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RESUMO

O Humulus lupulus L. planta conhecida como lapulo € uma planta trepadeira, pertencente a
familia das Canabinaceas, cultivadas geralmente a partir de rizomas, é um dos ingredientes
mais importantes na producdo e elaboracdo das cervejas, nos processos em
microcervejarias e industrias cervejeiras, pois sdo responsaveis por darem amargor, além de
ter seu efeito conservante nas formulacdes, essas propriedades eram descritas desde a
idade média. Os &cidos amargos, principalmente os a-acidos sdo um dos principais
componentes e se encontram nos estrébilos ou “cone”, produzidas pelas glandulas
lupulinicas. Além disso autores relatam propriedades terapéuticas e diversas pesquisas tem
sido realizadas com seus componentes quimicos demonstrando grande interesse
farmacéutico. A analise do teor de acidos amargos do lupulo tem grande importancia para a
producado da cerveja, a fim de manter um padrdo de qualidade ou até mesmo planejar uma
nova fermentacdo. Os alfa-acidos por reacdo quimica se isomerizam a iso-alfa-acidos,
compostos responsaveis por contribuirem com o amargor das formulacbes. Métodos
guantitativos sdo utilizados com a finalidade de quantificar precisamente a concentragdo
desses compostos, das quais existem diferencas pelo tipo de produto derivado do lapulo,
como pellets, extratos CO, e até mesmo a andlise na cerveja o produto final, os métodos
mais utilizados sdo por espectrofotometria ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e séo todos descritos e validados pela American Society Brewing Chemists (ASBC)
e pela European Brewery Convention (EBC). O objetivo deste trabalho foi realizar a
determinagdo dos acidos amargos em pellets, pelo método espectrofotométrico Hops-6
(ASBC). As amostras de lupulo, em sua forma de pellets, foram obtidas de um Unico
distribuidor de insumos para microcervejarias. Ao realizar o experimento, foi observado que
a quantidade analisada de a-acidos foi menor em relagéo ao teor declarado pelo fornecedor,
indicando a perda desses compostos durante o armazenamento, como descrito na literatura
e artigos por oxidacdo, consequentemente com a perda desses compostos o potencial de
amargor ou for¢ca de amargor do lupulo expressa em International Bitterness Units (IBU) &
diminuida, foram utilizados parametros do processo da producdo da cerveja e a formula
descrita em literatura para o céalculo do IBU, assim como a tabela de Utilization de Glenn
Tinseth. Através da quantificacdo dos a-acidos, € possivel se calcular o potencial de
amargor ou forca de amargor do lupulo a fim de se manter uma padronizacdo na formulagao
ou até mesmo ser planejada uma nova fermentacao.

Palavra-chave: Humulus lupulus L.; hops; alfa-acidos; acidos amargos; spectrophotometry
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1 INTRODUCAO

7 7

O Humulus lupulus L. é conhecido como “lupulo trepador” é uma planta
trepadeira, pertencente a familia das Canabinaceas, que é cultivada em regides
temperadas e Umidas da Europa, Asia e América do Norte (CUNHA; SILVA;
ROQUE, 2003).

As partes utilizadas sdo da inflorescéncia feminina, conhecidas como cone ou
estrolibo e o lupulino encontradas nas glandulas das bracteas (CUNHA; SILVA,
ROQUE, 2003).

O ldpulo é muito utilizado nas industrias cervejeiras, pois é responsavel por
dar amargor e aromas caracteristicos as cervejas (TANIGUCHI et al., 2014).

Jaskula-Goiris (2010), preconiza que os lupulos, sdo essenciais como matéria
prima na producdo de cerveja. Os cones de lupulo s&o constituidos de resinas, e
nessas resinas sado encontradas principalmente os acidos amargos, 0leos essenciais
e polifendis, todos séo de interesse para a cervejaria.

Christensen (2005, p. 3) afirma, “a amargura na cerveja é largamente
determinada pelos alfa-acidos, que sdo componentes resinosos do Iupulo.”

As humulonas ou a-4cidos e lupulonas ou B-acidos sdo a mais importante

classe de compostos do lupulo (Figura 1).



Figura 1 — Estruturas dos a-acidos e -acidos.
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Fonte: Zanoli & Zavatti (2008).

Segundo De Keukeleire (2000), as transformac¢des quimicas das humulonas
durante a fervura do mosto tém sido estudadas em grande detalhe. As humulonas
através de uma conversao quimica durante a fabricacdo da cerveja, especificamente
durante a fervura é isomerizada para a iso-alfa-acidos ou isohumulonas (Figura 2). O
mesmo fenbmeno de isomerizacéo ocorre para 0s demais compostos cohumulona e
adhumulona, resultando em 6 isémeros (cis-iso-humulonas, trans-iso-humulonas,
cis-iso-cohumulona, cis-iso-adhumulona e trans-iso-adhumulona), tornando-se
solaveis.

Durante a fervura do mosto ocorre o fendbmeno de isomerizacéo, os alfa-
acidos do Ildpulo se isomerizam dando origem aos iso-alfa-acidos, que séo
responsaveis por caracterizar o sabor amargo na cerveja (CHRISTENSEN;
LADEFOGED; NORGAARD, 2005).
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Figura 2 — Converséo das humulonas para isohumulonas.
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Fonte: De Keukeleire (2000).

Segundo De Keukeleire (2000), os acidos amargos do lupulo tém atividade
bacteriostatica; eles inibem fortemente o crescimento de bactérias Gram-positivas.
Esta acao esta relacionada ao grupo prenil na molécula, caracteristica das cadeias

laterais dos acidos amargos do lupulo, com acdo na membrana plasmatica da célula,

7

nos B-acidos essa acdo bacteriostatica € maior. O mesmo autor relata, que
diferentes aplicacdes tém sido exploradas em relacéo a atividade bacteriostatica dos
B-acidos. Um uso altamente interessante € na industria do acucar para controlar e
reduzir a atividade bacteriana durante a extracéo de acucar de beterraba.

Os B-acidos ndo se isomerizam durante a fervura do mosto para compostos
mais sollveis (ERLINGER, 2009).

Embora ha pensamentos que a fabricacdo de cerveja foi
realizada primeiramente na Babilénia cerca de 7000 a.C., laupulos
certamente ndo foram utlizadas nas preparacdes. Algumas
evidéncias sugerem que os lUpulos foram cultivados na Europa
Central aproximadamente 1000 d.C., mas isto ndo estava claro se
foram usados na cerveja ou meramente para inclusdo em
medicamentos antigos e remédios a base de plantas. Os lapulos
provavelmente foram cultivados para cervejaria na Alemanha e
Republica Tcheca aproximadamente algum tempo depois de 1000 e
1200 d.C. Sua horticultura e uso depois se espalhou gradualmente
em toda a Europa, chegando a ser importado para a Inglaterra
durante o século 14. A famosa Reinheitsgebot, lei de pureza de 1516

foi decretada pelo Duque da Baviera, nela a cerveja poderia ser
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fabricada usando apenas cevada (malte), lupulo e &gua. Da Europa,
se espalhou rapidamente através de colonos europeus para 0S
Estados Unidos e Africa do Sul (século 17), Austrdlia e Nova
Zelandia (inicio do século 19) e também durante os anos 1800 e
1900 em varios outros paises (PRIEST & STEWART, 2006, p. 181).

Outros autores como Hieronymus (2012), descrevem que existem indicios de
provas escritas que confirma que o lapulo era bem conhecido no século VIl e
cultivado em jardins de mosteiros. Em 822 dC o Abade Adalhard de Corbie emitiu
estatutos que indicam que os ldpulos eram utilizados no mosteiro para a fabricagédo
de cerveja, porém ndo indicavam em que momento o lUpulo tenha sido adicionado.

