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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi caracterizar os compostos bioativos do lupulo (Humulus lupulus
L. var. Cascade) cultivado pela primeira vez em grande escala e sem técnicas artificiais no
Brasil (LB), comparando-o com a mesma variedade proveniente dos Estados Unidos (LU) e
aplicar os extratos em filmes poliméricos ativos. Um delineamento composto central rotacional
(DCCR) foi utilizado para determinar os melhores parametros de extracdo para os compostos
fenolicos totais (CFT) para o LB e posteriormente as melhores condi¢des foram aplicadas para
a extragdo de LU. Comparativamente, o LB apresentou maior teor de CFT, flavonoides totais
e, consequentemente, maior atividade antioxidante que o LU. Flavonoides como isoquercetina
(97,17 a 10,28 mg 100 mL™') e quercetina (16,56 a 2,38 mg 100 mL™') foram os compostos
identificados em maior quantidade nos extratos de lipulo LB e LU (seco e liquido). Os extratos
de lupulo apresentaram concentrag@o inibitdria minima (CIM) contra microrganismos como
Staphylococcus aureus (100 uL mL™), Bacillus cereus (100 pL mL™) e Proteus mirabilis (300
uL mL™'). A composicdo fisico-quimica (umidade, cinzas, proteina, lipideos, fibras brutas e
carboidratos) dos cones de lupulo LB e LU apresentou diferencga significativa (p < 0,05) em
todos os parametros avaliados. Os principais compostos do 6leo essencial dos lipulos brasileiro
(OLB) e dos EUA (OLU) foram frans-pB-farneceno, P-selineno, mirceno, a-selineno, o-
humuleno e B-cariofileno. Os compostos fenodlicos predominantes nos cones dos lapulos foram
acido protocatecuico, isoquercetina e 4cido feralico. O extrato de lapulo brasileiro (ELB) e o
OLB apresentaram maior atividade antioxidante quando comparados com o extrato de lupulo
dos EUA (ELU) e o OLU. Além disso os extratos apresentaram maior potencial antioxidante,
que os Oleos essenciais em ambas as amostras. Filmes foram preparados com diferentes
proporg¢des de polimeros a partir de quatro formulagdes diferentes, nos quais foram adicionados
10,20 e 40 % dos extratos LB e LU. A formulagao F2 contendo 70% quitosana, 30% poli(alcool
vinilico) e 10% sorbitol apresentou melhores propriedades mecanicas, de cor, € menor angulo
de contato com a agua, além de apresentar propriedade térmicas, reoldgicas, morfoldgicas e de
espessura que confirmam a obtencao de filmes poliméricos finos. A atividade antioxidante dos
filmes contendo extrato de LU foi maior em comparacdo com os filmes contendo extrato de
LB. De acordo com os resultados sugere-se que os filmes podem ser eficazes na prevengao a

oxidagdo em alimentos, por apresentar um atividade antioxidante.

Palavras-chave: Compostos bioativos; Liupulo brasileiro; Atividade antioxidante; Atividade

antimicrobiana; Embalagens ativas.



ABSTRACT

This study work aimed to characterize the bioactive compounds of hops (Humulus lupulus L.
var. Cascade) grown for the first time on a large scale and without artificial techniques in Brazil
(BH), comparing it with the same variety from the United States (UH) and apply the plant
extracts to active polymer films. A central composite rotational design (CCRD) was used to
optimise the extraction parameters for the yield of total phenolic compounds (TPC) for BH
while the best conditions were applied for the extraction of UH. BH presented higher TPC
content, total flavonoids and, consequently, higher antioxidant activity than UH. Flavonoids
such as isoquercitin (97.17 to 10.28 mg 100 mL ') and quercetin (16.56 to 2.38 mg 100 mL )
were the compounds identified in greater quantity in hop extracts (dry and liquid). Hop extracts
were effective against microorganisms such as Staphylococcus aureus (100 uL mL 1), Bacillus
cereus (100 pL mL ') and Proteus mirabilis (300 L mL ). The physicochemical composition
(moisture, ash, protein, lipids, crude fibers and carbohydrates) of hops cones (BH and UH)
presented a significant difference (p <0.05) in all evaluated parameters. The main compounds
of Brazilian hop (BHO) and USA hop (UHO) essential oils were trans-p-farnecene, p-selinene,
mirceno, a-selinene, a-humulene and - cariofileno. The predominant phenolic compounds in
hop cones were protocatecuic acid, isoquercitin and ferulic acid. Brazilian hop extract (BHE)
and BHO showed higher antioxidant activity when compared to USA hop extract (UHO) and
UHO. In addition, extracts presented higher antioxidant potential. Twelve films were prepared
with different proportions of polymers from four different formulations in which 10, 20 and
40% of the BH and UH extracts were added. The F2 formulation containing 70% chitosan, 30%
polyvinyl alcohol and 10% sorbitol showed better mechanical properties, color and lower
contact angle with water, besides having thermal, rheological, morphological and thickness
properties that confirm the production of thin polymer films. The antioxidant activity of the
films containing UH extract was higher in comparison to the films containing BH extract.
According to the results it is suggested that the films may be effective in preventing oxidation

in foods, as they have an antioxidant activity.

Keywords: Bioactive compounds; Brazilian hops; Antioxidant activity; Antimicrobian

activity; Active packaging.
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1. INTRODUCAO

O Iupulo ¢ mundialmente conhecido e empregado na producao de cerveja e € responsavel
pelo aroma e amargor deste produto. A espécie Humulus lupulus L., ¢ uma planta dioica, porém
apenas as plantas fémeas possuem flores em forma de cones, dentro das quais se desenvolvem
as importantes "glandulas de lupulina". As caracteristicas climaticas ideais para o seu cultivo
sdo o clima frio do hemisfério norte, sendo que a sua maior producao ocorre na Alemanha e
nos Estados Unidos. O lapulo tem uma adaptagao dificil ao clima brasileiro, por isso até entdo
ndo existiam relatos de producdo deste no Brasil e todo o Iupulo aqui usado era importado de
paises produtores. Porém, em abril de 2016, foi realizada a primeira colheita do lupulo cultivado
no Brasil (Sdo Bento do Sapucai-SP) em larga escala, sem a utilizacdo de técnicas artificiais
como fornecimento de luz apods o por do sol e produtos para estimular a brotagdo, sendo que até
0 momento nao sao relatadas producdo semelhante em outras regides no Brasil (MONGELLI
etal., 2016; MONGELLI et al., 2015; ROBERTS e WILSON, 2006).

Apesar de o lupulo ser muito utilizado na fabricagdo de cerveja e consequentemente a
maior parte da sua producao ser destinada para esse fim, sabe-se que o mesmo possui outras
propriedades, devido a presenga de compostos bioativos, aos quais se atribui as suas
propriedades biologicas, como efeito sedativo, prevencdo contra o cancer, atividade
estrogénica, atividade antioxidante, antibacteriana e antifiingica. Sendo assim, uma 6tima fonte
de compostos bioativos a ser estudada. Apesar de ja existirem alguns estudos que relatam essas
atividades, ndo foram realizados estudos com lupulos cultivados no Brasil (CHEN et al., 2012;
KAVALIER et al., 2011; MAGALHAES et al., 2010; CESLOVA et al., 2009).

Muitos trabalhos relatam o teor de compostos fendlicos no lupulo e para extragdo desses
compostos, buscam-se técnicas de baixo custo, que maximizem o rendimento dos compostos
desejados sem degradar ou com minimo de degradacdo. Desta forma a extragao assistida por
ultrassom (EAU) pode ser considerada uma técnica adequada para esse fim, por atender as
caracteristicas citadas anteriormente (AL-DHABI et al., 2017; TIWARI et al., 2015; CHEN et
al., 2012; KAVALIER et al., 2011; MAGALHAES et al., 2010).

Devido as suas propriedades o extrato de lupulo pode ser utilizado como agente
antioxidante e antimicrobiano em alimentos e em embalagens para alimentos, gerando assim
uma embalagem ativa.

Tradicionalmente a fun¢do de uma embalagem para alimento ¢ acondicionar produtos de

forma que os protejam contra fatores externos como a luz, umidade, ar, agentes microbianos,
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entre outros, que podem prejudicar a qualidade destes produtos até chegar ao consumidor final,
além de conter e proteger o alimento a embalagem também exerce a fun¢do de informacao
nutricional e design para facil utilizagdo e venda. Entretanto, a embalagem nao ¢ mais s6 parte
essencial para permitir adequada armazenagem e distribuicao dos alimentos pode também,
integrar o sistema de conservacdo, mantendo e melhorando a qualidade dos alimentos durante
a sua vida util podendo ser uma embalagem ativa. Esta ¢ definida como a tecnologia na qual o
material da embalagem ou que estd contido na embalagem possui a capacidade de interagir com
o alimento ocasionando beneficios, como acdo antioxidante ¢ antimicrobiana
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; OTONI et al. 2016; CUNHA et al., 2007).

Neste contexto, o desenvolvimento de embalagens ativas ¢ um campo de pesquisa
importante que vem crescendo e se destacando cada vez mais, pois essa tecnologia pode reduzir
e eliminar problemas, como alteracdo das caracteristicas nutricionais, sensoriais ¢ perdas
alimentares, podendo aumentar a vida de prateleira dos alimentos (MIHINDUKULASURIYA;
LIM, 2014).

Dessa forma, o intuito deste trabalho foi definir os melhores parametros de obtencao do
extrato do lupulo cultivado no Brasil para os compostos fendlicos totais. Realizar a
caracterizacao da composicao quimica do lupulo produzido no Brasil e do seu extrato além de
avaliar o teor de flavonoides, determinagao da atividade antioxidante e antimicrobiana in vitro,
identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos, obter 6leos essenciais e caracteriza-lo,
comparando os resultados com a mesma variedade proveniente dos EUA para, posteriormente,
desenvolver e caracterizar filmes poliméricos biodegradaveis contendo extratos de lupulo

cultivado no Brasil e importado, para uma futura utilizacdo como embalagem ativa.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o lapulo (Humulus lupulus L.var. Cascade) cultivado no Brasil e nos Estados

Unidos EUA, quanto a sua composi¢cdo fisico- quimica e compostos fenolicos dos extatos,

aplicando-o em filmes poliméricos ativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar os parametros 6timos para a obtencdo dos compostos fenolicos totais do
lupulo brasileiro por EAU;

Obter extratos fendlicos do Iupulo brasileiro por meio de extracdo assistida por
ultrassom (EAU) utilizando planejamento experimental;

Quantificar os compostos fenolicos totais e flavonoides dos extratos de lupulo brasileiro
e proveniente dos Estados Unidos;

Identificar e quantificar os principais compostos fendlicos presentes nas amostras de
lapulo e em seus extratos;

Caracterizar o lipulo de origem brasileira e proveniente dos Estados Unidos quanto a
sua composicao fisico-quimica;

Extrair o 6leo essencial dos lupulos por arraste de vapor;

Caracterizar os 0leos essenciais quanto a sua composicao quimica;

Verificar a atividade antioxidante e antimicrobiana dos extratos e dos 6leos essenciais;
Produzir filmes poliméricos contendo os extratos de ltpulo;

Caracterizar os filmes quanto a morfologia, propriedades mecanicas e fisico-quimicas;

Determinar a atividade antioxidante dos filmes.



CAPITULO 1: Revisio bibliografica
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1. LUPULO

O lupulo ¢ conhecido principalmente pela sua utilizacdo na fabricacao de cerveja, uma
matéria-prima ou componente nobre insubstituivel, juntamente com o malte, agua e leveduras,
proporcionando sabor amargo e aroma ao mosto (ZANOLI; ZAVATTI, 2008; GERHUSER,
2005).

Acredita-se que a primeira cerveja tenha sido produzida na Babilonia em 7.000 a.C. e
certamente o lipulo ndo era usado na fabricagdo até muito mais tarde. Existem algumas
evidéncias histdricas que indicam que o lapulo foi cultivado pela primeira vez na Europa
Central antes de 1.000 d.C. Inicialmente estes ndo foram utilizados na cerveja, mas sim como
parte de medicamentos antigos e remédios de ervas. O primeiro cultivo do lupulo para utilizagao
em cerveja foi na Alemanha e na Republica Checa entre 1.000 e 1.200 d. c., sua forma de cultivo
e uso logo se espalharam por toda a Europa, com os primeiros colonizadores europeus, para os
Estados Unidos e Africa do Sul (século XVII), Australia e Nova Zelandia (inicio do século
XIX) e continuou se difundindo durante os anos 1800 e 1900 em vérios outros paises. O lupulo,
além de seus beneficios de sabor ¢ aroma, chamou a aten¢ao dos primeiros fabricantes de
cerveja por relacionarem com as suas caracteristicas de conservacao, que foram importantes
antes da introducdo da refrigeragdo (PATZAK et al.,, 2010; ZANOLI; ZAVATTI, 2008;
ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).

Atualmente, o lapulo € cultivado com sucesso em varios paises nos hemisférios norte e
sul. Porém, para se obter um crescimento adequado ha uma dependéncia da localizagdo do
cultivo e das condi¢des climaticas. O lupulo € uma cultura tipica de climas frios do hemisfério
norte, sendo que os maiores produtores sdo os Estados Unidos, Alemanha e Franga. No Brasil
as condicdes climaticas ndo sdo as mais favoraveis para o seu cultivo, sendo que quase todo o
suprimento do pais ¢ importado da Europa e dos Estados Unidos, regides que detém cerca de
60 % producao mundial total (Figura 1) (MONGELLI et al., 2016; CHADWICK; PAULI,
FARNSWORTH, 2006; ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).
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Figura 1 - Mapa da produg@o mundial de Iupulo em 2010
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Fonte: Adaptado de ChartsBin, 2017.

Ao longo dos tultimos anos foram realizadas algumas tentativas de producdo de lipulo no
Brasil com variedades da Europa, onde e planta ¢ originaria. Muitas dessas tentativas foram em vao.
Porém o cultivo na Serra da Mantiqueira (S2o Bento do Sapucai, Sao Paulo, Brasil) deu certo e
em 2016 foram produzidos 2.000 quilos de lapulo da variedade Cascade. Essa foi a primeira
producdo de lupulo em larga escala sem a utilizacdo de técnicas artificiais como fornecimento
de luz ap6s o por do sol e produtos para estimular a brotacdo o que poderia ser necessario, pois
o cultivo do lupulo precisa além de baixas temperaturas, de um tempo de exposi¢dao a luz
variado (fotoperiodo), que varia de entre 9 a 14 horas por dia, o que ndo ocorre no Brasil
(ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).

Existem trés espécies de Humulus conhecidas, H. japonicus, H. yunnanensis € H. lupulus,
sendo que apenas a Ultima tem valor cervejeiro, as outras espécies carecem de glandulas de
lupulina, portanto, ndo possuem valor para utilizagdo em cerveja, sendo entdo utilizadas como
plantas ornamentais de jardins na China e no Japdo onde sao cultivadas. Humulus e Cannabis
sao os dois Unicos géneros da familia Cannabinaceae (Ordem Urticales), a Cannabis ¢
representada apenas pela espécie C. sativa L como pode ser observado na Figura 2 (ROBERTS

e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004; STEVENS; PAGE, 2004; LARSON et al., 1996).
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Figura 2 - Classificagdo do lupulo
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Fonte: O autor, adaptado de Roberts e Wilson, 2006.

Os lupulos da espécie H. lupulus L., sdo plantas dioicas, o que significa que sdo plantas
masculinas e femininas separadas, mas somente as plantas fémeas dao forma aos cones do
lapulo, dentro do qual se desenvolvem as importantes "glandulas de lupulina", que possuem
coloracdo amarelada. A planta floresce anualmente a partir de uma variedade cultivada e cuja
vida util média € de 12 a 15 anos (embora exista algumas planta¢des que continuaram a produzir
por mais de 25 anos) (ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).

A cor, composicdo quimica e forma dos cones de lupulo sdo uma das principais
caracteristicas que diferenciam as variedades. De maneira geral, os cones de lupulo consistem
de um talo central ou linha central sobre o qual se desenvolvem estruturas semelhantes a pétalas,
chamadas "bracteas". Além das bracteas apresentarem um papel protetor, € na base das bracteas

que se desenvolvem as glandulas de lupulina amarela (Figura 3).

Figura 3 - Estrutura dos cones de lapulo. A) Identificacdo da estrutura do cone de lapulo; B) Glandulas

de lupulina

Fonte: Adaptado de Kavalier et al., 2011

Nas glandulas de lupulina esta o valor comercial das flores de lapulo, nelas se encontram

os constituintes mais importantes da cerveja, ou seja, as resinas (a-acidos, responsaveis pelo
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amargor na cerveja) e os 6leos essenciais (responsaveis pelo aroma da cerveja) (KAVALIER
etal., 2011; ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).

Além das caracteristicas importantes do lupulo para a industria cervejeira, estudos
comprovam que 0 mesmo possui também outras propriedades bioldgicas como efeito sedativo,
prevengdo contra o cancer, atividade antioxidante, atividade estrogénica, acdo pesticida e
efeitos antibacteriano e antifiingico. Essas caracteristicas se ddo, pelo lupulo possuir um elevado
teor de prenilflavonoides, uma subclasse dos flavonoides, quimicamente, eles tém um grupo
prenil (-CH>-CH-C-(CH3)2) ligado a sua estrutura de flavonoide sendo que os principais € mais
importantes compostos determinados no lupulo de forma geral sdo o xantumol (XN),
isoxantumol (IXN), desmethylxantumol (DMX), 6-prenilnaringenina (6-PN), 8-
prenilnaringenina (8-PN) e 6-geranilnaringenina (6-GN) (Figura 4) (CHEN et al., 2012;
KAVALIER et al., 2011; MAGALHAES et al., 2010; CESLOVA et al., 2009; GARDEA-
TORRESDEY et al., 2002).

Figura 4- Estruturas de prenilflavonoides identificados em amostras de lapulo

HO. OH OH
NS
= OH O

Desmethylxanthohumol (DXN)

6-Geranylnaringenin (6-GN) 6-Prenylnaringenin (6-PN)

Fonte: Ceslova et al., 2009.

O Iupulo ¢ usado como sedativo e causa este efeito de forma suave. Esta atividade foi
investigada em estudos experimentais e clinicos, observando que o mesmo poderia ser utilizado
em tratamentos de perturbagdes do humor, como inquietagdo, ansiedade e distirbios do sono,
tanto sozinho quanto em combinagdo com outros sedativos naturais, como a valeriana
(Valeriana officinalis). A Valeriana é uma planta perene nativa da Europa e da Asia, e

naturalizada na América do Norte. O género Valeriana inclui mais de 250 espécies. A espécie
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de Valeriana mais comumente utilizada na terapéutica é a Valeriana officinalis (ZANOLI;
ZAVATI, 2008; STEVENS; PAGE, 2004).

O efeito estrogénico do lapulo foi reconhecido na década de 60, desde entdo pesquisas
vem sendo realizadas para entender melhor essa atividade. Hoje, sabe-se que o principal
responsavel por esse efeito € o composto, 8-prenilnaringenina, sendo um dos fitoestrogenos
mais potentes em comparagdo com outros antes ja conhecidos. Foi observado o potencial
estrogeno nos outros prenilflavonoides, porém os efeitos encontrados foram muito menores
(ZANOLI; ZAVATI, 2008; CHADWICK; PAULI; FARNSWORTH et al., 2006;
GERHAUSER, 2005; STEVENS; PAGE, 2004).

Os compostos do lapulo possuem agdo quimiopreventiva contra o cancer, pois protegem
e inibem a formacao de tumores. Nos ultimos anos varios estudos in vitro e in vivo tém sido
realizados para avaliar o potencial de atividade do lapulo como agente quimiopreventivo, desta
forma pode-se observar que o componente do lupulo que apresenta essa atividade é o xantumol
(XH) (BLAND et al., 2015; KARABIN et al., 2015; GERHAUSER, 2005).

O potencial antioxidante do lupulo deve-se aos flavonoides presentes, esses compostos
representam o maior grupo de polifenois vegetais e a sua ingestdo alimentar por meio de frutas
e vegetais tem sido associada a diminuicao da incidéncia de doengas cardiovasculares, pois os
flavonoides presentes nos alimentos tém efeitos benéficos na satide humana e na prevengao de
doengas, o que ¢ atribuido principalmente a suas propriedades antioxidantes. Estudos
mostraram que os prenilflavonoides do lipulo protegem as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) da oxidagdo induzida por Cu** (BLAND et al., 2015; KARABIN et al., 2015;
STEVENS; PAGE, 2004; TROUILLAS et al., 2003).

Além da importante agdo antioxidante, os compostos do lupulo apresentam também agao
antimicrobiana. Esta a¢do ocorre principalmente em bactérias Gram positivas, pois a regido
hidrofébica das moléculas presentes no lupulo interage com a parede celular bacteriana,
resultando em um aumento na permeabilidade dos compostos na camada de peptidioglicano da
parede celular bacteriana (FUSSYA et al., 2013; SILVA E FARIA, 2008).

A atividade antibacteriana tem sido estudada, principalmente em bactérias Gram-
positivas, como Micrococcus, Staphylococcus, Mycobacterium e Streptomycetes, além da sua
atividade antifiingica contra espécies como Candida albicans, Trichophyton, Fusarium e
Mucor. Segundo a literatura extratos de diferentes cultivares de lapulo mostraram atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas, fungos e até virus, mas sem influéncia nas

bactérias Gram-negativas, por isso os mecanismos da atividade inibitéria ainda estdo sendo
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investigados (FUSSYA et al, 2013; GERHAUSER, 2005; LARSON et al., 1996;
MIZOBUCHI; SATO, 1984).

Outro derivado do lapulo € o seu 6leo essencial que € rico em compostos aromaticos
importantes os quais também podem ser responsaveis pelas suas caracteristicas benéficas,
trans-B-farnesene, mirceno, o-humulene e - cariofileno, sdo compostos presentes nos lupulos
de diversas variedades e ja relatados na literatura (MONGELLI et al., 2016; MONGELLI et al.,
2015; FARAG; PORZET, 2012).

A producao de lupulo para preparagdes a base de plantas com €nfase nas suas atividades
bioldgicas representa um pequeno mercado e ndo parece ser promovido pela industria do lapulo,
o mercado do lupulo ¢ focado principalmente na industria de cerveja (ZANOLI; ZAVATI,
2008; STEVENS; PAGE, 2004).

Atualmente existem muitas variedades de lapulo ja catalogadas e caracterizadas quanto
ao seu perfil aromatico e uso adequado. A variedade de lupulo utilizada para o presente trabalho
¢ a Cascade. O Lupulo Cascade originou-se do programa de criagdo do United States
Department of Agriculture (USDA) por Jack Horner em 1956, liberado para cultivo em 1971 e
utilizada comercialmente desde 1976. E um lipulo considerado aromatico de intensidade
média, com notas florais, citricas e picantes, sendo o mais popular utilizado na industria de
cerveja artesanal dos Estados Unidos (MONGELLI et al., 2016; KISHIMOTO et al., 2008;
ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004). O relatorio estatistico Hop Growers of

America relata que em 2017 a producao de lipulo em Cascate nos EUA era de 6180 toneladas.

2. EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR ULTRASSOM

O objetivo principal em um processo de extracdo € obter o maximo de rendimento do
composto desejado sem degradar ou com minimo de degradagdo deste composto, além de
minimizar a extragdo de compostos indesejaveis. A extragdo solido-liquido convencional (ESL)
€ uma técnica que pode incluir, maceragao, infusdo e extracao por "Soxhlet", consumindo muito
tempo e grande quantidade de solvente (WANG; WELLER, 2006). A fim de se alcancar os
objetivos de uma extracao eficaz dos compostos desejados, uma série de novas técnicas para
esse fim tém sido propostas, como extracao assistida por micro-ondas (EAM), extracdo por
fluido supercritico (EFS), extracdo acelerada de solvente (EAS) e extragdo assistida por
ultrassom (EAU). Estas novas técnicas, conhecidas como técnicas de extragao a frio, uma vez
que a temperatura durante o processo de extracdo ¢ comparativamente baixa e ndo afeta a

estabilidade dos compostos extraidos, sdo técnicas simples, rapidas, pouco dispendiosas e
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eficazes, com alta reprodutibilidade, alta eficiéncia de extragdo em um tempo minimo, menor
uso de energia e aplicabilidade a amostras diversificadas (AL-DHABI et al., 2017; TIWARI et
al., 2015; CHEN et al., 2012; JACQUES, 2005).

O uso de ultrassom para extragdo aumentou nas ultimas décadas, devido as varias
vantagens desse método, como ser um equipamento de uso relativamente simples, versatil e
flexivel, requerer baixo investimento em comparacdo com outras novas técnicas de extracao,
ser uma tecnologia de extracao utilizada para varias matrizes, como polissacarideos, 6leos
essenciais, proteinas, peptideos, produtos quimicos finos (corantes € pigmentos) e moléculas
bioativas, baixo consumo de energia, ndo utiliza ejecao de CO; e ndo tem consumo de solventes
organicos toxicos e os seus residuos no extrato (TIWARI et al., 2015).

O ultrassom ¢ caracterizado por ondas sonoras transmitidas em frequéncia superior a da
capacidade auditiva humana, estabelecida entre 20 kHz e 100 MHz, que se propagam em um
meio pelo processo de expansao e compressdo, gerando um fendomeno chamado de cavitagdo,
que significa o crescimento e colapso de bolhas, que pode produzir efeitos fisico, quimico e
mecanico sobre a matriz. O mecanismo de extracao utilizando banho de ultrassom consiste em
acelerar o acesso do solvente ao material celular das diferentes partes do vegetal, ocasionando
um aumento da transferéncia de massa (compostos fenolicos) (COSTA et al., 2013; WANG et
al., 2008; PITYASENA et al., 2003).

O mecanismo de extragdo por ultrassom envolve dois tipos principais de fendomenos
fisicos, a difusdo através da parede celular e o enxague do contetido da célula depois da quebra
das paredes. Desta forma os principais efeitos do ultrassom na extragdo de matrizes vegetais
sdao o aumento do estresse mecéanico das células (ou friccdo interfacial), aumento da
permeabilidade das paredes celulares, o que facilita a dilatagao e hidratagdo do material através
do aumento do tamanho dos poros da parede celular, melhorando o processo de difusdo e de
transferéncia de massa. O aumento no tecido celular pode, em alguns casos, quebrar a parede
celular, causando a saida dos compostos aromaticos da célula, além de aumentar a eficiéncia da
extracao e/ou reducdo do tempo de extragdo, € aumentar a area de contato entre o solido e a
fase liquida. Contudo, o efeito do ultrassom no processo de extragdo depende da frequéncia e
da poténcia presentes no aparelho (TIWARI et al., 2015; COSTA et al., 2013; MA et al., 2008;
WANG et al., 2008; JACQUES, 2005).

No método de extracdo por ultrassom, a amostra vegetal ¢ misturada com solventes
adequados, em um recipiente e colocada no banho ultrassonico, onde a temperatura e o tempo
de extragdo sdo ajustados. Transcorrido o tempo de extracdo, o extrato ¢ filtrado e concentrado,

se necessario (Figura 5) (JACQUES, 2005; VINATORU et al., 1997).
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Figura 5 - Esquema do sistema de banho de ultrassom indireto
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Fonte: Vinatoru et al., 1997.

Os fatores controladores e que podem imfluenciar o processo de extracdo por ultrassom
e, portanto, os mais importantes, sdao: teor de umidade, tamanho das particulas da amostra, o
solvente utilizado, temperatura, pressdo, frequéncia e tempo de sonicacdo (AZMIR et al., 2013).

A EAU pode também pode ser utilizada juntamente com vérias outras técnicas classicas
de extragdo para aumentar a eficiéncia de um sistema convencional (JOYCE et al., 2003). A
EAU tem sido utilizada na extracdo de compostos fenolicos de diferentes partes da planta, tais
como folhas (KHEMAKHEM et al., 2017), frutas (SUN et al., 2015), sementes (BRIONES-
LABARCA et al., 2015), mas também em cereais (DAS; GOUD; DAS, 2017) e bebidas
(AMOFA-DIATUO et al., 2016). He e colaboradores (2016) desenvolveram um método de
extracdo assistida por ultrassom para determinar compostos fendlicos em mirtilo (Vaccinium
ashei). As seguintes variaveis de extracdo foram avaliadas: temperatura de extragdo,
quantidades de amostras (propor¢ao soélido-liquido) e tempo total de extracdo. A extragdo
convencional por solvente (ECS) foi utilizada como referéncia. O método proposto apresentou
resultados para os teores de fendis totais e antocianinas totais, cerca de 3,2 e 2,5 vezes
superiores, respectivamente, ao método de referéncia. Entretanto, um tempo de extracdo muito
menor foi necessario utilizando a EAU, em 4 minutos 80 % dos compostos fendlicos ja haviam
sido extraidos, enquanto 35 minutos foram necessarios para a ECS.

Segundo Aybastier et al. (2013) que otimizaram as condi¢des experimentais para a EAU
de compostos fendlicos de folhas de amora, por meio da metodologia de superficie de resposta.
Nas condic¢des obtidas como 6timas (concentracdo de metanol = 61 % (v/v); temperatura de
extracdo = 66 °C; e tempo de extracdo de 105 minutos) os compostos fendlicos presentes nas

folhas da amora exibiram significativa atividade antioxidante. Foram identificados os acidos
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fenolicos, eldgico, cafeico, clorogénico, além dos flavonoides, quercetina, miricetina e
kaempferol.

Al-Dhabi et al. (2017) otimizaram a extracao de compostos fenolicos, do residuo do pod
de cafg, utilizando a EAU. As condi¢des otimizadas foram: temperatura de extragao de 39,8 °C;
poténcia do ultrassom = 243,9 W, tempo de extracdo = 33,9 minutos e propor¢ao de solido:
liquido = 1:16,7 g/mL (m/v). A concentracdo de compostos fenolicos totais foi igual a 36,25
mg EAG/g, o teor de flavonoides totais igual a 4,50 mg QE/g, 1,36 mg/g de 4cido clorogénico
e 0,53 mg/g de acido protocatecuico.

Desta forma, s3o vérias as vantagens em utilizar a EAU, incluindo redugdo do tempo de
extragdo, uso de menores quantidades de solventes organicos e energia envolvida no processo,
extracdo seletiva, instrumentagdo pouco complexa, um custo relativamente baixo, aumento do
rendimento de extracdo e temperaturas reduzidas (AL-DHABI et al., 2017; TIWARI et al.,
2015).

3. EMBALAGENS PARA ALIMENTOS

Segundo a Resolucdo RDC n° 91 de 11 de maio de 2001 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) embalagem para alimentos ¢ definida como o artigo que esta
em contato direto com o alimento, destinado a conté-lo, desde a sua fabricagao até a sua entrega
ao consumidor, com a finalidade de protegé-los de agentes externos, de alteracdes e de
contaminagoes, assim como de adulteragdes (BRASIL, 2001). Desta forma, tradicionalmente,
os materiais de embalagens tém sido selecionados no sentido de ter minima interagdo com o
alimento que acondicionam e com o ambiente, constituindo assim barreiras inertes. Porém, a
embalagem ndo so ¢ essencial para permitir uma distribui¢do e preservacao eficaz de alimentos
e outros produtos de consumo, mas também € parte integrante do sistema de conservagao,
mantendo e, as vezes, melhorando a qualidade dos alimentos durante a distribui¢dao
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; LIM, 2011).

A embalagem desempenhou um importante papel na globalizagdo e economia alimentar,
estabilizando os produtos alimentares de modo que pudessem ser distribuidos por longas
distancias. Além da fun¢do de prote¢do, a embalagem também fornece informacdes relevantes
do produto para os consumidores. Também pode proporcionar a conveniéncia do uso final
(reducdo no tempo de preparo do alimento, facil abertura, ser reciclavel, entre outros), podendo
influenciar a decisdo de compra dos consumidores. Assim, a industria de embalagens,

juntamente com ciéncia e tecnologia de materiais, estd em continua evolugdo, na busca de
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inovacdes, a fim de atender as exigéncias do mercado por parte dos consumidores
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; LIM, 2011; CUNHA et al., 2007).

As perdas alimentares, constituem uma grande preocupagdo econdmica para a industria
de alimentos. E a presenca de microrganismos deteriorantes nas matérias-primas € nos
alimentos processados devido a contaminagdo cruzada, pode ser apontada como uma das
principais razdes para a perda de alimentos. Isto resulta em alteracdes das caracteristicas
nutricionais e sensoriais dos alimentos, tais como oxidacao, producao de aromas, sabor e odores
desagradaveis, bem como altera¢des indesejaveis na textura e cor. Além disso, as doengas
transmitidas por alimentos (DTA) contaminados resultam em despesas com cuidados médicos
e reducdo da produtividade, e representam uma ameaga para a saude publica. Neste contexto as
embalagens que possuem funcgdes além das essenciais passam a ter destaque no mercado
(OTONI et al. 2016; MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014).

Nas ultimas décadas, diversos sistemas de embalagem tém sido desenvolvidos com o
objetivo de aumentar as suas fungdes, através de mecanismos interativos movidos por processos
fisicos, quimicos e/ou bioldgicos. Os sistemas de embalagens inteligentes sdo aqueles que
possuem uma fun¢do melhorada com relagdo as fungdes de comunicagdo e marketing, de modo
a proporcionar feedback dinamico ao consumidor sobre a qualidade real do produto. Por outro
lado, a embalagem ativa ¢ focada em fornecer protecao e preservagao dos alimentos através de
algum mecanismo ativado por fatores intrinsecos e/ ou extrinsecos ao alimento (LIM, 2011;
CUNHA et al., 2007).

Existem diferentes conceitos de embalagens ativas para alimentos, incluindo
removedores de oxigénio, absorvedores de umidade, barreiras ultravioletas (UV) e outros
mecanismos como atividade antioxidante, aromatizante e antimicrobiana (Figura 6). A
embalagem antimicrobiana interage com o alimento embalado ou com o espaco livre do pacote,
para reduzir, retardar ou mesmo inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, podendo assumir varias formas, como a incorporagdo direta do composto ativo
em uma matriz polimérica, aplicagdo do composto ativo encapsulado, na superficie da
embalagem ou incorporado em sachés (OTONI et al. 2016; GOMEZ-ESTACA et al., 2014;
MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; DUNCAN, 2011).
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Figura 6 - Diagrama esquematico mostrando o conceito de embalagem ativa
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Fonte: Adaptado de Mihindukulasuriya e Lim, 2014.

Embalagens que possuem atividade vém sendo usadas em produtos alimenticios tais
como massa fresca, queijo, peixe, carnes (curadas, desidratadas, defumadas) frutas, frutas
desidratadas, hortalicas e legumes. Cada um desses produtos tem mecanismos diferentes de
deterioragdo, que deverdo ser entendidos para que se possa definir uma embalagem ativa
eficiente. Para estudos iniciais das embalagens ativas, sdo elaborados filmes poliméricos,
utilizando diferentes técnicas, como a técnica por casting, que € uma 6tima op¢ao a ser aplicada,
principalmente pela sua facil obten¢do em escala laboratorial, além da completa evaporagdo do
solvente. Dentre os compostos ativos que apresentam propriedades fisicas, quimicas ou
bioldgicas que permitem ser aplicados podemos listar os 6leos essenciais e extratos de plantas,
os metais e particulas metalicas, enzimas, bactericidas e compostos quimicos (GARRIDO et
al., 2016; DA ROSA et al., 2015; MELLINAS et al., 2015; CUNHA et al., 2007).

Os materiais plasticos convencionais sao amplamente explorados em nossa vida cotidiana
para conter alimentos, especialmente na forma de filmes e embalagens. Apesar do pléstico
sintético ter proporcionado muitos beneficios para a industria de alimentos, atualmente tornou-
se um sério problema ambiental devido ao seu comportamento fisico, quimico e bioldgico
desfavoraveis (BAJIC et al., 2019).

O desenvolvimento de novas tecnologias e o emprego de novos materiais para a
producdo de embalagens, incluindo os biopolimeros, tem como foco, entre outros aspectos, a
preservacao ambiental e a busca de potenciais alternativas para as embalagens convencionais.
Pesquisando por materiais que sejam biodegradaveis e biocompativeis, € assim, ndo tragam

risco para a saude humana e o meio ambiente. Estes polimeros biodegradaveis geralmente sao
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derivados de fontes bioldgicas, como plantas e bactérias, ou seja, recursos renovaveis
(ATARES; CHIRALT, 2016; CHEN et al. 2016).

Os filmes biodegradaveis podem ser formados por biopolimeros capazes de formar
filmes, esses sdo classificados quanto a natureza do material utilizado para sua produgdo que
pode ser a base de proteinas, polissacarideos e lipideos, provenientes de uma diversidade de
matrizes, ou pela mistura de alguns desses componentes (MACHADO, 2017; KESTER;
FENNEMA, 1986).

Dentre os polimeros naturais encontra-se a quitosana, derivado parcialmente da
desacetilacdo da quitina, principalmente recuperada do exoesqueleto de artropodes como o
caranguejo € o camardo, sendo assim um polimero produzido por fontes naturais renovaveis,
que pelas suas caracteristicas de biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo-toxicidade,
estao se tornando candidatos notaveis, capazes de produzir uma ampla variedade de materiais
que podem ser aplicados na industria e tecnologica (YOSHIDA et al., 2010; DUTTA et al.,
2009; YOSHIDA et al., 2009).

A quitina primeiramente foi isolada da carapaga dos insetos e passou a chama-la de
quitina (do grego — Chiton), que significa carapaga, ¢ amplamente distribuida na natureza,
depois da celulose, € o biopolimero mais abundante encontrado na natureza, sendo comumente
extraida do exoesqueleto de crustaceos como caranguejo e camarao, podendo ser obtida apartir
de fungos também. A quantidade de quitina varia com o tipo de animal e com as partes do
mesmo. Normalmente a quitina é encontrada associada com proteinas, sais minerais, lipideos e
outros compostos, sendo raramente encontrada pura na natureza (BAJIC et al., 2019;
ALMEIDA, 2009; MOURA, 2008; SOARES et al., 2003; NACZK et al., 2004; MACHOVA
et al., 1999).

A quitosana ¢ um copolimero da quitina, obtida a partir da hidrélise alcalina ou
enzimdtica (desacetilagdo) da quitina, consiste na transformacdo do grupo acetamida
(NHCOH3) em amina (NH>), por meio da reagcdo com uma base fortemente alcalina e enzima
(Figura 7-A), o grupamento amina da quitosana ¢ altamente ativo proporcionando a
solubilidade em solu¢do aquosa de acido acético 1% (v/v), diferenciando-a assim da quitina. A
quitosana tem como componente principal unidades do mondémero D-glicosamina, com poucas
unidades de N-acetil-D-glicosamina em sua formacgao (Figura 7-B). Quimicamente a quitosana
¢ um amino polissacarideo cationico de elevada massa molecular, solivel em acidos organicos,
sendo considerada segura para consumo humano (GRAS — Generally Recogonized as Safe)
(MUJTABA etal.,2019; BORIWANWATTANARAK et al., 2008; SILVA et al., 2006; JIANG
et al., 2005; KUBOTA et al., 2000; KIMURA et al., 1999).
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Figura 7 — A - Estruturas quimicas da quitina e quitosana; B - Estrutura dos monémeros D-glicosamina

e N-acetil-D-glicosamina
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Fonte: Oliveira, 2006

Além da quitosana ser considerada um polimero de baixa toxicidade, ndo alergénico,
possui propriedades antibacterianas e antifungicas (MUJTABA et al, 2019; FAI
STAMFORD; STAMFORD, 2008; CRINI; BADOT, 2008; BERGER et al., 2004).

Os filmes biodegradaveis de quitosana apresentam capacidade de reduzir a troca gasosa
e migragdo de umidade, atuando como barreiras semipermeaveis, além de poder atuar no
transporte de compostos como, aditivos e agentes antioxidantes, antimicrobianos e flavorizan-
tes, contribuindo para preservagdo do alimento embalado e atuando assim dentro do conceito

das embalagens ativas. Sendo assim, o uso de filmes biodegradéveis como matrizes carregadas
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com agentes ativos que auxiliam na manutencdo e prolongamento da vida de prateleira dos
alimentos de origem vegetal e animal tem sido tema de diversas pesquisas nos ultimos anos
(BAJIC et al., 2019; MUJTABA et al., 2019; CAMILI, 2007; PEN; JIANG, 2003; KUBOTA
et al., 2000; KUMAR, 2000).

As misturas de polimeros s3o de interesse econdmico e tecnologico, pois as
propriedades do produto final podem ser melhoradas. As propriedades mecénicas e de
estabilidade dessas misturas sdo afetadas diretamente pela estrutura quimica dos polimeros e as
interacdes entre estes (BERCEA et al., 2015; RHIM, 2012; ABUGOCH et al., 2011).

O PVA ilcool polivinilico ou poli(alcool vinilico) € um polimero sintético solavel em
agua capaz de formar hidrogéis, atoxico, bicompativel, biodegradavel, desempenha excelentes
propriedades mecanicas, além de ter um baixo custo, desta forma, ¢ usado nas ciéncias
biomédicas e farmacéuticas. O PVA comercial ¢ frequentemente a forma hidrolisada do poli
acetato de vinila, formando o copolimero de poli(alcool vinilico) (Figura 8) (BERCEA;
MORARIU; RUSU, 2013; KAYAL; RAMANUIJAN, 2010; NEAMTU et al., 2007, DON;
KING; CHIU, 2006).

Figura 8 - Estrutura quimica do poli(alcool vinilico) (PVA)
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Fonte: Bercea et al., 2015.

PVA ¢ um dos polimeros muito usados em combinagdes com quitosana. Filmes
biodegradaveis obtidos com a combinagdo de QTS/ PVA, quando comparados com filmes dos
polimeros isolados, podem apresentam melhores propriedades térmicas, mecanicas e
viscoelasticas, assim, sendo uma 6tima combinagdo de biomateriais utilizados na incorporagao
de ativos para obtengdo de embalagens ativas, na industria de alimentos (CHEN et al., 2014;

PARPARITA; CHIABURU; VASILE, 2012; JIN; BAI, 2002).



35

REFERENCIAS

MUIJTABA, M.; MORSI, R. E.; KERCH, G.; ELSABEE, M. Z.; KAYA, M.; LABID], J;
KHAWAR, K. M. Current advancements in chitosan-based film production for food
technology: A review. International Journal of Biological Macromolecules. v.121 , p.889—

904, 2019.

ABUGOCH, L. E.; TAPIA, C.; VILLAMAN, M. C.; YAZDANI-PEDRAM, M.; DIAZ-
DOSQUE, M. Characterization of quinoa protein—chitosan blend edible films. Food
Hydrocolloids. v. 25, n. 5, p. 879-886, 2011.

AL-DHABI, N. A.; PONMURUGAN, K.; JEGANATHAN, P. M. Development and validation
of ultrasound-assisted solid-liquid extraction of phenolic compounds from waste spent coffee
grounds. Ultrasonics Sonochemistry. v. 34, p. 206-213, 2017.

ALLAN, C.R.; HADWIGER, L.A. The fungicidal effect of chitosan on fungi of varying cell
wall composition. Experimental mycology. v. 3, n. 3, p. 285-287, 1979.

AMOFA-DIATUOA, T.; ANANGA, D. M.; BARBAB, F. J.; TIWARIC, B. K. Development
of new apple beverages rich in isothiocyanates by using extracts obtained from ultrasound-
treated cauliflower by-products: Evaluation of physical properties and consumer acceptance.

Journal of Food Composition and Analysis. http://dx.doi.org/10.1016/;.jfca.2016.10.001.

ANKER, M.; BERNTSEN, J.; HERMANSSON, A. M.; STADING, M. Improved water vapor
barrier of whey protein films by addition of an acetylated monoglyceride. Innovative Food

Science and Emerging Technologies, v. 3, n. 1, p. 81-92, 2002.

ATARES, L.; CHIRALT, A. Essential oils as additives in biodegradable films and coatings for
active food packaging. Trends in Food Science & Technology. v. 48, p. 51-62, 2016.
AYBASTIER, O.; ISIK, E.; SAHIN, S.; DEMI, C. Optimization of ultrasonic-assisted
extraction of antioxidant compounds from blackberry leaves using response surface
methodology. Industrial Crops and Products. v.44, p. 558-565, 2013.

AZMIR, J.; ZAIDUL, 1. S. M.; RAHMAN, M. M.; SHARIF, K.M.; MOHAMED, A.;
SAHENA, F.; JAHURUL, M. H. A


http://dx.doi.org/10.1016/j.jfca.2016.10.001

36

GHAFOOR, K.; NORULAINI, N. A. N.; OMAR, A. K. M. Techniques for extraction of
bioactive compounds from plant materials: A review. Journal of Food Engineering. v.117,
p-426-436, 2013.

BAJIC, M.; JALSOVEC, H.; TRAVAN, A.; NOVAK, U.; LIKOZAR, B. Chitosan-based films
with incorporated supercritical CO2 hop extract: Structural, physicochemical, and antibacterial

properties. Carbohydrate Polymers, v.219, p.261-268, 2019.

BARRETO, M. D. C. S.; FIGUEIREDO, M. D. V. B.; BURTY, H. A.; DA SILVA, M. L. R.
B.; DE LIMA-FILHO, J. L. Producdo e Comportamento Reologico de Biopolimeros
produzidos por rizobios e caracterizacdo genética. Current Agricultural Science and

Technology. v. 17, n. 2, 2011.

BERCEA, M.; BIBIRE, E. L.; MORARIU, S.; TEODORESCU, M.; CARJA, G. pH influence
on rheological and structural properties of chitosan/poly (vinyl alcohol)/layered double

hydroxide composites. European Polymer Journal. v. 70, p. 147-156, 2015.

