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VALIDACAO DO METODO DE ANALISE DE ALFA E BETA-ACIDOS EM
LUPULO UTILIZANDO MENOR QUANTIDADE DE AMOSTRA.

Maria de Lourdes Mendes de Souza, Monalisa Santana Coelho de Jesus, Rosemar Antoniassi
Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro/RJ, Brasil,
e-mail:marialourdes.m.souza@embrapa.br

1. INTRODUCAO

O ldpulo (Humulus lupulus L.) é um dos ingredientes basicos na fabricagdo da
cerveja, pois confere amargura e aroma caracteristicos ao produto final. As
inflorescéncias femininas do lapulo acumulam oleos essenciais, prenilflavondides e
acidos amargos. Os a-acidos e B-acidos sdo os principais componentes do lapulo que
contribuem para o gosto amargo da bebida e suas estruturas quimicas sdo apresentadas na
Fig. 1. Ambos os grupos compreendem trés principais congéneres [normais- (n-), co- e
ad-homologos], que diferem em suas cadeias laterais acila [a-acidos, co-humulona, n-
humulona e ad-humulona; $-acidos, co-lupulona, n-lupulona e ad-lupulona] (DURELLO,
2019).

Figura 1. Estrutura dos principais a-acidos e -acidos extraidos do ldpulo (Fonte: Shimadzu, L389).
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A analise dos alfa e beta-acidos é fundamental para avaliar a qualidade do lupulo
e seu valor de mercado. O método oficial de analise da American Society of Brewing
Chemists (HOPS — 14) utiliza 10 g de amostra para esta determinacdo. Com o objetivo
de otimizar o método e reduzir a quantidade de amostra, validamos no Laboratdrio de
Cromatografia Liquida da Embrapa Agroindustria de Alimentos um método utilizando
apenas 1 g de amostra e comparamos como método oficial. Além disso, também foi
comparada a extracdo por agitacdo orbital (em Shaker) e por ultrassom. Este método
utiliza cromatografia liquida de alta resolucdo de fase reversa (CLAE) com deteccdo
ultravioleta para separar e quantificar co-humulona, n- + ad-humulona, co-lupulona e n-
+ ad-lupulona em ltpulo e extrato de lGpulo (SHIMADZU, L389).

2. MATERIAL E METODOS

As flores de lupulo foram cedidas por Paulo e Moema Cordeiro colhidos em
2019 e 2020 da plantacdo em Nova Friburgo/RJ.

A amostra de referéncia utilizado para os célculos das concentracdes de co-
humulona, n- + ad-humulona, co-lupulona e n- + ad-lupulona foi o Extrato de Calibracao
Internacional (International Calibration Extract 4 - IEC-4) adquirida na Sociedade
Americana de Fabricantes de Cerveja (American Society of Brewing Chemists).

Inicialmente, a separacdo cromatogafica foi otimizada com o Extrato de
Calibragdo Internacional (IEC-4) introduzindo trietilamina (TEA) na fase movel
(SHIMADZU, L389). Foi utilizada uma coluna Thermo BDS Hipersil C18, medindo 10
X 4,6 mm com particulas de 2,4 um, detector DAD nas seguintes condigdes
cromatograficas: fase mével A (agua / metanol / acido fosforico (85%) / trietilamina - 300
mL /700 mL / 10 mL / 15 mL) e fase mdvel B (Metanol) com a seguinte programacéo,
B Conc. 20% (0 min) até 35% (18 min); fluxo de 1 mL / min., temperatura da coluna de
40 ° C e volume de injecéo de 10 pL.

Inicialmente foi comparado Método Oficial (MO) de extracdo da American
Society of Brewing Chemists, (Hops 14), utilizando 10 g de amostra, com o Método

Reduzido (MR) pesando-se apenas 1 g de amostra. A extracdo seguiu 0 mesmo
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procedimento, ambos em 30 min de extracdo em agitador orbital, porém os solventes
foram reduzidos na mesma proporcao.

Posteriormente, um novo método de extracdo também foi avaliado utilizando-se
apenas 1 g de amostra, comparando-se a agitagdo mecanica com o vortex e ultrassom e

reduzindo-se também o tempo de extracdo de 30 para 5 min.

Extracdo dos &cidos amargos do Lupulo

Pesagem da amostra finamente triturada (10 g e 1 g), adi¢do de metanol (20 mL
e 2 mL) e éter dietilico (100 mL e 10 mL) seguido de agitacdo mecanica durante 30 min.
(ou 1 min. em vortex e 5 min. em ultrassom) mantendo o frasco bem tampado. Adi¢édo de
solugdo de &cido cloridrico 0,1 M (40 mL e 4 mL) e agitacdo por mais 10 min (ou 1 min.
em vortex e 1 min. em ultrassom). Ap6s repouso por 10 min. para separacao das fases, 0
sobrenadante (5 mL e 0,5 mL) foi transferido para um baldo volumétrico (50 mL e 5 mL)
e o volume foi completado com metanol. O extrato foi homogeneizado, centrifugado e
colocado em um vial para injecdo no cromatografo. Dez microlitros do extrato foram
injetados no cromatdgrafo nas condi¢des descritas acima.