Hieronymus (2012), descreve que a abadessa Hildegard de St. Rupertsberg
confirmou o uso do lapulo fervido juntamente com o0 mosto e apreciado o seu valor
conservante. Em Physica, tratado médico medieval da época (cerca de 1150-1160),
ela escreveu: "Se desejas fazer uma cerveja de gréos e lupulo, ferva-a também com
a adicdo de vérias folhas, como tal, uma cerveja limpa o esttmago do bebedor e
alivia o peito". Além disso, "a sua amargura, porém, quando adicionado as bebidas,
impede a putrefacdo e da-lhes uma maior durabilidade”.

O lupulo pertence a familia das Canabinaceas, sdo trepadeiras resistentes e
no cultivo somente os lupulos fémeas infertilizadas desenvolvem flores, conhecidas
como cones (EBLINGER, 2009).

Segundo ERlinger (2009), o mesmo descreve que o ldpulo geralmente é
cultivado a partir de rizomas e necessitam de bastante 4gua no inicio e solo
fertilizado com nutrientes necessarios para seu desenvolvimento na fase de
crescimento. Durante o crescimento dos brotos, os llupulos sdo treinados em uma
corda, no sentido horario em direcdo ao hemisfério norte, consequentemente eles se
unem a corda. O lapulo pode atingir de 5,5 m a 8 m de altura, sua taxa média de
crescimento diario é de 10 cm. As flores de lapulo se desenvolvem a partir das flores
nao fertilizadas.

Os lapulos crescem melhor entre as latitudes de 30 ° e 52 °.
Preferencialmente eles devem ter 15 horas de luz ao dia, 120 dias
sem geada durante a estacdo de crescimento e de seis a oito
semanas de tempo dormente com a temperatura abaixo de 40 ° F
(4,4 ° C). Eles podem ser cultivados fora desta zona, particularmente

em pequena escala, mas os rendimentos em geral serdo menores
(HIERONYMUS, 2012, p. 89).
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Quando os lupulos comegam a crescer, eles devem ser treinados em torno de
uma corda, eles se desenvolvem no sentido horario em torno da corda, momento em
gue se deve adicionar nutrientes como nitrogénio e calcio (HIERONYMUS, 2012).

Segundo ERlinger (2009), o lupulo precisa de uma grande quantidade de calor
durante o crescimento, florescimento e desenvolvimento dos cones. A fertilizagao
tem a funcdo de manter e aumentar a fertilidade do solo de modo que as plantas de
l[Upulo tenham todos os nutrientes necessarios disponiveis nho momento certo, na
forma e quantidade certa para poder absorvé-los. Além disso, devem abranger
também os oligoelementos (zinco, boro, etc.). Na secagem das flores ou “cones”
deve se tomar cuidado para evitar a perda de resinas amargas e aroma, sua
temperatura maxima de secagem é entre 62 e 65 ° C.

Fornecedores gqualificados possuem informacdes e as descricdes detalhadas
sobre variedades de Ildpulos, como a concentragdo das resinas amargas,
composi¢cdo dos Oleos essenciais, caracteristicas sensoriais e a concentragdo de
polifendis (EBLINGER, 2009).

Um parametro importante utilizado até hoje em cervejarias, para cada estilo
de cerveja € a avaliagdo do amargor da cerveja. O valor do amargor é expresso em
uma escala como International Bitterness Units (IBU). O célculo da unidade de
amargor (IBU) é utilizado para avaliar e ajustar o amargor em cervejas, expressando
0s seus resultados em IBU. O valor de IBU tem relagdo com os alfa-acidos
isomerizados (iso-alfa-acidos) e a quantidade de lupulo adicionado no processo de
fabricacéo da cerveja e outros fatores como gravidade do mosto e tempo de fervura
e pode ser influenciado por outras variaveis (HIERONYMUS, 2012).

Segundo Sahlstrom & Rostad (2011), os alfa-acidos tém importancia sobre o
sabor da cerveja e para os fabricantes de cerveja, considerando essa importancia e
0 seu impacto significativo, esses compostos podem ser quantificados e serem
medidos com precisdo a sua concentracdo, a fim de manter padrdes para uma
marca conhecida ou para planejar uma nova fermentacao.

Maria et al. (2009, p. 50), afirma “a determinacdo de acidos amargos dos
cones de lupulo, pellets e extratos de lupulo, representa um passo importante no
processo de fermentacéo, porque dependendo do teor de acidos amargos do lupulo
a dosagem desses compostos amargos ¢ feita”.

Os lapulos séo considerados primariamente como um ingrediente de sabor da

cerveja e com beneficios adicionais por terem efeitos antimicrobianos; as suas
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pesquisas sdo voltadas para o uso como um agente de amargor, aroma € como
agente conservante (SCHONBERGER & KOSTELECKY, 2011).

Segundo Almaguer et al. (2014), além do lupulo ser utilizado como ingrediente
de amargor, colaboram com aromas derivados dos 6leos essenciais do lupulo, e
devido as suas caracteristicas sado descritos como frutado, floral, citrico, graminea e
picante, 0S mesmos sao importantes pois acrescentam aroma e ajudam a tracar o
perfil de muitos estilos de cerveja.

O lapulo além de ser importante para os processos na fabricacdo da cerveja,
possui propriedades medicinais descritas na Idade Média e até hoje vem sendo
utilizado na fitoterapia.

No inicio da Idade Média, o IlUpulo era -caracterizado
principalmente como diurético, depurador do sangue e estimulante
da menstruagdo. O médico arabe Mesue, ja no século VIII, exaltava o
xarope de lipulo como um bom remédio para a febre biliosa e para a
depuragdo do sangue. Paracelso também prescrevia o lapulo nos
casos de distlrbios digestérios. Hufeland o apreciava como
substancia amarga (amarum) e remédio para 0 sistema nervoso.
Apenas atraveés de Hecker & que houve a descoberta da utilizagéo
terapéutica das escamas ovuliferas, as quais ele atribui o efeito
tbnico das substancias amargas. O mesmo autor descreve também
sua acdo como tranquilizante sobre o sistema nervoso, sem, no
entanto, apresentar um efeito verdadeiramente narcético
(FINTELMANN & WEISS, 2010, p. 294).

Segundo Fintelmann & Weiss (2010), a parte utilizada da planta em especial
sdo os estrébilos e as glandulas localizadas nas suas escamas, com o0 efeito
sedativo e indutor do sono, as quais se destacam do estrébilo de lupulo
recentemente secos com o auxilio de peneiras, esses sao componentes ativos da
planta e liberam substancias medicamentosas.

Segundo Zanoli & Zavatti (2008), o uso do lapulo na Alemanha é relatada pelo
“Committe on Herbal Medical Products” (HMPC) da Agéncia Européia de Medicina
(EMEA), para o tratamento de stress mental e ins6nia. A Comissao Alemé (The
German Comission) aprovou o lupulo para o tratamento de distirbios do humor e
distarbios do sono.

