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RESUMO

O lupulo é uma planta pertencente a familia Cannabaceae do género Humulus. Possui
fitoquimicos como resinas, 6leos essenciais e compostos fenolicos presentes em sua
composicao que podem auxiliar no controle do estresse oxidativo. Diante disso o objetivo
do presente trabalho é avaliar a atividade antioxidante de 3 variedades de aroma (East
Kent Golding, Sladek e Cascade) e 3 de amargor (Galena, Sorachi Ace e Columbus Zeus)
por meio das metodologias DPPH, ABTS, Reducéo do complexo fosfomolibdénio, Poder
Redutor, e os compotos fenolicos por Folin Ciocalteu. Os extratos foram preparados com
0,2g de lGpulo peletizado e 100 mL de &dgua sob fervura por 60 minutos para as variedades
de amargor e 5 minutos para as de aroma. As analises estatisticas foram feitas sob
delineamento inteiramente casualizado por teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. Os
resultados por DPPH e ABTS demonstraram maior atividade antioxidante de East Kent,
Galena e Cascade sob as demais variedades, o ensaio de fosfomolibdénio revelou maiores
atividades antioxidantes expressas por East Kent, Cascade e Sorachi, ja o poder redutor
revelou maior atividade antioxidante das variedades East Kent, Sorachi e Galena.
Columbus e Sladek exibiram menor atividade antioxidante do que as demais pela maioria
dos testes. East Kent, Galena e Cascade exibiram os maiores valores de fenolicos totais.
A equivaléncia com o padrédo BHT ranqueou a atividade antioxidante na ordem do maior
para 0 menor, East Kent, Galena, Cascade, Sorachi, Columbus e Sladek. N&o foi possivel
relacionar o tipo de variedade com a atividade antioxidante, logo ela parece ndo depender
do tipo da variedade.

Palavras-chave: Humulus lupulus, 6leos essencias, compostos fenolicos, fitoquimica,
antioxidantes, alfa acidos.

ABSTRACT

Hops is a plant belonging to the Cannabaceae family of the genus Humulus. It has
phytochemicals such as resins, essential oils and phenolic compounds present in its
composition that can help in the control of oxidative stress. Therefore, the objective of
the present work is to evaluate the antioxidant activity of 3 aroma varieties (East Kent
Golding, Sladek and Cascade) and 3 bitterness varieties (Galena, Sorachi Ace and
Columbus Zeus) wusing the DPPH, ABTS, Reduction of the complex
Phosphomolybdenum, Reducing Power, and Phenolics by Folin Ciocalteu. The extracts
were prepared with 0.2g of pelleted hops and 100 mL of boiling water for 60 minutes for
the bitter varieties and 5 minutes for the aroma varieties. Statistical analyzes were
performed under a completely randomized design by Scott-Knott test at 5% probability.
The results by DPPH and ABTS showed greater antioxidant activity of East Kent, Galena
and Cascade over the other varieties, the phosphomolybdenum assay revealed greater
antioxidant activities expressed by East Kent, Cascade and Sorachi, while the reducing
power revealed greater antioxidant activity of the East Kent varieties, Sorachi and Galena.
Columbus and Sladek exhibited lower antioxidant activity than the others by most tests.
East Kent, Galena and Cascade exhibited the highest values of total phenolics. The
equivalence with the BHT standard ranked the antioxidant activity in the order East Kent,
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Galena, Cascade, Sorachi, Columbus and Sladek. It was not possible to relate the type of
variety with the antioxidant activity, so it does not seem to depend on the type of the
variety.

Keywords: Humulus lupulus, essencial oils, phenolic compounds, phytochemistry,
antioxidants, alpha acids.

1 INTRODUCAO

O lupulo € uma planta perene e dioica que cresce em forma de trepadeira. Essa
planta faz parte da familia Cannabaceae que contém trés espécies marcantes de lupulo
que sdo: H. lupulus, H. yunnanensis e H. japonicus. Dentre elas destacam-se a primeira e
a terceira com relevancia de producdo para a industria cervejeira, visto que
aproximadamente 97% do lGpulo produzido mundialmente é destinado para a producgéo
de cerveja, embora ele apresente propriedades terapéuticas interessantes (DURELLO;
SILVA; BOGUZS., 2019). O interesse da industria no lGpulo se da pela presenca de
fitoquimicos que conferem caracteristicas muito importantes para a cerveja, com destaque
para as resinas, O0leos essenciais e compostos fenélicos (ALMAGUER et al., 2014;
SHARPE, LAWS, 1981; GORIS et al., 2014).

O estresse oxidativo, o qual é marcado por um desequilibrio entre defesas
antioxidantes e a producdo de espécies reativas, possibilita que esses radicais danifiquem
estruturas de biomoléculas, condicdo essa bastante estudada e ligada a inGmeros
distdrbios humanos (P1ZZINO et al., 2017). O lupulo pode contribuir significativamente
no combate ao estresse oxidativo, visto que ele é fonte de antioxidantes exdgenos como
os compostos fendlicos, que sdo potentes antioxidantes e até mesmo xantohumol e os
Oleos esséncias que ja exibiram atividade antioxidante em diversos trabalhos (KROFTA,
MIKYSKA, HASKOVA, 2008; LIU et al, 2015; KARABIN et al., 2016).