O Extrato de Calibracdo Internacional (IEC-4) foi diluido em quadruplicata e
injetado. Quatro fatores de resposta individuais foram calculados para a co-humulona, n-
+ ad-humulona, co-lupulona e n- + ad-lupulona. A média dos quatro fatores de resposta

foi utilizada para os calculados das concentracdes dos o e B-acidos.

Célculo dos Resultados

Fator de Resposta (FR)
massa extr. calib. (g) * conc. componente ext. cal. (%)

FR =
area da componente da calib.

Componente (%)

%) FD * média da area do pico do componente * FR
0 =

massa da amostra (g)

Onde FD = Fator de Diluicdo, e FD = 1 para extratos de ltpulo do MO, FD = 0,1 para
extratos de lupulo do MR.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
Na otimizacao do método foi obtida uma resolucdo cromatogréafica superior a do
método oficial, onde pode-se observar seis sinais principais, um pico para cada &cido,
assim como, as separacdes de humulona e ad-humulona, e do lupuleno e ad-lupuleno.
Além disso, o tempo de corrida foi reduzido de 30 para 18 minutos.
A Fig. 2 mostra o cromatograma do Extrato de Calibracdo Internacional (ICE-4)

e separacao dos principais o- € 3-acidos e seus respectivos espectros de UV, o tempo de
corrida é de 18 minutos.

Figura 2. Cromatograma do ICE-4 e separacdo dos principais o- e -acidos e seus respectivos espectros
de UV. FM A: H,O: MeOH: H3PO4 85%: TEA (300:700:10:15; v/viviv); FM B: MeOH. Gradiente : B
Conc. 20% (0 min) — 35% (18 min) (Fonte: Proprio autor, 2021).
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Como pode ser observado na Tab. 1, ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
entre as analises realizadas com o Método Oficial (10 g de amostra) ou Método Reduzido
(1 g) de amostra.

Comparou-se também, utilizando-se 1 g de amostra, os métodos de extracdo
utilizando agitagdo orbital em Shaker por 30 min e ultrassom por 5 min. N&o houve
diferenca entre os métodos quanto a variancia (Teste F). Houve diferenca significativa

entre os métodos para todos os fatores de resposta (p<0,05). Os resultados de ultrassom
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foram significativamente maiores que agitacdo orbital, mesmo com menor tempo de

extracdo (Tab. 2).

Tabela 1: Comparacdo das concentracdes de co-humulona, n- + ad-humulona, co-lupulona e n- + ad-
lupulona obtidas nos dois métodos de extracdo: Método Oficial (10 gramas de amostra) pelo Método
Reduzido (1 grama).

Meétodo oficial (10 gramas) Meétodo reduzido (1 grama)
Alfa e beta acidos/Soma Média DP CV (%) média DP CV (%)
Cohumulona (%) 0,342 0,02 6,4 0,312 0,04 11,7
n+Adhumulona (%) 1,212 0,07 5,6 1,112 0,12 11,2
TEELSE AR oy 1,542 0,09 5,8 1,41° 0,16 11,3
acidos

Colupulona (%) 0,862 0,04 4,7 0,792 0,09 11,2
n+Adlupulona (%) 0,674 0,02 2,8 0,622 0,06 9,5
TOELERERER  mp 152 0,06 3,8 1,40° 0,15 103

acidos
Média de cinco repeticdes
Médias seguidas de mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
DP — desvio padréo
CV - coeficiente de variacao

Tabela 2: Comparacdo das concentragdes de co-humulona, n- + ad-humulona, co-lupulona e n- + ad-
lupulona obtidas nos dois métodos de extracdo: utilizando agitagéo orbital em shaker por 30 min e
ultrassom por 5 min.

Ultrassom Agitacdo orbital
Alfa e beta
acidos/soma média DP CV(%) média DP CV(%)
b
Cohumulona (%) 1,018 0,05 4,8 0,88 0,06 6,5
b
n+Adhumulona (%) 2,742 0,14 51 2,38 0,16 6,6
Total de Alfa- 3,752 0,19 51 3,26° 0,21 6,6
acidos (%)
b
Colupulona (%) 0,762 0,04 5,6 0,66 0,04 6,4
a b
n+Adlupulona (%) 0,73 0,04 6,0 0,64 0,04 6,6
Total de Beta- 1,49° 009 57 1,30° 008 65

acidos (%)

Média de cinco repeticdes

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
DP — desvio padrdo

CV - coeficiente de variacao
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4. CONCLUSOES
A otimizacdo e validagdo do método analitico para analise cromatografica de alfa
e beta-4cidos em lupulo proposta nesse trabalho alcancou vantagens em relacdo ao
método oficial, com reducdo de insumos em 90% tanto de amostra e solventes, quanto de
residuos gerados e também de 40% do tempo de analise, além da separacdo completa de

todos os analitos, que a partir dela poderéo ser quantificados separadamente.
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