Atualmente artigos cientificos relatam testes e atividades neurofarmacolégicas

observadas em animais utilizando o extrato de Humulus lupulus L. e fracdes



14

contendo alfa-acidos e beta-acidos, além de outros compostos, mostrando assim
gue a planta tem um grande potencial terapéutico e sendo considerado uma planta
medicinal valiosa (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Recentemente foi investigado a atividade neurofarmacoldgica do Humulus
lupulus L. utilizando um extrato de CO, de lupulo. As fracdes continham a-acidos e
B-acidos (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Ambas as fragdes contendo a-acidos e -acidos foram capazes de prolongar
o0 tempo de sono induzido por cetamina, mas a fragdo contendo B-acidos, foi
necessario uma dosagem de aproximadamente 6 vezes mais elevada (200 mg / kg)
do que de a-acidos (25 mg / kg) a fim de potencializar significativamente o evento
narcotico (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Estudos eletrofisiolégicos realizados em células granulares do cerebelo em
cultura mostrou que a fracgao de B-acidos diminuiu a atividade GABAérgica de uma
forma dependente da dose. Em conclusdao, a fracdo de B-acidos pode ser
considerado como o constituinte principal responsavel pelo efeito sedativo
melhorado e para o estabelecimento antidepressivo observado apés a administracao
de extrato de lupulo CO;, (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Apesar destes estudos recentes, a identidade do principio ativo sedativo do
lpulo bem como os mecanismos de acdo ainda € questionavel (ZANOLI &
ZAVATTI, 2008).

Um dos artigos mais atuais teve o objetivo de analisar o efeito sedativo do
lGpulo de uma cerveja sem alcool e o ritmo de sono em uma populacdo estressada
pelo trabalho.

Segundo Franco et al. (2012), o lapulo, um componente da cerveja, € uma
planta cuja atividade farmacologica € principalmente devido as suas resinas
amargas, em particular para o &cido 2-metil-3-buten-2-ol, um produto de
degradacdo. O mecanismo de acdo da resina do lapulo consistiria em elevar os
niveis do neurotransmissor (GABA), um neurotransmissor inibidor que atua no
sistema nervoso central (SNC). Na conclusdo do seu trabalho foi relatado que os
componentes do lapulo de cerveja ndo alcodlica favorecem o descanso noturno,
devido, em particular, a sua composicao.

O lupulo contém um composto além dos alfa-acidos e beta-acidos que chama
muita atencdo por conter propriedades medicinais, farmacéuticas e atividades

biolégicas, segundo um artigo de revisdo de SRECEC et al., lipulos secos contém
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1% de xanthohumol, que se encontra nas glandulas de lupulina em conjunto com
alfa-acidos e beta-acidos e 6leos essenciais, esses flavonoides sdo conhecidos por
terem efeitos antialérgicos, antiinflamatorios, antivirais, antifUngicos, antibacteriana,
antioxidante e efeitos antiproliferativos confirmados in vitro (SRECEC et al., 2011).
Segundo Srecec et al. (2011), diversos estudos e artigos cientificos foram
publicados, os componentes bioativos do lupulo vem sendo estudados e alguns

resultaram em patentes.
1.1 INIBICAO DA ENZIMA CICLO-OXIGINASE (COX-2)

Um dos efeitos farmacoldgicos estudados e patenteado, afirma que o extrato
de ldpulo, tem propriedades de antiinflamatorias, inibindo potencialmente e
seletivamente a enzima ciclo-oxigenase (COX-2), nessa patente Eric H. Kuhrts,
publicou o estudo comparativo dos efeitos do extrato CO2 de lGpulo com outros
antiinflamatoérios, relatando que o extrato de ldpulo possui um maior potencial
antiinflamatério que o ibuprofeno.

Na patente € relatada que as composi¢cdes sao particularmente benéficas
para o tratamento de osteoartrite e artrite reumatoide, 0 mesmo relata que pode ser
usado para a dor crénica com efeitos gastricos colaterais gastricos reduzidos, visto
gue os inibidores seletivos da COX-1 inibem potencialmente as prostaglandinas e

possuem efeitos colaterais indesejados, como a irritagdo gastrica.

1.2 EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DE EXTRATOS MODIFICADOS DE LUPULO
IN VITRO

Um artigo publicado em 2009 pelo Journal of Inflammation, menciona que o
extrato modificado Rho iso-alpha-acids (RIAA) a partir do lapulo, tém propriedades
anti-inflamatorias in vitro.

Segundo Konda et al. (2009), foram utilizados culturas de células e
marcadores inflamatérios in vitro, para compreender 0s mecanismos.

O artigo também menciona o0 teste em ratos com artrite.
O extrato RIAA é um extrato modificado a partir do lupulo, utilizado como agente
aromatizante e de amargor em industria cervejeira e pesquisas sugerem que tem um
potencial antiinflamatério (KONDA et al., 2009).
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Segundo KONDA et al. (2009), os extratos modificados RIAA melhoraram
lesBes articulares como que foram evidenciados pela reducéo significativa do indice
de artrite e avaliacéo histologica; como relatado 250 mg / kg do extrato de Iapulo, em

uma analise comparativa teve eficacia semelhante a de 20 mg / kg do Celecoxib.

1.3 INIBICAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS

Um artigo publicado em 2014 pela Revista Brasileira de Biociéncias, com
estudos de extratos a partir de pellets, e menciona o potencial do extrato inibir
enzimas da digestdo e absorcdo de nutrientes. Supondo um possivel para
tratamento da obesidade, uma das alternativas promissoras para o tratamento da
obesidade. O extrato aquoso do lUpulo apresentaria um potencial como adjuvante no
tratamento da obesidade, uma vez que inibe as enzimas a-amilase e a-glicosidase
(MARQUES et al., 2014).

1.4 XANTHOHUMOL

Diversos artigos publicados, relatam o estudo do composto xanthohumol in
vitro, evidenciando propriedades antiproliferativas em cultura de células, sugerindo
estudos mais aprofundados, esse composto se revela de grande importancia.

Segundo Stawinska-Brych et. al. (2015), o xanthohumol € uma chalcona
prenilada, um representante dos flavonéides, um grupo de metabdlitos secundarios
de plantas, que € naturalmente distribuida na planta Humulus lupulus L.
(Cannabaceae) como um componente principal das inflorescéncias fémea e até 1%
em cones de ldpulo seco. Recentemente, um crescente numero de artigos
demonstraram um amplo espectro para o tratamento de diversas patologias
relacionadas ao céancer e atividades quimiopreventivas, tais como a inibicdo da
ativacdo metabdlica dos pro-carcindgenos, indugdo de enzimas desintoxicantes
carcinogénicas, e a inibicdo do crescimento tumoral in vitro. No artigo os
pesquisadores citam o potencial de inibir o crescimento e proliferacdo das células
cancerosas da mama humana (MCF-7), do célon (HT- 29), ovario (A2780), e
préostata (DU145, PC-3), bem como, o carcinoma hepatocelular e células do cancro

medular da tireoide in vitro.
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1.5 MEDICAMENTO

Atualmente um medicamento conhecido disponivel no mercado no Brasil € o
Remilev® da industria Aché, laboratdrio nacional, que traz a combinacdo de extratos
de Valeriana officinalis L. e Humulus lupulus L., para distirbios do sono, tenséo
emocional e irritabilidade (ACHE, 2015).

1.6 CONTROLE DE CONTAMINANTES NA FERMENTACAO ALCOOLICA

Os extratos de lupulos possuem atividades propriedades antimicrobianas, sao
utilizados na fermentacéo alcdolica, a fim de controlar e reduzir a contaminacao de
microorganismos que impactam no rendimento da producdo do etanol (PRADO &
VENTURINI FILHO, 2014).

Segundo Oliva-Neto & Yokoya (2001), a contaminacdo microbiana
compromete o0 processo fermentativo, podendo ocorrer o consumo de acucar pelas
bactérias e devido as toxinas e acidos organicos excretados no meio, impactando na
viabilidade das leveduras, consequentemente pode ocorrer a redu¢éo no rendimento
e na produtividade da fermentacéo.

