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Avaliacdo da composicado quimica e da Atividade Antioxidante do Humulus

/f

lupulus L. Columbus Brasileiro e Americano
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RESUMO

Os cones de lapulo da planta fémea da espécie do lupulo comum Humulus lupulus L., apresenta
propriedades antioxidantes devido aos compostos presentes naglandula lupulina, dentre eles temos 0s
polifenois que é um grupo composto por flavonoides, &cidos carboxilicos fendlicos, prenilflavonoides,
entre outros, que séo de grande interesse da industria farmacéutica gragas aos seus beneficios para a
salde. Foi devido aos inimeros beneficios bioldgicos e quimicos encontrados no lupulo e a escassez
de estudos sobre o ltpulo cultivado ainda em estagio experimental no Brasil que o presente trabalho
teve como proposito tragar um breve perfil cromatogréfico e realizar uma avaliagdo da capacidade
antioxidante do 6leo essencial do Humulus lupulus da espécie Columbus cultivado no Brasil e
compara-lo com o ldpulo industrializado americano de mesma espécie, sendo possivel nota que
embora sejam cultivados em condigdes climéticas e de solo diferentes, ndo apresentaram diferentes
significativas nas analises realizadas, o que indica um alto potencial do Lupulo produzido no Brasil ser
equiparado com o americano industrializado, podendo entdo com o aumento da producdo ser
comercializado em escalaindustria.

Palavras Chave: Humulus lupulus L, éleo essencial, columbus, atividade antioxidante.

INTRODUCAO

O lapulo é uma trepadeira, nativa de regides temperadas do hemisfério norte. O género
Humulus inclui trés espécies, Humulus lupulus, scandens Humulus, e Humulus yunnanensis,
porém apenas Humulus lupulus produz cones resinosas e éusado na fabricacdo de
cerveja(ALMAGUEREetal, 2014, p. 289-314).Humulus pertence & familia Cannabaceae, que
também inclui Cannabis (cAnhamo e maconha), possuindo também propriedades relaxantes,
sendo utilizado em alguns paises como relaxante para o sono. Assim como a Cannabis,

apenas as flores das plantas femininas apresentam valor comercial, j& que elas apresentam nos
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"cones" grande numero de glandulas de lupulin, enquanto as flores masculinas muito poucos
desenvolvem-se (MARCOS et al, 2011).

Figura 1 - Flor fémea de lapulo em corte transversal

Fonte -MONTEIRO, 2016 apudGARRIS, 2011.

As flores femininas (fig.1) produzem uma grande variedade de 6leos essenciais e
resinas. Dentre os compostos estdo o mirceno, humuleno, mircenol, linalool e taninos. O
aparecimento em inflorescéncias das plantas femininas forma os cones da planta onde se
produz glandulas secretoras de lupulina, capazes de sintetizar e armazenar resinas com acido
amargo e 6leos essenciais ricos em terpenos fendlicos e polifendis, que sdo considerados 0s
componentes mais importantes, agregando importancia biolégica aos produtos que o utilizam
(MARCOS et al, 2011; CLARK etal, 2013). A composicdo quimica média tipica de cones

frescos e secos do lUpulo é apresentada na tabelal.
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Figura 2 — Tabela da composicao quimica média tipica de cones frescos e secos do lupulo
Constituinte Quantidade (%)
Resina Total 15-30
Oleo essencial 0.5-3
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifendis (Taninos) 4
Pectina 2
Aminoéacidos 0.1
Ceras e esterdides Vestigios-25
Cinza 8
Humidade 10
Celulose, outros 43

Fonte - ALMAGUER et al., 2014

O lapulo hoje ainda é visto na maioria das vezes apenas como um dos componentes da
cerveja artesanal, mas 0 mesmo € utilizado desde a antiguidade como planta medicinal. Ainda
existem poucos estudos de cunho cientifico acerca do lapulo, e principalmente do lapulo
brasileiro devido ao clima ndo propicio para o cultivo, no entanto algumas variedades ja
comecaram a se adaptar ao clima e solo de regides frias do Brasil (sul e sudeste), ainda em

fase experimental.

