o gradiente de protons transmembranar e
reduzir o pH interno das células dos microrganismos (Schurr, Hahne, Kuster, Behr, & Vogel,
2015).

O mesmo ensaio utilizado no presente trabalho para verificar a susceptibilidade bacteriana
aos extratos de lGpulo foi proposto por Dusek, Jandovska, Cermék, Mikyska, & Olsovska
(2016) frente Staphylococcus aureus, de modo a identificar os compostos bioativos do lipulo
responsaveis pela formacgdo das zonas de inibicdo. Um grupo de cerca de 56 compostos foi
identificado pelos autores, dentre os quais menciona-se cohumulona, humulona, colupulona,

lupulona, xanthohumol e isaoxanthohumol,

3.2.2. Concentracdo Minima Inibitoria e Concentracdo Minima Bactericida
Os extratos de lUpulo apresentaram atividade inibitdria frente todas as cinco bactérias em
estudo (Tabela 3). As médias de CMI variaram de concentragBes abaixo de 0,093 mg.mL* a

7,21 mg.mL™, enquanto as CMB ficaram entre 0,12 mg.mL? e 8,65 mg.mL™,
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Tabela 3. Concentragdo Minima Inibitéria (MIC) e Concentragdo Minima Bactericida (MBC), em mg.mL™, dos extratos referentes as variedades

de lupulo frente a cinco patdgenos alimentares

Halertau
Spalt Saaz Vitoria Cascade Mantiqueira Columbus Brasilijsk “Canastra” Premiant
Bactéria Mittelfrih
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
Staphylococcus
<0,097 0,16 036 069 <013 0,13 <0096 016 033 130 <011 015 <011 0,15 <0,093 0,12 0,08 0,096 0,18 0,36
aureus
Escherichia coli 0,81 258 087 2,89 0,89 2,85 0,77 256 1,12 335 0,91 3,02 0,89 2,96 0,74 248 046 153 5,77 7,21
Salmonella
1,29 517 087 3,46 1,07 2,85 0,77 308 186 7,46 1,21 3,63 1,18 3,56 0,99 298 061 183 7,21 8,65
Typhimurium
Pseudomonas
0,81 259 087 231 0,89 2,85 0,64 205 1,19 447 0,91 3,02 0,89 2,96 0,62 298 0,38 153 1,98 6,49
aeruginosa
Listeria
0,81 259 087 346 1,07 3,56 0,77 308 1,19 465 0,91 3,63 0,89 3,70 0,74 298 046 1,83 3,24 7,21
monocytogenes
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Novamente, destacou-se o efeito antimicrobiano contra S. aureus, dentre demais
microrganismos, requerendo as menores concentracfes dos extratos para inibicdo de seu
crescimento.

A bactéria Gram-positiva mencionada ndo apresentou crescimento visual nas menores
concentraces testadas dos extratos referentes as variedades Spalt (CMI < 0,097 mg.mL™%),
Vitdria (CMI < 0,13 mg.mL™), Cascade (CMI < 0,096 mg.mL™), Columbus (CMI < 0,11
mg.mL™?), Brasilisjk (CMI < 0,11 mg.mL"1) e “Canastra” (CMI < 0,093 mg.mL™), requerendo
concentracdes levemente superiores para que houvesse o efeito bactericida (CMB). Em
contrapartida, entre as bactérias testadas, a Gram-negativa Salmonella Typhimurium
evidenciou as maiores CMI e CMB para os extratos em analise. Além disso, as cultivares
brasileiras, em sua maioria, demonstraram possuir maior potencial antimicrobiano que a
cultivar comercial diante das espécies de bactérias em estudo, com a menor concentracdo
minima inibitdria evidenciada para a variedade “Canastra”.