BERCEA, M.; MORARIU, S.; RUSU, D. In situ gelation of aqueous solutions of entangled
poly (vinyl alcohol). Soft Matter. v. 9, n. 4, p. 1244-1253, 2013.

BERGER, J.; REIST, M.; MAYER, J. M.; FELT, O.; PEPPAS, N. A.; GURNY, R. Structure
and interactions in covalently and ionically crosslinked chitosan hydrogels for biomedical
applications. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 57, n. 1, p. 19-

34, 2004.

BIGI, A.; COJAZZI, G.; PANZAVOLTA, S.; ROVERI, N.; RUBINI, K. Stabilization of
gelatin films by crosslinking with genipin. Biomaterials. v. 23, n. 24, p. 4827-4832, 2002.

BLAND, J. S.; MINICH, D.; LERMAN, R.; DARLAND, G.; LAMB, J.; TRIPP, M.;
GRAYSON, N. Isohumulones from hops (Humulus lupulus) and their potential role in medical
nutrition therapy. Pharma Nutrition. v. 3, p. 46-52, 2015.

BORIWANWATTANARAK, P.; INGKANINAN, K., KHORANA, N.; VIYOCH, J.

Development of curcuminoids hydrogel patch using chitosan from various sources as



37

controlled-release matrix. International journal of cosmetic Science. v. 30, n. 3, p. 205-218,

2008.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Critérios Gerais e Classificacao de
Materiais para Embalagens. Norma Aprovada. Resolugdo RDC n° 91 de maio de 2001.
BRIGGS, D. E.; BOULTON, C. A.; BROOKES, P. A.; STEVENS, R. Brewing: Science and
practice. Boca Raton: CRC Press, 2004, cap.7.

BRIONES-LABARCA, V.; PLAZA-MORALES, M.; GIOVAGNOLI-VICUNA, C,;
JAMETT, F. High hydrostatic pressure and ultrasound extractions of antioxidant compounds,
sulforaphane and fatty acids from Chilean papaya (Vasconcellea pubescens) seeds: Effects of
extraction conditions and methods. LWT - Food Science and Technology. v. 60, p. 525-534,
2015.

CAMILLI, E. C.; BENATO, E. A.; PASCHOLATI, S. F.; CIA, P. Avalia¢ao de quitosana,
aplicada em poés-colheita, na protecdo de uva °‘Itdlia’ contra Botrytis cinerea. Summa

Phytopathologica. v.33, p.3, p.215-221, 2007.

CESLOVA, L., HOLC'APEK, H.; FIDLER, M.; DRSTIC'KOVA, J; LISA, M.
Characterization of prenylflavonoids and hop bitter acids in various classes of czech beers and
hop extracts using high-performance liquid chromatography-mass spectrometry. Journal of
Chromatography A. v.1216, p.7249-7257, 2009.

CHADWICK, L. R.; PAULI G. F.; FARNSWORTH, N. R. The pharmacognosy of Humulus
lupulus L. (hops) with an emphasis on estrogenic properties. Phytomedicine. v. 13, p. 119-
131, 2006.

CHEN, G.; GUQO, J.; NIE, J.; MA, G. Preparation, characterization, and application of PEO/HA
core Shell nanofibers based on electric field induced phase separation during electrospinning.

Polymer. v. 83, p. 12-19, 2016.

CHEN, Q.; CABANAS-POLO, S.; GOUDOURI, O. M.; BOCCACCINI, A. R. Electrophoretic
co-deposition of polyvinyl alcohol (PVA) reinforced alginate—Bioglass® composite coating on
stainless steel: Mechanical properties and in-vitro bioactivity assessment. Materials Science

and Engineering. v. 40, p. 55-64, 2014.



38

CHEN, Q.; FU, M.; CHEN, M.; LIU, J.; LIU, X.; HE, G.; PU, S. Preparative isolation and
purification of xanthohumol from hops (Humulus lupulus L.) by high-speed counter-current

chromatography. Food Chemistry. v. 132, p. 619-623, 2012.

CHEN, W.; WANG, W.P.; ZHANG, H.S.; HUANG, Q. Optimization of ultrasonic-assisted
extraction of water-soluble polysaccharides from Boletus edulis mycelia using response surface

methodology. Carbohydrate Polymers. v. 87, p. 614-619, 2012.

COSTA, M. G. M.; FONTELES, T. V.; JESUS, A. L. T.; ALMEIDA, F. D. L.; MIRANDA,
M. R. A.; FERNANDES, F. A. N.; RODRIGUES, S. High-intensity ultrasound processing of
pineapple juice. Food Bioprocess Technology. v.6, p. 997— 1006, 2013.

CRINI, G.; BADOT, P. Application of chitosan, a natural aminopolysaccharide, for dye
removal from aqueous solutions by adsorption processes using batch studies: A review of recent

literature. Progress in polymer Science. v. 33, n. 4, p. 399-447, 2008.

CUNHA, L. R.; SOARES, N. F. F.; ASSIS, F. C. C.; MELO, N. R.; PEREIRA, A. F.; SILVA,
C. B. Desenvolvimento e avaliacao de embalagem ativa com incorporacao de lactase. Revista

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. v. 27, p. 23-26, 2007.

DA ROSA, C. G.; MACIEL, M. V. O. B.;; DE CARVALHO, S. M.; DE MELO, A. P. Z;
JUMMES, B.; DA SILVA, T.; MARTELLI, S. M.; VILLETTI, M. A.; BERTOLDI, F. C.;
BARRETO, P. L M. Characterization and evaluation of physicochemical and antimicrobial
properties of zein nanoparticles loaded with phenolics monoterpenes. Colloids and Surfaces

A: Physicochemical and Engineering Aspects. v. 481, p. 337-344, 2015.

DAS, A. B.; GOUD, V. V.; DAS, C. Extraction of phenolic compounds and anthocyanin from
black and purple rice bran (Oryza sativa L.) using ultrasound: A comparative analysis and
phytochemical profiling. Industrial Crops and Products. v. 95, p. 332-341, 2017.

DE ALMEIDA, E. V. R. Valorizagio da celulose de sisal: uso na preparagio de acetatos e de
filmes de acetatos de celulose/celulose e quitosana/celulose. 2009. Tese de Doutorado.

Universidade de Sdo Paulo.



39

DON, T.M.; KING, C.F.; CHIU, W.Y.; PENG, C.A. Preparation and characterization of
chitosan-g-poly (vinyl alcohol)/poly (vinyl alcohol) blends used for the evaluation of blood-
contacting compatibility. Carbohydrate Polymers, v. 63, n. 3, p. 331-339, 2006.

DUNCAN, T. V. Applications of nanotechnology in food packaging and food safety: barrier
materials, antimicrobials and sensors. Journal of Colloid and Interface Science. v. 363, p.
le24,2011.

DUTTA, P.K.; TRIPATHI, S.; MEHROTRA, G.K.; DUTTA, J. Perspectives for chitosan based
antimicrobial films in food applications. Food chemistry, 114, 1173-1182, 2009.

FARAG M. A.; PORZEL A.; SCHMIDT J.; WESSJOHANN L. A. Metabolite profiling and
fingerprinting of commercial cultivars of Humulus lupulus L. (hop): a comparison of MS and

NMR methods in metabolomics. Journal Metabolomics. V.8, p.492-507, 2012.

FUSSYA, Z.; PATZAKC, J.; STEHLIKB, J.; MATOUSEK, J. Imbalance in expression of hop
(Humulus lupulus) chalcone synthase H1 and its regulators during hop stunt viroid

pathogenesis. Journal of Plant Physiology. v. 170, p. 688— 695, 2013.

GARDEA-TORRESDEY, J.; HEJAZI, M.; TIEMANN, K.; PARSONS, J.G.; DUARTE-
GARDEA, M.; HENNING, J. Use of hop (Humulus lupulus) agricultural by-products for the

reduction of aqueous lead (II) environmental health hazards. Journal of Hazardous Materials.

v.91, p. 95-112, 2002.

GERHAUSER, C. Beer constituents as potential cancer chemopreventive agentes. European

Journal of Cancer. v. 41, p. 1941-1954, 2005a.

GERHAUSER, C. Broad spectrum antiinfective potential of xanthohumol from hop (Humulus
lupulus L.) in comparison with activities of other hop constituents and xanthohumol

metabolites. Molecular Nutrition & Food Research. v. 49, p. 827-31, 2005b.

GOMEZ-ESTACA, J.; LOPEZ-DE-DICASTILLO, C.. HERNANDEZ-MUNOZ, P.;
CATALA, R.; GRAVARA, R. Advances in antioxidant active food packaging. Trends in Food
Science & Technology. v. 25, p. 42-51, 2014.


https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=yCDjiSsAAAAJ&citation_for_view=yCDjiSsAAAAJ:u5HHmVD_uO8C
https://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=yCDjiSsAAAAJ&citation_for_view=yCDjiSsAAAAJ:u5HHmVD_uO8C
http://www.omicsonline.org/metabolomics-open-access.php
http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1613-4133

40

HE, B.; ZHANG, L.; YUE, X.; LIANG, J.; JIANG, J.; GAO, X.; YUE, P. Optimization of
Ultrasound-Assisted Extraction of phenolic compounds and anthocyanins from blueberry

(Vaccinium ashei) wine pomace. Food Chemistry. v. 204, p.70-76, 2016.

JACQUES, R. S. Caracterizagdo quimica da erva mate (Ilex paraguariensis): aplicagdo de
diferentes processos de extracdo e influéncia das condi¢des de plantio sobre a composi¢cdo
quimica. Porto Alegre: UFRGS, 2005. Tese (Doutorado em Quimica), Instituto de Quimica,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 2005.

JIANG, Y.; LL J.; JIANG, W. Effects of chitosan coating on shelf life of cold-stored litchi fruit
at ambient temperature. LWT - Food Sci Technol. v. 38, p. 757-761, 2005.

JIN, L.; BAI, R. Mechanisms of lead adsorption on chitosan/PV A hydrogel beads. Langmuir,
v. 18, n. 25, p. 9765-9770, 2002.

JOYCE, E.; PHULL, S. S.; LORIMER, J. P.; MASON, T. J. The development and evaluation
of ultrasound for the treatment of bacterial suspensions. A study of frequency, power and

sonication time on cultured Bacillus species. Ultrasonics Sonochemistry. v.10, p. 315-318,

2003.

KARABIN, M.; HUDCOVA, T.; JELINEK, L.; DOSTALEK, P. Biotransformations and
biological activities of hop flavonoids. Biotechnology Advances. v. 33, p. 1063—-1090, 2015.

KAVALIER, A. R;; LITT, A.; MA, C.; PITRA, N. J.; COLES, M. C.; KENNELLY, E. J.;
MATTHEWS, P. D. Phytochemical and Morphological Characterization of Hop (Humulus
lupulus L.) Cones over Five Developmental Stages Using High Performance Liquid
Chromatography Coupled to Time-of-Flight Mass Spectrometry, Ultrahigh Performance Liquid
Chromatography Photodiode Array Detection, and Light Microscopy Techniques. Journal of
Agricultural and Food Chemistry. v. 59, p. 47834793, 2011.

KAYAL, S.; RAMANUIJAN, R. V. Doxorubicin loaded PVA coated iron oxide nanoparticles
for targeted drug delivery. Materials Science and Engineering: C, v. 30, n. 3, p. 484-490,
2010.



41

KESTER, J. J.; FENNEMA, O. R. Edible films and coatings: a review. Food technology
(USA), 1986.

KHEMAKHEM, 1.; AHMAD-QASEM, M. H.; CATALAN, E. B.; MICOL, V.; GARCIA-
PEREZ, J. V.; AYADI, M. A.; BOUAZIZ, M. Kinetic improvement of olive leaves’ bioactive
compounds extraction by using power ultrasound in a wide temperature range. Ultrasonics

Sonochemistry. v. 34, p. 466473, 2017.

KIMURA, L. Y.; GONCALVES, A. C.; STOLBERG, J.; LARANJEIRA, M. C. M.; FAVERE,
V. T. Efeito do pH e do tempo de contato na adsor¢do de corantes reativos por microesferas de

quitosana. Polimeros: Ciéncia e Tecnologia, v. 9, n. 3, p. 51-57, 1999.

KISHIMOTO, T.; KOBAYASHI, M.; YAKO, N.; [IDA, A.; WANIKAWA, A. Comparison of
4-Mercapto-4-methylpentan-2-one Contents in Hop Cultivars from Different Growing Regions.

Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 56, p. 1051-1057, 2008.

KUBOTA, N.; TASTUMOTO, N.; SANO, T.; TOYA, K. A simple preparation of half
Nacetylated chitosan highly soluble in water and aqueous organic solvents. Carbohydrate

Research, v. 324, p. 268-274, 2000.

LARSON, A. E.; YU, R. R. Y.; LEE, O. A.; PRICEA, S.; HAAS, G. J.; JOHNSONA, E. A.
Antimicrobial activity of hop extracts against Listeria monocytogenes in media and in food.

International Journal of Food Microbiology. v. 33, p. 195-207, 1996.

LIM, L. T. Active and intelligent packaging materials (2nd ed.). In: Comprehensive
biotechnology, Amsterdam. The Netherlands: Elsevier. p. 629-644, 2011.

MACHADO, M. H. Desenvolvimento e caracterizacao de filme indicador de pH com extrato
de repolho roxo para monitoramento da qualidade de alimentos. 2017. Dissertagdo Mestrado.

Universidade Federal de Santa Catarina.

MACHOVA, E.; KVAPILOVA, K.; KOGAN, G.; SANDULA, J. Effect of ultrasonic treatment
on the molecular weight of carboxymethylated chitin—glucan complex from Aspergillus niger.

Ultrasonics Sonochemistry. v. 5, n. 4, p. 169-172, 1999.



42

MAGALHAES, P. J.; VIEIRA, J. S.; GONCALVES, L. M.; PACHECO, J. G.; GUIDO, L. F;
BARROS, A. A. Isolation of phenolic compounds from hop extracts using
polyvinylpolypyrrolidone: Characterization by high-performance liquid chromatography—

diode array detection—electrospray tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography

A.v. 1217, p. 3258-3268, 2010.

MATSUI, T.; EBUCHI, S.; KOBAYASHI, M.; FUKUI K.; SUGITA, K.; TERAHARA, N.;
MATSUMOTO, K. Anti-hyperglycemic effect of diacylated anthocyanin derived from
Ipomoea batatas cultivar Ayamurasaki can be achieved through the a-glucosidase inhibitory

action. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 50, n. 25, p. 7244-7248, 2002.

MELLINAS, C.; VALDES, A.; RAMOS, M.; BURGOS, N.; GARRIGOS, M. C.; JIMENEZ,
A. Active edible films: Current state and future trends. Journal of Applied Polymer Science.

v. 133, p. 42631, 2015.

MIHINDUKULASURIYA, S.D.F.; LIM, L.-T. Nanotechnology development in food
packaging: A review. Trends in Food Science & Technology, v. 40, p. 149-167, 2014.

MIZOBUCH]I, S.; SATO, Y. A new flavanone with antifungal activity isolated from hops.
Agricultural and Biological Chemistry. v. 48, p. 2771-2775, 1985.

MONGELLI, A.; RODOLFI, M.; GANINO, T.; MARIESCHI, M.; CALIGIANI, A,
DALL’ASTA, C.; BRUNI, R. Are Humulus lupulus L. ecotypes and cultivars suitable for the

cultivation of aromatic hop in Italy? A phytochemical approach. Industrial Crops and
Products. v. 83, p. 693-700, 2016.

MONGELLI, A.; RODOLFI, M.; GANINO, T.; MARIESCHI, M.; DALL’ASTA, C.; BRUNI,
R. Ttalian hop germplasm: Characterization of wild Humulus lupulus L. genotypes from
Northern Italy by means of phytochemical, morphological traits and multivariate data analysis.

Industrial Crops and Products. v. 70, p. 16-27, 2015.

MOURA, Mircia R. D.; AOUADA, Fauze A.; MATTOSO, Luiz HC. Preparation of chitosan
nanoparticles using methacrylic acid. Journal of colloid and interface science, v. 321, n. 2, p.

477-483, 2008.



43

NEAMTU, I.; CHIRIAC, A.P.; NITA, L.E.; BERCEA, M.; STOLERIU, A. Investigation of
poly (aspartic acid)/vinylic polymer interpolymer complex. Journal of optoelectronics and

advanced materials, v. 9, n. 4, p. 981-984, 2007.

OLIVEIRA JUNIOR, E. N. Caracterizagdo dos efeitos de quitosanas na inibicdo de fungos
fitopatogénicos. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Universidade Estadual de

Campinas, Campinas - SP, 2006.

OTONI, C. G.; ESPITIA, P. J. P.; AVENA-BUSTILLOS, R. J.; MCHUGH, T. H. Trends in
antimicrobial food packaging systems: Emitting sachets and absorbent pads. Food Research

International, v. 83, p. 60-73, 2016.

PATZAK, J.; NESVADBA, V.; HENYCHOVA, A.; KROFTA, K. Assessment of the genetic
diversity of wild hops (Humulus lupulus L.) in Europe using chemical and molecular analyses.

Biochemical Systematics and Ecology. v. 38, p. 136145, 2010.

PARPARITA, E.; CHEABURU, C. N.; VASILE, C. Morphological, thermal and rheological
characterization of polyvinyl alcohol/chitosan blends. Cellulose Chem. Technol, v. 46, p. 571-
581, 2012.

PEN, L. T.; JIANG, Y. M. Effects of chitosan coating on shelf life and quality of fresh-cut
Chinese water chestnut. Lebensmittel, Wissenschaft und Technologie, San Diego, v. 36, n.

3, p. 359-364, 2003.

PIYASENA, P.; MOHAREB, E.; MCKELLAR, R. C. Inactivation of microbes using
ultrasound: a review. International Journal of Food Microbiology. v.87, p.207- 216, 2003.
ROBERTS, T. R.; WILSON, R. J. H., 2006. Hops. In G. G. S. FERGUS G. PRIEST (Ed.),
Handbook of Brewing (2nd ed., pp. 177-281). Boca Raton: Taylor & Francis. Schroeter, H.
and Boyd, C.

RHIM, J.W. Physical Mechanical Properties of Agar/k-Carrageenan Blend Film and Derived
Clay Nanocomposite Film. Journal of food science. v. 77, n. 12, p. N66-N73, 2012.



44

SILVA, HELIO SR; DOS SANTOS, KATIA SCR; FERREIRA, ELIZABETH 1. Chitosan:
hydrossoluble derivatives, pharmaceutical applications and recent advances. Quimica Nova, v.

29,n. 4, p. 776-785, 2006.

SILVA, P. H A.; FARIA, F. C. Avaliagdo da intensidade de amargor e do seu principio ativo
em cervejas de diferentes caracteristicas e marcas comerciais. Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos. v.28, p. 902-906, 2008.

SOARES, N. D. F. F.; SILVA, D. F. P.; CAMILLOTO, G. P.; OLIVEIRA, C. P.; PINHEIRO,
N. M.; MEDEIROS, E. A. A. Antimicrobial edible coating in post-harvest conservation of
guava. Revista Brasileira de Fruticultura. v. 33, n. SPEI, p. 281-289, 2011.

Statistical report, Presented by Hop Growers of America - USA hop, 2017.

STEVENS, J. F.; PAGE, J. E. Xanthohumol and related prenylflavonoids from hops and beer:
to your good health. Phytochemistry. v. 65, p.1317-1330, 2004.

SUN, C-Z.; LU, C-T.; ZHAO, Y-Z.; GUO, P.; TIAN, J-L.; ZHANG, L.; LI, X-K.; LV, H-F.;
DAI D-D.; LI, X. Characterization of the doxorubicin-Pluronic F68 conjugate micelles and
their effect on doxorubicin resistant human erythroleukemic cancer cells. Nanomedicine &

Nanotechnology, v. 2, p. 114-120, 2011.

SUN, Y.; SHEN, Y.; LIU, D.; YE, X. Effects of drying methods on phytochemical compounds
and antioxidant activity of physiologically dropped un-matured citrus fruits. LWT - Food
Science and Technology. v. 60, p. 1269-1275, 2015.

TIWARI, B. K. Ultrasound: A clean, green extraction technology. Trends in Analytical
Chemistry. v.71, p.100-109, 2015.

TROUILLAS, P.; CALLISTEA, C.; ALLAISC, D.; SIMONB, A.; MARFAKA, A,
DELAGEB, C.; DUROUXA, J. Antioxidant, anti-inflammatory and antiproliferative properties
of sixteen water plant extracts used in the Limousin countryside as herbal teas. Food

Chemistry. v. 80, p. 399407, 2003.



45

VINATORU, M.; TOMA, M.; RADU, O.; FILIP, P. I.; LAZURCA, D.; MASON, T. J. The
ultrasound for the extraction of bioactive principles from plant materials. Ultrasonics

Sonochemistry. v.4, p. 135-139, 1997.

WANG,J.; SUN, B.; CAO, Y.; TIAN, Y.; LI, X. Optimization of ultrasound-assisted extraction
of phenolic compounds from wheat bran. Food Chemistry. v. 106 p. 804-810, 2008.

WANG, L.; WELLER, C.L. Recent advances in extraction of nutraceuticals from plants.
Trends Food Science Technology. v. 17, p. 300-312, 2006.

YOSHIDA, C. M. P.; BASTOS, C. E. N.; FRANCO, T. T. Modeling of potassium sorbate
diffusion through chitosan films. LWT-Food Science and Technology, v. 43, n. 4, p. 584-589,
2010.

YOSHIDA, C. M. P.; OLIVEIRA, E. N.; FRANCO, T. T. Chitosan tailor-made films: the
effects of additives on barrier and mechanical properties. Packaging Technology and Science,

v.22,n.3,p. 161-170, 2009.

ZANOLI, P.; ZAVATTI, M. Pharmacognostic and pharmacological profile of Humulus lupulus
L. Journal of Ethnopharmacology. v. 116, p. 383-396, 2008.



46

CAPITULO 2: Compostos bioativos, atividades antioxidante e antimicrobiana in
vitro do extrato do lupulo brasileiro e dos EUA (Humulus lupulus L. var.

Cascade)
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RESUMO

Os compostos bioativos (CB) de Humulus Ilupulus L. var. Cascade provenientes de do
brasileiros (LB) foram extraidos pelo método de ultrassom e seu perfil fendlico foi comparado
com fontes comerciais de lapulo provenientes dos EUA (LU). Com o auxilio de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), as condi¢des de extracao mais eficazes
para os compostos fenolicos totais (CFT) foram determinadas: etanol (solvente) a 49% (v/v),
temperatura de extracdo de 52°C e razdo solido/liquido de 1 g/34 mL (m/v). O teor de
flavonoides totais (TFT), identificacdo e quantificagdo de CB por LC-ESI-MS/MS, além de
atividade antioxidante e concentracdo inibitéria minima (CIM) contra diferentes
microrganismos também foram avaliados. Comparativamente ao LU, a amostra LB apresentou
maior teor de CFT (33,93 = 0,67 mg EAG g') e TFT (54,47 + 0,10 mg EQ g') e
consequentemente maior atividade antioxidante (ABTS: ECso 21,29 + 1,36 uL mL"!; DPPH:
ECso 3,91 £ 0,17 uL mL™). Flavonoides como isoquercetina e quercetina foram identificados
em maior quantidade em ambos os extratos de lupulo (liquido e seco). Entre os microrganismos
testados, os extratos de lupulo apresentaram concentracdo inibitéria minima (CIM) contra,
Staphylococcus aureus (100 uL mL™), Bacillus cereus (100 pL mL™) e Proteus mirabilis (300
uL mL) (300 uL mL-1). Com base nesses estudos, pode-se afirmar que os extratos possuem
potencial antioxidante e antimicrobiano e tem potencial para aplicagdo em alimentos, a fim de

proporcionar uma conservacao natural.