Segundo Prado & Venturini Filho (2014), seus resultados demonstram que 0s
antimicrobianos a base de IUpulo tém eficiéncia igual ou superior aos antibiéticos
convencionais (Kamoran®, Alcapen® e Corstan®), pois ndo houve diferenca
estatistica entre os tratamentos no processo fermentativo que 0SS mesmos

submeteram ao experimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliacdo de amostras de pellets de Humulus lupulus L., quanto a

concentracéo de alfa e beta-acidos de diferentes variedades.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliacdo do potencial de amargor de pellets de Humulus lupulus L. em

relagdo a concentragdo de alfa-acidos das amostras de diferentes variedades.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

5 amostras de lupulo em pellets de diferentes variedades
Béquer

Baldo volumétrico

Tubos de ensaio com tampa

Gral de vidro com pistilo

Balanca analitica

Pipeta volumétrica de 5 mL

Pipetas graduadas (100 pL, 200 pL, 250 pL, 1 mL)
Centrifuga

Microtubos de plastico graduados de 2 mL (Eppendorf)
Cubetas para Espectrofotbmetro 1 cm

Espectrofotdmetro UV-Vis da marca Shimadzu modelo UV-1203
3.2 REAGENTES
Hidroxido de Sédio 6N

Metanol

Tolueno
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3.3 METODOS PARA DETERMINACAO DE a-ACIDOS E B-ACIDOS NO LUPULO

Segundo Priest & Stewart (2006), para se quantificar os a-acidos e B-acidos,

sao utilizados os métodos por Espectrofotometria UV-Vis e HPLC, através desses

meétodos é possivel quantificar os compostos presentes no lapulo, sendo o HPLC o

mais recomendado e utilizado atualmente, mas através da Espectrofotometria é

possivel quantificar os principais compostos utilizados no lUpulo como os a-acidos e

B-acidos, importantes para 0s processos em cervejarias.

Esse método € validado pela American Society of Brewing Chemists (ASBC)

e foi lancado em 2010, onde o lupulo é extraido com tolueno, é centrifugado para a

separacdo dos residuos do lupulo e diluido em metanol alcalino, onde é medido
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atraves de trés comprimentos de onda diferentes. Para a anélise espectrofotomeétrica
de ldpulos em pellets utiliza-se 0 método da American Society of Brewing Chemists
(ASBC) — Hops-6. E possivel fazer anélise pelos métodos por HPLC entre eles estio
o método Hops-8, abrangendo de analises de pellets até a analise de extratos nao-
isomerizados, Hops-15 para andlise de pellets isomerizados e Hops-16 para a
andlise de extratos ndo-isomerizados e extratos isomerizados (HOPSTEINER,
2011).

O padréo utilizado e citado no método € o ICE-2 um padréo de extrato CO,,
com concentracdes especificas para calibracdo, porém esse padréo foi substituido
pelo padrdo ICE-3 e geralmente se utiliza o método por HPLC, a descricdo dos
métodos podem ser encontrados para venda juntamente com o padrdo. Segundo
alguns fornecedores desses padrdes como a Labor Veritas AG, descrevem gque nao
h& diferencas significativas, com o novo padrédo pode ter uma queda relativa de 5%,
isto €, 0 novo padréo da um resultado inferior. No entanto o comité concordou que o

uso do padréo ICE-3 ird conduzir a um resultado mais exato.

3.3.1 METODO

As amostras de diferentes variedades de Humulus lupulus L. foram
compradas de um unico distribuidor que comercializa insumos para microcervejarias,
foram utilizadas para o método de andlise a sua forma em pellets.

Para realizar o preparo da amostra triturou-se uma pequena quantidade de
lGpulo em pellets de cada variedade em um gral de vidro com pistilo e pesou-se 4
amostras de cada variedade com 250 mg em balanca analitica. Transferiu-se
guantitativamente para os tubos de ensaio com tampa, as amostras foram mantidas
sob agitacdo de 30 minutos em solugdo com 5 mL de tolueno, apos pipetou-se 1,5
mL para os microtubos de plastico graduados de 2 mL (Eppendorf). Em seguida
centrifugou-se as amostras a 3000 rpm por 10 minutos, para separagdo dos
residuos. ApOs essa etapa pipetou-se 250 pyL da solugéo de lupulo para tubos de
ensaio contendo 4,75 mL de metanol, totalizando a solu¢cdo com 5 mL (Diluigdo A).

Para aplicacdo das etapas posteriores da leitura pelo método de
Espectrofotometria UV-Vis, pipetou-se 200 pL de NaOH 6,0 N para 100 mL de

metanol, para o preparo da solu¢cao de metanol alcalino e reservado a solugéo.
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Para realizar o preparo do branco pipetou-se 250 uL de tolueno com 4,75 mL
de metanol (Diluicéo A).

Para a calibracdo do branco para as amostras pipetou-se 200 yL do branco
preparado anteriormente com 4 mL de metanol alcalino, em seguida agitou-se e
zerou-se o equipamento (Diluicao B).

Para realizar a leitura da amostra pipetou-se 200 yL da solugéo de lupulo com
metanol para 4 mL de metanol alcalino (diluicho B), em seguida agitou-se
manualmente e foram transferidas para as cubetas de espectrofotdmetro que foram
submetidas a leitura em comprimentos de onda de 275 nm, 325 nm, 355 nm.

Através das equacgOes abaixo é possivel realizar a quantificagcdo dos a-acidos
e B-acidos. O “d” é o fator de diluigao (PRIEST & STEWART, 2006).

% alfa acidos=d x (-51.56 A355+ 73.79 A325-19.07 A275)
% beta acidos=d x (55.57 A355-47.59 A325 + 5.10 A275)



22

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a American Society of Brewing Chemists (ASBC), uma das
principais funcdes do lupulo na fabricacdo de cerveja é fornecer parte dos
componentes que caracterizam o0 amargor da cerveja. Os a-acidos sdo o0s
precursores primarios de substancias que dao caracteristicas de amargor a cerveja
e, como tal, a sua avaliacdo € necessdria e se torna um procedimento analitico
importante. Durante o experimento foram submetidos a andlise 5 variedades de

lGpulo e foram obtidos os seguintes resultados:

POLARIS

Teor de alfa-acidos declarado: 16,5%
Lote: 0113

Data Fab: 12/2014

Validade: 12/2017

Tempo de Armazenamento: 17 meses

Tabela 1 — Resultado da analise do lupulo Polaris por espectrofotometria pelo
método da ASBC

Variedade Comprimentos Absorbancias Teor de a e B-acidos
de onda
Individuais Média
A 275 0,420 a 14,58 %
Amostral 355 0,928 B3.72 %
A 355 0,836
Amostra 2 A 275 0,359 a 14,00 %
2 A 325 0,867 B 3,52 %
©
E’ A 355 0,785 a 14,73 %
o,
Amostra 3 N 275 0,389 a15219 B356%
A 325 0,928 B 3,45 %
A 355 0,833
A 275 0,386 a 15,14 %
Amostra 4\ 355 0,929 B 3,58 %
A 355 0,837




HALLERTAUER MAGNUM

Teor de alfa-acidos declarado: 12,6%

Lote: 2621

Data Fab: 05/2014
Validade: 05/2017

Tempo de Armazenamento: 24 meses
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Tabela 2 — Resultado da analise do IUpulo Hallertauer Magnum por
espectrofotometria pelo método da ASBC