Abram et al. (2015) analisaram extratos hidroetanolicos (etanol 96%, v/v) de cones de lGpulo
de variedades provenientes de diferentes paises (Eslovénia, Austria, Alemanha e Republica
Tcheca). Tal estudo mostrou a atividade antimicrobiana das cultivares analisadas, cujas CMI
variaram entre 0,0013 mg.mL™? e 0,0029 mg.mL™ frente S. aureus, inferiores as verificadas
para a bactéria Gram-negativa E. coli 0157:H7 (0,19 < CMI < 0,43 mg.mL%).

No estudo conduzido por Bocquet et al. (2019), extratos hidroetandlicos (etanol 90%, v/v),
produzidos a partir de inflorescéncias femininas de lupulo da cultivar Nugget (Franca),
exibiram diferentes atividades antimicrobianas frente uma série de bactérias Gram-positivas, a
exemplo de S. aureus e Enterococcus sp., que apresentaram CMI de 0,039 mg.mL™ e 0,156
mg.mL™, respectivamente. Entretanto, ndo foi identificada atividade frente nenhuma das

bactérias Gram-negativas analisadas, tais como E. coli, P. aeruginosa e Salmonella sp.
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E importante mencionar o papel anti-estafilococico dos compostos fendlicos, sendo
reconhecida a atividade de chalconas preniladas e derivados de acylphlorogucinéis (a-acidos e
B-acidos) frente estirpes selecionadas de S. aureus (Bocquet et al., 2019). Tais resultados foram
reportados por estudos que mencionaram o fato de espécies de Staphylococcus sp. serem mais
susceptiveis a polifenois (Silva et al., 2018; Szewczyk, Zidorn, Biernasiuk, Komsta, & Granica,
2016; Yam, Shah, & Hamilton-Miller, 2006).

No presente estudo, L. monocytogenes, Gram-positiva, apresentou CMI similares ou
superiores as verificadas para as bactérias Gram-negativas em analise. Shimwell (1937) relatou
em seu estudo que ha diferencas na susceptibilidade aos componentes do lUpulo entre espécies
de bactérias Gram-positivas, 0 que pode justificar as distintas atividades dos extratos frente L.
monocytogenes e S. aureus.

Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus estavam entre as bactérias analisadas por
Kramer et al. (2015) para avaliar a atividade antibacteriana dos componentes do ltpulo. Os
autores também verificaram maior atividade dos componentes do lapulo frente S. aureus.
Algumas diferencas podem ser observadas entre as superficies das duas bactérias que poderiam
influenciar na maior susceptibilidade estafilococica, a exemplo da maior quantidade de
proteinas ligadas a parede celular de L. monocytogenes, tornando-a mais hidrofilica (Cabanes,
Dehoux, Dussurget, Frangeul, & Cossart, 2002). Além disso, a estrutura de peptideoglicanos
inerente a parede celular de L. monocytogenes se assemelha a descrita para muitas bactérias
gram-negativas, tais como E. coli (Bierne & Cossart, 2007).

Lupulonas e humulonas presentes nos cones de lupulo também estdo associadas a atividade
antimicrobiana da planta. Lupulonas séo conhecidas por melhor atividade bactericida, por ser
menos sollvel em agua e possuir maior hidrofobicidade. Tal fato é justificado devido ao nimero

e comprimento das cadeias laterais de suas moléculas, que aumentam seu carater lipofilico e
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auxiliam o contato com a membrana celular bacteriana (Bocquet et al., 2018; Larson et al.,
1996; Teuber & Schmalreck, 1973).

Xanthohumol constitui outro composto de grande importancia para o potencial
antimicrobiano do lupulo. Atuando como inibidor da diacilglicerol aciltransferase, € um potente
inibidor do metabolismo de lipidios. Tal atividade poderia afetar significativamente a
composicao e estabilidade da membrana e parede celular microbiana (Rozalski et al., 2013;
Sakai et al., 2012).

Como ja mencionado, o rompimento da membrana celular é dito como o primeiro evento
associado a atividade antimicrobiana dos compostos inerentes ao lupulo. Os eventos que se
sucedem envolvem a inibicdo da cadeia respiratoria e da sintese de proteinas, DNA e RNA

(Teuber & Schmalreck, 1973).