Desse modo, o objetivo do presente trabalho € determinar o teor de compostos
fenolicos totais pelo método da reducédo do radical Folin Ciocalteu, bem como avaliar a
atividade antioxidante de extratos aquosos provenientes de 3 variedades comerciais de
lupulos de aroma e 3 de amargor por meio de metodologias de DPPH, ABTS, Reducéo

do complexo fosfomolibdénio e Poder Redutor.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 AQUISICAO DAS AMOSTRAS PARA A REALIZACAO DAS ANALISES

As 6 amostras de lupulo foram adquiridas em mais de um estabelecimento
especializado na comercializacdo de produtos para a fabricacdo de cerveja. 3 variedades
de amargor Columbus Zeus, Sorachi Ace e Galena; 3 variedades de aroma Cascade, East
Kent Golding e Sladek. Elas estavam na forma de pellets, simulando como se faz em uma
linha de producdo cervejeira. De posse dos lupulos peletizados realizou-se um
acondicionamento no refrigerador durante a realizacdo das analises em uma temperatura
de 4°C, a fim de manter a qualidade das amostras e evitar perdas significativas nos

fitoquimicos de interesse.

2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

Para a preparacao dos extratos, foram pesados em balanca analitica 0,2 g do lupulo
seco peletizado de todas as variedades. Apds isso, em um erlenmeyer, 100 mL de agua
foi submetido ao processo de ebulicdo, por acdo do bico de Bunsen. Com o inicio da
fervura a massa de Iupulo foi adicionada e o sistema ficou em ebulicdo por 60 minutos
para as variedades de amargor e durante 5 minutos para os lUpulos de aroma. Situacao
essa semelhante a realizada na producéo da cerveja industrial. Em seguida, cada extrato

foi armazenado no ultrafreezer a -80 °C até o inicio das analises quimicas.

2.3 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
2.3.1 Quantificacdo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos foi determinado por meio do reagente Folin-
Ciocalteu de acordo com o procedimento descrito por Singleton e Rossi (1965). Reagiu-
se 0,50 mL dos extratos de ldpulo com 2,5 mL de 0,2 mol L™ do reagente Folin-Ciocalteu.
Posteriormente 2 mL de solugio saturada de carbonato de sédio (75 g L™?) foi adicionado
a mistura reacional. As leituras de absorbancia foram realizadas a 760 nm ap0s incubacéo
a temperatura ambiente durante 2 h. O acido galico (15,625; 31,25; 62,5; 125; 250; 500
ng mL™?) foi utilizado como padrdo de referéncia e os resultados foram expressos em
miligramas de equivalente de acido galico (mg EAG) por grama de peso seco de material
vegetal. Todos os testes foram realizados em triplicata.
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2.3.2 Avaliacao da atividade antioxidante por meio do método de captura do radical
DPPH®

A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro dos
radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com as
metodologias de Lopes-Lutz et al. (2008), seguidas de pequenas modifica¢cdes. Uma
solugdo etandlica de DPPH foi preparada na concentracdo de 40 pg mL™t. Para a
avaliacdo, 2,7 mL da solucdo de DPPH foram adicionados em tubos de ensaio, seguidos
da adicédo de 0,3 mL de cada diluicdo dos extratos de Iupulo 1000; 500; 250; 125 e 62,5
ug mLt. Em paralelo, o controle negativo foi preparado contendo todos os reagentes,
exceto o extrato. Para a comparagdo das atividades, o padrdo BHT (hidroxitolueno
butilado) foi avaliado nas concentragdes 1000; 500; 250; 125 e 62,5 ng mL 1. Apds 60
minutos, leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 517 nm. A atividade antioxidante (AA%) foi calculada usando a seguinte

equacéo:

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

Acn = Absorbancia do DPPH com o etanol.

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

grama de extrato (mg EBHTg™?).

2.3.3 Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando o método de captura do cation
radical ABTS*™.

A formacéo do cation radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfénico]) foi realizada de acordo com Antunes et al. (2010). Para o ensaio foram
misturados 10 pL dos extratos de IGpulo (1000; 500; 250; 125 e 62,5 pg mL 1) e 990 pL
da solugdo do radical ABTSe+. A absorbancia foi monitorada espectrofotometricamente
a 735 nm, durante 6 min. A absorcdo de uma amostra contendo a mesma quantidade de
etanol e uma solucdo do radical ABTSe«+ atuou como controle negativo. A porcentagem
de inibicdo do radical ABTS++ (AA%) pelas amostras foi calculada de acordo com a

seguinte equacgéo:
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AAY% = [(Acn - Aam) / Acn] * 100
Em que:
Acn = Absorbancia do controle negativo