Devido as substancias presentes no cone da flor do lupulo, como resinas, acidos
amargos, Oleos essenciais, flavonoides prenilados e outros polifendis, que é atribuida a
plantaum grande valor bioldgico, no entanto para que um individuo possa se beneficiar das
propriedades presentes do ldpulo na cerveja, 0 mesmo deveria consumir por dia uma média de
30 litros. Foi em busca de poder se beneficiar de uma forma eficaz de tais propriedades que a

industria alimenticia, de farmacos e fitoterapicos, vém se interessando cada vez mais.

Os flavonoides presentes no llpulo apresentam uma variedade de a¢des na fisiologia
vegetal, atuando como antioxidantes, antimicrobianos, fotorreceptores que incluem
caracteristicas de coloracao, protetores UV, importante auxiliador nafixacéo de nitrogénioe no
crescimento e desenvolvimento de plantas. Além disso, os flavondides atuam como agentes
promotores da saude com comprovados efeitos biol6gicos in vitro e in vivo, na eliminagdo de
radicais livres, modulagdo da atividade enzimatica, inibicdo da proliferacdo celular,
anticarcinogénico, antiinflamatorio e agentes estrogénicos (HAVSTEEN, 2002; PIETTA,
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2000; WINKEL-SHIRLEY, 2001; DAS & ROSAZZA, 2006; FRAGA et al, 2010;
MIRANDA et al, 1999: RAMOS, 2007; FERRANDIZ &ALCARAZ, 1991: CHADWICK et
al, 2006).

E devido a esses fatores que o estudo do lupulo (Humulus lupulus L) brasileiros e faz
importante, podendo realizar uma avaliacdo quimica e biologica do 6leo essencial do Iupulo
em funcdo dos estudos que estdo sendo e que ja foram realizados com a planta em outros
paises. Dessa forma as novas condicdes de cultivo, como solo, climae a somatério do excesso
hidrico, podem originar novas propriedades, potencializar ou até mesmo diminuir/extinguir.
Desse modo o estudo do lapulo brasileiro se encontra em face inicial e vem se mostrando
promissor para fins quimicos, sendo esta uma planta rica em substancias de alto valor para a
salde humana, com poucos estudos desenvolvidos na area comprovando a sua eficacia,

devido a dificuldade de se conhecer e isolar alguns de seus componentes.

Existemmais de 100 variedades de lapulo, tendo como caracteristica, mais ou menos
amargor, sabores e aromas citrico, Frutal ou herbal. Dentre essas variedades existem 5
espécies mais populares, a Saaz, Citra, Sorachi, Centennial, Cascade e Columbus. A
Cascade, Columbus, chinook e hallertau foram as espécies que hoje se adaptaram melhor ao
clima brasileiro. O Lupulo da espécie Columbus € oriundo do EUA e apresenta 14-16,5% de
alfa acidos presentes na resina, 2-3% total de Oleo essencial e é utilizado na industria
cervejeira para o amargor EUA (Hieronymus, 2012; Daniels, 2000).

Desse modo o presente trabalho busca realizar uma avaliacdo quimica e bioldgicado
6leo essencial do Humulus lupulus da espécie Columbus cultivado no Brasil e comparéa-lo
com o ltpulo industrializado americano de mesma espécie. Sendo analisada a composicao
quimica majoritariado Oleo essencial e determinaros fendlicos totais e a capacidade
antioxidante do 6leo essencial do lapulo in natura da espécie Columbus e comparar com o

lUpulo industrializado americano (pellets) de mesma espécie.