3.2.3. Atividade frente B. nivea

Um ensaio antifingico foi realizado com o fungo Byssochlamys nivea, afim de se avaliar o
efeito de cinco diferentes concentracbes dos extratos de ldpulo. Ndo houve interacdo
significativa (p>0,05) entre a cultivar do lipulo e as concentrac6es analisadas.

Um menor didmetro micelial do fungo estd associado a maior atividade antifingica do
extrato. Tal efeito foi verificado para a cultivares Cascade, “Canastra” e Columbus (Tabela 4),
cujo efeito sobre o crescimento fungico foi significativamente maior ao exibido pela variedade

comercial Premiant (p<0,05).
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Tabela 4. Médias do diametro micelial, em mm, do fungo Byssochlamys nivea para cada extrato

obtido das variedades de lupulo em estudo (média + desvio padrao, n=3)

Variedade Micélio (mm)
Brasylijsk 41,31 +19,36 a
Premiant 40,75+ 22,52 a

Saaz 38,76 £ 20,47 ab
Halertau Mittelfriih 38,74 £20,39 ab

Mantiqueira
Spalt
Vitoria
Cascade
“Canastra”

Columbus

37,61 + 19,82 abc
37,26 + 19,22 abc
37,04 + 19,48 abc
35,43 + 20,37 bc
35,14 + 18,92 bc

34,04 +£20,46 C

Pares de médias seguidos de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan, a 5% de

probabilidade. Coeficiente de Variacdo (%) = 16,24.

Paralelamente, observou-se o decaimento do diametro micelial do fungo B. nivea conforme

0 aumento da concentracao dos extratos de lupulo analisados (Figura 1). A concentracao de 20

uL.mL? (2% v/v) foi capaz de reduzir consideravelmente o crescimento fingico, inibindo

quase completamente o fungo B. nivea . Engelson, Solberg, & Karmas (1980) verificaram em

seu estudo que concentracdes entre 1,5-2,5 % (v/v) sdo capazes de inibir o crescimento da forma

vegetativa de fungos como Aspergillus niger e Aspergillus glaucus.
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Figura 1. Efeito da concentracao dos extratos de lapulo no crescimento de Byssochlamys nivea;
y= -14,8841 +70,5833e 00629 R2=0,9782; y: didmetro micelial (mm); x: concentra¢do dos

extratos (UL.mL™); R2: coeficiente de determinac&o.

O efeito antifungico dos extratos de cone de lupulo frente diferentes espécies de fungos,
como Penicillium roqueforti, Aspergillus parasiticus e Aspergillus niger, foi demonstrado por
Nionelli et al. (2018). O referido estudo evidenciou a possivel utilizacdo dos extratos de ltpulo
como conservantes naturais na fabricacdo de paes, promovendo o aumento da vida atil dos
produtos.

Bocquet et al. (2018) identificaram os compostos provenientes do lUpulo responsaveis por
sua atividade antifungica. O estudo revelou que apenas algumas chalconas e alguns derivados
de acilphlorogucindis afetam o crescimento fungico, sendo desmetilxanthohumol e
cohumulona os principais compostos bioativos. Na maioria dos casos relatados, ao contrario do

que ocorre na atividade antibacteriana, na atividade antifungica os derivados de humulonas sdo
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mais ativos que os derivados de lupulonas (Bocquet et al., 2018; Taylor, Mizobuchi, & Sato,
1985).

O mecanismo de acdo antifungica dos compostos mencionados ainda ndo foi elucidado.
Entretanto, supde-se que ajam de formas distintas, visto as diferengas em suas estruturas.
Associa-se o0 efeito das cohumulonas a danos na cadeia respiratoria das células (Bocquet et al.,
2018). Os componentes do lupulo poderiam ainda exercer atividade na parede celular dos
fungos filamentosos, cuja presenca de hidrofobinas proporciona uma superficie de interacdo

hidrofébica (Bocquet et al., 2018; Gow et al., 2017).