Aam = Absorbancia da amostra

Os valores de atividade antioxidante dos extratos foram comparados com o padrdo
BHT nas concentragdes 1000; 500; 250; 125 e 62,5 ug mL ™. Os resultados também foram

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

2.3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método de reducdo do
Complexo de Fosfomolibdénio

O método do fosfomolibdénio foi realizado conforme (PRIETO et al., 1999). Uma
aliquota de 0,1 mL do extrato de lGpulo (1000; 500; 250; 125 e 62,5 pg mL™?) foram
adicionados em um tubo de ensaio contendo 1,0 mL de solugdo dos reagentes (&cido
sulfarico 0,6M; fosfato de s6dio 28mM e molibdato de aménio 4mM). Os tubos foram
tampados e incubados em banho-maria a 95°C por 60 min. Apds o resfriamento dos tubos
de ensaio, realizou-se a leitura no espectrofotobmetro a 695 nm. Os valores foram
comparados com uma curva de varias concentragdes do antioxidante sintético BHT
(Butilhidroxitolueno) (1000; 500; 250; 125 e 62,5 ug mL1). Os resultados também foram

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

2.3.5 Avaliacdo da atividade antioxidante por meio da metodologia do Poder
Redutor

A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método do poder redutor foi
realizada de acordo com a metodologia de Oyaizu (1986). 100 pL do extrato de lapulo
(1000; 500; 250; 125 € 62,5 pg mL 1) foram misturadas com 1 mL de tamp#o fosfato 0,2
M pH 6,0 e 1 mL de solucdo aquosa de ferricianeto de potassio 1%. Apds 20 minutos de
incubacédo a 50°C, 1 mL de &cido tricloroacético 10% foi adicionado a mistura, sendo essa
agitada em vértex. Em seguida, 3 mL de dgua destilada foi adicionada e 600 pL de cloreto
férrico 0,1%. As leituras foram realizadas utilizando o espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 700 nm. Os valores foram comparados com uma curva de varias
concentragdes do antioxidante sintético BHT (Butilhidroxitolueno) (1000; 500; 250; 125
e 62,5 ug mL™1). Os resultados também foram expressos em miligramas de equivalente

de BHT por grama de extrato (mg EBHTg™).
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2.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para a avaliacdo dos dados dos testes antioxidantes os experimentos foram
dispostos em delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial (7 x 5),
sendo (6 extratos do lupulo e o antioxidante padrdo BHT) e 5 concentra¢des (1000; 500;
250; 125 e 62,5 pg mL™), com 3 repeticBes. Ja para o teor de fendlicos totais, 0
experimento também foi disposto em delineamento inteiramente casualizado (DIC) para
6 tipos de extratos (3 repeticdes). O programa estatistico utilizado foi o Sistema de
Analise de Variancia para Dados Balanceados - Sisvar (FERREIRA, 2011), sendo 0s
dados submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados foram plotados em graficos de barras com os valores de
porcentagem antioxidante e absorbancia em relacdo as concentracdes analisadas para 0s
testes DPPH e ABTS; Complexo Fosfomolibdénio e Poder Redutor, respectivamente. Ja
para o teste do teor de fendlicos totais os resultados foram plotados em graficos de barras
com os valores de equivalentes ao acido galico, expressos em miligramas de acido galico
(mg EAG) por grama de peso seco de material vegetal. O software empregado foi o

GraphPad Prism versdo 5.01.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE MEDIDA POR METODO DPPH

Os valores de atividade antioxidante observados por meio do método DPPH
referentes ao padrdo e as amostras das 6 variedades de IUpulo estdo dispostos na Tabela
1 que reflete o grafico exposto na Figura 1.
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Figura 1 - Atividade antioxidante das seis variedades de lGpulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo BHT pelo método DPPH. Médias seguidas pela mesma letra,
mailsculas para comparar a concentracao entre 0s extratos e mindsculas para comparar a concentracao
dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 1. Atividade antioxidante das seis variedades de lupulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo BHT pelo método DPPH.
Concentracio ng mL"!

Amostras 62,5 125 250 500 1000
Galena 1121Be  2250Bd 41,20 Bc 64,84 Bb 82,21 Ba
Columbus  6,81Ce 1488Cd 29,19 Cc 52,33 Cb 84,08 Ca
Sorachi 7,20 Ce 1310Cd 26,10 Cc 48,58 Cb 86,17 Ca
Sladek 11,32Be  16,00Cd 29,46 Cc 51,30 Cb 82,71 Ba
Cascade  1144Be  2230Bd  41,39Bc 70,39 Bb 83,82 Ba
East Kent  12,72Be  23,49Bd 42,92 Bc 72,38 Bb 85,42 Ba
BHT 2466 Ac  4399Ad 58,08 Ac 76,96 Ab 89,71 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas para comparar a concentragdo entre os extratos e
minudsculas para comparar a concentracdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

O maior valor foi obtido pela variedade Sorachi (86,17%) na concentracdao de
1000 pg mL%, enquanto que o menor valor foi apresentado pela variedade Columbus
(6,81%) na concentracéo de 62,5 pg mL 1. Os demais resultados de atividade antioxidante
foram bastante variados dentro das faixas de concentracdo e entre as variedades e o
padréo.