METODOLOGIA

- Escolha dos Lupulos
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Os experimentos foram realizados com a variedade de lGpulos Columbus cultivado no

I
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Brasil em comparativo com o lupulo industrializado americano de mesma espécie.
- Coleta

Os lupulos foram adquiridos em flor diretamente com o produtor da cidade de Campo
Largo-PR, regido metropolitana de Curitiba, que se encontra a cerca de 30 km da capital. Os
lapulos foram colhidos em abril de 2018, no periodo da primavera, onde a temperatura
méaxima era de 22,3 °C e minima de 13,7 °C. Os mesmos foram secos com ventilacdo forcada
até eliminar 75% de agua e posteriormente foram embalados a vacuo, encaminhados via

sedex ao laboratorio e mantidos refrigerados até posterior utilizagao.
- Extracéo dos OEs

A obtencdo dos oOleos essenciais das amostras foi realizada pelo método de
hidrodestilacdo, utilizando o aparelho de Clevenger modificado. As amostras secas da flor de
lupulos Columbusforam pesadas, aproximadamente 300 g, e colocadas em um baldo de fundo
redondo com capacidade de 5000mL, e adicionado 2000 mL de agua destilada. A extracdo
teve um tempo minimo de 2 horas de duracdo. Apos a obtencdo do 6leo, o0 mesmo foi coletado
com auxilio de pipeta de Pasteur, tratado com sulfato de sédio anidro, sendo entdo filtrada em
algodao para a retirada de possiveis solidos e transferido para vials de capacidade de 1.5 mL
para facilitar as injecbes no Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao Espectrémetro de Massas e as
demais analises. O mesmo procedimento era realizado para a extracdo do 6leo essencial do

lUpulo industrializado (pellets) americano.
- Analise Cromatografica dos OEs

A caracterizacdo dos principais componentes dos 6leos essenciais do lGpulo foram
identificados por cromatografia gasosa, com uma amostra do 6leo essencial diluida a 10%
(v/v) em diclorometano. A injecdo foi feita em um cromatografo a gas GC-MS Shimadzu
modelo GC-QP2010 acoplado a um espectrémetro de massas quadrupolar (Shimadzu, Kyoto,
Japdo). Os analitos foram separados em coluna capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0,32
mm d.i. x 0,32 um). As condigdes cromatograficas utilizadas foram: injetor a 220 °C e razéo

de split1:40 (1,0 min), gas de arraste Hélio a 0,6 mL/min, rampa de temperatura do forno: 50
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°C (1 min), com incremento de 2 °C/min até 150 °C e 10 °C/min até 180 °C, detector a 260
°C. As analises foram realizadas em triplicata e a identificagdo dos compostos realizada
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através de comparacOes entre os espectros de massa obtidos a partir das amostras e 0s

espectros da NIST 2014, obtendo-se similaridade minima de 90 %.
- Determinacéo do teor de fendlicos totais

A quantificacdo de compostos fendlicos totais do Oleo e essencial do lupulo foi
realizada em triplicatade acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
descrito por Singletonet al. (1999) e modificado por Bezerra (2012). Volume de 100 pL da
amostra e 100 pL do reativo Folin-Ciocalteu foram misturados, e posteriormente diluido em
agua destilada na proporcao de 1:10 (v/v). A mistura permanece em repouso por 5 minutos.

Em seguida foram adicionados 200 pL de carbonato de célcio 7,5% e os tubos deixados
em repouso por 1 hora, na auséncia de luz. A absorbancia é medida em um espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 740 nm. Os experimentos serdo conduzidos em triplicata e 0s
resultados expressos em mg de EAG (miligramas de equivalente do acido galico) por grama
de 6leo (mg EAG/g)*® *°.

- Determinacéo da atividade antioxidante:
Meétodo DPPH (2,2- difenil-1-picrilhidrazilo)

Desenvolvido por Brand-Wiliamset al. (1995) o método DPPH, com modificacGes de
Kim et al., tem como base a reducdo da absorbancia na regido visivel de comprimento de
onda de 515 nm do radical DPPH’ por antioxidantes. A solucdo do radical de DPPH’ 100 M
(3,9 mL) dissolvido em metanol a 80%, foi preparada de forma a apresentar absorbancia em
515 nm. Ao adicionar 100 pL da amostra, se homogeneizou cuidadosamente e as manteve em
local escuro, & temperatura ambiente, por 30 minutos. A medida de absorbéncia foi realizada
no comprimento de onda de 515nm do radical, antes de adicionar a amostra (A0) e depois de
adicionar amostra a 30 e 60 minutos de reacdo (Af). O monitoramento da diminui¢do da
absorbancia da reacdo entre a solucdo de DPPH' e a amostra foi determinada como
porcentagem de inibicdo, sequestro ou eliminacdo do radical DPPH’, que pode ser obtido

pela formula:
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% de inibi¢éo do radical DPPH’ = [(Acontrole- Aamostra) / Acontrole x 100]