3.3. Determinacio de a- e B-acidos

A andlise cromatografica foi realizada com os extratos hidroetandlicos das amostras de
lapulo em estudo. O presente trabalho ¢ um dos pioneiros na quantificacdo de a e B-acidos,
também conhecidos como resinas moles, em extratos hidroetanolicos de cones de lupulo por
uPLC. Esta técnica gera beneficios econémicos (reducdo do tempo, energia e quantidade de
solventes organicos utilizados na analise) além de ser mais sensivel e precisa quando comparada
a tradicionalmente utilizada HPLC (Jurkova, Cejka, & Olsovska, 2012).

A separacdo dos compostos e sua quantificacdo foi alcangada através de corrida unica. Os
compostos de interesse foram identificados, sendo eluidos na seguinte sequéncia: cohumulona
(16,8 min), humulona+adhumulona (17,5 min), colupulona (19,4 min), lupulona+adlupulona
(20,0 min). Os ad-compostos estdo entre 0s constituintes minoritarios das resinas moles (Hrncic
et al., 2019), ndo sendo requerida para a proposta do presente trabalho a quantificacdo isolada
de humulona/adhumulona e lupulona/adlupulona, logo, os mesmos foram apresentados como
misturas. Os cromatogramas obtidos podem ser observados nas Figuras 1-10 do material

suplementar (picos identificados como A, B, C e D, conforme ordem de eluicdo).

56



Vale enfatizar que o teor de humulonas e lupulonas € fortemente dependente da cultivar do

lupulo (Steenackers et al., 2015) e tal fato foi verificado no presente estudo. Sete, dos dez

extratos em andlise, apresentaram um conteudo total das resinas moles entre 9% e 26,03% do

peso seco do lupulo (Tabela 5), em concordancia com os valores descritos na literatura que

mencionam até cerca de 34% (m.m™) (Sanz et al., 2019).

Tabela 5. Composigdo das cultivares de lapulo quanto ao teor de a-acidos e B-acidos (média £

desvio padrao, n=3)

a-acidos (m.m)

B-acidos (m.m™)

Cohumulona* Humulona + a- Colupulona*** Lupulona + B-
Variedade
Adhumulona**  acidos Adlupulona****  4cidos:
Total Total
Spalt 2,66 +0/4le 246+0,78g 5,12 2,19+0,51f 3,67+0,38¢g 5,86
Saaz 454 +0,28d 523+0,34e 9,77 415+0,24 ¢ 6,03£0,12¢ 10,18
Vitoria 12,35+0,24 b 9,71+0,19c 22,06 12,08£0,27b 10,19+£0,25c 23,56
Cascade 3,86 £0,08d 3,11+0,04fg 6,97 3,67+0,05¢ 4,15+0,08¢ 7,82
Mantiqueira 2,46 £0,03 ¢ 248+0,04g 494 1,82+0,02f 2,24 £0,02 h 4,06
Columbus 1548+0,38a 17,99+047a 3347 10,79+0,20c 10,03+0,18c 20,82
Brasylijsk 2,50x0,08e 342+014fg 592 499+0,22d 10,19+ 0,14¢c 15,18
“Canastra” 1569+0,33a 14,12+0,32b 29,81 1511+0,10a 15,26+0,15a 30,37
Halertau
7,21+0,19¢c 6,76 £0,18d 1397 4,89+0,32d 7,17+0,30d 12,06
Mittelfrih
Premiant 3,11+0,18¢ 401+029f 7,12 1,76 £0,35f 494+0,15f 6,70

Apresentacdo de médias * desvio padrdo. Pares de médias seguidas por letras diferentes, na mesma coluna, diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Coeficiente de variagdo (%) = 3,65; **Coeficiente de variacao (%) = 5,06;
***Coeficiente de variacdo (%) = 3,33; ****Coeficiente de variacdo (%) = 3,57.
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As excecOes que excederam tal intervalo foram as cultivares Vitdria, Columbus e
“Canastra”, apresentando teores excepcionalmente superiores aos ja relatados para a e -
acidos, acumulando um contetido total de 45,62% (m.m™), 50,29% (m.m™) e 60,18% (m.m™),
respectivamente. Teores tdo elevados de resinas moles em cultivares de ldpulo ainda nédo
haviam sido reportadas na literatura. Como observado na Tabela 5, todos os a e B-&cidos
analisados no presente trabalho exibiram teores elevados para as trés cultivares mencionadas.