Variedade Comprimentos Absorbancias Teor de a e B-acidos
de onda
Individuais Média
Amostra 1 A275 0,292 a 9,04 %
A 325 0,700 B 5,24 %
A 355 0,685
A 275 0,283 a 8,97 %
g Amostra 2 A 305 0,693 5 595 06
c
g e 0,680 a 8,89 %
> Amostra 3 A 275 0,251 08,73 % B 5,14 %
A 325 0,653 B 4,84 %
A 355 0,640
Amostra 4 A275 0,280 a 8,82 %
A 325 0,685 B5,23%
A 355 0,673




ADMIRAL

Teor de alfa-acidos declarado: 16,1%
Lote: 13-427

Data Fab: 11/2014
Validade: 11/2017

Tempo de Armazenamento: 18 meses
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Tabela 3 — Resultado da analise do Iupulo Admiral por espectrofotometria pelo

método da ASBC

Variedade Comprimentos Absorbancias Teor de a e B-acidos
de onda
Individuais Média
Amostra 1 A 275 0,343 a 10,61 %
A 325 0,798 B 5,51 %
A 355 0,770
= Amostra 2 272 0,344 a 10,66 %
.g A 325 0,792 B 5,28 %
S A 395 0,760 a 10,90 %
< 0,
Amostra 3 A275 0,368 a 11,09 % B 5,26 %
A 325 0,808 B 4,93 %
A 355 0,764
Amostra 4 A 275 0,389 a 11,25 %
A 325 0,839 B 5,32 %
A 355 0,797




HALLERTAUER PERLE
Teor de alfa-acidos declarado: 5,7%

Lote: 2613

Data Fab: 05/2014
Validade: 05/2017

Tempo de Armazenamento: 24 meses
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Tabela 4 — Resultado da analise do lupulo Hallertauer Perle por espectrofotometria

pelo método da ASBC

Variedade Comprimentos Absorbéncias Teor de a e B-acidos
de onda
Individuais Média
Amostra 1 A275 0,110 a5,15 %
A 325 0,412 B 4,07 %
A 355 0,430
Amostra2 272 0,171 a2,71 %
o A 325 0,327 B 3,62 %
a A 359 0342 o 3,46 %
0,
Amostra 3 A275 0,130 a 3,34 % B3,73%
A 325 0,316 B 3,18 %
A 355 0,327
Amostra 4 A275 0,138 a 2,64 %
A 325 0,325 B 4,07 %
A 355 0,353




CHINOOK

Teor de alfa-acidos declarado: 11,4%

Lote: P-15-14-S
Data Fab: 02/2015
Validade: 02/2018

Tempo de Armazenamento: 18 meses
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Tabela 5 — Resultado da analise do Iupulo Chinook por espectrofotometria pelo

método da ASBC

Variedade Comprimentos Absorbéncias Teor de a e B-acidos
de onda
Individuais Média
Amostra 1 A 275 0,442 a 5,53 %
A 325 0,511 B 2,00 %
A 355 0,440
X Amostra 2 A 275 0,416 a5,43 %
S A 325 0,509 8239 %
= h 359 0,449 a 5,48 %
o)
? Amostra 3 A275 0,408 a 5,17 % B 2,18 %
A 325 0,481 B 2,03 %
A 355 0,418
Amostra 4 A 275 0,370 a5,79 %
A 325 0,498 B 2,30 %
A 355 0,442
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A partir das tabelas foram elaborados gréaficos para melhor visualizagédo dos

resultados.

Gréfico 1 — Teor de a e B-acidos das amostras que foram submetidas a analise
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H beta 3,56 5,14 5,26 3,76 2,18

O teor de a-acidos ap6s andlise demonstram ser menores em comparagao ao

teor declarado de a-4cidos na embalagem e no certificado de analise emitido pelo

fornecedor, estes dados estao representados no Grafico 2:

Gréfico 2 — Teor de a-acidos das amostras que foram submetidas a analise

em relacdo aos teores declarados pelo fornecedor
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Como ja descrito por ERlinger (2009), os alfa-acidos degradam-se conforme o
tempo e condi¢cdes de armazenamento, através da oxidacdo desses compostos. I1Sso
explica a perda de a-acidos durante o armazenamento e consequentemente o seu
potencial de amargor. Segundo Verzele (1986), em um ou dois anos, a oxidacdo das
humulonas e de outros a-acidos € uma das mais importantes ocorréncias quimicas
pelo qual o lupulo e seus derivados deterioram-se e perdem seus conteudos de a-
acidos, o mesmo autor classifica esses lUpulos em seu artigo como “old hops”
(velhos lupulos).

Entretanto, segundo Priest & Stewart (2006), algumas variedades s&o
notavelmente estaveis e deterioram-se lentamente em temperatura ambiente,
enquanto outras variedades que sao significativamente instaveis deterioram-se
mesmo em condicdes de armazenamento abaixo de zero, essa instabilidade é
observada por perda de a e B-acidos.

A andlise espectrofotométrica do percentual de a-acidos reais, ou seja, apos
analise laboratorial da concentracdo dos a-acidos declarados na embalagem, é
essencial para a determinacdo do potencial de amargor, o teor ap0s analise pode
ser inserido em uma equacao, utilizando a tabela de utilizacdo de Glenn Tinseth, que
€ um fator correspondente entre densidade inicial/original gravity (OG) em funcao do
tempo de fervura, para a determinacao do potencial de amargor (IBU).

A partir dos teores de a-acidos, foram calculados o potencial de amargor das
amostras de lapulo utilizando a formula de IBU preconizada por Palmer (2006),

conforme Gréafico 3, através da formula:

IBU=AAUXUX75/V

Sendo:

AAU = Alpha-Acids Units (Peso em ongas (0z) x % a-4cidos)
U = Utilization (Glenn Tinseth)

V = Volume da receita em US gal (galdes americanos)
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Utilizando os seguintes parametros:

Quantidade: 50 g equivale a 1,76 oz

Volume: 20 litros equivale 5,5 galées americanos
Densidade inicial do mosto: 1.050

Tempo de Fervura: 60 min.

Utilization (Glenn Tinseth): .231

Gréfico 3 — Potencial de amargor das amostras relacionadas a concentragdo de a-
acidos declarados pelo fornecedor em comparacao com a analise posterior pelo

meétodo de espectrofotometria.

B IBU com % de alfa-acidos declarado pelo fornecedor

B IBU com % de alfa-acidos apods andlise

52 aqQ

Polaris Magnum Admiral Perle Chinook
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5 CONCLUSAO

As amostras foram avaliadas e apresentam teores de alfa-acidos menores
gue o descrito pelo fornecedor.

Ao analisar as amostras observou-se que houve aproximagdo dos teores
individuais nos resultados obtidos em cada variedade. Os teores de alfa-acidos
encontrados sdo diferentes daqueles declarados pelos fornecedores, teores sempre
menores, indicando degradacédo da amostra, conforme literatura, por oxidagao.