/f

Método ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)6-acido sulfénico)

O meétodo ABTS utilizado foi 0 método descrito por Re et al. (1999) e modificado por
Kuskoski et al.14 O radical ABTS™ é formado por uma reagdo quimica com persulfato de
potassio em uma relagio estequiométrica de 1: 0,5. Uma vez formado, o radical ABTS™ foi
diluido em etanol até obter-se uma medida de absorbancia de 0,70 (£ 0,02) a um comprimento
de onda de 754 nm. Aliquota de 3,0mL do radical diluido foi transferido para cubeta e 30 uL
da amostra foi adicionada. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro, nos tempos 1, 4 e
7 minutos apés a adicdo da amostra. Preparou-se uma curva padrdo com solucdes de Trolox
(antioxidante sintético similar a vitamina E) e vitamina C (acido ascérbico). Os resultados
foram expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em mol TEAC/L de amostra.

RESULTADOS E DISCUSSAO
- Andlise Cromatogréfica dos OEs

Com o objetivo de apena tracar um perfil cromatografico prévio a partir das analises por
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas, pdde-se verificar a separacao de,
aproximadamente, mais 100 constituintes em cada amostra de 6leo essencial, como pode ser

observado nas fig. 2 e 3.
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Figura 3—Cromatograma do 6leo essencial do Lapulo Columbus brasileiro
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No entanto, analisou-se, pela similaridade da biblioteca Nist (2014) apenas 8 compostos

presentes no 6leo essencial do Lupulo brasileiro e 10 compostos presentes no americano,

apresentados nas tab. 2 e 3.

Tabela 1- Compostos presentes no 6leo essencial Lupulo Columbus brasileiro

Compostos Presentes Area (CG)% Tempo de
Retencao
1 | beta-Myrcene 23,31 8.428
2 | 2-undecanona 2,00 28.216
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3 | Isocaryophyllene 2,59 36.569
4 | (E)-.beta.-Famesene 27,15 39.846
5 | 4a,8-Dimethyl-2-(prop-1-en-2-yl)- 2,66 40.614

1,2,3,4,4a,5,6,7-octahydronaphthalene

6 | B-Selinene 15,82 42.103
7 | Caryophyllene oxide 3,83 47.633
8 | Globulol 3,48 52.715

Tabela 2 - Compostos presentes no 6leo essencial do Lapulo Columbus americano

Compostos Presentes Area (CG)% Tempo de

Retencéo
1 | beta-Myrcene 42.68 8.128
2 | Nerol acetate 3.45 34.222
3 | Isocaryophyllene 11.12 36.285
4 | Humulene 20.55 38.847
S | .gamma.-Muurolene 2.53 40.412
6 | y-Cadinene 2.35 42.982
7 | Geranylisobutyrate 3.52 43.370
8 | (+)-6-Cadinene 2.58 43,515
9 | Caryophyllene oxide 3.03 47.299
10 | Humuleneepoxide I 2.97 49.160

Dentre os compostos identificados o beta-Myrcene, Isocaryophyllene e o Caryophyllene
oxide, foram encontrados tanto no 6leo de Lupulo brasileiro quanto no americano. Da fragdo
de hidrocarbonetos que podem estar presentes do 6leo essencial do lGpulo, 0 mais importante
e abundante monoterpeno é o beta-Myrcene que pode ser responsavel por 30 a 60% do teor
total de 6leo, ele é o principal componente responsavel por transmitir o cheiro forte ao Iupulo
fresco (ALMAGUER et al, 2014, p. 289-314).