Palavras-chave: Lupulo; Agente antioxidante; Agent antimicrobiana; Compostos fendlicos;

Flavonoides.
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ABSTRACT

Bioactive compounds (BC) from Humulus lupulus L. sourced from Brazilian (BH)
cultivars were extracted by the ultrasound method and their phenolic profile was compared to
commercial hops sources from USA (UH). With the aid of a Central Composite Rotatable
Design (CCRD), the most effective extraction conditions for the total phenolic compounds
(TPC) were determined: using 49% (v/v) ethanol, at 52 °C and solid/liquid ratio of 1 g/34 mL
(m/v). The total flavonoids content (TFC), identification and quantification of BC by LC-ESI-
MS/MS, in addition to antioxidant activity, and minimal inhibitory concentration (MIC) against
different microorganisms were also assessed. Comparatively to the UH, sample BH showed
higher content of TPC (33.93 + 0.67 mg GAE g') and TFC (54.47 + 0.10 mg QE g"') and
consequently higher antioxidant activity (ABTS: ECso 21.29 = 1.36 uL. mL"!; DPPH: ECs 3.91
+ 0.17 uL mL™). Flavonoids such as isoquercitrin and quercetin were identified in greater
quantity in both hops samples using chromatography. Among the tested microorganisms, the
hop extracts were efficient against Staphylococcus aureus (100 uL mL™), Bacillus cereus (100
uL mL") and Proteus mirabilis (300 pL mL™'). Based on these studies it can be stated that the
extracts have an antioxidant and antimicrobial potential and can be applied in foodstuffs in

order to provide a natural conservation.

Keywords: Brazilian hops; Antioxidant Activity; Antimicrobial Activity; Phenolic

Compounds; Flavonoids.



49

1. INTRODUCAO

O Brasil, em 2016, foi o terceiro maior produtor de cerveja mundial (14,1 bilhdes de
litros), depois da China e dos EUA (CERVBRASIL, 2018). Importa 4 mil toneladas por ano de
lapulo para a produgio de cerveja (ZANOLI e ZAVATTI, 2008; GORHUSER, 2005). Entre as
diferentes espécies conhecidas de lupulo, H. lupulus L. € a inica espécie que pode ser usada na
producao de cerveja, pois essa € a Unica que produz as glandulas de lupulina (ROBERTS e
WILSON, 2006).

O lupulo ¢ uma cultura tipica de climas frios do hemisfério norte, atualmente os Estados
Unidos, Alemanha e Franga sdo os maiores produtores do mundo. A localizagao da cultura e as
condigdes climaticas sdo muito importantes para alcangar o desenvolvimento € o crescimento
adequado das plantas. As condi¢des climaticas do Brasil sdo geralmente desfavoraveis para o
cultivo de lapulo, portanto toda a oferta de lupulo é importada da América do Norte e da Europa.
No entanto, nos ultimos anos, algumas tentativas de adaptar variedades europeias e norte
americanas as condi¢des climaticas brasileiras foram feitas. Em 2016, na cidade de Sao Bento
do Sapucai (SP), foram produzidos 2000 kg de lupulo da variedade Cascade. Foi a primeira
producao brasileira em grande escala sem o uso de técnicas artificiais (MONGELLI et al., 2016;
MONGELLI et al., 2016; ROBERTS e WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).

Muitas variedades diferentes de lupulo H. lupulus sdo usadas pelas cervejarias por causa
de suas caracteristicas aromdticas unicas. A variedade Cascade foi desenvolvida pelo
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) em 1956, liberada para cultivo em
1971 e ¢ utilizada comercialmente desde 1976 (MONGELLI et al., 2016; ROBERTS e
WILSON, 2006; BRIGGS et al., 2004).

O lupulo ¢ rico em flavonoides (catequina, quercetina, kaempferol e miricetina) e
prenilflavondides (xantumol), que exercem propriedades fitoestrogénicas e antioxidantes, bem
como prevencao contra o cancer, atividade pesticida e efeitos sedativos (BLAND et al., 2015;
KAVALIER et al., 2011). Diversos estudos na literatura indicam que extratos de diferentes
cultivares de lupulo possuem atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, fungos
e virus (BLAND et al., 2015; CHEN et al., 2012; KAVALIER et al., 2011; MAGALHAES et
al.,2010; CESLOVA et al., 2009; GARDEA-TORRESDEY et al., 2002; FUSSYA et al., 2013;
GERHAUSER, 2005; MIZOBUCHI; SATO, 1984).

A extragdo dos compostos fendlicos utilizando ultrassom a baixa temperatura ¢ uma

técnica de baixo custo, eficiente para extrair os compostos desejados com minima alteracao das
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propriedades organolépticas destes materiais (AL-DHABI et al., 2017; TIWARI, 2015; CHEN
et al., 2012). A eficiéncia da extragdo de compostos fendlicos de diferentes matrizes pode ser
influenciada por diversos parametros, como métodos de extracao, temperatura, concentragao,
tempo, polaridade do solvente, entre outros, e seus efeitos podem ser independentes ou
interativos. O uso de ferramentas estatisticas pode otimizar o processo de extracao de diferentes
compostos bioativos como compostos fendlicos e flavonoides (WANG et al., 2008).
Considerando a grande producao e consumo de cerveja no Brasil, o potencial de expansao
do cultivo de lapulo doméstico ¢ significativo para reduzir os custos de producao e a qualidade
do produto. No entanto, a composi¢do quimica dessas variedades domésticas precisa ser
investigada e comparada com variedades importadas. Neste estudo foi determinado o perfil
fenolico do lupulo cultivado no Brasil. O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
foi utilizado para determinar as condi¢des Otimas para a extragdo por ultrassom considerando
os parametros de extragdo mais representativos (concentracao de etanol, temperatura e relagao
solido / liquido). O total de compostos fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante e atividade
antibacteriana in vitro de variedades brasileiras (LB) e importadas dos EUA (LU) foram
comparados para determinar o potencial de aplicagao em alimentos como conservante natural,

com base em suas caracteristicas antioxidantes e antimicrobianas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O lupulo (Humulus lupulus 1.) da variedade Cascade e de origem brasileira (LB),
utilizado neste trabalho, foi gentilmente doado pela empresa Brasil Kirin (Itu, Sdo Paulo).

As amostras foram cultivadas entre os meses de outubro de 2015 e abril de 2016, na

cidade de Sao Bento do Sapucai, estado de Sao Paulo, Brasil, com localizagao geografica de
coordenadas 22°37'32.3"S 45°34'54.0"W, colhida na primeira semana de abril de 2016. As
amostras de lapulo foram armazenadas a vacuo, a -20 °C e ao abrigo da luz, até o envio para o
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina (CCA/UFSC),
Florianopolis — SC. As amostras recebidas foram liofilizada (JJ Cientifica, modelo LJJ02,
Brasil) a -52 °C e 0,381 mmHg de vacuo por 24 horas, em seguida trituradas em moinho de
facas (Quimis, modelo Q298A21, Brasil) e armazenadas em embalagem de polietileno, ao
abrigo da luz a -20 °C, até a realiza¢do dos experimentos.
A amostra de lapulo (Humulus lupulus L.) da variedade Cascade, proveniente dos EUA (LU) a
partir da safra de 2016, ¢ uma mistura proveniente do Bend Oregon a Wenatchee Washington,
foi gentilmente cedida, na forma de pellets, pela empresa de insumos para produgdo de cervejas
Brewtime (Sao Jos¢ dos Campos, Sao Paulo) e armazenada em condigdes iguais da amostra de
LB.

O reagente de Folin-Ciocalteu foi obtido da Dindmica (Diadema, Brasil). Os reagentes
ABTS e DPPH foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, St Louis, EUA) e o caldo
Miiller-Hinton e agar nutriente da Kasvi (Sao José dos Pinhais, Brasil). Todos os padrdes
utilizados foram obtidos da Sigma Aldrich (St Louis, EUA) e outros reagentes utilizados foram

de grau analitico.

2.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA EXTRACAO

O planejamento experimental foi realizado para a otimizagao dos pardmetros de extragdo
dos compostos fendlicos totais (CFT) do lupulo LB segundo Wang et al., (2008) com
modificagdes. Foi avaliada a influéncia de trés varidveis independentes no processo de extracao
(solugao hidroalcodlica de etanol (%) (v/v); temperatura de extragdo (°C) e razdo sélido-liquido
(g/X mL) sobre a variavel dependente ou resposta (concentragdo de CFT). Para o planejamento

experimental foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com oito


http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
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pontos fatoriais, seis axiais e quatro repeticdes no ponto central, totalizando dezoito
experimentos. As varidveis e os niveis empregados com os valores reais estdo apresentados na
Tabela 1. O planejamento por DCCR foi realizado primeiramente as amostra LB, e

posteriormente as condi¢des otimas foram aplicadas para a extragdo de LB e LU.

Tabela 1 - Variaveis e niveis empregados no Delineamento Composto Central Rotacional para
otimizacdo da extracdo dos compostos fenodlicos totais do Iupulo brasileiro (LB) (Humulus lupulus L.)

da variedade Cascade

Niveis codificados

Variaveis -o (-1,68) 1 0 +1 +a (1,68)

Niveis verdadeiros

Concentragao de etanol

43 50 60 70 77
(%)
Temperatura de extracao
33 40 50 60 67
°O
Proporgao solido: liquido
17 20 25 30 33
(g/X mL)

As andlises estatisticas foram realizadas com o software Statistica 7.0 ¢ o contetido
fenolico total foi tomado como a resposta (Y). A metodologia de superficie de resposta (RSM)
foi usada para modelar a extracdo de CFT do lupulo brasileiro (LB). Para isto, um modelo
polinomial de segunda ordem foi utilizado na andlise dos dados experimentais mostrado na

Equagdo 1.

5 5 4 5
Y = bO + Z bl-xi + Z bl-l-xl-z + Z Z bl] xl-xj (1)
i=1 i=1

i=1 j=i+1

Onde:
Y ¢ a resposta prevista, fo € constante, Bi, Bii e Pij sdo os coeficientes de regressao linear,

quadratico e de interacdo, respectivamente. Xi e Xj sdo as varidveis independentes.
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2.3 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Uma amostra de 1 g do lupulo LB liofilizado foi suspensa uma solugdo extratora com
diferentes concentragdes de etanol. Cinco propor¢des do solvente de extragdo foram testadas,
57:43, 50:50, 40:60, 30:70, 23:77 de agua e etanol, respectivamente e cinco propor¢des de
solido: liquido, 1:17, 1:20, 1:25, 1:30, 1:33 em g: mL.

A extracao por ultrassom foi realizada em um banho ultrassom (Ultronique, modelo
Q5.9137A, Brasil) com um volume util de 5,7 L (dimensdes internas de 30x15x15 cm) a
frequéncia de trabalho e tempo foram fixados em 37 kHz por 30 minutos, as temperaturas de
extracdo de 33, 40, 50, 60, 67 °C foram testadas. ApOs a extracdo as amostras foram
centrifugadas por 25 minutos e 5000 rpm (Hermli, modelo Z200A, Alemanha), o sobrenadante
foi retirado e filtrado em papel filtro Whatman N° 1, inertizado com nitrogénio e armazenado
em frasco ambar sob refrigeragdo (6 £ 2 °C). Estas amostras foram submetidas a determinagao

dos CFT.

2.4 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

Os CFT presentes no lupulo foram determinados pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu (ROSSI JUNIOR; SINGLETON, 1965). Em um tubo de ensaio misturou-se
150 pL do extrato, 7500 puL de dgua destilada e 750 pL de reagente Folin-Ciocalteu, depois de
3 minutos adicionou-se 2250 puL de carbonato de sodio 15 %, 4350 puL de 4gua destilada e a
absorbancia foi medida em espectrofotometro (BEL- PHOTONICS, modelo SP2000 UV,
Brasil) a 765 nm apds 2 horas ao abrigo da luz. A curva padrao foi preparada com acido galico,
nas concentragdes de 0,05, 0,25, 0,45, 0,65, 0,85, 1,05 (mg/ mL), os resultados foram expressos
em mg de equivalente de acido gélico (Sigma-Aldrich, 99 % de pureza) por g em 100 g de peso

seco de amostra de lapulo.

2.5 DETERMINACAO DE TEOR FLAVONOIDES TOTAIS (TFT)

A andlise de flavonoides dos extratos de lupulo foi realizada segundo a metodologia de
Chang et al., (2002). Uma aliquota de 500 pL de solugdo da amostra foi misturada com 1,5 mL
de etanol 95 % e na sequéncia adicionou-se 0,1 mL de uma solucdo de cloreto de aluminio

hexoidratado (AICl3.6H20) (10 % m/v), 0,1 mL de acetato de potassio (KCH3CO2) 1 M e 2,8
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mL de agua destilada. Apds 30 minutos as amostras foram lidas em espectrofotometro (BEL-
PHOTONICS, modelo SP2000 UV, Brasil) a 415 nm. Um branco foi preparado substituindo a
amostra pela mesma quantidade de dgua destilada (CHANG et al., 2002). A curva analitica foi
elaborada com quercetina (Sigma-Aldrich, 98% de pureza), nas concentragdes de 0,05; 0,10;
0,15; 0,20; 0,25; 0,30 (mg/ mL), os resultados foram expressos em mg de equivalente de

quercetina por g de amostra seca de lupulo.

2.6 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

A espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) foi realizada para andlise dos extratos
de lapulo LB e LU com o objetivo de observar os grupamentos quimicos presentes nos mesmos.
Os espectros no infravermelho foram obtidos em equipamento Frontier Spectrometer
(PerkinElmer, FT-IR/ Frontier, Brasil) com transformada de Fourier, na faixa situada entre 600
a 4000 cm™ com média de 32 scans e resolucdo de 4 cm™'. Todas as leituras foram realizadas

em temperatura ambiente (20 =+ 5 °C).

2.7 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DOS
EXTRATOS DE LUPULO POR LC-ESI-MS/MS

Para a separacdo, identificacdo e quantificagdio dos compostos fendlicos as amostras
foram previamente preparadas e depois analisadas segundo descrito por Schulz et al., (2015),
com modificagdes. Primeiramente as amostras secas por liofilizagdo foram desengorduradas, 1
g dessas amostras foram desengorduradas com 25 mL de hexano em agitador magnético (Dist,
Brasil) por 15 minutos a 25°C, seguida de centrifugacdo a 4000 rpm (Hermli, modelo Z200A,
Alemanha) por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo removido e o residuo submetido a duas
outras extracoes com hexano. A amostra desengordurada foi submetida a secagem em estufa
(Tecnal, TE-395, Brasil) a 30 °C até a remogao completa do solvente. Em seguida foi realizada
a extracao conforme otimizado e descrito no item 2.3, uma aliquota de 5 mL de extrato liquido
(brasileiro = LBL; EUA = LUL) ou 1 g de extrato liofilizado (brasileiro = LBS; EUA = LUS),
foram hidrolisados com 10 mL de acido cloridrico (HCI) 6 mol/L, logo apds a solugdo foi
ajustada para pH 2 com NaOH 6 mol/L e submetida a extrag¢ao por parti¢do com 10 mL de éter
etilico. O extrato foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos (Hermli, modelo Z200A,

Alemanha). O residuo foi submetido a mais dois ciclos de particdo com éter etilico, os
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sobrenadantes combinados foram rotaevaporados (Fisatam, Modelo 558, Brasil) até completa
secagem (Hermli, modelo Z200A, Alemanha) e o extrato residual suspenso em 1 mL metanol,
centrifugado durante 4 minutos a 14000 g (Eppendorf 22331, Hamburgo, Alemanha), diluidos
10 vezes em metanol: dgua (70:30) para injecao em sistema HPLC-ESI-MS/MS.

A separagdo cromatografica e andlise espectrométrica das massas foi realizada em um
cromatografia liquido de alta eficiéncia, modelo 1200 Series (Agilent Technologies, Alemanha)
acoplado a espectrometro de massas com analisador triploquadrupolo e ion trap linear, modelo
Q Trap 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada). Os experimentos foram realizados
utilizando fonte de ionizagdo por eletrospray TurbolonSpray™ (Applied Biosystems/MDS
Sciex, Canada) em modo negativo. O software Analyst versdao 1.5.1 foi usado para aquisi¢do e
tratamento dos dados obtidos. Os compostos foram separados em coluna SynergiTM (4.0 pm,
2.0 x 150 mm d.i., Phenomenex, EUA). A fase mdvel consistiu de uma solu¢ao de metanol 95
% e agua 5 % (A) e de dgua com acido formico 0,1 % (B). A separagdo foi realizada a 30 °C
utilizando elui¢@o por gradiente segmentado de acordo com as seguintes etapas: 0 — 5 min, 10
% A;5—7min, 90 % A; 7 — 10 min, 90 % A; 10 — 17 min, 10 % A. O fluxo utilizado foi de
250 puL/min e o volume de inje¢do foi de 10 pL.

Os compostos foram monitorados utilizando monitoramento de reacdes multiplas
(MRM). A identificacao dos compostos fendlicos foi realizada com base no tempo de retengao,
ion precursor e seus fragmentos através da comparagdo com os respectivos padroes disponiveis
comercialmente. A otimizagdo dos parametros do espectrometro de massas foi realizada por
infusdo direta de solugdes contendo cada um dos 46 composto de interesse individualmente. A
quantificagdo foi realizada monitorando um ion quantitativo selecionado para cada composto e
utilizando curva de calibragdo construida em razdo dos compostos previamente identificados.
Os resultados de concentragdo dos compostos nas amostras foram expressos em mg por 100
mL de extrato liquido desengordurado e mg por 100 g de extrato desengordurado.

A analise foi realizada no Laboratério de Eletroforese Capilar (LABEC) do Instituto
Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Catalise em Sistemas Moleculares e Nanoestruturados
(INCT- Catélise) no departamento de quimica da Universidade Federal de Santa Catarina

(UFSC).
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2.8 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

2.8.1 Ensaios de inibi¢do do radical DPPH*®

A andlise foi realizada de acordo com Mensor et al., (2001) com adaptacdes. Foram
utilizadas cinco concentra¢des diferentes para LB e LU (20 a 200 pg mL ). Os valores de ECs
(concentracao efetiva) foram calculados por regressdo linear onde a abscissa representa a
concentracdo da amostra testada e a ordenada a porcentagem média de atividade antioxidante
realizada em triplicata (SIM e SIL, 2008).

A solugdo de 2,2- difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") (0,3 mmol L) foi preparada utilizado
0,012 g de DPPH’ suspensos em 100 mL de etanol 95 %.

Para o preparo das amostras, foi utilizada uma aliquota de 2,5 mL da amostra diluida,
com 1,0 mL de solu¢do DPPH". Para o controle negativo a amostra foi substituida por 2,5 mL
de etanol 95 % e para o branco de cada uma das concentragdes foi utilizado etanol 95 % no
lugar do reagente DPPH'. Em seguida as amostras foram deixadas ao abrigo da luz por 30
minutos e a absorbancia foi medida em espectrofotometro (BEL- PHOTONICS SP2000 UV,

Brasil) a 518 nm e convertida em porcentagem da atividade antioxidante (% AA) utilizando a

Equagdo 2.

AA% = 100 — (AbsamOStTa - Absbranco) x 100 (2)
Abscontrole

Onde:

AA (%) = Atividade antioxidante;
Absamostra = Absorbancia da amostra;
Abspranco = Absorbancia do controle em branco;

Absconrole= Absorbancia do controle negativo.

2.8.2 Ensaio de inibi¢do do radical ABTS®"

O ensaio de atividade antioxidante pelo método de ABTS®" (acido 2,2’-azinobis3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) foi realizado baseado na metodologia descrita por
Thaipong et al., (2006). O radical ABTS®" formado pela reagido de duas solugdes estoque de

7,4 mmol L' de ABTS®*" com 2,6 mmol L! de persulfato de potassio, ambas em agua destilada
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e misturadas em proporgdes iguais, foi incubado ao abrigo da luz e temperatura ambiente (20 +
5°C) por 12 horas.

Depois de formado o radical a solug¢ao foi diluida pela mistura de 1 mL de solucao de
ABTS®" com 60 mL de metanol para se obter uma absorbancia de 1,1 a 734 nm. A partir dos
extratos de lupulo, foram preparadas cinco concentragdes (200, 350, 600, 750 ¢ 900 pg/mL)
para o lupulo LB e LU, todas em triplicata.

Em ambiente escuro, um volume de 2,85 mL da solu¢do de radical ABTS®*" foi
acrescentado a 150 pL de cada dilui¢do. As absorbancias foram lidas apds 2 horas em
espectrofotometro a 734 nm, para o controle negativo foi utilizada metanol ao invés de extrato
e para o branco de cada uma das concentrag¢des foi utilizado metanol no lugar do reagente
ABTS®". As absorbancias foram convertidas em porcentagem da atividade antioxidante (%AA)

utilizando a Equacdo 2. Os valores foram expressos pelo célculo do ECso.

2.9 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMADOS
EXTRATOS DE LUPULO

A determinagdo da concentragdo minima inibitoria (CIM)dos extratos de lupulo LB e
LU foi realizada de acordo com metodologia proposta por Brasil (2003). Os extratos foram
testados quanto a sua acdo antimicrobiana contra as bactérias Gram- negativas Escherichia
coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Proteus mirabilis (ATCC 35659); e as bactéria Gram-positivas: Lactobacillus
casei (ATCC B6093), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Bacillus cereus (ATCC
10876). O indculo foi preparado a partir de cepas previamente reativadas (Agar Nutriente, a 37
°C durante 24 h), através do padrao de turbidez 0,5 da escala McFarland em solugao salina (0,9
%). O indculo obtido (1,5x10% UFC/ mL) foi diluido até concentracdo de 1,5x107 UFC/ mL
para posterior inocula¢do na placa de microdilui¢io (concentracio final de 1,5x10° UFC/ mL).