Calculando-se o potencial de amargor ou a for¢ca de amargor do lupulo dentro
dos parametros descritos, € visivel que com a degradacdo e perda do teor de a-
acidos, o IBU consequentemente é diminuido, indicando um potencial de amargor
menor comparado com o potencial de amargor utilizando o teor de a-acidos
declarados pelo fornecedor. Com a determinagdo dos a-4cidos por analise
espectrofotométrica e o calculo prévio do IBU pode-se planejar a quantidade de
lipulo a ser empregada na preparacdo da cerveja para se atingir determinado
amargor (IBU) a fim de se padronizar uma formulacdo ou planejar novas

fermentacdes.
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Avaliacdo de acidos amargos de diferentes variedades de Humulus

lupulus L.
Evaluation of bitter acids of different varieties of Humulus lupulus L.
FERREIRA, Maxwell Rodrigues; GARCIA-AMOEDO, Luis Henrique
Universidade Mogi das Cruzes

RESUMO: O Humulus lupulus L. planta conhecida como lapulo é uma planta trepadeira,
pertencente a familia das Canabinaceas, € um dos ingredientes mais importantes na
producdo e elaboracdo das cervejas, nos processos em cervejarias. O objetivo deste
trabalho foi realizar a determinagdo dos acidos amargos, a e B-acidos em amostras de
pellets, pelo método espectrofotométrico e ao realizar o experimento, foi observado que a
quantidade analisada de a-acidos foi menor em relacédo ao teor declarado pelo fornecedor,
indicando a perda desses compostos durante o0 armazenamento, como descrito na literatura
e artigos por oxidacdo, consequentemente com a perda desses compostos o potencial de
amargor ou for¢ca de amargor do lupulo expressa em International Bitterness Units (IBU) é
diminuida, foram utilizados parametros da produgcdo da cerveja e a formula descrita em
literatura para o célculo do IBU, assim como a tabela de Utilization de Glenn Tinseth.

Palavra-chave: Humulus lupulus L.; lipulo; alfa-acidos; acidos amargos; espectrofotometria.

Key Words: Humulus lupulus L.; hops; alpha-acids; bitter acids; spectrophotometry.
1 INTRODUCAO

O Humulus lupulus L. € conhecido como “lupulo trepador” é uma planta
trepadeira, pertencente a familia das Canabinaceas, que é cultivada em regides
temperadas e Umidas da Europa, Asia e América do Norte (CUNHA; SILVA;
ROQUE, 2003).

As partes utilizadas séo da inflorescéncia feminina, conhecidas como cone ou
estrolibo e o lupulino encontradas nas glandulas das bracteas (CUNHA; SILVA,
ROQUE, 2003).

O lapulo é muito utilizado nas industrias cervejeiras, pois € responsavel por
dar amargor e aromas caracteristicos as cervejas (TANIGUCHI et al., 2014).

Jaskula-Goiris (2010), preconiza que os lupulos, sdo essenciais como matéria
prima na producdo de cerveja. Os cones de ldpulo sdo constituidos de resinas, e
nessas resinas sado encontradas principalmente os acidos amargos, 6leos essenciais
e polifendis, todos séo de interesse para a cervejaria.

Christensen (2005, p. 3) afirma, “a amargura na cerveja é largamente
determinada pelos alfa-acidos, que sdo componentes resinosos do lupulo.”

As humulonas ou a-4cidos e lupulonas ou B-acidos sdo a mais importante

classe de compostos do lupulo.
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Segundo De Keukeleire (2000), as transformacfes quimicas das humulonas
durante a fervura do mosto tém sido estudadas em grande detalhe. As humulonas
através de uma conversao quimica durante a fabricacao da cerveja, especificamente
durante a fervura é isomerizada para a iso-alfa-4cidos ou isohumulonas. O mesmo
fenbmeno de isomerizacdo ocorre para 0s demais compostos cohumulona e
adhumulona, resultando em 6 isémeros (cis-iso-humulonas, trans-iso-humulonas,
cis-iso-cohumulona, cis-iso-adhumulona e trans-iso-adhumulona), tornado-se
solavel.

Durante a fervura do mosto ocorre o fendbmeno de isomerizacdo, os alfa-
acidos do Ilupulo se isomerizam dando origem aos iso-alfa-acidos, que sao
responsaveis por caracterizar o sabor amargo na cerveja (CHRISTENSEN;
LADEFOGED; NORGAARD, 2005).

Segundo De Keukeleire (2000), os acidos amargos do lupulo tém atividade
bacteriostatica; eles inibem fortemente o crescimento de bactérias Gram-positivas.
Esta acdo esta relacionada ao grupo prenil na molécula, caracteristica das cadeias
laterais dos acidos amargos do lupulo, com acdo na membrana plasmatica da célula,
nos B-acidos essa acdo bacteriostatica € maior. O mesmo autor relata, que
diferentes aplicacdes tém sido exploradas em relagéo a atividade bacteriostatica dos
B-acidos. Um uso altamente interessante € na industria do aglcar para controlar e
reduzir a atividade bacteriana durante a extracdo de acucar de beterraba.

Os B-acidos ndo se isomerizam durante a fervura do mosto para compostos
mais sollveis (ERLINGER, 2009).

Embora h& pensamentos que a fabricacdo de cerveja foi realizada
primeiramente na Babilénia cerca de 7000 a.C., lopulos certamente ndo foram
utilizadas nas preparacfes. Algumas evidéncias sugerem que os lUpulos foram
cultivados na Europa Central aproximadamente 1000 d.C., mas isto ndo estava claro
se foram usados na cerveja ou meramente para inclusdo em medicamentos antigos
e remédios a base de plantas. Os lupulos provavelmente foram cultivados para
cervejaria na Alemanha e Republica Tcheca aproximadamente algum tempo depois
de 1000 e 1200 d.C. Sua horticultura e uso depois se espalhou gradualmente em
toda a Europa, chegando a ser importado para a Inglaterra durante o século 14. A
famosa Reinheitsgebot, lei de pureza de 1516 foi decretada pelo Duque da Baviera,
nela a cerveja poderia ser fabricada usando apenas cevada (malte), lupulo e agua.

Da Europa, se espalhou rapidamente através de colonos europeus para os Estados
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Unidos e Africa do Sul (século 17), Australia e Nova Zelandia (inicio do século 19) e
também durante os anos 1800 e 1900 em varios outros paises (PRIEST &
STEWART, 2006, p. 181).

Outros autores como Hieronymus (2012), descrevem gque existem indicios de
provas escritas que confirma que o lUpulo era bem conhecido no século VIII e
cultivado em jardins de mosteiros. Em 822 dC o Abade Adalhard de Corbie emitiu
estatutos que indicam que os lupulos eram utilizados no mosteiro para a fabricacéo
de cerveja, porém nédo indicavam em que momento o lipulo tenha sido adicionado.

Hieronymus (2012), descreve que a abadessa Hildegard de St. Rupertsberg
confirmou o uso do lupulo fervido juntamente com o mosto e apreciado o seu valor
conservante. Em Physica, tratado médico medieval da época (cerca de 1150-1160),
ela escreveu: "Se desejas fazer uma cerveja de graos e lapulo, ferva-a também com
a adicao de varias folhas, como tal, uma cerveja limpa o estdbmago do bebedor e
alivia o peito". Além disso, "a sua amargura, porém, quando adicionado as bebidas,
impede a putrefacdo e da-lhes uma maior durabilidade”.

O lapulo pertence a familia das Canabinaceas, séo trepadeiras resistentes e
no cultivo somente os lupulos fémeas infertilizadas desenvolvem flores, conhecidas
como cones (ERLINGER, 2009).

Segundo ERlinger (2009), o mesmo descreve que o lUpulo geralmente é
cultivado a partir de rizomas e necessitam de bastante agua no inicio e solo
fertilizado com nutrientes necessarios para seu desenvolvimento na fase de
crescimento. Durante o crescimento dos brotos, os lUpulos séo treinados em uma
corda, no sentido horario em direcdo ao hemisfério norte, consequentemente eles se
unem a corda. O lUpulo pode atingir de 5,5 m a 8 m de altura, sua taxa média de
crescimento diario é de 10 cm. As flores de lupulo se desenvolvem a partir das flores
nao fertilizadas.