Foi possivel observar que houve diferencas significativas na porcentagem de
atividade antioxidante entre as variedades e entre as diferentes faixas de concentragéo de
uma mesma variedade. Diante disso, nenhum extrato aquoso foi capaz de exibir uma
atividade antioxidante superior ao padrdo BHT, analisando na mesma faixa de
concentracdo. Logo este foi superior a todas as amostras independente se a variedade do
lUpulo foi de amargor ou de aroma. As variedades Galena, Cascade e East Kent foram

ligeiramente superiores as variedades Columbus e Sorachi na faixa de concentracéo 62,5
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a 500 ug mLL. Entretanto, na concentragio de 1000 ug mL™* nenhuma das amostras
exibiu diferencas estatisticamente significativas.

Quando analisadas as faixas de concentracdo dentro de cada extrato e do padrao

Observou-se que 0 aumento da concentragcdo acarretou em um aumento na
atividade antioxidante, tanto no padrdo BHT quanto nas variedades de amargor e aroma.
Logo as porcentagens de atividade antioxidante proporcionados pelos extratos aquosos
das amostras e do padrao sdo significativamente menores na menor faixa de concentragédo
de 62,5 ng mL*do que na faixa de 125 ug mL™*, mantendo essa situagdo até a faixa de
1000 pg mL L,

Krofta e colaboradores (2008) mediram a atividade antioxidante dos extratos de
diversas variedades de lupulo comercializadas em todo o mundo ao longo dos anos de
2005 a 2006. Os autores evidenciaram que os maiores valores de atividade antioxidante,
entre 70 a 80%, foram obtidos das variedades Saaz e Spalter Select, as quais sdo
classificadas como variedades de aroma (Hopslist., 2018). As demais variedades exibiram
valores de atividade antioxidante que variaram entre 40 a 60%. Esses resultados, quando
comprados aos do presente trabalho, corroboram com a hip6tese do de que o potencial
antioxidante ndo esta ligado ao tipo de variedade, visto que, apesar dos dois valores de
atividade antioxidante mais expressivos serem provenientes de 2 variedades de aroma,

houve outras de amargor que superaram variedades de aroma.

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE MEDIDA POR METODO ABTS

Os valores de atividade antioxidante medidos por ABTS nas diferentes
concentracOes e variedades estdo representados pela Tabela 2, a qual reflete o gréafico
exposto na Figura 2. Foi possivel alcancar 100% de atividade antioxidante no padréo a
partir da concentragio de 500 ug mL%, e nas amostras, esse valor foi observado na
concentragéo de 1000 ng mL* para a variedade Galena.

Além disso, valores mais expressivos de atividade antioxidante nessa mesma
concentracdo apareceram para as variedades Cascade e East Kent, 99,21% e 99,47%
respectivamente, a ponto de ndo serem diferentes estatisticamente ao padrdo BHT. Os
menores valores de atividade antioxidante foram observados para as variedades
Columbus (6.7%), Sorachi (6,76%) e Sladek (5.4%) na concentragdo de 62,5 ug mL ™,
Apesar disso, Columbus e Sorachi exibiram valores bastante expressivos na concentracéo
de 1000 pg mL* os quais foram menores apenas das variedades citadas anteriormente.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.10, p. 66076-66096, oct.., 2022



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

66085

Figura 2 - Atividade antioxidante das seis variedades de lGpulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo pelo método ABTS. Médias seguidas pela mesma letra, maitsculas
para comparar a concentracao entre 0s extratos e mindsculas para comparar a concentracdo dentro de cada
extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 2. Atividade antioxidante das seis variedades de lipulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo pelo método ABTS.
Concentracio pg mL™!

Amostras

62,5 125 250 500 1000
Galena 12,98 Be 25,41 Bd 42,10 Bc 78,47 Bb 100,0 Aa
Columbus 6,70 De 14,52 Dd 27,71 Cc 51,63 Eb 89,72 Ba
Sorachi 6,76 De 16,00 Dd 29,81 Cc 54,36 Db 91,56 Ba
Sladek 5,40 De 11,48 Ed 27,30 Dc 49,24 Fb 86,33 Ca
Cascade 11,37 Be 22,48 Cd 40,34 Bc 72,20Cb 99,21 Aa
East Kent 9,32 Ce 21,80Cd 42,55 Bc 73,62 Cb 99,47 Aa
BHT 61,50Ad 83,78 Ac 97,32 Ab 100,0 Aa 100,0 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, maidsculas para comparar a concentragao entre 0s extratos e
minudsculas para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Foi possivel perceber diferencas estatisticamente significantes entre as variedades
em todas as concentracdes e em destaque para a variedade Galena, sendo superior em
quase todas as concentragdes. Em contrapartida a variedade Sladek exibiu valores
significativamente inferiores em quase todas as concentragdes utilizadas. Apesar das
diferencas encontradas na metodologia ABTS terem sido mais significativas do que no
DPPH, nenhuma das variedades conseguiu superar o padrdo BHT. Analisando as
porcentagens de atividade antioxidante de cada amostra referente ao aumento da
concentracéo o que se observou foram diferencgas significativas no aumento do potencial
antioxidante a medida que a concentracdo aumenta, cenario esse presente em todas as
variedades e no padrdo até a concentracio de 250 ng mL 2.