Foram utilizadas microplacas de fundo reto com 96 pocos, em cada pogo foi adicionado
90 pL de caldo Mueller Hinton (MH) (Kasvi, Brasil), 10 pL dos extratos nas dilui¢cdes de 10 a
90 %, e 5 uL do inoculo. As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h (Quimis, Q316MS5, Brasil).
Para a determinagao da CIM, a turbidez dos pogos foi observada e comparada com os controles
positivos (caldo MH, etanol a 49% e inoculo) e negativos (caldo MH, extratos e antibi6tico).
Os resultados foram expressos em concentragio (L mL™") de extratos de LB e LU, necessarios

para inibir o crescimento microbiano dos ensaios realizados em triplicata.
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2.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos para as determinagdes realizadas em triplicata foram expressos como
médias e desvio padrao. Os resultados serdo submetidos a analise de variancia (ANOVA) e a
comparagdo de médias realizada pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5 %,

utilizando-se o programa STATISTICA 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA EXTRACAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS TOTAIS DO LUPULO BRASILEIRO

Com base nas investigacoes do efeito da concentragdo de etanol, temperatura de extragao
e propor¢ao solido-liquido, a metodologia de supertficie de resposta (MSR) foi utilizada com o
objetivo de determinar as melhores condi¢des para a extragdo de compostos fendlicos totais
(CFT) do lupulo brasileiro (LB) e foi obtida a partir de um Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR). De modo geral, a eficiéncia da extracdo de um composto ¢ influenciada
por varios parametros, tais como temperatura, concentragao, tempo e polaridade do solvente,
entre outros, ¢ seus efeitos podem ser independentes ou interativos. A utilizacdo desta
ferramenta estatistica tem possibilitado a obtengdo otimizada de biomoléculas, que no caso
deste trabalho sdo os compostos fendlicos totais (WANG et al., 2008).

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios amplamente encontrados na natureza,
representados principalmente pelos flavonoides e 4cidos fenolicos. O crescente interesse nestas
substancias deve-se principalmente ao seu potencial antioxidante e associagdo entre 0 consumo
e a prevenc¢ao de algumas doengas (HAMINIUK et al., 2012).

Para otimizar o processo de extra¢do dos fendlicos totais do LB, a concentragdo de etanol
de 60 % (v/v), temperatura de extragdo de 50 °C, e propor¢ao solido/ liquido de 1 g/ 25 mL
foram escolhidos como condicao central do DCCR. O tempo de extracdao foi fixado em 30
minutos. Esses parametros foram escolhidos com base em estudos preliminares e dados
encontrados na literatura (WANG et al., 2008).

A Tabela 3 mostra as condi¢des experimentais e os resultados das extragdes de acordo
com o planejamento fatorial 2°. O teor maximo de compostos fendlicos (34,30 mg EAG/g de
LB) foi obtido sob os parametros experimentais do experimento de N°14. O menor teor de

compostos fenolicos (21,25 mg EAG/g de LB) foi observado para o experimento de N° 7.
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Tabela 2- Delineamento composto central rotacional de cinco-nivel, trés-variavel e uma resposta

(Compostos fenolicos totais)

X1 X2 X3 Compostos
Exper. Concentracio Temperatura de Proporc¢ao fenolicos
de etanol (%) extracio (°C) Solido/Liquido (g/X mL) totais*

1 50 (-1) 40 (-1) 20 (-1) 24,46 + 0,71
2 50 (-1) 40 (-1) 30 (+1) 33,21 + 4,46
3 50 (-1) 60 (+1) 20 (-1) 25,00 + 0,31
4 50 (-1) 60 (+1) 30 (+1) 32,52 £ 1,40
5 70 (+1) 40 (-1) 20 (-1) 24,04 £ 1.15
6 70 (+1) 40 (-1) 30 (+1) 29,61 £+ 0,85
7 70 (+1) 60 (+1) 20 (-1) 21,25+ 1,93
8 70 (+1) 60 (+1) 30 (+1) 26,69 + 2,43
9 43 (-1,68) 50 (0) 25 (0) 29,48 + 0,59
10 77 (+1,68) 50 (0) 25 (0) 26,22 + 1,16
11 60 (0) 33 (-1,68) 25 (0) 26,38 + 0,86
12 60 (0) 67 (+1,68) 25 (0) 30,46 + 2,00
13 60 (0) 50 (0) 17 (-1,68) 22,24 + 0,44
14 60 (0) 50 (0) 33 (+1,68) 34,30 + 0,75
15 60 (0) 50 (0) 25 (0) 30,05 + 2,20
16 60 (0) 50 (0) 25 (0) 30,92 + 0,33
17 60 (0) 50 (0) 25 (0) 31,20 £ 0,05
18 60 (0) 50 (0) 25 (0) 31,10 £ 0,36

*Expresso em mg/g EAG — Equivalente de acido gélico.

A andlise estatistica revelou que a varidvel que apresentou maior relevancia no

experimento (p <0,001) quanto ao conteudo de compostos fenolicos totais, foi a varidvel

correspondente a proporcao solido/ liquido (Tabela 3). O que pode ser confirmado ao observar

os resultados de compostos fendlicos totais no planejamento. O experimento de N°14 se

destacou com os valores mais altos obtidos para o contetido de fenodlicos totais foi (34,30 mg

EAG g ' de LB) com uma concentragdo 60 % de etanol, temperatura de extracio de 50 °C e

proporgcao solido/ liquido de 1 g/ 33 mL. Segudo do conjunto de variaveis N° 2 (33,21 mg EAG
g ! de LB), experimento N° 4 (32,53 mg EAG g! de LB).
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Foi observado também um maior teor de fendis a partir do conjunto de dados do
experimento de N° 14 (ponto axial + para propor¢do sélido/liquido), em comparagdo com o
conjunto de dados do ensaio N° 13 (ponto axial - para propor¢ao solido/liquido), esses valores
sugerem que o aumento da proporc¢ao solido/liquido e a diminui¢cdo da concentragao de etanol
foi mais favoravel a extracdo de compostos fendlicos. Essa tendéncia pode ser observada

também no grafico de Pareto (Figura 1).

Figura 1- Grafico de Pareto para a extragdo de compostos fendlicos totais do ltpulo brasileiro (LB) -

DCCR (R?= 0,92841).

(3)Proporgédo Solido/Liquido (g/mL)(L) .8,786-
(1)Etanol (%)(L) -3,527
Etanol (%)(Q) -3,032

Proporgéo Solido/Liquido (g/mL)(Q) -2,675

Temperatura (°C)Q) t| -2,543

p=0,05

Efeitos estimados padronizados (Valor absoluto)

O Figura 1 demonstra que as varidveis com maior efeto significativo foram a propor¢ao
solido liquido, com efeito possitivo, ou seja, quanto maior quantidade de solucdo extratora
maisor a concentracdo de CFT, ja a concentracdo de etanol teve um efeito negativo, quanto

menor a propor¢ao de etanol na solucao extratora maior o teor de CFT.
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Tabela 3 - Coeficientes de regressdo do modelo polinomial para a extragdo de compostos fenolicos

totais do lapulo brasileiro (LB)*

Coeficiente Erro
Variaveis Valor t Valor p
estimado padrao
bo 30,86776 0,751050 41,09 <0,0001
by -2,79709 0,814126 -3,43 0,0088
b3 6,96685 0,814126 8,55 <0,0001
b -2,49815 0,845933 -2,95 0,0183
b2 -2,09563 0,845933 -2,47 0,0382
b33 -2,20433 0,845933 -2,60 0,0313

?Foram incluidas apenas variaveis com p <0,05.

A andlise de regressdo multipla foi realizada nos dados experimentais e os coeficientes
do modelo foram avaliados quanto a significdncia com o teste t de Student. Dentre os
coeficientes lineares apenas o da temperatura de extracdo nao foi significativo (p>0,05), desta
forma eliminado da equagdo, os demais coeficientes lineares foram significativos (p<0,05).
Todos os coeficientes de interacdo foram eliminados na equacao, pois seus efeitos nao foram
significativos (p>0,05). Os valores dos coeficientes sdo apresentados na Tabela 3. O coeficiente
de determinag¢io (R?) do modelo foi 0,9284, indicando que o modelo representou
adequadamente a relacdo real entre os parametros escolhidos. Desprezando os termos nao

significativos, a equacao preditiva final obtida ¢ a seguinte (Equagao 3):

Y =30,86776 - 2,79709x; + 6,96685x; - 2,49815x7 - 2,09563 x3 - 2,20433x2 (3)

Para determinar niveis 6timos das variaveis para a extracdo de compostos fenolicos do
lupulo brasileiro (LB), foram construidos graficos tridimensionais de superficie de resposta
para a Equacdo 3. A Figura 2 (a) mostra o efeito da concentragdo de etanol e temperatura na
extracao para o teor de compostos fendlicos. O conteudo fendlico total aumentou com a
diminui¢do da concentragdo de etanol a uma dada temperatura de extragao e quase alcangou um
pico de extracdo na menor concentracdo de etanol testada. De acordo com alguns autores o
solvente utilizado na extracdo ¢ um fator determinante para a eficécia do processo de extragao
de compostos fendlicos e flavonoides, os mesmos relatam que a mistura de alcool etilico e agua
para a extracdo destes compostos presentes em matrizes sélidas, torna-se uma 6tima opgao, pois

a presenca da 4gua aumenta a permeabilidade do tecido celular, e assim auxiliar na transferéncia
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de massa por difusdo molecular, bem como na recuperagdo dos compostos bioativos soluveis
em agua. A utilizagdo de solventes com diferentes polaridades também possibilita a extragao
de compostos polares (agua) ou apolares (alcool etilico). Desta forma, ao utilizar uma solugao
extratora hidroalcoolica ¢ possivel extrair tanto compostos mais polares quanto os menos
polares, significando vantagem na extracdo (SALDANHA, 2005; CHAICOUSKI et al., 2014).
Para a temperatura, quando aumentada em uma concentragdo fixa de etanol, ocorreu um
pequeno aumento no teor fendlico total, atingindo um maéximo na temperatura de extragdao

préxima ao ponto central.

Figura 2-

a - Grafico de superficie de resposta mostrando o efeito da concentragido de etanol (%) e temperatura de
extragdo (°C) sobre o teor de compostos fenolicos totais do Iupulo brasileiro (LB). A proporcdo de
solido/ liquido de extracdo € constante ao nivel zero, 1 g/ 25 mL;

b - Grafico de superficie de resposta mostrando o efeito da concentragdo de etanol (%) e propor¢ao de
solido/liquido sobre o teor de compostos fenodlicos totais do lupulo brasileiro (LB). A temperatura de
extracdo (°C) ¢é constante ao nivel zero, 50 °C;

¢ - Grafico de superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura de extragcdo (°C) em relagdo a
proporcao de solido/liquido sobre o teor de compostos fendlicos totais do lipulo brasileiro (LB). A

concentracao de etanol (%) € constante ao nivel zero, 60 %
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O efeito da concentracdo de etanol e da proporcao de solido/ liquido estdo expostos na
Figura 2 (b). A figura demonstra que o total de compostos fendlicos, aumentou
significativamente com o aumento do volume de solugdo extratora e em menores concentragdes
de etanol, proximo a 50%, extraindo assim todas as classes de fendlicos, polares e apolares,
utilizando uma temperatura fixa de extragao de 50 °C. A Figura 2 (c) reflete o efeito da
temperatura de extragdo e proporcao solido/liquido na extracdo de compostos fenolicos totais
do lapulo brasileiro (LB). Revelando que ocorreu um aumento de fenodlicos com a temperatura
de extra¢do proxima ao ponto central e a maior propor¢ao solido/liquido avaliada, para uma
concentracao de etanol fixa de 60 %.

As condigdes Otimas foram determinadas através da andlise estatistica (STATISTICA
7.0), sendo essas as seguintes: concentragdo de etanol, 49 %; temperatura de extracdo, 52 °C; e

a proporcao de so6lido/ liquido de 1 g para 34 mL de solugdo extratora em um tempo de extracao
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fixo de 30 min (Tabela 4). A melhor resposta testada no planejamento foi de 34,30 mg EAG/g
de lupulo brasileiro (LB). Para obter o melhor resultado foi realizada a extragdo utilizando os
pontos 6timos, gerando um valor médio de 33,93 + 0,67 mg GAE/g de lupulo brasileiro (LB)
(n = 3). A relagdo entre os valores dos experimentos encontrados e os preditos pelo modelo,

mostraram que as condi¢des 6timas obtidas refletir a realidade dentre os parametros testados.

Tabela 4 - Valores 6timos para as trés variaveis testadas no delineamento composto central rotacional.

Variaveis Valores
Concentragao de etanol (%) 49
Temperatura de extragdo (°C) 52
Propor¢ao sélido/ liquido (g/ X mL) 34

3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

O maior grupo de compostos bioativos é representado pelos compostos fendlicos, do qual,
os flavonoides (antocianinas, flavondis e flavonois, entre outros), acidos fenolicos, estilbenos e
taninos sdo classificados como subgrupos. Para quantificacdo do teor de flavonoides totais em
frutas e vegetais, o método mais utilizado baseia-se na determinacdo espectrofotométrica do
complexo formado entre os flavonoides da matriz e cloreto de aluminio (AICl3). No presente
estudo, foi avaliado o teor de flavonoides total para as amostras com base no complexo
formado, flavonoide-AICI3 (FERNANDES et al., 2012).

Foram utilizados os pontos 6timos determinados pelo planejamento (DCCR), ou seja,
mistura dos solventes, alcool etilico e agua, na concentragdo 49:51 (v/v), respectivamente,
temperatura de extracdo de 52 °C e proporcao solido: liquido de 1:34 (m/v). Os resultados do
processo de extracdo dos compostos fendlicos totais (CFT) e teor de flavonoides totais (TFT)

para os lupulos LB e LU, podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Analise de compostos bioativos.

Analises LB LU
Compostos fenolicos™ 33,93 + 0,67° 27,31 + 0,98°
Flavonoides** 54,47 + 0,10° 52,94 + 0,69°

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.
*Expresso em mg EAG (Equivalente de acido gélico) g, ** Expresso em mg EQ (Equivalente de

quercetina) g .

Ao observar os resultados obtidos para a analise de flavonoides na Tabela 5 ¢ possivel
afirmar que houve diferenga estatistica entre a amostra de lapulo LB e LU ao nivel de 95 % de
significancia. O lipulo LB apresentou o maior teor de flavonoides em base seca, seguido da
amostra. O mesmo ocorreu para o teor de CFT nos extratos que apresentaram diferenca
significativa entre os lipulos cultivados em lugares diferentes.

O fato da concentragdi de CFT ser menor que o TFT, deve-se aos métodos ultilizados que
sdo diferentes e as curvas padrdes equivalentes, visto que para TFT o padrdo equivamente
utilizado ¢ a quercetina um dos compostos quantificados como majoritdrio nos lipulos
estudados.

A diferenga entre os resultados para a analise de teor de CFT e flavonoides, dos lupulos
produzidos em paises diferentes deve-se provavelmente as condi¢Oes climaticas e composicao
do solo onde foram cultivadas. Deve-se levar em consideragao também o fato da amostra LB
ter sido coletada in natura, e preparada laboratorialmente para as analises, ja a amostra LU ¢
uma amostra comercial, desta forma os parametros de preparo das amostras foram diferentes,
podendo influenciar no teor de compostos bioativos presentes nas mesmas.

Estudo conduzido por Wang et al., (2014) com cones de lupulo da variedade Tsingdao
coletada do municipio de Yumen, na provincia de Gansu na China, relatou uma alta quantidade
de compostos fendlicos (CF = 887 mg CFs/g de lupulo) no extrato de lupulo. O alto teor de CF
relatado neste estudo deve-se ao processo de preparacdo da amostra, a variedade e a regido de
crescimento, além da andlise de determinagao ter sido realizada por HPLC, uma técnica mais
sensivel.

Kahkonen et al. (1999), utilizando um método de extracdo semelhante ao presente
trabalho, relataram CFT de 23 + 08 mg EAG g! de lipulo, embora a variedade de lapulo nio

tenha sido mencionada.
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Kowalczyk et al. (2013) relataram valores para variedades de lipulo Magnum e Marynka
de CFT entre 44,22 + 3,48 a 73,49 + 4,03 mg EAG g ! de ltipulo e de TFT entre 5,86 £ 0,59 a
16,54 + 0,63 mg EQ g! de ltpulo. A concentracio de flavonoides totais observada no presente
estudo para LB foi superior aos valores reportados por Kowalczyk et al. (2013) e observados

para LU, demonstrando que o lapulo brasileiro ¢ tao rico em flavonoides quanto a variedade de

lupulo em Cascade dos EUA.

3.3 ESPECTROSCOPIA INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

Os espectros no infravermelho dos extratos de lupulo sdo mostrados na Figura 3,

utilizando uma relacdo entre a transmitancia de radiacdo pelo numero de onda. O espectro do

LB ¢ claramente semelhante ao do LU.

Figura 3- Espectros FT-IR (Fourier transform infrared spectroscopy) dos extratos de lupulo brasileiro
(LB) e dos EUA (LU)
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Ambos os espectros, LB e LU, contém uma banda de absorgdo entre 3100 e 3500 cm™!, o
que corresponde a vibragao dos grupamentos O-H atribuidos a presenca de fenois que formaram
ligacdes de hidrogénio (formagdo de dimeros e poli associados) ou dos solventes da extragao,
alcool etilico e d4gua (SCHULZ e BARANSKA, 2007). O espectro mostra duas faixas de
absorcdo entre 2850 e 3000 cm™ que correspondem as ligagdes de C-H dos compostos com
presenca dos grupos CH> e CH3 (LU set al., 2011; SCHULZ e BARANSKA, 2007). A banda
de transmitincia seguinte a 1650 cm’! corresponde a vibragdo estimada dos compostos

aromaticos (C-C), enquanto que as bandas de transmitancia proximas a 1390 cm™ podem estar
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relacionadas com a presenca de grupamentos C=O, clorofila e dos compostos fendlicos

(SCHULZ e BARANSKA, 2007). Em 1088 e 1050 cm, pode-se observar duas bandas

referentes ao -C-O- para fenois, enquanto a banda de 870 cm’!

¢ referente a frequéncia
vibracional dos grupos CH2OH de carboidratos. O niimero dessas bandas e suas intensidades
dependem dos compostos presentes na amostra ¢ da substitui¢do dos anéis aromaticos
(MORDECHAI et al., 2001). A presenca de uma banda larga entre 3100 e 3500 cm™! e as bandas
dentro de 1100-1300 cm™! pode indicar que as amostras possuem o grupo carboxilico presente
em compostos de fendlicos (CESLOVA et al., 2009). Pode-se observar também que a
intensidade das bandas caracteristicas da presenga de compostos fenolicos sdo diferentes para
as amostras, podendo estar relacionado com o maior teor de CFT identificado em LB.

A partir dos espectros FTIR das amostras de extratos dos lupulos testados, sugere-se que
os extrato LB contém os mesmos compostos que o LU, pois apresentaram espectros de
transmitancia muito semelhantes. As amostras contém derivados de flavonoides e compostos
fendlicos. Estes derivados podem incluir xantohumol (XH), isoxantohumol (IXH) e outros
derivados (CESLOVA et al., 2009). Com base em estudo semelhante realizado por Masek et
al., (2014) com extrato de lupulo obtido por extracdo com fluido supercritico, observou-se que
os perfis de absorcdo no espectro FTIR dos extratos do presente trabalho, apresentam

conformidade com os dados relatados na literatura.

3.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO
LUPULO POR LC/ESI MS/MS

A Tabela 6 mostra a identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos encontrados
nos extratos hidroalcoodlicos dos ltipulos liquido e seco. Foram identificados na fase liquida dos
extratos 15 compostos em LUL e 16 em LBL e entre estes 11 foram quantificados em ambas
as amostras. Na fase seca dos extratos 18 compostos fendlicos foram identificados e 12 foram
quantificados LUS. Por outro lado, 20 compostos foram identificados e 14 foram quantificados
em LBS.

Os principais compostos fenolicos encontrados em todos os extratos foram isoquercetina
seguida de quercetina. As fases liquida e seca dos extratos apresentaram composi¢des
semelhantes, entretanto, os extratos de lupulo brasileiro (LB) apresentaram alguns compostos
fenolicos que ndo foram observados no lupulo dos EUA (LU), como o &cido cindmico e o acido
p-anisico. Além disso, o lipulo brasileiro apresentou maior concentragdo para a maioria dos

compostos identificados.
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Quercetina, canferol e catequina em extratos de lupulo da variedade Galena foram
encontrados em estudos realizados por Aron e et al., (2012). Por outro lado, Farag et al., (2012)
relataram rutina, isoquercetina, malonato de isoquercetina, astragalina, malonato de astragalina,
entre outros flavonoides para o extrato de lapulo da variedade Hallertau Hallertauer Tradition,
da Alemanha.

Jelinek et al. (2014) relataram compostos de catequina, epicatequina e acido feralico para
o lupulo da variedade Vital e Saaz. Os mesmos autores identificaram acido protocatecuico,
acido p-hidroxibenzoéico, acido vanilico, rutina, acido elagico, quercetina, acido galico,
catequina, acido siringeo, epicatequina, cumarina, acido p-cumarico, acido trams-cinadmico,
naringenina, acido gentisico, acido cafeico, e acido fertlico para as variedades Agnus, Bor,
Harmonie, Premiant, Rubin, Sladek e Saaz da Republica Checa (JELfNEK et al., 2010). No
presente trabalho a maioria destes compostos também foram encontrados no lapulo da
variedade Cascade e esta ¢ a primeira vez que estes sdo relatados na literatura, LB e LU (Tabela

6).
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Tabela 6- Perfil fenolico de extratos liquidos e secos de lupulo da variedade Cascade produzidos no

Brasil (LBL / LBS) e nos EUA (LUL / LUS) da forma liquida e seca respectivamente

Compostos Estrutura LUL (mg LBL (mg LUS (mg LBS (mg 100
Fenolicos quimica 100 mL") 100 mL) 100 g g
Acido 4- Ox-OH
aminobenzoico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
NH
Acido
0,01 £0,01  0,03+0,00 0,03 +£0,02 0,27 0,00
salicilico
Acido
- - - <LOQ
cindmico
Acido p-
- <LOQ - <LOQ
anisico
0
ACidO HO. OH
; <LOQ <LOQ <LOQ
mandélico
O
o H
Vanilina - - <LOQ 0,11 +0,01
HO
OCH;
0
ACidO OH
. 0,10+0,00 0,27 +£0,02 0,92 £0,01 1,46 0,09
Protocatecuico Ho
OH
Acido p-
. 0,04 0,00 0,08 +0,00 0,48 = 0,06 0,53 £ 0,06
cumarico
0
. » OH
Acido vanilico Q/M\ <LOQ 0,17 £ 0,07 0,56 + 0,07 1,32 +0,10




Acido galico

Acido cafeico

Acido. fertlico

Acido

siringico

Aromadendrin

Catequina

Quercetina

Taxifolina

Acido

Clorogénico

Isoquercetina

0,01 £ 0,00

0,12+0,03

0,09+ 0,01

0,00 = 0,00

<LOQ

2,38 £0,20

<LOQ

0,11 +0,00

10,28 +
0,10

0,44 +0,01

0,09 +0,01

0,01 0,00

<LOQ

8,24 + 0,56

<LOQ

0,07 = 0,02

30,64 £2,16

0,89 £ 0,01

<LOQ

3,84+ 1,98

0,83 +0,14

0,02 + 0,00

<LOQ

2,63 £ 0,60

<LOQ

0,56 0,17

49,02 £2,11

71

0,72 + 0,01

0,03 £0,00

5,07+2,13

0,34 £ 0,11

0,03 0,00

<LOQ

16,56 £2,01

<LOQ

0,39 £ 0,02

97,17 +4,58



72

OH
HO

Rutina 7 ‘2:0;— 0,12+0,02 0,31 +£0,08 0,43 +0,17 0,33 +£0,02
on Of

QHOH
OH oH H

LOQ = limite de quantificagdo

3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (DPPH® E ABTS*")

A capacidade antioxidante de LB e LU avaliadas pelos métodos DPPH® ¢ ABTS®*"
apresentou diferenga estatistica em ambos os testes. Os valores de ECso utilizando ABTS®**
foram 21,29 + 1,36 uL mL"' e 23,65+ 0,52 pL mL! para LB e LU, respectivamente, enquanto
foram de 3,91 £0,17 pL mL! ¢ 5,79 + 0,05 uL mL!, respectivamente, para DPPH®. A amostra
de LB apresentou maior atividade antioxidante quando comparada a LU. Isso pode estar
relacionado ao maior contetdo de CFT e TFT encontrados em LB, uma vez que esses
compostos possuem uma atividade antioxidante conhecida. Além disso, deve-se notar que LB
¢ uma amostra in natura ¢ LU na forma de pellets.