Os ldpulos crescem melhor entre as latitudes de 30 ° e 52 °.
Preferencialmente eles devem ter 15 horas de luz ao dia, 120 dias sem geada
durante a estagéo de crescimento e de seis a oito semanas de tempo dormente com
a temperatura abaixo de 40 ° F (4,4 ° C). Eles podem ser cultivados fora desta zona,
particularmente em pequena escala, mas os rendimentos em geral serdo menores
(HIERONYMUS, 2012, p. 89).
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Quando os lupulos comecam a crescer, eles devem ser treinados em torno de
uma corda, eles se desenvolvem no sentido horério em torno da corda, momento em
gue se deve adicionar nutrientes como nitrogénio e céalcio (HIERONYMUS, 2012).

Segundo ERlinger (2009), o lupulo precisa de uma grande quantidade de calor
durante o crescimento, florescimento e desenvolvimento dos cones. A fertilizac&o
tem a funcdo de manter e aumentar a fertilidade do solo de modo que as plantas de
l[Upulo tenham todos os nutrientes necessarios disponiveis nho momento certo, na
forma e quantidade certa para poder absorvé-los. Além disso, devem abranger
também os oligoelementos (zinco, boro, etc.). Na secagem das flores ou “cones”
deve se tomar cuidado para evitar a perda de resinas amargas e aroma, sua
temperatura maxima de secagem é entre 62 e 65 ° C.

Fornecedores qualificados possuem informacdes e as descricfes detalhadas
sobre variedades de Ildpulos, como a concentragdo das resinas amargas,
composi¢cdo dos Oleos essenciais, caracteristicas sensoriais e a concentracdo de
polifendis (EBLINGER, 2009).

Um parametro importante utilizado até hoje em cervejarias, para cada estilo
de cerveja é a avaliagdo do amargor da cerveja. O valor do amargor € expresso em
uma escala como International Bitterness Units (IBU). O célculo da unidade de
amargor (IBU) é utilizado para avaliar e ajustar o amargor em cervejas, expressando
0s seus resultados em IBU. O valor de IBU tem relacdo com os alfa-acidos
isomerizados (iso-alfa-acidos) e a quantidade de lUpulo adicionado no processo de
fabricacdo da cerveja e outros fatores como gravidade do mosto e tempo de fervura
e pode ser influenciado por outras variaveis (HIERONYMUS, 2012).

Segundo Sahlstrom & Rostad (2011), os alfa-acidos tém importancia sobre o
sabor da cerveja e para os fabricantes de cerveja, considerando essa importancia e
0 seu impacto significativo, esses compostos podem ser quantificados e serem
medidos com precisdo a sua concentracdo, a fim de manter padrdes para uma
marca conhecida ou para planejar uma nova fermentacao.

Maria et al. (2009, p. 50), afirma “a determinagdo de acidos amargos dos
cones de lupulo, pellets e extratos de lUpulo, representa um passo importante no
processo de fermentacéo, porque dependendo do teor de acidos amargos do lupulo
a dosagem desses compostos amargos é feita”.

Os lapulos séo considerados primariamente como um ingrediente de sabor da

cerveja e com beneficios adicionais por terem efeitos antimicrobianos; as suas
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pesquisas séo voltadas para o uso como um agente de amargor, aroma € como
agente conservante (SCHONBERGER & KOSTELECKY, 2011).

Segundo Almaguer et al. (2014), além do lupulo ser utilizado como ingrediente
de amargor, colaboram com aromas derivados dos 0Oleos essenciais do lapulo, e
devido as suas caracteristicas sdo descritos como frutado, floral, citrico, graminea e
picante, 0S mesmos sao importantes pois acrescentam aroma e ajudam a tragar o
perfil de muitos estilos de cerveja.

O lapulo além de ser importante para os processos na fabricacdo da cerveja,
possui propriedades medicinais descritas na Idade Média e até hoje vem sendo
utilizado na fitoterapia.

No inicio da Idade Média, o lUpulo era caracterizado principalmente como
diurético, depurador do sangue e estimulante da menstruacdo. O médico arabe
Mesue, ja no século VIII, exaltava o xarope de lipulo como um bom remédio para a
febre biliosa e para a depuracdo do sangue. Paracelso também prescrevia o IUpulo
nos casos de disturbios digestorios. Hufeland o apreciava como substancia amarga
(amarum) e remédio para o sistema nervoso. Apenas através de Hecker é que
houve a descoberta da utilizacdo terapéutica das escamas ovuliferas, as quais ele
atribui o efeito tdnico das substancias amargas. O mesmo autor descreve também
sua acao como tranquilizante sobre o sistema nervoso, sem, no entanto, apresentar
um efeito verdadeiramente narcético (FINTELMANN & WEISS, 2010, p. 294).

Segundo Fintelmann & Weiss (2010), a parte utilizada da planta em especial
sdo os estrébilos e as glandulas localizadas nas suas escamas, com o efeito
sedativo e indutor do sono, as quais se destacam do estrobilo de Ilapulo
recentemente secos com o auxilio de peneiras, esses sdo componentes ativos da
planta e liberam substancias medicamentosas.

Segundo Zanoli & Zavatti (2008), o uso do lapulo na Alemanha é relatada pelo
“Committe on Herbal Medical Products” (HMPC) da Agéncia Européia de Medicina
(EMEA), para o tratamento de stress mental e ins6nia. A Comissao Alema (The
German Comission) aprovou o lupulo para o tratamento de distirbios do humor e
distarbios do sono.

Atualmente artigos cientificos relatam testes e atividades neurofarmacolégicas
observadas em animais utilizando o extrato de Humulus lupulus L. e fracdes

contendo alfa-acidos e beta-acidos, além de outros compostos, mostrando assim
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gue a planta tem um grande potencial terapéutico e sendo considerado uma planta
medicinal valiosa (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Recentemente foi investigado a atividade neurofarmacolégica do Humulus
lupulus L. utilizando um extrato de CO, de lupulo. As fragdes continham a-acidos e
B-acidos (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Ambas as fragdes contendo a-acidos e B-acidos foram capazes de prolongar
o tempo de sono induzido por cetamina, mas a fragcdo contendo [(-acidos, foi
necessario uma dosagem de aproximadamente 6 vezes mais elevada (200 mg / kg)
do que de a-acidos (25 mg / kg) a fim de potencializar significativamente o evento
narcético (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Estudos eletrofisioldgicos realizados em células granulares do cerebelo em
cultura mostrou que a fracgao de B-acidos diminuiu a atividade GABAérgica de uma
forma dependente da dose. Em conclusdao, a fracdo de B-acidos pode ser
considerado como o constituinte principal responsavel pelo efeito sedativo
melhorado e para o estabelecimento antidepressivo observado ap6s a administracéo
de extrato de lupulo CO;, (ZANOLI & ZAVATTI, 2008).

Apesar destes estudos recentes, a identidade do principio ativo sedativo do
lpulo bem como os mecanismos de acdo ainda € questionavel (ZANOLI &
ZAVATTI, 2008).

Um dos artigos mais atuais teve o objetivo de analisar o efeito sedativo do
lGpulo de uma cerveja sem alcool e o ritmo de sono em uma populacdo estressada
pelo trabalho.

Segundo Franco et al. (2012), o lupulo, um componente da cerveja, € uma
planta cuja atividade farmacologica € principalmente devido as suas resinas
amargas, em particular para o acido 2-metil-3-buten-2-ol, um produto de
degradacdo. O mecanismo de a¢do da resina do lupulo consistiria em elevar os
niveis do neurotransmissor (GABA), um neurotransmissor inibidor que atua no
sistema nervoso central (SNC). Na concluséo do seu trabalho foi relatado que os
componentes do lapulo de cerveja ndo alcodlica favorecem o descanso noturno,
devido, em particular, a sua composicao.