A diferenca dos demais compostos identificados pode estar associado a forma de
cultivo, clima, solo e também pela forma em que o LUpulo americano € comercializado, na
forma de pellets, isso porque o composto presentes do Lupulo apresentabaixa estabilidade
logo apds a colheita e 0 processo de secagem, sendo assim hoje apenas 5 % da colheita das
inflorescéncias total anual sdo comercializadas e utilizadas sem nenhum processamento

anterior, enquanto cerca de 60 % é comercializada na forma pelletizada, sendo essa a melhor
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forma de reter o maior nivel da atividade original do lupulo(BEATSON& INGLIS, 1999, p.
382-385; KOETTER & BIENDL, 2010).

/f

- Determinacéo do teor de fendlicos totais

Para a quantificacdo dos fendlicos utilizou-se os valores de absorbancia encontrados
para as diferentes concentracfes do padrdo de acido galico para a construcdo da curva
analitica. A equacdo encontrada foi Y= 0,0059x + 0,0436 tendo R2 = 0,9973.

Grafico 1 - Curva analitica de acido galico para determinacao do teor de fenolicos dos
6leosde Humulus lupulus Lcolumbus

Curva de Acido Galico
y =0,0059x - 0,0436
R2=0,9973

Absorbancia
o o oo Lol i
O NN DO OO EFE N DO ODN

0 50 100 150 200 250 300 350

A partir disso o valor de concentragdo média para o 6leo do ldpulo americano
industrializado (pellets) foi de 96,11 + 3,31 mg EAG/g de amostra, ja para o brasileiro (in
natura) foi de102,86 + 0,56mg EAG/g de amostra.

Tabela 3 - Relacgdo do teor de fendlicos totais do lupulo brasileiro e americano

Amostra (Lupulo Abs Fendlicos totais
Colombus) (mg EAG/g)
Oleo Americano 0,5150 0,5510 | 0,5050 96,11+ 3,31
Oleo Brasileiro 0,5640 0,5590 0,5670 102,86 + 0,56
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Nota-se que o teor de fendlicos totais do 6leo de lupulo brasileiro foi de 6,56 % maior

/f

que o 6leo americano, essa diferente pode estar relacionada tanto a forma de cultivo, etapas de
colheita (solo e condicdes climaticas), armazenagem e processo de pelletizacdo, uma vez
também que a amostra de lapulo brasileiro utilizada para a extracao foi em sua forma in
natura. Segundo CEH et al. (2007), tem sido comprovado que os diferentes cultivares,
ambientes, pardmetros agrotécnicos podem afetar o acimulo de compostos fenolicos em

plantas de ltpulo.
- Determinacéo da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante das duas amostras (6leo brasileiro e americano) foi realizada
por métodos espectrofotométricos (DPPH e ABTS), e os resultados sdo apresentados na tab.
5. Dos ensaios de eliminacdo de radicais foram obtidos a capacidade oxidante, os resultados
foram expressos em percentagem de inibicdo de oxidacdo, ou seja, a porcentagem de
atividade antioxidante é correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante.
Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior € sua atividade antioxidante (AA%)
(ALVES et al., 2007, p. 7- 8).

O método do ABTS (2,2-azino-bis(ethylbenzo-thiazoline6-sulfonic  acid)
diammoniumsalt) esta baseado na habilidade dos antioxidantes em capturar o cation ABTS®"
Esta captura provoca um decréscimo na absorbancia, que é lida a partir da mistura do radical
com o antioxidante, sendo os seus resultados expressos em TEAC.