Kowalczyk et al. (2013) relataram que durante o processamento para a produgdo de
pellets os lupulos sdo expostos a temperaturas superiores a 55 °C e ao ar. Nestas condigoes,
alguns compostos fenolicos podem ser degradados. No entanto, alguns estudos indicaram que
o processo de peletizagdo ndo teve efeito significativo sobre a agdo antioxidante
(KOWALCZYK et al., 2013; KROFTA et al., 2008). Portanto, ¢ provavel que a diferenca
relacionada no presente estudo se deva principalmente ao local de cultivo e ndo ao
processamento das amostras.

A atividade antioxidante de extratos de panta estd realicionada os compostos presente e
com sua estrutura fenolica. Os acidos fenodlicos, flavonoides e uma variedade de outros
compostos polifendlicos, com um ou mais grupos hidroxila conjugados a um grupo
hidrocarboneto aromatico, fornece sua atividade antioxidante, que pode ser maior ou menor
dependendo da posicao e nimero de grupos hidroxila (SCHROETER et al., 2002). A atividade
antioxidante in vitro do lupulo da variedade Cascade ainda nao foi relatada na literatura. A alta
atividade antioxidante encontrada nos extratos de lapulo (LB e LU) neste estudo deve-se a
presenca de grande quantidade de compostos fenolicos (flavonoides e 4cidos fenolicos)
identificados nos extratos de lipulo. Isoquercetina e quercetina foram os principais compostos
flavonoides observados nos extratos, que sdo conhecidos por seu alto poder antioxidante

(KARABIN et al., 2015; SCHROETER et al., 2002).
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Os flavonoides quercetina e isoquercetina, compostos majoritarios determinados nas
amostras deste estudo, possuem estrutura com multiplas hidroxilas e ramificagdes, ideais para
sequestro de radicais, tendo assim uma acdo antioxidante efetiva detectada pelos testes DPPH*®
e ABTS®*" (VONGSAK et al., 2013 HAMINIUK et al., 2012; HARBORNE, 1979). Tem sido
relatado que compostos fendlicos (acido salicilico, acido protocatecuico, acido p-cumarico,
acido cafeico, acido fertlico, acido siringico, acido clorogénico) e flavonoides, como catequina,
proantocianidinas, flavonois (quercetina, kaempferol, miricetina, rutina), flavanonas
(naringenina), flavonoides glicosilados e prenilflavonois (xantumol), encontrados no lupulo,
tém estrutura quimica que favorece diretamente a atividade antioxidante em uma ampla
variedade de amostras de lupulo (MONGELLI et al., 2016; KARABIN et al., 2015; MASEK
etal., 2014; TRONINA et al., 2013; CESLOVA et al., 2009).

3.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS
EXTRATOS DE LUPULO

Os extratos LB e LU ndo apresentaram atividade inibitoria contra as bactérias Gram-
negativas E. coli, S. thyphimurium e P. aeruginosa. Porém, ambas as amostras apresentaram
capacidade de inibir o crescimento dos micro-organismos patogénicos Gram-positivos S.
aureus e B. cereus, na menor concentragio avaliada (100 uL mL™!) e para o P. mirabilis Gram-
negativo, a CIM foi de 300 uL mL™ !, sendo essas bactérias de importincia em alimentos,
devendo ser prevenida a sua contaminagdo e crecimento.

Teuber e Schmalreck (1973) demonstraram que a regido lipofilica da membrana celular
representa o local alvo para agdo antibacteriana de compostos de lupulo, tais como
prenilflavondides, flavonoides, humulonas (o-acidos) e lupulonas (B-4cidos).
Consequentemente, as propriedades antibidticas mostraram-se dependentes principalmente das
partes hidrofobicas das moléculas, demostrando assim a maior atividade dos compostos dos
lupulo para bactérias Gram positivas que possuem parede celular mais lipofilica (SILVA;
FARIA, 2008; GERHAUSER, 2005; TEUBER; SCHMALRECK, 1973).

Trabalhos anteriores atribuiram a atividade antimicrobiana aos compostos de ocorréncia
natural no lupulo, como os humulones (a-acidos) e lupulones (B-acidos) contra bactérias Gram-
positivas. Assim, a atividade antimicrobiana observada neste estudo pode estar associada a estes
compostos além de compostos fenolicos e flavonoides, que podem fornecer uma agao sinérgica
ou aditiva contra os microrganismos testados (Gerhéduser, 2005; Zanoli & Zavatti, 2008;

Karabin et al., 2015).
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Tem sido relatado o potencial de muitos flavonoides presentes no lupulo para a inibi¢do
de microrganismos patogé€nicos, como o Staphylococcus aureus. Mizobuchi e Sato (1984)
investigaram o potencial de varios flavonoides do Iupulo para inibir o crescimento de S. aureus,
um patdégeno Gram-positivo, em comparagdo com FE. coli, um patdégeno Gram-negativo,
relatando a inibicdo de S. aureus para xantumol (prenilflavonols) e 6-prenilnaringenin (CIM de
17,7 uM e 18,4 uM, respectivamente), ao passo que nenhum dos compostos inibiu a E. coli.
Xu; Lee (2001) relataram que a miricetina, presente no lupulo, inibiu o crescimento das
bactérias Klebsiella pneumoniae, S. aureus e Burkholderia cepacia (forma MIC de 64 a 256

mg mL™1).
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4, CONCLUSAO

O DCCR mostrou-se uma ferramenta util para obter as condigdes 6timas para a extragao
de CFT de Humulus lupulus L. cultivado no Brasil. Os resultados obtidos na analise de CFT,
TFT e atividade antioxidante in vitro mostraram que as amostras de lupulo cultivadas no Brasil
sdo diferentes das produzidas nos EUA, com destaque para a amostra de LB, que apresentou
maior teor de compostos bioativos (CFT e TFT) e capacidade maior antioxidante. Isoquercetina
e quercetina foram os principais compostos fenolicos em todos os extratos de lupulo estudados.
Os extratos de lupulo foram eficientes na inibicdo de S. aureus, B. cereus e P. mirabilis. Esta
acao pode estar relacionada aos lupulones e humulones, bem como aos flavonoides presentes
no lapulo, sugerindo estudos para observar o efeito sinérgico ou aditivo desses compostos.
Portanto, extratos de Iupulo brasileiros apresentam atividades antioxidante e antimicrobiana,
possuindo potencial para a aplicagdo em alimentos como aditivo naturai, com a finalidade de

preservagdo oxidativa e microbiana em alimentos.
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RESUMO

Este estudo apresenta uma avaliagdo abrangente para os lupulos (Humulus lupulus L.)
produzidos no Brasil (LB) e EUA (LU) da variedade Cascade. A composicao fisico-quimica e
o perfil fenodlico por LC-ESI-MS / MS do LB e LU foram determinados. A caracterizagao
quimica dos 6leos essenciais do lapulo brasileiro (OLB) e americano (OLU) por GC MS / MS,
e a atividade antioxidante (DPPH e ABTS) do OLB e OLU e os extratos de lupulo (ELB e
ELU), também foram estudados. Os compostos fendlicos quantificados em LB e LU foram
4cido protocatecuico (11,39 + 1,04 mg 100 g ' e 4,18 £ 0,17 mg 10071), isoquercitrina (4,90 +
0,28 mg 100g ~'e 2,44 £ 0,16 mg 100 g '), e 4cido ferulico (4,48 £0,08 mg 100 g 'e 1,45+
0,62 mg 100 g ') para LB e LU, respectivamente. O trans-p-farneseno (20,60%), p-selineno
(18,78%), mirceno (16,57%) e a-selineno (16,22%) foram os principais compostos encontrados
no 6leo essencial de LB (OLB). Por outro lado, a-humuleno (35,35%), mirceno (22,35%), p-
cariofileno (12,81%) e trans-B-farneseno (10,59%) foram os principais compostos encontrados
no 6leo essencial da LU (OLU). Os extratos de ELB e ELU apresentaram maior atividade
antioxidante quando comparados ao OLB e OLU. As amostras apresentaram composi¢ao
fisico-quimica semelhante ao relatado na literatura e boa eficiente eliminagao de radicais livres,
provavelmente por ser uma fonte rica de compostos bioativos, principalmente de acido
protocatecuico, isoquercitrina e acido ferulico, conhecidos pela sua acao antioxidante. Assim,

podendo melhorar a qualidade de outros produtos alimentares além da cerveja.

Palavras-chave: Composi¢do; Lupulo brasileiro; Oleo essencial; Atividade antioxidante;

Compostos fenolicos.
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ABSTRACT

This study presents a comprehensive evaluation for hop (Humulus lupulus) produced in Brazil
(BH) and USA (UH) of Cascade variety. The physicochemical composition and phenolic
profile by LC-ESI-MS/MS of the BH and UH were determined. The chemical characterization
of the essential oils of the Brazilian (BHO) and American (UHO) hops by GC MS/MS, and the
antioxidant activity (DPPH and ABTS) of the BHO and UHO and the extracts of hops (BHE
and UHE), were also studied. The phenolic compounds quantified in BH and UH were
protocatechuic acid (11.39 £ 1.04 mg 100 g ' and 4.18 + 0.17 mg 100 }), isoquercitrin (4.90 +
0.28 mg 100g ' and 2.44 +0.16 mg 100 g~ '), and ferulic acid (4.48 + 0.08 mg 100 g ! and
1.45 £ 0.62 mg 100 g ') for BH and UH, respectively. The trans-B-farnesene (20.60%), -
selinene (18.78%), mirceno (16.57%) and a-selinene (16.22%) were the main compounds found
in the BH essential oil (BHO). On the other hand, a-humulene (35.35%), mirceno (22.35%), -
cariofileno (12.81%) and trans-B-farnesene (10.59%) were the major compounds found in UH
essential oil (UHO). The BHE extracts and UHE showed higher antioxidant activity when
compared to BHO and UHO. The samples showed are good physicochemical composition and
a efficient radical scavenging, probably for being a rich source of bioactive compounds, mainly
of protocatechuic acid, isoquercitrin and ferulic acid known for antioxidant action. Thus

mayenhance the quality of beer and other products foodstuffs.

Keywords: Composition; Brazilian hops; Essential oils; Antioxidant Activity; Phenolic

Compounds.
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1. INTRODUCAO

O lupulo (Humulus lupulus L.) ¢ amplamente utilizado na industria da cerveja em todo
o mundo para dar amargor ¢ aroma, contribuindo também para a vida util da cerveja. O principal
uso para a produgdo de lupulo mundial ¢ para fabricagdo de cerveja (98%), mas o uso da planta
em medicamentos, como para alivio de sintomas leves de estresse mental, insonia e tratamento
para irritabilidade, perturbacdes do humor (inquietacao, ansiedade) e distarbios do sono, tem
crescido (KOWALCZYK et al., 2013; ZANOLI; ZAVATTI, 2008). As glandulas de lupulina
sdo as principais responsaveis pelas caracteristicas do lupulo e sdo produzidas apenas por
inflorescéncias femininas (MONGELLI et al., 2015; KAVALIER et al., 2011; ZANOLI;
ZAVATTI, 2008).

O crescimento adequado do lupulo depende da localizagdo da cultivo e das condigdes
climaticas. O lapulo ¢ uma cultura de climas frios e os maiores produtores sdo EUA, Franca e
Alemanha que estdo localizados no hemisfério norte. No Brasil, como o clima ¢ bastante
desfavoravel para o cultivo do lapulo, € necessdrio importar o produto da Europa e EUA
(PRIEST & STEWART, 2006; ROBERTS, ¢ WILSON, 2006). Muitas variedades diferentes
de lupulo H. lupulus sdo usadas pelas cervejarias por causa de suas caracteristicas aromaticas
unicas. A variedade Cascade foi desenvolvida no Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) em 1956, foi liberada para cultivo em 1971 e tem sido usada comercialmente
desde 1976 (Mongelli et al. 2015). O relatorio estatistico Hop Growers of America informa que
em 2017 a producao de lupulo da Cascade nos EUA foi de 6180 toneladas.

Algumas tentativas de produzir lapulo no Brasil foram feitas recentemente. Embora a
maioria das iniciativas para o cultivo de lipulo no Brasil ndo tenha alcan¢ado bons resultados,
foi bem sucedida, no municipio de Sao Bento do Sapucai (Sdo Paulo, Brasil). O “lapulo
Mantiqueira”, que ¢ uma referéncia a Serra da Mantiqueira, regido onde foi cultivado pela
primeira vez, foi produzido na “Frutopia farm”. Cerca de 2000 kg de lapulo da variedade
Cascade foram produzidos através deste projeto pioneiro em 2016. A producao atual de acordo
com o produtor ¢ de cerca de 8000 kg por ano, provenientes de 950 plantas. O planta brasileira
¢ toda destinada a cervejaria Baden, ainda em flor, que produz o Baden Mérzen, um tipo de
cerveja origindria da Bavaria que ¢ considerada especial por ser produzida com lapulo 100%
brasileiro. Essa iniciativa € inovadora, tem a perspectiva de incentivar a produgao de lupulo no
Brasil, ja que até entdo todos os lupulos utilizados no Brasil eram importados na forma de

pellets.
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Os lupulos sdo ricos em compostos fenolicos como catequina, epicatequina, acido
ferulico, acido protocatecoico, acido 4-hidroxibenzoico, acido vanilico, acido galico, p-
cumarico, acido trans-cinamico, acido gentisico, acido galico e acido elagico, rutina, morina,
quercetina, acido siringeco, cumarina, naringenina e prenilflavondides (por exemplo,
xanthohumol) (FARAG; PORZET, 2012; KAVALIER et al., 2011; ZANOLI; ZAVATTI,
2008; MONGELLI et al., 2015; JELINEK ET AL., 2014; ARON et al 2012). Jelinek et al.,
(2010) relata que o lapulo € rico em terpenos proveniente dos 6leos essenciais, como mirceno,
a-humuleno, trans-B-farneseno e fB-cariofileno (MONGELLI et al., 2015; MONGELLI et al.,
2016; FARAG; PORZET, 2012). A alta concentra¢ao de compostos fenolicos, principalmente
os flavonoides, ¢ responsavel por uma alta atividade antioxidante relatada na literatura para o
lupulo. Estes compostos tém efeitos benéficos na saude humana e na prevencao de doengas
(FARAG; PORZET, 2012).

Embora o lupulo seja uma matriz bem estudada, a sua ampla variedade torna dificil a
caracterizacdo sistematica de todas as variedades, ndo sendo encontradas na literatura
informacdes detalhadas sobre a composi¢do quimica do lupulo em Cascate produzido no Brasil
e nos EUA, apenas a composi¢ao do 6leo essencial produzido nos EUA para esta variedade ¢
relatado.

Assim, o presente estudo tem como objetivo caracterizar o lipulo produzido no Brasil
(LB) e o comercial produzido nos EUA (LU) da variedade Cascade, através das analises de
composi¢do fisico-quimica por métodos classicos, identificagdo e quantificagdo de compostos
fenolicos por LC-ESI-MS/MS, extrair por arraste de vapor dos 6leos essenciais do lapulo
brasileiro (OLB) e dos EUA (OLU), determinar a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais por

CG MS/MS e obter a atividade antioxidante para todas as amostras.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O lupulo (Humulus lupulus 1.) da variedade Cascade e de origem brasileira (LB),
utilizado neste estudo, foi gentilmente doado pela empresa Brasil Kirin (Itu, Sao Paulo).

As amostras foram cultivadas entre os meses de outubro de 2015 e abril de 2016 na cidade
de Sao Bento do Sapucai, Sao Paulo, Brasil, com localizacao geografica de coordenadas
22°37'32.3"S 45°34'54.0"W, colhida na primeira semana de abril de 2016. As amostras de
lupulo foram armazenadas a vacuo, a -20 °C e ao abrigo da luz, até o envio para o Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina (CCA/UFSC), Florianopolis —
SC. As amostras recebidas foram liofilizadas (JJ Cientifica, modelo LJJ02, Brasil) a -52 °C e
0,381 mmHg de vacuo por 24 horas e em seguida triturada em moinho de facas (Quimis, modelo
Q298A21, Brasil) e armazenadas em embalagem de polietileno, ao abrigo da luz a -20 °C, até
a realizacdo dos experimentos.

A amostra de lapulo (Humulus lupulus L.) da variedade Cascade proveniente dos EUA
(LU), foi gentilmente cedida pela empresa de insumos para producdo de cervejas Brewtime
(Sao José dos Campos, Sdo Paulo) e armazenado em condi¢des iguais da amostra de LB.

Os reagentes ABTS e DPPH utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, St
Louis, EUA). Todos os padrdes utilizados foram obtidos da Sigma Aldrich (St Louis, EUA) e

outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS LUPULOS

Para a caracterizagdo fisico-quimica das amostras de lapulo LB e LU, foram realizadas as
analises de determinacao de umidade; proteinas por micro-Kjeldahl; cinzas; fibras brutas; teor
de lipidios por extragdo em Soxhlet; e carboidrato por diferenga, reduzindo de 100 % o teor de
umidade, cinza, lipidios e proteinas. Todas as determina¢des foram realizadas em triplicata

(AOAC, 1995; BRASIL, 2003).

2.2.1 Teor de umidade


http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
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Para a determinacdo do teor de umidade, foram pesadas aproximadamente 5 g para cada
lupulo LB e LU. As amostras foram acondicionadas em cadinhos de porcelana devidadente
limpos e secos.

O procedimento foi realizado por dessecacao em estufa a 105 °C, no qual as amostras
foram submetidas ao aquecimento por 3 horas e ap6s este periodo foram resfriadas e pesadas.
As etapas de aquecimento, resfriamento e pesagem foram repetidas até peso constante e o teor

de umidade foi calculado pela diferenca de massa da amostra imida e apos a secagem (AOAC,

1995).

2.2.2 Cinzas totais

Para determinacao de cinzas uma massa conhecida das amostras foi acondicionada em
cadinhos de porcelana previamente secos ¢ pesados € em seguida submetidas a incineragdo em
forno mufla a 550 °C por 6 horas. Apods este periodo as amostras foram resfriadas até
temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) em dessecador e em seguida foram pesadas e

o teor de cinzas foi calculado, por diferenga de massa (AOAC, 1995).

2.2.3 Lipideos totais

O teor de lipideos totais foi determinado por extracdo sob refluxo, em aparelho
determinador de gordura Modelo TE-044-8/50 da marca Tecnal (Piracicaba — SP). O solvente
utilizado foi o éter de petrdleo. Os frascos do aparelho foram limpos, secos e pesados.

Foram pesados aproximadamente 2 g para cada lipulo LB e LU previamente triturada foi
acondicionada em cartucho de celulose e submetidos a extracdo por submersao em solvente a
90 °C. por 1 horas. Apo6s este periodo os cartuchos com amostra foram elevados no equipamento
e procedeu-se a extragdo por gotejamento por mais 30 minutos. Em seguida o solvente foi
separado da mistura 6leo/ solvente no proprio equipamento e apds os frascos foram submetidos
a secagem em estufa para total evaporacdo do solvente (60 °C) e logo apds resfriados em

dessecador e pesados para o calculo (AOAC, 1995).

2.2.4 Proteinas totais
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A determinacdo do teor de proteinas totais foi realizada segundo o método de Kjeldahl
classico, seguindo as etapas: digestdo, destilagdo e titulacdo. Aproximadamente 0,2 g para cada
lupulo LB e LU foi pesada em papel manteiga e transferido para o frasco de Kjeldahl junto com
10 mL de 4cido sulftrico e 2,5 g de mistura catalitica (Sulfato de cobre anidro e sulfato de
sodio, na proporg¢do 1:10).

Para a digestdo as amostras foram aquecidas em bloco digestor gradativamente em capela
de exaustao até atingir 400 °C e permaneceu por 4 horas, até¢ que o conteudo do frasco ficasse
limpido e transparente (azul ou verde claro) e ndo fosse mais observado desprendimento de
gases. Apos o processo de digestdo, as amostras foram resfriadas e prosseguiu com a etapa de
destilacdo. Nesta etapa a amostra ¢ destilada na presenca de hidréxido de sddio concentrado (50
% m/v). Com a adi¢@o do hidroxido de sodio o sal amoniacal (sulfato de amonia (NH4)2SO4)
reage formando amonia volatil (NH3), com o aquecimento indireto a amdnia volatilizada ¢
coletada em uma solu¢do de acido borico 4 % (m/v) na presenga de indicador misto (vermelho
de metila + verde de bromocresol em solugdo alcoolica). Na etapa seguinte a amostra foi titulada
com &cido cloridrico (HCI1) 0,1 N. O volume gasto na titulagdo foi utilizado para o célculo do

teor de proteina, utilizando a Equagao 3.

(V x f X F x 0,14007) (1)
P

Teor de proteina (%) =

Onde V' ¢ o volume gasto de acido cloridrico, f'¢ o fator de corre¢ao do 4cido, F' € o fator
de conversdo de nitrogénio para proteina (Fator 6,25) e P ¢ a massa da amostra de lupulo em

gramas AOAC (2005).