Resultados obtidos por Kowalczyk e colaboradores (KOWALCZYK et al., 2013)

indicam menor atividade antioxidante do extrato aquoso em comparagdo com extratos
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metandlicos e etandlicos. Trabalhando com ldpulos peletizados T45 e T90 e com as
variedades Magnum de amargor e Marynka considerada mista, 0s autores conseguiram
valores de EC50 significativamente maiores nos extratos aquosos do que naqueles feitos
com 50% etanol e 50% metanol. Isso indica que o extrato aquoso de fato tem menor poder
antioxidante medido por ABTS. A superioridade do extrato metandlico pode se dar
devido a uma melhor extracdo de compostos fendlicos e ndo a outros produtos do
metabolismo dos lupulos como alfa &cidos e 6leos essenciais que diferem as variedades
do nosso trabalho (SZWAJGIER, TARGONSKI., 2000).

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE MEDIDA POR REDUC}AO DO COMPLEXO
FOSFOMOLIBDENIO

Os valores de atividade antioxidante podem ser visualizados na Tabela 3 e 0
grafico que os representa estd disposto na Figura 3. O menor valor de absorbancia foi
exibido pela variedade Galena (0,04) na concentragdo de 62,5 ug mL L. Apesar disso, ndo
houve diferencas significativas com os demais valores das variedades nessa mesma
concentracdo, apenas o padrdo BHT apresentou um valor significativamente superior a
todos os extratos. Os maiores valores de absorbancia estavam presentes nas variedades
East Kent (0,64), Cascade (0,58) e Sorachi (0,60) e todos eles na concentragdo de 1000
ng mLt. As demais variedades Galenas, Columbus e Sladek revelaram valores de
absorbancia nessa mesma concentracdo sem diferenca significativa entre elas, entretanto

com diferencas significantes em relacdo as demais variedades e ao BHT.
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Figura 3 - Atividade antioxidante das seis variedades de lGpulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo pelo método reducdo do complexo fosfomolibdénio. Médias seguidas
pela mesma letra, mailsculas para comparar a concentracdo entre os extratos e minsculas para comparar
a concentracdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de
Scott-Knott.

= = s =
= [=2% -] =
1 1 1 1

Absorbéncia (nm)

=
N
1

=
=
1

Concentraciio ug mL"'

. & .

& R & T
K § 5 3
F F N 3

o bl -

Tabela 3. Atividade antioxidante das seis variedades de lipulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo pelo método reducdo do complexo fosfomolibdénio.
Concentracio ng mL"!

Amostras

62,5 125 250 500 1000
Galena 0,04 Bd 0,08 Cd 0,15 Cc 0,28 Cb 0,42 Ca
Columbus 0,08 Bd 0,18 Bc 0,17 Cc 0,32 Cb 0,49 Ca
Sorachi 0,08 Be 0,14 Bd 0,21 Bc 0,36 Bb 0,60 Ba
Sladek 0,09 Bd 0,11Cd 0,17 Cc 0,28 Cb 0,50 Ca
Cascade 0,11 Be 0,17 Bd 0,25 Bc 0,37 Bb 0,58 Ba
East Kent 0,08 Be 0,15 Bd 0,24 Bc 0,39Bb 0,64 Ba
BHT 0,19A¢ 0,33 Ad 0,47 Ac 0,66 Ab 0,81 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas para comparar a concentragdo entre os extratos e
minudsculas para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

Para as demais concentracdes de 125 a 500 pg mL! foi possivel perceber
novamente uma superioridade das variedades Sorachi, Cascade e East Kent em relacao
as demais. Apenas o extrato da variedade Columbus na concentragdo de 125 pg mL* foi
capaz exibir um valor de absorbancia (0,18) sem diferenca estatistica com os extratos das
variedades previamente citadas. Novamente nenhuma variedade conseguiu superar ou
igualar os valores do padrdo BHT em nenhuma concentragdo utilizada no trabalho.

Ao analisar o comportamento da absorbancia em relagdo ao aumento na
concentragdo, dentro de cada variedade e do padréo, foi possivel perceber uma tendéncia
de aumento, na maioria das vezes significante, de maneira semelhante com os métodos
anteriores. Esse cenario ocorreu para o padréo e para todas as variedades, com exce¢édo
da Columbus na concentracdo de 125 ng mL™1. Os valores de absorbancia podem ser
utilizados para medir a atividade antioxidante, visto que a reducdo do complexo
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fosfomolibdénio é dependente da acdo dos antioxidantes para a formagédo do cromdgeno
verde, logo quanto maior a atividade antioxidante do extrato maior serd a absorbancia
apresentada por ele (PINEDA, AGUILAR., 1999).