Os extratos de cones lupulo apresentaram perfis cromatogréaficos distintos, evidenciando
diferengas na composicdo quimica de acordo com a cultivar (Figuras 1-10, Material
Suplementar). Os picos referentes as humulonas e lupulonas das variedades Vitoria, Columbus
e “Canastra” exibiram area nitidamente superior as apresentadas para as demais cultivares em
estudo. Tais cultivares sdo fontes excepcionais de resinas moles. Novas andlises
cromatograficas seriam sugestivas para verificacdo de toda a composicdo quimica dessas
variedades.

Numa perspectiva geral, a maioria das cultivares apresentaram propor¢des similares de o-
acidos e B-acidos. Apenas as cultivares Columbus e Brasylijsk exibiram grandes diferencas no
contetdo dos dois grupos de substancias. A cultivar Columbus apresentou elevado teor de a-
acidos, enquanto a cultivar Brasylijsk caracterizou-se como uma cultivar com alto teor de -
acidos.

Entre as dez cultivares de lUpulo analisadas, Columbus apresentou o maior teor de
humulonas, totalizando 33,47% (m.m™). Tal fato pode ser associado a atividade antiflingica
apresentada por esta cultivar, cujo extrato foi responsavel por um dos maiores efeitos sobre o
crescimento micelial de B. nivea. Por outro lado, a variedade “Canastra” se destacou com teor
de lupulonas representando 30,37% do peso seco total dos cones de lupulo. Um elevado teor de
lupulonas pode ter sido um dos fatores que justificam a menor concentracdo minima inibitdria

verificada no presente estudo para a bactéria Gram-positiva S. aureus.
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Em estudo realizado por De Keukeleire et al. (2003), utilizando as inflorescéncias femininas
de diferentes variedades de lUpulo, a variedade Admiral (Bélgica) apresentou cerca de 17,95%
(m.m?) de humulonas (cohumulona e humulona+adhumulona) enquanto 6,77% (m.m™) da
variedade Wye Target (Bélgica) consistiu em lupulonas (colupulona e lupulona+adlupulona).

Humulonas sdo compostos indispensaveis para a qualidade dos lupulos utilizados em
cervejarias, fornecendo o amargor caracteristico da bebida e contribuindo para a estabilidade
da espuma. Tais caracteristicas estdo relacionadas a sua isomerizacdo a iso-a-acidos sob
condigdes de elevada temperatura (100-130 °C) e pH (8-10) (Hrncic et al., 2019; Zanoli &
Zavatti, 2008). Por sua vez, as lupulonas estdo associadas predominantemente ao efeito
antimicrobiano aqui ja discutido, mas também sdo responsaveis pelo aroma da bebida (Sanz et
al., 2019).

Além do papel desempenhado na fabricacdo de cervejas, as resinas moles do lGpulo podem
ser empregadas na producao de demais matrizes alimenticias e medicamentos, em funcdo de
suas propriedades bioldgicas. Os potenciais antioxidante e antimicrobiano dos a- ¢ B-acidos sao
de grande valia no auxilio a conservacdo de alimentos (Kramer et al., 2015; Larson et al., 1996;
Nionelli et al., 2018).

Como ja mencionado, a proporcdo de resinas moles no lUpulo esta intrinsecamente ligada as
propriedades bioativas da planta. Cultivares com um contetido tdo elevado desses compostos,
como as cultivares Vitdria, Columbus e “Canastra” deste estudo, sdo de imprescindivel
interesse ndo somente para a inddstria cervejeira, mas também para diversos segmentos da

industria alimenticia e farmacéutica.