2.2.5 Fibra bruta

Para a determinacao de fibra bruta na amostra, as mesmas foram pesadas em cartucho de
tecido previamente pesado e identificadas com lapis 6B. As amostras foram hidratadas por 15
minutos em 4gua destilada para evitar a formacgdo de “grumos”. Apds, a amostras foram
colocadas em 2 L de solugdo acida (Acido sulfirico 1,25 %) e agitadas por alguns segundos e
em seguida aquecidas até a fervura por 30 minutos. A solucdo acida foi escoada apds os 30
minutos e os cartuchos com as amostras foram lavados aquecendo em 2 L de agua destilada por
5 minutos e repetindo o processo por 3 vezes. Logo em seguida as amostras foram novamente

aquecidas em 2 L de solugdo basica (NaOH 1,25 %) até a fervura por 30 minutos. A solucao,
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entdo, foi escoada e o procedimento de lavagem com agua destilada repetido por mais 3 vezes
adicionando uma etapa de lavagem duas vezes com alcool absoluto (Etanol P.A) por 3 minutos
e duas vezes com acetona P.A. Os cartuchos com as amostras foram bem secos em papel toalha,
colocados em cadinhos de porcelana e secos em estufa a 105 °C por quatro horas, resfriados e
pesados, em seguida incinerado em forno mufla por 1 hora a 550 °C, resfriado e pesado. Desta
forma as fibras brutas foram determinadas pelo residuo organico insoluvel da amostra, apos

digestao acida e alcalina (AOAC, 1995).

2.2.6 Carboidratos

Os carboidratos foram determinados pela diferenga, subtraindo de 100 % os valores das

determinagdes do teor de umidade, cinzas, lipidios e proteinas (AOAC, 1995; BRASIL, 2003).

2.3 EXTRACAO POR ULTRASSOM DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DE LUPULO

A extragdo foi realizada conforme otimizada no item 2.3 do Capitulo 2. Uma amostra de 1g
de lupulo (LB e LU) foi misturada (suspensa) em solucdo extrativa com concentracao de etanol
de 49% (v:v), temperatura de extragao de 52 °C e relagao solido/liquido de 1g a 34 ml de solucao
extratora. A extracdo foi realizada em banho de ultrassom (Ultronique, modelo Q5.9137A,
Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) com volume de trabalho de 5,7 L (dimensdes internas de
30x15x15 cm). A frequéncia e o tempo de trabalho foram fixados em 37 kHz por 30 minutos.
ApoOs a extragdo, as amostras foram centrifugadas por 25 minutos a 5.000 rpm (Hermle
centrifuga, modelo Z200A, Gosheim, Alemanha), o sobrenadante foi removido e filtrado com
papel filtro Whatman N° 1, inerte com nitrogénio e armazenado em frasco ambar sob
refrigeragdo (6 £ 2 °C). Obtendo extratos do lapulo brasileiro (ELB) e de lapulo produzido no
EUA (ELU).

2.4 HIDRODESTILACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A extragdo dos 0leos essenciais presentes no lupulo foi realizada em aparelho de destilagdo
do tipo Clevenger. Para isso, adicionou-se 50 g de lupulo LB e LU, em 1,5L de 4gua destilada
em baldo de fundo redondo. As amostras foram aquecidas a temperatura maxima de 100 °C até

atingir a ebuli¢do durante 30 minutos, depois mantidas a 75 °C, por um periodo de 7 horas.
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Os o6leos essenciais foram coletados e armazenados em eppendorf protegido da luz com
papel aluminio, resultando, assim, na obten¢ao 6leo essencial de lupulo brasileiro (OLB) e de
lupulo produzidos nos EUA (OLU). Os 6leos essenciais coletados foram armazenados ao abrigo
da luz, e o rendimento do processo de extracao foi determinado (American Society of Brewing

Chemists, 1988).

2.5 CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A caracterizacdo dos 6leos essenciais provenientes do lapulo LB e LU foi realizada por
cromatografia gasosa acoplado com detector de espectrometria de massa (CG/MS) da marca
Shimadzu, modelo GCMS - QP2010.

Para isso, foi utilizada coluna capilar ZB-5MS, 30 m x 0,25 mm x filme 0,25 pum.
Temperatura de injetor foi de 250°C, fluxo de gas de arraste hélio de 1,0 mL/ min. A
cromatografia foi otimizado em isoterma por 4 minutos a 60°C. A temperatura foi aumentada
a uma razao de 6°C/ min a 210°C, permanecendo em isoterma por 6 minutos, totalizando 35
minutos de corrida cromatografica. As amostras de 6leos foram diluidas 200 vezes em hexano
grau cromatografico (Marca, pais) para posterior injecdo no CG/MS. A quantificagdo de cada
componente foi determinada pela normalizacao das areas (%) dos picos no cromatograma de
ions totais (TIC, total ions chromatogram), sendo a area total a somatéria de todas as areas dos
picos eluidos (100%).

A identificacdo por CG-MS foi baseada na comparagdo dos espectros de massas com
bibliotecas de dados NIST do CG/MS, e também pela comparagdo dos indices de retengao
calculados com os encontrados na literatura (bases de dados — WebNIST, GMD) e em alguns
casos através de comparagdo com padrdes comerciais injetados nas mesmas condi¢des. Os
indices de retengdo foram calculados segundo Van den Doll; Kratz (1963) a partir de padrdes
de n-alcanos (C7-C30), nas mesmas condi¢des cromatograficas das amostras dos Oleos
essenciais. Os valores de indice de retengao aumentam a confiabilidade dos resultados obtidos
em GC-MS, quando se utiliza a interpretacao de espectros de massas e a biblioteca NIST, o que
contribuiu para identificacdo e caracterizagdo dos componentes individuais das amostras. A

analise foi realizada na estacao experimental da Epagri em Itajai SC.

2.6 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS E DOS
EXTRATOS DE LUPULO
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2.6.1 Ensaios de inibi¢do de radicais DPPH*®

O ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizado conforme protocolo de
Brand-williams et al., (1995), seguindo as modificagcdes de Mensor et al. (2001).

Assim, a solugdo contendo o radical DPPH (0,6 mmol L) foi dilua com etanol até
absorbancia de 500 a 600 a 515 nm. Em seguida, foram adicionados 100 pL de amostra em 2,9
mL de solugdo de DPPH e ap6s 30 min a absorbancia foi determinada a 115 nm em
espectrofotometro (Marca, pais). O reagente Trolox foi usado como padrdo. As determinagdes
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em TEAC pmol mL™!
(capacidade antioxidante equivalente a pmol Trolox mL™!) e média mais ou menos o desvio

padrao.

2.6.2 Ensaios de inibi¢do de radicais ABTS®**

O ensaio ABTS [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico)] foi realizado de
acordo com Re et al. (1999), com modificagdes.

Para isso, o radical ABTS (7 mmol L) foi misturado com persulfato de potassio (2,45
mM), sendo10 mL de ABTS e 10 mL de persulfato. A solucao foi homogeneizada e armazenada
em frasco ambar ao abrigo da luz por no minimo de 16 h. A solugdo de ABTS foi diluida com
etanol para se obter um valor de absorbancia de 0,700 + 0,02 a 734 nm. Em seguida, foram
adicionados 60 pL de extrato de solugdes de amostra em 2,84 mL de solugdo ABTS e apos 6
min a absorbancia em 734 nm foi determinada com um espectrofotometro. O reagente Trolox
foi usado como padrdo. As determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em TEAC umol mL ™! (capacidade antioxidante equivalente a pmol Trolox mL™ ') e

média £ desvio padrao.

2.7 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DO
LUPULO POR HPLC-ESI-MS/MS

Para a identificagdo dos compostos fenodlicos, as plantas de lapulo LB e LU foram
previamente preparadas e depois analisadas segundo descrito por Schulz et al., (2015), com

modificagdes.
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Primeiramente, as amostras foram desengorduradas, utilizando 1 g dos lapulos LB e LU
previamente secos por liofilizagdo e trituradas. Assim, foram transferidas para tubos de Falcon
de 50 mL, adicionadas de 25 mL de hexano e desengorduradas com auxilio de banho ultrassom
(Ultronique, modelo Q5.9137A, Brasil) por 15 minutos a 25 °C, seguida de centrifugacdo a
4000 rpm (Hermli, modelo Z200A, Alemanha) por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo
removido e o residuo submetido a uma segunda extragdo com hexano. A amostra
desengordurada foi submetida a secagem em estufa (Tecnal, TE-395, Brasil) a 30 = 2 °C até a
remog¢ao completa do solvente.

Em seguida as amostras desengorduradas (1g) foram adicionadas de 5 mL de metanol ¢
5 mL de HCl 6 mol/L, e o pH ajustado para 2 (NaOH 6 mol/L) e submetida a extracdo por
particdo com 10 mL de éter etilico. O extrato foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos
(Hermli, modelo Z200A, Alemanha). O residuo foi submetido a mais dois ciclos de parti¢ao
com éter etilico, os sobrenadantes combinados foram rotaevaporados (Fisatam, Modelo 558,
Brasil) até completa secagem (Hermli, modelo Z200A, Alemanha) e o extrato residual suspenso
em 1 mL metanol, centrifugado durante 4 minutos a 14000 G (Eppendorf 22331, Hamburgo,
Alemanha), diluidos 10 vezes em metanol: 4gua (70:30) para injecdo em sistema HPLC-ESI-
MS/MS.

A separacdo cromatografica e analise espectrométrica das massas foram realizadas em
um cromatografia liquido de alta eficiéncia, modelo 1200 Series (Agilent Technologies,
Alemanha) acoplado a espectrometro de massas com analisador triploquadrupolo e ion trap
linear, modelo Q Trap 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canadd). Os experimentos foram
realizados utilizando fonte de ionizagdo por eletrospray TurbolonSpray™ (Applied
Biosystems/MDS Sciex, Canada) em modo negativo. O software Analyst versao 1.5.1 foi usado
para aquisicdo e tratamento dos dados obtidos.

Os compostos foram separados em coluna SynergiTM (4.0 pm, 2.0 x 150 mm d.i.,
Phenomenex, EUA). A fase movel consistiu de uma solucao de metanol 95 % e agua 5 % (A)
e de 4gua com acido férmico 0,1 % (B). A separacao foi realizada a 30 °C utilizando eluigao
por gradiente segmentado de acordo com as seguintes etapas: 0 — 5 min, 10 % A; 5 — 7 min, 90
% A; 7—10min, 90 % A; 10 — 17 min, 10 % A. O fluxo utilizado foi de 250 pl/min e o volume
de injecado foi de 10 pL. Os compostos foram monitorados utilizando monitoramento de reagdes
multiplas (MRM). A identificacdo dos compostos fenolicos foi realizada com base no tempo de
retengdo, ion precursor e seus fragmentos através da comparagdo com os respectivos padroes
disponiveis comercialmente. A identificagdo dos compostos fendlicos foi realizada no

Laboratorio de Eletroforese Capilar (LABEC) do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia
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de Catalise em Sistemas Moleculares e Nanoestruturados (INCT- Catalise) no Departamento

de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos para as determinagdes realizadas em triplicata foram expressos como
médias e desvio padrdo. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e a
comparacdo de médias realizada pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5 %,

utilizando-se o programa Statistica 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As amostras LB e LU apo6s secas e moidas, foram caracterizadas por meio de analises
fisicas e quimicas. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3 e expressos em base seca.
Segundo Patzak (2010), a composicao quimica do lupulo, pode ser afetada e variar de acordo
com fatores ambientais como a composi¢ao do solo onde o mesmo foi cultivado, a localizagao
geografica, ano da colheita e diferencas intrinsecas entre as variedades. Desta forma, a partir

dos resultados obtidos, algumas diferengas foram percebidas entre as amostras de lupulo.

Tabela 1- Composigao fisico-quimica de lupulo (LB e LU), em base seca

Amostras
Analises
LB LU

Proteina * 12,20 +0,15° 16,55+ 0,1°
Umidade * 9,03 + 0,12° 8,63 + 0,06
Lipidios * 7,95 + 0,07 15,41 £ 0,43°
Cinzas * 6,81 +0,21° 10,31 + 0,09°
Fibra bruta * 22,20 £+ 0,54° 14,68 + 0,67°
Carboidrato* 64,01 + 0,49 49,38 + 0,47°

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.
*Expresso em g/ 100g; LB (lapulo de origem brasileira); LU (lipulo proveniente dos EUA)

Para as duas amostras de lupulo (Humulus lupulus L.) da variedade Cascade, LB e LU,
houve diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia. O LB apresentou o maior teor de
fibra bruta 22,99 + 0,54 % (m/m) e menor teor de lipideos 7,95 £+ 0,07 % (m/m), enquanto o
LU teve o menor valor de fibra bruta, 14,68 £+ 0,67 % (m/m) e maior porcentagem de lipideos
15,41 + 0,43 % (m/m). A principal diferenca entre os resultados deve-se ao fato da amostra LB
ter sido coletada in natura contendo elevado quantidade de galhos e folhas que sdo fontes de
fibras. Ja a amostra LI ¢ um produto comercial na forma de pellets, contendo menos residuos

de fibras e maior quantidade de lipideos (Figura 1).
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Figura 1- A — Amostra de lupulo brasileiro (LB). B — Amostra de lupulo importado (LI) da variedade

Cascade utilizado no presente trabalho

Fonte: O autor.

Ao comparar os resultados de composi¢do fisico-quimica determinados para LB e LU
com dados existentes na literatura para o lipulo em flor, observou-se que o teor de proteinas
encontrado para o lupulo LU (16,55 £ 0,1%) estd de acordo com o relatado na literatura (13 -
18 %), ja o LB (12,20 £ 0,15%) apresentou um teor de proteina um pouco inferior (12,20%).
Para a umidade, ambas as amostras (LB- 9,03 £ 0,12% / LU- 8,63 + 0,06%) apresentaram teor
inferior ao descrito (10 - 12%), o teor de lipideos, tanto para LB (7,95 £+ 0,07%) quanto para
LU (15,41 £ 0,43 %) foi superior ao encontrado na literatura (2,3 - 3,0%), para a analise de
cinzas (LB- 6,81 = 0,21 % / LU- 10,31 + 0,09) ambas as amostras apresentaram valores
proximos ao relatado (7 — 10%), essa diferencga deve-se provavelmente a grande diversidade de
lupulos existentes e a dificuldade de estimar com precisdo esses parametros para todas as
variedades (VENTURINI FILHO, 2005).

As informagdes referentes a essas analises sao escassas na literatura, tanto que nao foram
encontrados resultados antes relatados para fibras brutas e carboidratos.

Deve-se levar em consideragdo também o fato da amostra LU ter passado por um processo
de “peletizacdo” que € um processo mecanico, o qual utiliza uma combinagao de umidade, calor
e pressao para se obter os pellets, desta forma esse processo pode deixar os compostos lipidicos
da matriz vegetal mais expostos para a extracdo (ABDOLLAHI et al., 2012; VENTURINI
FILHO, 2005).
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3.2 CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os resultados para a caracterizagao quimica dos oleos essenciais OLB e OLU podem
ser observados na Tabela 2.

Para o OLB foram determinados e quantificados 20 diferentes compostos, dentre eles,
10 compostos, foram identificados. Os compostos majoritarios em OLB foram o trans-p-
farneceno (20,60%) seguido do B-selineno (18,78%), mirceno (16,57%), a-selineno (16,22%),
B-cariofileno (5,24%) e o 2-Undecanona (4,27%).

Ja para o OLU foram observados e quantificados 20 compostos, dos quais 13 foram
identificados. Destes, os compostos majoritarios foram o a-humuleno (35,35%) seguido do
mirceno (22,35%), B-cariofileno (12,81%) e trans-pB-farneceno (10,59%), apresentando uma

maior diversidade de compostos identificados.

Tabela 2 - Caracterizacdo quimica de 6leos essenciais de lupulo brasileiro (OLB) e produzido nos EUA

(OLU)

OLB OLI
Componentes Estrutura TR IRc IR-lit
(%) (%)
CHo
Mirceno &, 7,79; 7,82 989; 990* 992 6,57 2235
|
HaC™ “CH,
O
Acido isobutirico HSC%OH 8,57 1017 1020 ; 0,83
CH3j
ND ; 10,95 1101 ; ; 0,41
Geraniol T 148s 1252 1253 - LI3
0]
2-Undecanona CH(CHgh CHa )LCHS 15,86 1293 1295 427 -
0,92

I

a-Ilangeno :
e / 17,84 1379 1376 -

HyC CHy



B-Cariofileno

Bergamotina

o-Aromadendrina

trans-B-Farneceno

o-Humuleno

Geranil propionato

ND

v-Muuroleno

ND

B-Selineno

o-Selineno

ND

y- Cadineno

Hsc. H
HaC

Y, CHj

18,83; 18,85%*
H,C

= TCH

o 19,08; 19,10*

o~ o0

19,24

e PSSl 19.47; 19,48%

CHs

CH,
CH,
@L 19,60; 19,62*

HsC

o Lo~ AL, 19,80
- 19,97
H
20,00
H
; 20,28

CHs

20,32; 20,33*

CH; i H o ch,

o

20,46; 20,47*

20,62

20,81

1424; 1425%*

1436; 1437*

1443

1454; 1455%*

1460; 1461*

1470
1477

1479

1492

1494; 1495%*

1501

1509

1518

1427

1436

1441

1457

1460

1475

1480

1495

1501

1520

98

5,24 12,81
0,88 0,51
2,37 -
20,60 10,59
0,32 35,35
- 0,60
1,81 -
- 1,46
- 0,33
18,78 2,69
16.22 2,93
- 1,91
- 1,36
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d-Cadineno 20,90 1522 1524 0,46
H
ND - 20,95 1525 - 0,52
ND - 21,01 1528 - -
ND - 21,31 1543 - 2,82
Selina-3,7(11)-
dien 21,40 1547 1546 3,09
ND - 21,76 1565 - 0,90
ND - 22,30 1592 - 0,43
ND - 22,79 1616 - -
ND - 23,05 1630 - 0,29
ND - 23,64 1661 -
ND - 23,65 1662 - 1,97
ND - 23,70 1665 - 1,78
ND - 23,85 1672 - 0,68
Total identificado - - - - 88,80
Total ND ** - - - - 11,20

2,11

0,45

0,77

0,49

95,64
4,36

ND = compostos nao identificado, TR = tempo de reten¢do (minutos), IRc = indice de retencdo
calculado, IR-lit = indice de retenc¢@o encontrado na literatura (NIST, 2018), % = porcentagem do
componente no 6leo essencial, * = TR e IRc separados por ponto e virgula sdo valores referentes aos
oleos essenciais de lupulo brasileiro (OLB) e proveniente EUA (OLU), respectivamente, ** =
componentes que divergem de interpretagdo pelos espectros de massa ou com indice de retengdo ndo

coerente com os valores encontrados na literatura.

O o-humulene ¢ um dos compostos relatados em maior quantidade na literatura para os
Oleos essenciais de lapulo. Concentracdo pode variar de acordo com a variedade. Para a amostra
de OLB a quantidade observada deste composto foi pequena (0,32%) quando comparada com
a amostra de OLU (35,35%) e com e estudos anteriores (MONGELLI et al., 2016; MONGELLI
et al., 2015; FARAG; PORZET, 2012). Provavelmente isso se deve as condigdes de cultivo,
regido, solo e temperatura diferenciados.

Mongelli et al., (2016) realizaram a caracterizacdo quimica de 22 6leos essenciais de

diferentes variedades de lupulo. Dentre elas, os autores identificaram 39 compostos para o
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lupulo Cascade em flor proveniente dos USA, no qual os compostos majoritarios foram:
mirceno (47,13%), seguido do a-humulene (15,83%) e do B- cariofileno (5,95%). A maioria
dos compostos relatados por Mongelli et al., (2016) também foi observada nas amostras do

presente estudo.

3.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os resultados para atividade antioxidante de ELB, ELU, OLB e OLU estao apresentados
na Tabela 3. Foi observado que para os dois testes realizados, ABTS ¢ DPPH, os extratos
obtiveram uma maior atividade antioxidante quando comparado com os 6leos essenciais.

O ELB apresentou maior potencial antioxidante seguido do ELU, 6leo essencial de
laupulo brasileiro (OLB) e, por ultimo, o OLU. Os resultados sugerem que, tanto no extrato
como no dleo essencial, a atividade antioxidante desses compostos € maior no lapulo brasileiro.

Além disso, deve-se considerar o fato de a amostra de lipulo brasileiro ser em flor e a
de lapulo importado ser em pellets. Segundo Kowalczyk et al., (2013), durante o processamento
de pellets de lupulo, a matéria-prima € exposta a temperaturas de até 55 °C em presenca de
oxigénio, desta forma alguns compostos com acao antioxidante sensiveis ao calor e ao oxigénio
podem ter sofrido degradagdo. Estudos mostram que o processo de “peletizacdo” leva a perda
da atividade antioxidante do lupulo, no entanto, essa perda ¢ muito baixa e normalmente nao
excede 5% da agdo. Desta forma, essa diferenca de valores encontrados nas amostras
provavelmente ndo estd relacionada com o processamento e sim com o local de cultivo

(KOWALCZYK et al., 2013; KROFTA et al., 2008).

Tabela 3- Atividade antioxidante dos extratos de lupulo em comparagao como o 6leo essencial de lapulo

Amostras ABTS (umol TEAC mL')  DPPH (umol TEAC mL™")

ELB 8632,23 +10,29° 8272.,40 + 206,06
ELU 7924,56 + 7,31° 7585,52 + 65,79°
OLB 7073,95 + 3,28° 3297,88 + 59,37°
OLU 3904,82 + 5,574 1425,09 + 29,684

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey. TEAC (atividade antioxidante
equivalente ao Trolox). ELB (extrato de lapulo brasileiro) ELU (extrato de lupulo dos EUA); OLB (6leo

essencial de lapulo brasileiro) OLU (6leo essencial de lapulo dos EUA).
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Outros trabalhos também mostraram que o lipulo possui um alto potencial antioxidante.
Aron et al., (2012) observaram 70 % de inibi¢do do radical DPPH pelo extrato de lupulo da
variedade Galena. Krofta et al., 2008 relataram uma atividade antioxidante de 70 a 80% em
lupulos da variedade Saaz e Spalter Select para o mesmo radical. Kowalczyk et al., (2013)
observaram ECso variando de 1.0 a 1.5 mg mL™! em extratos de ltipulo da variedade Magnum
e Marynka para o teste de ABTS.

O fato de o potencial antioxidante do extrato dos ltipulos apresentarem-se maiores do que
os dos oleos essenciais sugere que os extratos contém compostos que possuem maior atividade
antioxidante, como o 4cido protocatecuico, isoquercetina, acido ferulico, quercetina. Este
resultado também sdo muito positivo, pois a quantidade matéria-prima, energia e agua utilizada
para a extragdao hidroalcodlica ¢ muito menor do que a utilizada para a extragdo de oleo

essencial.

3.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS DOS
LUPULOS

A Tabela 4 mostra a identificagdo e quantificacao de cada composto fendlico encontrado
nos lupulos da variedade Cascade analisados. Para todos os 46 padrdes fenolicos estabelecidos
(Anexo I), 25 compostos foram identificados e 20 foram quantificados no LB. Para o LU, foram
identificados 24 compostos e quantificados 18. Entre os compostos identificados, 22 deles

estavam presentes em ambos os lupulos.