George e colaboradores (2014) testaram a atividade antioxidante de extratos
hidroalcdolicos (50% de alcool etilico) de cones de lGpulos por redugdo do complexo
fosfomolibdénio, em concentragdes de 1, 0,1, 0,001 e 0,0001 mg mL™. Seus resultados
evidenciaram atividade antioxidante relevante na concentracio de 1 mg mL™* com valor
de equivaléncia do acido ascorbico de 0,628 mg. Proximo aos resultados do presente
trabalho no qual a atividade antioxidante foi maior nas concentracdes mais altas e
diminuiu consideravelmente nas concentragbes mais baixas (GEORGE et al., 2014).
Além disso, Vergun e colaboradores (2021) realizaram a mesma metodologia em folhas,
flores e caules de lupulos e evidenciaram maior potencial antioxidante nas flores do
vegetal, além de forte correlacdo do poder redutor do complexo com o teor total de
polifendis encontrados no trabalho (VERGUN et al., 2021).

3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE AVALIADA PELA METODOLOGIA DO
PODER REDUTOR

Os valores de absorbancia referentes aos extratos e o padrdo obtidos pela
metodologia do poder redutor estdo dispostos na Tabela 4 e o gréafico que os representa
esta exibido na Figura 4. O maior valor de absorbancia encontrado foi 0,38 na variedade
East Kent na concentracdo de 1000 ug mL™?, seguido pelos valores de 0,34; 0,34; 0,33;
0,30 e 0,25 encontrados nas variedades Cascade, Sorachi, Galena, Columbus e Sladek
respectivamente, nessa mesma concentracdo. Esses resultados revelaram um valor
significativamente maior da variedade East Kent em relagdo as demais. As variedades
Cascade, Sorachi e Galena nédo apresentaram diferencas significantes entre si em
nenhuma das concentracdes trabalhadas. As demais variedades Columbus e Sladek nao
foram diferentes estatisticamente entre si em nenhuma das concentragdes, entretanto

foram inferiores as demais nas concentracdes de 1000 ug mL* e 500 pg mL L,
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Figura 4 - Atividade antioxidante das seis variedades de lGpulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo pelo método poder redutor. Médias seguidas pela mesma letra,
mailsculas para comparar a concentracao entre 0s extratos e mindsculas para comparar a concentracao
dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 4. Atividade antioxidante das seis variedades de lupulo (Galena, Columbus, Sorachi, Sladek,
Cascade e East Kent) e do padrdo pelo método poder redutor.
Concentracio ng mL"!

Amostras

62,5 125 250 500 1000
Galena 0,13Bd 0,14Bd 0,17 Bc 0,22 Cb 0,33 Ca
Columbus 0,11Bd 0,14 Bc 0,15Cc 0,20 Cb 0,30 Da
Sorachi 0,14 Bc 0,15 Bc 0,17 Bc 0,21 Bb 0,34 Ca
Sladek 0,11 Bc 0,13 Bc 0,13 Bc 0,18 Cb 0,25 Da
Cascade 0,12 Bc 0,14 Bc 0,16 Bc 0,20 Bb 0,34 Ba
East Kent 0,13 Bc 0,14 Bc 0,16 Bc 0,23 Bb 0,38 Ba
BHT 0,25A¢ 0,37 Ad 0,54 Ac 0,81 Ab 1,13 Aa

Médias seguidas pela mesma letra, mailsculas para comparar a concentragdo entre os extratos e
minudsculas para comparar a concentragdo dentro de cada extrato, ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

O padréo BHT gerou valores de absorbancia significativamente superiores a todos
0s extratos em todas as concentracOes testadas no trabalho, logo o antioxidante sintético
exibe maior atividade antioxidante também pela metodologia do poder redutor. Ao
comparar as concentracfes e a absorbancia de cada variedade e do padrdo, de maneira
individual, revelou-se uma tendéncia clara de aumento da absorbancia em resposta ao
aumento na concentracdo no padrdo, onde todas as concentragdes maiores foram
significativamente superiores as menores.

Entretanto, nas variedades, esse aumento foi menor e nem sempre resultou em
superioridade da concentracdo maior sob a menor, como evidenciado nas variedades
Galena (62,5 e 125 pg mL™1), Columbus (62,5 e 125 pg mL™1), Sorachi (62,5, 125 e 250
ug mL™), Sladek (62,5, 125 e 250 ug mL 1), Cascade (62,5, 125 e 250 pg mL 1) e East
Kent (62,5, 125 e 250 ug mL ™). A metodologia do poder redutor tem a capacidade de
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avaliar o potencial antioxidante por meio da reducdo do sistema, ocasionada pelo
potencial dos antioxidantes do analito, sendo assim quanto maior a absorbéncia obtida
maior sera a atividade antioxidante da amostra ou do padrdo (ALAM, BRISTI,
RAFIQUZZMAN., 2013).