4. Conclusfes
As caracteristicas observadas para 0s extratos hidroetandlicos de diferentes variedades de

lapulos cultivados no Brasil, em especial o teor elevado de a e B- &cidos, indicam possivel
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emprego como matéria-prima para as industrias alimenticia e farmacéutica. As cultivares
avaliadas no presente estudo se mostraram potenciais ferramentas na conservagéo de alimentos,
em virtude das atividades antioxidante e antimicrobiana. Além disso, seria de grande interesse
a identificacdo de compostos volateis e demais constituintes quimicos destas variedades ainda
pouco exploradas, visando sua aplicagdo como conservante natural e insumo para a industria

cervejeira.
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5. CONCLUSAO

As cultivares brasileiras de lupulo apresentaram caracteristicas distintas quanto
a composicao quimica. Os extratos hidroetandlicos das variedades produzidas no
Brasil evidenciaram conteldos satisfatorios de compostos fendlicos e flavonoides,
com destaque para a variedade “Canastra” que exibiu o maior conteudo de fendis
totais dentre as demais cultivares, superando inclusive a variedade comercial em
estudo. Os extratos apresentaram ainda um elevado potencial antioxidante.

A atividade antimicrobiana das cultivares brasileiras foi verificada frente
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A bactéria Staphylococcus aureus
demonstrou grande susceptibilidade aos componentes dos cones de lupulo. Os
extratos de lUpulo evidenciaram ainda efeito antifingico frente Bysshochlamys nivea,
com decaimento do diametro micelial conforme aumento da concentragéo avaliada. A
concentragdo de 20 pL.mL? inibiu quase totalmente o crescimento flingico.

Um elevado contetdo de resinas moles foi verificado para os extratos
hidroetandlicos das cultivares Iupulo produzidas no Brasil. Os extratos referentes as
variedades Vitdria, Columbus e “Canastra” exibiram teores excepcionais de a e B-
acidos, chegando a cerca de 60% da composicdo dos extratos hidroetandlicos de
[Gpulo.

Logo, a partir das caracteristicas verificadas no presente estudo, as cultivares
brasileiras de lUpulo demonstraram possuir elevado potencial de aplicagdo em
diferentes setores da industria. Novos estudos associados ao efeito do método de
extracdo, bem como uma analise de demais constituintes quimicos e propriedades
biolégicas seriam de grande valia para melhor conhecimento das cultivares

produzidas no pais.
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APENDICE

APENDICE A — Material suplementar (Artigo 2)
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Figura 1. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanolico da cultivar
Spalt com identificacdo de a- e B- acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:

colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 2. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanélico da cultivar
Saaz com identificagdo de a- e B- &cidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:

colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 3. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o0 extrato hidroetanélico da cultivar
Vitéria com identificacdo de a- e B-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:
colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 4. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanélico da cultivar
Cascade com identificacdo de a- e B-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:
colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 5. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o0 extrato hidroetanélico da cultivar
Mantiqueira com identificacdo de a- e B-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona;
C: colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 6. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanolico da cultivar
Columbus com identificacdo de a- B-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:
colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 7. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanolico da cultivar
Brazylijsk com identificagdo de a- e f-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:
colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 8. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanolico da cultivar
“Canastra” com identificacdo de a- ¢ p-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:
colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 9. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanélico da cultivar
Halertau Mittelfrth com identificacio de a- e p-&cidos (A: cohumulona; B:
humulona+adhumulona; C: colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 10. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm para o extrato hidroetanélico da cultivar
Premiant com identificacdo de a- ¢ B-acidos (A: cohumulona; B: humulona+adhumulona; C:
colupulona D: lupulona+adlupulona)
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Figura 11. Cromatograma obtido por uPLC a 320 nm referente ao padrdo para a- e p-acidos (A:
cohumulona; B: humulona+adhumulona; C: colupulona D: lupulona+adlupulona)
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