Tabela 4 - Relagdo da capacidade antioxidante do lGpulo brasileiro e americano

Amostra (Lupulo ABTS - TEAC DPPH (AA%)
Colombus) (uMol/L)

Oleo Americano 2807 = 10,5 84,88 % + 0,48

Oleo Brasileiro 3252 + 7,64 84,62 %=+ 0,27

A capacidade antioxidante das duas amostras frente o método utilizando DPPH néo
apresentou diferenca significativa, jaA no método ABTS foi observado uma diferenca de 18,68
% maior da capacidade antioxidante do 6leo de IGpulo brasileiro em relacdo ao americano.
Essa diferenga pode esta relacionada com o radical utilizado em cada método, sendo que o
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ABTS®" apresenta excelente estabilidade, sendo um dos testes mais rapidos e que oferece

resultados reprodutiveis, e uma boa solubilidade, permitindo anélises de compostos tanto de
natureza lipofilica como hidrofilica. Ja O método DPPH tem sido muito utilizado para avaliar
a capacidade antioxidante de frutas, apresentando vantagens quando os antioxidantes
analisados sdo mais soluveis em solventes orgénicos (KUSKOSKI et al, 2005, p. 726-32;
LIMA, 2008).

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o método de hidrodestilagdo
foi apropriado para a obtencdo dos 6leos essenciais de Lupulo (Humulus lupulusL.) em flor da

espécie Columbus, tanto na sua forma de pellets (americano), quanto in natura (brasileiro).

A técnica de cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas possibilitou a
separacgdo de, cerca de mais de 100 diferentes substancias em cada amostra, sendo possivel
tracar um perfil cromatografico prévio dos 6leos, podendo ja observar as suas semelhancas e

diferencas em relacdo a composi¢do quimica.

A determinacdo de fendlicos totais, a capacidade daatividade antioxidante dos 6leos
ndo apresentou diferenca significativa, onde tanto o brasileiro e 0 americano demostraram um
ter uma boa propriedade antioxidante. No entanto ao comparar os polifendis do lGpulo, as
propriedades antioxidantes dos éleos essenciais e outros constituintes sdo muito mais
complexos, uma vez que a maioria dos polifendis do Lupulo exibe atividades mais baixas ou
mais altas independentemente dos métodos analiticos utilizados. Em contraste, as
propriedades antioxidantes dos compostos de terpeno podem variar, 0 mesmo composto pode
se comportar de maneira neutra, exibir propriedades antioxidantes relativamente fortes,ou, em
muitos casos, também pode atuar como um pro-oxidante, o que pode ter acontecido quando
foi realizadaa determinacdo daatividade antioxidante com o ABTS, mostrando uma diferenca
maior entre a capacidade antioxidante do 6leo brasileiro e americano em relacdo ao DPPH
(KARAB'INet al, 2016).
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Por exemplo, em estudos realizados o linalol foi capaz de reduzir o estresse oxidativo,

I

//

realizando uma oxidacdo lipidica induzida por H,O, no cérebro de cobaias (CELIK &
OZKAYA, 2002).Ja em estudos em que foi utilizado o radical 2,2-difenilpicrilidrazil (DPPH),
os resultados se apresentaram de forma contraditéria. Hussainetal. (2008),mostrou
propriedades antioxidantes relativamente fortes (IC50 = 16,4 pug / mL) linalol, enquanto que
em outros estudos olinalol e o terpineol, ndo mostrou propriedades de eliminagéo de radicais
DPPH, mesmo uma concentragdo de 500 pg / mL. Em estudos utilizando o geraniol e
terpineol, os efeitos pro-oxidantes ndo foram comprovado e o farnesol alcool sesquiterpénico
se mostrou com moderada propriedade antioxidante (RUBERTO & BARATTA, 2000).

Embora a producdo de Lupulo seja quase exclusiva para fins cervejeiros, ha uma
perspectiva de uso de compostos biologicamente ativos, de composto ja identificados e de
outros que vem sendo identificados na planto com tal propriedade. Até nosso conhecimento
sobre compostos ativos sensoriais que estdo se transferindo do IUpulo a cerveja ainda ndo é
suficiente (DRESEL et al.,2015). Apenas uma pequena parte do lUpulo € usada atualmente
para fins que ndo sejam da industria cervejeira, mas eles ainda estdo em expansdo, tanto para
fins medicinais, quanto na indudstria de alimentos, higiene pessoal e agrotécnica (GATICA-
ARIAS et al.,2013; KAVALIER et al., 2014).
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