Niknejad e colaboradores também realizaram a metodologia do poder redutor em
seu trabalho com extrato etandlico 50% de flores de ldpulo. Trabalhando com as
concentragdes de 100 a 1000 pg mL* os autores conseguiram evidenciar comportamento
semelhante resultados do presente trabalho com valores de absorbancia a 700 nm bastante
semelhante, alcangando 0,377 de absorbancia na concentragdo de 700 ug mLt com
pequenos aumentos nas concentragdes superiores. O padrdo BHT de maneira analoga aos
encontrados no presente trabalho foi significativamente superior ao extrato, exibindo
aumentos na absorbancia em resposta a concentracdo. Esses resultados evidenciaram a
capacidade do extrato de lupulo em doar elétrons para a reducdo do complexo Fe*
ferrocianeto para Fe®*, logo os resultados desse trabalho também indicam essa
propriedade no extrato aquoso de variedades de amargor e de aroma (NIKNEJAD et al.,
2015).

3.5 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O total de compostos fendlicos presentes nos extratos de cada uma das variedades
pode ser observado na Tabela 5 e o gréafico que os representa estd disposto na Figura 5.
Os maiores valores de fendlicos totais encontrados foram 117,34; 103,03; e 102,44 mg
EAGg™ referentes as variedades East Kent, Cascade e Galena respectivamente e dessas
variedades, a East Kent foi significativamente superior as demais com Cascade e Galena
em segundo lugar sem diferenca significante entre elas.

As demais variedades exibiram valores de fenolicos totais inferiores com 93,81;
86,26 e 71,95 mg EAGg?, representando as variedades Sorachi, Columbus e Sladek.
Dentre esses menores, todos esses foram diferentes significativamente e entre eles com
Sorachi maior que Columbus que foi maior que Sladek. Diante disso duas variedades de
aroma e uma de amargor (East Kent, Cascade e Galena) exibiram maior quantidade de
fenolicos totais, enquanto duas de amargor e uma de aroma (Sorachi, Columbus e Sladek)

apresentaram os menores valores de fenolicos totais.
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Figura 5 — Teor de compostos fendlicos totais utilizando seis variedades de ltpulo (Galena, Columbus,
Sorachi, Sladek, Cascade, East Kent). Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem significativamente
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Tabela 5. Valores de compostos fendlicos totais expressos mg de equivalentes de dcido Galico por grama
de peso seco dos lapulos (mg EAG g).

Amostras mg EAG/g
Galena 102,44 B

Columbus 86,26 D
Sorachi 93,81C
Sladek 7195 E
Cascade 103,03 B

East Kent 117,34 A

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

Almeida e colaboradores (2019), trabalhando com extratos etanodlicos,
evidenciaram resultados que indicam a forte participacdo desses compostos fendlicos do
lUpulo na capacidade antioxidante do extrato. Diversos compostos fendlicos encontrados
nos extratos da variedade Cascade podem ter contribuido, com destaque para
isoquercetina e a quercetina, que foram presentes em maior concentracdo que 0s demais
(ALMEIDA et al., 2019). No presente trabalho a variedade Cascade exibiu o segundo
maior valor encontrado para o teste do teor dos compostos fendlicos, entretanto outros
compostos encontrados no trabalho citado podem estar expressos em diferentes
concentragdes nos pellets, superando inclusive a quercetina e a isoquercetina.

J& para a metodologia da reducdo do complexo de fosmolibdénio os compostos
fenolicos parecem ndo ser os principais agentes determinantes, quando George e
colaboradores (2014), evidenciaram que o extrato etandlico de lGpulo com quantidades
menores de fenolicos exibiu maior atividade antioxidante por essa abordagem, quando
comparado ao extrato etilico de mirtilo, muito mais rico em compostos fendlicos
(GEORGE et al., 2014).
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Aaron e colaboradores (2012), trabalharam com extrato aquoso de lupulos da
variedade Galena e eluiram por cromatografia polifendis de interesse. Foram
identificados a presenca de quercetina, kaempferol e catequina os primeiros encontrados
em conjugados a glicosideos e o ultimo em formas de dimeros e trimeros. E possivel que
esses compostos também estejam presentes n0s N0ssos extratos, contribuindo para o valor
de compostos fendlicos encontrados nessa variedade (AARON et al., 2012).

Mikyska e Jurkova (2019), encontraram compostos fendlicos livres em extratos
aquosos de lupulos da variedade Sladek. Nessa variedade os fendlicos livres foram
representados pelas hidroxicoumarinas seguidos de &cidos hidroxibenzoicos, acidos
hidroxicinamicos, flavan-3-ols, flavonas, flavononas e flavonais, todos esses podem estar
presentes no extrato do presente trabalho da variedade Sladek e podem ter contribuido
para fazer dessa variedade a detentora do menor valor de fendlicos por Folin Ciocalteu
(MIKYSKA, JURKOVA., 2019).