O ldpulo contém um composto além dos alfa-acidos e beta-acidos que chama
muita atencdo por conter propriedades medicinais, farmacéuticas e atividades
bioldgicas, segundo um artigo de revisdo de SRECEC et al., lipulos secos contém

1% de xanthohumol, que se encontra nas glandulas de lupulina em conjunto com
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alfa-acidos e beta-acidos e 6leos essenciais, esses flavonoides sdo conhecidos por
terem efeitos antialérgicos, antiinflamatorios, antivirais, antifingicos, antibacteriana,
antioxidante e efeitos antiproliferativos confirmados in vitro (SRECEC et al., 2011).
Segundo Srecec et al. (2011), diversos estudos e artigos cientificos foram
publicados, os componentes bioativos do lupulo vem sendo estudados e alguns

resultaram em patentes.

2. METODOLOGIA

As amostras de diferentes variedades de Humulus lupulus L. foram
compradas de um unico distribuidor que comercializa insumos para microcervejarias,
foram utilizadas para o método de analise a sua forma em pellets. Utilizou-se o
espectrofotometro da marca Shimadzu modelo UV-1203 para os procedimentos
analiticos.

Para realizar o preparo da amostra triturou-se uma pequena quantidade de
lGpulo em pellets de cada variedade em um gral de vidro com pistilo e pesou-se 4
amostras de cada variedade com 250 mg em balanca analitica. Transferiu-se
guantitativamente para os tubos de ensaio com tampa, as amostras foram mantidas
sob agitacdo de 30 minutos em solugdo com 5 mL de tolueno, apés pipetou-se 1,5
mL para os microtubos de plastico graduados de 2 mL (Eppendorf). Em seguida
centrifugou-se as amostras a 3000 rpm por 10 minutos, para separacdo dos
residuos. ApOs essa etapa pipetou-se 250 uL da solugéo de lupulo para tubos de
ensaio contendo 4,75 mL de metanol, totalizando a solugao com 5 mL (Diluigédo A).

Para aplicacdo das etapas posteriores da leitura pelo método de
Espectrofotometria UV-Vis, pipetou-se 200 uL de NaOH 6,0 N para 100 mL de
metanol, para o preparo da solucdo de metanol alcalino e reservado a solugéo.

Para realizar o preparo do branco pipetou-se 250 uL de tolueno com 4,75 mL
de metanol (Diluicéo A).

Para a calibragcdo do branco para as amostras pipetou-se 200 yL do branco
preparado anteriormente com 4 mL de metanol alcalino, em seguida agitou-se e
zerou-se o0 equipamento (Diluicdo B).

Para realizar a leitura da amostra pipetou-se 200 pL da solugao de lupulo com

metanol para 4 mL de metanol alcalino (diluicdo B), em seguida agitou-se
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manualmente e foram transferidas para as cubetas de espectrofotometro que foram
submetidas a leitura em comprimentos de onda de 275 nm, 325 nm, 355 nm.

Através das equacOes abaixo € possivel realizar a quantificagdo dos a-acidos
e B-acidos. O “d” é o fator de diluigao (PRIEST & STEWART, 2006).

% alfa acidos=d x (-51.56 A355+ 73.79 A325-19.07 A275)
% beta acidos=d x (55.57 A355-47.59 A325 + 5.10 A275)

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo a American Society of Brewing Chemists (ASBC), uma das
principais funcbes do lapulo na fabricagdo de cerveja € fornecer parte dos
componentes que caracterizam o amargor da cerveja. Os a-acidos sao 0s
precursores primarios de substancias que dao caracteristicas de amargor a cerveja
e, como tal, a sua avaliacdo é necessaria e se torna um procedimento analitico
importante. Durante o experimento foram submetidos a andlise 5 variedades de

lGpulo e foram obtidos os seguintes resultados:

Gréfico 1 — Teor de a e B-acidos das amostras que foram submetidas a analise
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O teor de a-acidos ap0s andlise demonstram ser menores em comparagao ao
teor declarado de a-acidos na embalagem e no certificado de andlise emitido pelo

fornecedor, estes dados estao representados no Grafico 2:



43

Gréfico 2 — Teor de a-acidos das amostras que foram submetidas a analise

em relacdo aos teores declarados pelo fornecedor
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Como ja descrito por ERlinger (2009), os alfa-acidos degradam-se conforme o
tempo e condicbes de armazenamento, através da oxidacdo desses compostos. I1Sso
explica a perda de a-acidos durante o armazenamento e consequentemente o seu
potencial de amargor. Segundo Verzele (1986), em um ou dois anos, a oxidagcédo das
humulonas e de outros a-acidos € uma das mais importantes ocorréncias quimicas
pelo qual o lupulo e seus derivados deterioram-se e perdem seus conteudos de a-
acidos, o mesmo autor classifica esses lupulos em seu artigo como “old hops”
(velhos lapulos).

Entretanto, segundo Priest & Stewart (2006), algumas variedades s&o
notavelmente estaveis e deterioram-se lentamente em temperatura ambiente,
enquanto outras variedades que sao significamente instaveis deterioram-se mesmo
em condi¢cBes de armazenamento abaixo de zero, essa instabilidade é observada
por perda de a e B-acidos.

A andlise espectrofotométrica do percentual de a-acidos reais, ou seja, apos
andlise laboratorial da concentragdo dos a-acidos declarados na embalagem, é
essencial para a determinacdo do potencial de amargor, o teor apdés analise pode
ser inserido em uma equacao, utilizando a tabela de utilizagao de Glenn Tinseth, que
€ um fator correspondente entre densidade inicial/original gravity (OG) em funcao do

tempo de fervura, para a determinacao do potencial de amargor (IBU).
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A partir dos teores de a-4cidos, foram calculados o potencial de amargor das
amostras de lupulo utilizando a férmula de IBU preconizada por Palmer (2006),

conforme Gréfico 3, através da formula:

IBU=AAUXUXx75/V

Sendo:
AAU = Alpha-Acids Units (Peso em ongas (0z) x % a-4cidos)
U = Utilization (Glenn Tinseth)

V = Volume da receita em US gal (gales americanos)

Utilizando os seguintes parametros:

Quantidade: 50 g equivale a 1,76 oz

Volume: 20 litros equivale 5,5 galées americanos
Densidade inicial do mosto: 1.050

Tempo de Fervura: 60 min.

Utilization (Glenn Tinseth): .231

Gréfico 3 — Potencial de amargor das amostras relacionadas a concentragdo de a-
acidos declarados pelo fornecedor em comparagdo com a analise posterior pelo

método de espectrofotometria.
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3 CONCLUSAO

As amostras foram avaliadas e apresentam teores de alfa-acidos menores
gue o descrito pelo fornecedor.

Ao analisar as amostras observou-se que houve aproximacdo dos teores
individuais nos resultados obtidos em cada variedade. Os teores de alfa-acidos
encontrados sdo diferentes daqueles declarados pelos fornecedores, teores sempre
menores, indicando degradacé&o da amostra, conforme literatura, por oxidagao.

Calculando-se o potencial de amargor ou a forca de amargor do lupulo dentro
dos parametros descritos, é visivel que com a degradacdo e perda do teor de a-
acidos, o IBU consequentemente é diminuido, indicando um potencial de amargor
menor comparado com o potencial de amargor utilizando o teor de a-acidos
declarado pelo fornecedor. Com a determinagdo dos a-acidos por analise
espectrofotométrica e o célculo prévio do IBU pode-se planejar a quantidade de
lipulo a ser empregada na preparacdo da cerveja para se atingir determinado
amargor (IBU) a fim de se padronizar uma formulagdo ou planejar novas

fermentacdes.
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