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS VARIEDADES DE LUPULO EXPRESSA
EM EQUIVALENTES DO PADRAO

Os valores de equivalentes de massa/massa obtidos no presente trabalho estdo
dispostos na Tabela 6. Esses valores expressam a equivaléncia da atividade antioxidante
produzida pela massa em miligramas do padrédo BHT que corresponde a massa de 1 g do
material vegetal, oriundo da variedade testada. No ensaio DPPH as variedades East Kent
(626,7 mg EBHT g!), Galena (593,3 mg EBHT g!) e Cascade (588 mg EBHT g)
exibiram os maiores valores respectivamente sem nenhuma diferenca significante entre
elas. Os menores valores foram expressos pelas variedades Sorachi (213,3 mg EBHT g
1), Columbus (284,0 mg EBHT g'!) e Sladek (290,7 mg EBHT g') também sem
diferengas significativas entre si. Entretanto todas as trés variedades foram inferiores as

demais.

Tabela 6. Valores das atividades antioxidantes equivalentes ao padrdo antioxidante BHT (mg equivalente
ao BHT por g do extrato) das 6 variedades de Iupulo analisadas

Amostras DPPH ABTS Complexo fosfomolib. Poder Redutor mg
mg EBHT g*! mg EBHT g! mg EBHT g*! EBHT g'!

Galena 593,3 A 165,3 A 231,7D 90,1 A
Columbus 284,0B 94,0B 276,8C 53,4B
Sorachi 213,3B 104,0B 352,0B 75,3 A
Sladek 290,7B 92,3B 2320C 305C
Cascade 588,0 A 155,7 A 363,7B 62,0 B
East Kent 626,7 A 167,7 A 398,7 A 97,2 A

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste de Scott-Knott.
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Para a metodologia ABTS os maiores valores tambem foram expressos pelas
variedades East Kent (167,7 mg EBHT g!), Galena (165,3 mg EBHT g') e Cascade
(155,7 mg EBHT g!), os quais ndo foram significativamente diferentes entre si. Os
menores valores continuaram sendo apresentados pelas variedades Sladek (92,3 mg
EBHT g!), Columbus (94,0 mg EBHT g'!) e Sorachi (104,0 mg EBHT g'!) sem diferencas
significantes entre si, mas significativamente inferiores as demais variedades. Valores
estes coerentes com o grafico de atividade antioxidante medida por ABTS que evidenciou
a superioridade de Sladek, Galena e Cascade sob as demais.

Na metodologia da reducdo do complexo fosfomolibdénio os maiores valores
encontrados foram exibidos pelas variedades East Kent (398,7 mg EBHT g'!), Cascade
(363,7 mg EBHT g!) e Sorachi (352,0 mg EBHT g'!), com a primeira sendo
significativamente superior as outras duas que nao foram diferentes entre si. Os menores
valores foram exibidos pelas variedades Galena (231,7 mg EBHT g'!), Sladek (232,0 mg
EBHT g') e Columbus (276,8 mg EBHT g') e dentre elas a variedade Galena foi
significativamente inferior as demais que ndo foram diferentes entre si. A alternéncia da
posicdo da capacidade antioxidante dos extratos nas diferentes metodologias indica que
a complexidade dos extratos que podem conter certos componentes que participam ou
ndo do mecanismo de reacdo da metodologia de avaliacdo da atividade antioxidante.

Os resultados obtidos pela metodologia do poder redutor expressos em
equivaléncia indicaram superioridade do potencial antioxidante das variedades East Kent
(97,2 mg EBHT g'!), Galena (90,1 mg EBHT g') e Sorachi (75,3 mg EBHT g!) sob as
demais variedades e essas trés ndo apresentaram diferencas significantes entre si. Ja as
variedades Sladek (30,5 mg EBHT g!), Columbus (53,4 mg EBHT g!) e Cascade (62,0
mg EBHT g'!) foram inferiores estatisticamente das outras 3 com Sladek em tltimo lugar
e Cascade e Columbus empatadas em segundo sem diferencas significantes entre si.

Todos esses resultados colocam o potencial antioxidante ranqueado da seguinte
maneira East Kent> Galena> Cascade> Sorachi> Columbus> Sladek, o que ndo é
suficiente para colocar as variedades de aroma como superiores as de amargor, reforcando
a ideia de o potencial antioxidante ser individual de cada variedade e néo responsivo ao

tipo dela.

4 CONCLUSAO
E notorio que os fitoquimicos presentes no Ilpulo podem contribuir

consideravelmente para a atividade antioxidante da cerveja. Dentre as variedades e tipos
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de lupulos utilizados pela indUstria cervejeira existe um potencial antioxidante variavel a
ser explorado. Os resultados indicam que o potencial antioxidante do lupulo ndo depende
se a variedade é de amargor ou aroma, analises mais refinadas sdo necessarias para

confirmar a hipotese.
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