Tabela 4- Perfil fenolico dos ltpulo da variedade Cascade produzidos no Brasil (LB) e nos EUA (LU)

Compostos Fendlicos (mg 100 g')  Estrutura quimica LB LU
Acido 4-aminobenzdico Ox,-OH 0,19+0,03 0,12+0,01
NH»
Acido salicilico Q 0,04+ 0,00 0,01+0,00

Acido cindmico - <LOQ <LOQ



Acido p-anisico

Acido mandélico

Vanilina

Acido 4-hidroximetilbenzoico

Acido Protocatecuico

Acido p-cumarico

Acido vanilico

Acido galico

Acido cafeico

Siringaldeido

Acido ferulico

Acido siringico

o}
HO % OH
0]
H
HO

OCH;

0O
OH
HO
OH
O
OH
HO

OCHgs
@)
o
OH
|
O
" "OH

HO
HO
O

o

OCHs

Os_OH
HsCO™ z “OCH3
OH

0,06 + 0,00

0,19+0,01

0,08 + 0,00

<LOQ

11,39 + 1,04

0,84 + 0,04

0,42 +0,03

0,18 0,01

1,38 £ 0,04

<LOQ

4,48 +£ 0,08

0,31 +0,00

<LOQ

<LOQ

0,03 £ 0,00

4,18+ 0,17

0,19 +0,01

0,06 = 0,00

0,18 0,01

1,37+ 0,10

<LOQ

1,45+ 0,62

0,08 £ 0,01
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Acido sinépico

Apigenina

Galangina

Naringenina

Aromadendrin

Catequina

Epicatequina

Quercetina

Taxifolina

Acido Clorogénico

Isoquercetina e

Rutina

OH oH OH

0,01 £0,00

<LOQ

<LOQ

0,04 £ 0,00

0,09 £ 0,02

3,00+ 1,16

0,03 £0,00

0,80 £ 0,09

4,90 + 0,28

1,18 £0,00

0,01 £0,00

0,01 £0,00

<LOQ

<LOQ

0,25+ 0,07

0,01 0,00

1,51 £0,08

1,05+0,13

2,44 +£0,16

1,06 £ 0,15

LOQ = limite de quantificagdo
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Os principais compostos fendlicos encontrados em todos os extratos foram &cido
protocatecuico (LB 11,39 = 1,04 mg 100g'; LU 4,18 + 0,17 mg 100g™!) seguido da
isoquercetina (LB 4,90 + 0,28 mg 100g™!; LU 2,44 + 0,16 mg 100g "), acido ferulico (LB 4,48
+0,08 mg 100g '; LU 1,45+ 0,62 mg 100g '), quercetina (LB 3,00 + 1,16 mg 100g '; UH 1,51
+ 0,08 mg 100g 1), 4cido cafeico (LB 1,38 + 0,04 mg 100g™!; LU 1,37 + 0,10 mg 100g ') e
rutina (LB 1,18 = 0,00 mg 100g™'; LU 1,06 + 0,15 mg 100g™1).

Os lupulos apresentaram composicao semelhante. No entanto, alguns compostos s
foram observados no LB, como o 4- 4cido hidroximetil benzoico, naringenina e a taxifolina, ja
os compostos acido sinapico e epicatequina so6 foram identificados no LU. Além disso, o lapulo
brasileiro apresentou maior concentragao para a maioria dos compostos identificados.

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo € o teor de 4cido clorogénico na
amostra LU, que passou pelo processo de peletizacdo, esse composto fendlico ¢ considerado
um dos mais instaveis a temperadura, apresentando um maior teor na amostra LU e
demonstrando que o processamento para formacao de pellets, nao influenciou no seu teor de
compostos fendlicos e conseguentimente na atividade antioxidante (KOWALCZYK et al.,
2013; KROFTA et al., 2008).

Os lupulos LB e LU analisados pelo presente trabalho apresentaram alto teor de
compostos fenolicos, além de apresentar composicao muito semelhante a outras variedades
relatadas na literatura. Estudos anteriores realizados para a variedade Vital, Jelinek et al. (2014)
relataram os compostos, catequina, epicatequina e acido fertlico, também encontrados na
variedade Cascade do presente estudo. Para as variedades Agnus, Bor, Harmonie, Premiant,
Rubin, Sladek, Saaz, da Republica Tcheca, os autores identificaram acido protocatecuico, acido
4-hidroxibenzobico, acido vanilico, rutina, acido elagico, quercetina, adcido galico, catequina,
acido siringeo, epicatequina, cumarina, dcido p-cumadrico, acido trans-cindmico, naringenina,
acido gentisico, acido caorico e acido ferulico, nos quais a maioria desses compostos também

foi observada no presente trabalho, conforme descrito na Tabela 4 (JELINEK et al., 2010).
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4, CONCLUSAO

O presente estudo relatou a composigao fisico-quimica e fendlica de LB e LU (variedade
Cascade) pela primeira vez. A composi¢ao quimica dos 6leos essenciais, bem como a atividade
antioxidante dos extratos e Oleos essenciais das amostras LB e LU, foram descritas. Os
principais compostos fenolicos identificados no lupulo, LB e LU, incluem acido protocatecuico,
isoquercitrina, acido ferulico, quercetina, acido cafeico e a rutina. Os Oleos essenciais
apresentaram uma rica composic¢ao de a-humuleno, trans-p-farneseno, B-selineno, mirceno, o-
selineno, B-cariofileno e 2-undecanona. O cultivar do Brasil apresentou composi¢ao fisico-
quimica diferente daquela produzida nos EUA, devido a diversas varidveis. Quando
comparados ao oleo essencial aos extratos de lupulo apresentaram maior atividade antioxidante
principalmente devido ao seu conteudo significativo de compostos fenolicos, como confirmado

pela cromatografia liquida.
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CAPITULO 4: Aplicagiio dos extratos de lipulo brasileiro e dos EUA (Humulus

lupulus L. var. Cascade) em filmes poliméricos



110

RESUMO

Os filmes foram preparados com diferentes propor¢des dos polimeros, quitosana € PVA,
gerando quatro formulagdes diferentes, em cada uma dessas foram adicionadas 10, 20 e 40 %
dos extratos de lapulo brasileiro (LB) e proveniente dos EUA (LU). Desta forma, o objetivo
deste estudo e verificar qual a melhor combinagao dos polimeros, quitosana e PVA, adicionadas
dos extratos e lupulo LB e LU, para a obtencdo de um prototipo de embalagem ativa para
alimentos. As formulagdes obtidas foram avaliadas quanto aos parametros de cor, propriedades
mecanicas ¢ angulo de contato com solventes de diferentes polaridades, desta forma foi
escolhida a melhor formulagao, F2 (70% quitosana (QTS)/ 30% poli (4lcool vinilico) (PVA) e
10% sorbitol (SBT)), para a caracterizacdo por andlises térmicas, atividade antioxidante,
microscopia eletronica de varredura, comportamento reoldgico da solucdo fitogénica e
atividade antioxidante dos filmes. A cor dos filmes contendo extratos (LB e LU) expressaram
a cor amarela e sofreu maior variagdo quanto maior a propor¢ao de extrato adicionado nos
filmes. A formulagao F2 apresentou melhor caracteristica quanto a propriedades mecanicas e a
solubilidade observada pela andlise de angulo de contato e os resultados das demais analises de
caracterizacdo se mostraram adequados para filmes poliméricos finos. Quanto a atividade
antioxidante, os filmes contendo extratos LU se destacaram em comparagdao com os contendo
LB em todas as concentragdes testadas, provavelmente os filmes contendo LU possui maior
afinidade com o solvente em que foram submetidos. Pode-se observar também que quanto
maior a propor¢do de extratos de ambos os lupulos no filme, maior a sua atividade antioxidante
para os métodos testados. De acordo com os resultados pode-se sugerir que os filmes da
formulacdo F2 contendo os extratos de LB e LU sdo eficazes para a utilizacdo como embalagem

ativa em alimentos com o intuito de prevenir contra a oxidacao.

Palavras-chave: Embalagem ativa; Atividade antioxidante; Lupulo brasileiro.
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ABSTRACT

The films were prepared with different proportions of polymers, chitosan and PVA, generating
four different formulations, in each of these were added 10, 20 and 40% of the Brazilian (BH)
and United States (UH) hop extracts. Thus, the objective of this study is to verify the best
combination of polymers, chitosan and PVA, added from extracts and hops BH and UH, to
obtain an active food packaging prototype. The formulations obtained were evaluated for color
parameters, mechanical properties and contact angle with solvents of different polarities, so the
best formulation was chosen, F2 (70% chitosan (QTS) / 30% poly (vinyl alcohol) (PVA) and
10% sorbitol (SBT)) for characterization by thermal analysis, antioxidant activity, scanning
electron microscopy, rheological behavior of phytogenic solution and antioxidant activity of
films. The color of the films containing extracts (BH and UH) expressed the yellow color and
the greater the proportion of extract added in the films. Formulation F2 presented better
characteristics regarding mechanical properties and solubility observed by contact angle
analysis and the results of the other characterization analyzes were suitable for thin polymeric
films. Regarding the antioxidant activity, films containing UH extracts stood out compared to
those containing BH at all concentrations tested, probably containing films with higher affinity
with the solvent in which they were submitted. It can also be observed that the higher the
proportion of extracts of both hops in the film, the greater its antioxidant activity for the tested
methods. According to the results it can be suggested that films of formulation F2 containing

BH and UH extracts are effective for use as active packaging in foods to prevent oxidation.

Keywords: Active packaging; Antioxidant activity; Brazilian hops.
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1. INTRODUCAO

Para uma embalagem ser considerada ativa a mesma necessita possuir fungdes além das
consideradas tradicionais, sendo esta permitir adequado acondicionamento dos alimentos de
forma que os protejam contra fatores externos como a luz, umidade, ar, agentes microbianos,
entre outros, que possam prejudicar a qualidade destes produtos até chegarem ao consumidor
final. Essa atividade visa aumentar a vida de prateleira e/ ou contribuir para a seguranga
alimentar, bem como melhorar a qualidade sensorial durante a vida util do alimento, interagindo
com o alimento e proporcionando beneficios, como a¢do antioxidante e antimicrobiana
(MIHINDUKULASURIYA; LIM, 2014; OTONI et al. 2016).

O desenvolvimento de filme contendo extratos de lupulo de origem brasileira (LB) e
dos EUA (LU) tem como objetivo produzir prototipos de embalagens com ac¢do antioxidante
para alimentos e verificar qual dos dois extratos possam proporcionar melhores caracteristicas
fisicas e atividade antioxidante quando adicionados nos filmes.

Para isso, foram produzidos filmes de quitosana (QTS), poli(alcool vinilico) (PVA) e
sorbitol com a adi¢do de extratos de lupulo LB e LU. A QTS ¢ um copolimero derivado da
quitina, que ¢ comumente encontrada no exoesqueleto de crustaceos e insetos. Quimicamente
a quitosana € um amino polissacarideo cationico de elevada massa molecular, solavel em 4cidos
organicos, sendo considerada segura para consumo humano (GRAS — Generally Recogonized
as Safe) (MUITABA et al., 2019; MACHADO, 2017; MACHOVA et al., 1999).

O PVA também ¢ um polimero considerado seguro para consumo humano, por ser
biocompativel e ndo toxico apesar de ser sintético, possui também caracteristica de ser
hidrossoluvel, biodegradavel o que promove a sua utilizagdo na induastria de alimentos
(NEAMTU et al., 2007). Apresenta elevada resisténcia mecanica e flexibilidade, possuindo
assim boa formacgao de filmes (CHEN et al., 2014). Filmes poliméricos contendo QTS e PVA,
sao estudados e conhecidos por apresentam melhores propriedades mecanicas e viscoelasticas
quando comparados com os polimeros puros. Da mesma forma, o sorbitol ¢ um plastificante
amplamente utilizado em filmes em composicdo de sistemas de embalagens (MACHADO,
2017; PARPARITA; CHIABURU; VASILE, 2012).

Estudos comprovam que o lapulo, e os seus extratos, possuem propriedades bioldgicas
como efeito sedativo, prevengao contra o cancer, atividade antioxidante, atividade estrogénica,
acao pesticida e efeitos antibacteriano e antifingico. O potencial antioxidante do lupulo deve-
se aos flavonoides presentes, esses compostos representam o maior grupo de polifenodis

vegetais. Além da importante a¢do antioxidante, os compostos do lapulo apresentam também
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acdo antimicrobiana. Esta a¢do ocorre principalmente em bactérias Gram positivas (BLAND et
al., 2015; KARABIN et al., 2015; FUSSYA et al., 2013; SILVA; FARIA, 2008; STEVENS;
PAGE, 2004; TROUILLAS et al., 2003).

Desta forma a incorporacao de extratos de lupulo em filme polimérico, visa promover

propriedade antioxidante e antimicrobiana no mesmo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

O lapulo (Humulus lupulus 1..) da variedade Cascade e de origem brasileira (LB), utilizado
neste estudo, foi gentilmente doado pela empresa Brasil Kirin (Itu, Sdo Paulo). As amostras
foram cultivadas entre os meses de outubro de 2015 e abril de 2016 na cidade de Sdo Bento do
Sapucai, Sao Paulo, Brasil, com localizagdo geografica de coordenadas 22°37'32.3"S
45°34'54.0"W, e colhidas na primeira semana de abril de 2016. As amostras de lupulo foram
armazenadas a vacuo, a -20 £+ 2°C ¢ ao abrigo da luz, até o envio para o Centro de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal de Santa Catarina (CCA/ UFSC), Florianopolis — SC. As
amostras recebidas foram liofilizada (JJ Cientifica, modelo LLJJ02, Brasil) a -52 £ 2 °C ¢ 0,381
mmHg de vacuo por 24 horas e em seguida trituradas em moinho de facas (Quimis, modelo
Q298A21, Brasil) e armazenadas em embalagem de polietileno, ao abrigo da luz a -20 + 2 °C,
até a realizagdo dos experimentos.

A amostra de lupulo (Humulus lupulus L.) da variedade Cascade proveniente dos EUA
(LU), foi gentilmente cedida pela empresa de insumos para producdo de cervejas Brewtime
(Sao José dos Campos, Sdo Paulo) e armazenado nas mesmas condi¢des do LB.

Os reagentes ABTS, DPPH e os polimeros utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Sigma Aldrich, St Louis, EUA).

2.2 PREPARO DOS EXTRATOS DE LUPULO

Para obtencao dos extratos de LB e LU foram considerados os resultados para otimizagado
do processo de extragdo, conforme descrito no item 2.3 do Capitulo 2. Assim, uma aliquota de
1 g de LB e LU foi suspensa em solucdo extratora de etanol de 49% (v:v), com relagao
solido/liquido de 1 g por 34 mL. A extracdo foi realizada em banho de ultrassom (Ultronique,
modelo Q5.9137A, Indaiatuba, Sao Paulo, Brasil) com volume de trabalho de 5,7 L (dimensdes
internas de 30x15x15 cm). A frequéncia e o tempo de trabalho foram fixados em 37 kHz por
30 minutos, a 52 °C. Apos a extragdo, os extratos de LB e LU foram centrifugados por 25
minutos a 5.000 rpm (Hermle centrifuga, modelo Z200A, Gosheim, Alemanha), o sobrenadante
foi filtrado com papel filtro Whatman N° 1, em atmosfera modificada com nitrogénio e
armazenado em frasco ambar sob refrigeracdo (6 = 2 °C). Obtendo assim extrato de lupulo

brasileiro (LB) e de lupulo produzidos nos EUA (LU).


http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
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http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
http://guia.uol.com.br/curitiba/bares/detalhes.htm?ponto=bier-hoff-micro-cervejaria_3008979102
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2.3 PREPARACAO DOS FILMES

Primeiramente foram preparadas as solu¢des dos polimeros, solu¢des de quitosana (QTS)

(2 %; m/ m) em 4cido acético aquoso (1% v/v) e poli (dlcool vinilico) (PVA) (2 %; m/m) em

dgua destilada. As solugdes foram mantidas sobre agitacdo mecanica (Dist, Brasil), até
completa dissolucdo dos polimeros (YOSHIDA et al. 2009).

As solugdes filmogénicas foram obtidas pela mistura de diferentes proporgdes de QTS

e PVA gerando quatro formulagdes diferentes de filmes, conforme a Tabela 1. Apods a

homogeneizagdo completa das solu¢des de blendas poliméricas, adicionou-se sorbitol a 10 %

(m/ m) em relacdo a massa dos polimeros.

Tabela 1 — Formulagdes obtidas para os filmes poliméricos

Formula¢oes QTS (2 % - m/ m) (PVA) (2 % - m/ m)

Fl1 100% 0%
F2 70% 30%
F3 50% 50%
F4 30% 70%

Para cada uma das formula¢des foram adicionadas 10, 20, ¢ 40 % dos extratos de LB e
LU, além das formulacdes controle sem adicdo dos extratos, gerando assim 28 diferentes
combinagdes de solugdes filmogénicas.

Em seguida, os filmes foram preparados pelo método de casting pesando-se 10 g das
solugdes filmogénicas em placas de Petri de poliestireno (9 cm). As placas foram mantidas em
capela de exaustdo de gases fechada, sob abrigo da luz, a temperatura ambiente (25 + 2°C),
durante 24 horas, até completa evaporacao do solvente. Apds secagem, os filmes foram
removidos manualmente com o auxilio de uma espatula e armazenados em dessecador contendo

particulas de silica, ao abrigo da luz, para futuras analises.

2.4 DETERMINACAO DA COR

A cor dos filmes foi determinada utilizando um colorimetro Minolta (CR 400; Minolta,
Japao), de acordo com a escala de Hunter e CIE (CIELab 2000). Valores de cores L*

(luminosidade), a* (verde- vermelho) e b* (amarelo-azul) foram obtidos a partir de trés
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medigdes das amostras de filme, e uma placa de cor branca foi usada como padrdo para a
calibragcdo. Foram calculadas a diferenca total de cor (AE*), Equacdo 1, comparando as
formulacdes contendo extrato com o filme controle (sem extrato), as coordenadas cilindricas
(Chroma - C* intensidade da cor e Hue - H* tonalidade ou cor propriamente dita) foi calculada

utilizada a Equacdo 2 e 3 (MARIA et al., 2008).

AE* = \J(AL)? + (4a*)? + (Ab*)? (1)
Onde:
Aa = a *controte= @ *amostra
Ab = b *controte= b *amostra

AL = L *controte— L *amostra

C* = (a")? + (b")? )

*

H* = arctan% 3)

2.5 DETERMINACAO DO ANGULO DE CONTATO E ENERGIA LIVRE
SUPERFICIAL

O angulo de contato dos filmes foi obtido utilizando o equipamento OCA 15EC
(Filderstadt, Alemanha), com sistema processador de imagem de alta resolucdo Data Physics
Instruments. Os ensaios foram realizados em temperatura ambiente (20 &+ 5 °C) e o volume dos
liquidos depositado sobre a superficie de cada filme foi de 5, 4 e 0,8 uL para agua deionizada,
formamida e diodometano, respectivamente. As medidas do angulo estatico e os dados
apresentados correspondem ao valor da média final. A energia livre superficial e seus
componentes (polar e dispersivo) nos filmes foram calculados pelo modelo de Owens-Wendt,
geralmente utilizado para so6lidos com baixa energia superficial, tais como os polimeros. Esses
pesquisadores provaram que a energia livre superficial total de um sélido (ys) pode ser expressa
como a soma do componente dispersivo (y{) e polar (yP) (Equagdo 4). A equagdo de Owens-

Wendt (Equagdo 5) aplica os dados dos liquidos polares € ndo polares, com componentes
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dispersivos e polares conhecidos, da energia livre superficial total e do angulo de contato (8)

(JAMSHIDIAN et al., 2012).

yi=y&+ y¥ (4)

ys(1+ cos§) = 2 (Jyjdyfﬂ/gyf) (5)

Onde y; ¢ a tensao superficial do liquido.
Para esta medida, trés diferentes liquidos, 4gua deionizada (y= 72.8 mN/m, y%=21.8 mN/m,
yP=151.0 mN/m), diiodometano (y”= 50.8 mN/m, y%= 50.8 mN/m, y?= 0 mN/m) e formamida
(yT=58.0 mN/m, y%=39.0 mN/m, yP=19.0 mN/m) foram testados para cada filme.

2.6 MEDIDAS DE ESPESSURA DOS FILMES

A espessura dos filmes foi medida utilizando o micrometro digital DIGIMESS 110.284
(Sao Paulo, Brasil) com divisdes de 0,01 mm e capacidade de leitura de 0-25 mm. As medidas

de espessura foram tomadas aleatoriamente em 5 locais dos corpos de provas em cada replicata.

2.7 PROPRIEDADES MECANICAS

As propriedades mecénicas dos filmes, tensdo maxima e modulo de elasticidade foram
obtidos usando o texturometro TA.TX2-Plus (Stable Micro Systems - Inglaterra), controlado
pelo software Exponent Stable Micro System, com célula de carga de 50 kgf, conforme o
método ASTM D882-12 (ASTM, 1995), que compreende a determinagdo das propriedades de
tensao ou tracdo de plasticos em forma de folhas delgadas, como filmes, com espessura menor
do que 1,0 mm. As dimensdes dos corpos de prova foram de 50
mm de comprimento e 20 mm de largura. Foram efetuadas aproximadamente 10 repeticdes de
cada amostra. Antes das medi¢des, as amostras foram equilibradas durante 48horas em umidade
relativa de 57 %, em dessecador com solucao saturada de brometo de sddio (NaBr) a 25+ 2 °C.
As medidas foram efetuadas dentro de um tempo médio de 5 minutos para que as condigdes de

temperatura e umidade relativa do ar ndo interfiram nos resultados experimentais.
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A partir das andlises de cor, propriedade mecanica e angulo de contato energia livre
superficial foi escolhida apenas uma formulagdo para prosseguir as demais analises do

experimento.

2.8 MORFOLOGTIA DOS FILMES

A morfologia dos filmes contendo extratos de lupulo (LU e LB) e o filme controle (sem
extratos) foi avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV). Foram analisadas
amostras de superficie e sec¢do transversal dos filmes (fraturadas em nitrogénio liquido).
Depois de realizados os cortes as amostras foram fixadas em um suporte metalico de cobre
(stub) com auxilio de uma fita dupla-face de carbono e metalizadas com uma fina camada de
ouro (Au) em equipamento a vacuo (Leica, EM SCD500, EUA) para posterior analise no
microscopio eletronico de varredura JEOL modelo JSM-6390LYV (Téquio, Japao). A analise foi

realizada no centro de microscopia da UFSC.

2.9 DETERMINACAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS SOLUCOES
FILMOGENICAS

As medidas reologicas das solucdes filmogénicas das formulacdes controle e com os
extratos, foram realizadas em temperaturas 25 = 2 °C em um Redmetro Brookfield RVDV-
IICP, modelo de spindle do tipo SSA, SC4-21 e 27. Os dados foram computados utilizando o
Software Rheocalc 32. Todas as amostras foram colocadas em um porta amostras e deixadas
em repouso por 10 min antes de comecar a analise, para equilibrar a temperatura e induzir o
estresse de relaxamento. As medidas de fluxo foram realizadas para cada amostra durante 20
minutos e os parametros reologicos (tensao de cisalhamento, taxa de deformacao, viscosidade
aparente) foram obtidos a partir do software Rheocalc32. As curvas de fluxo experimentais

foram ajustadas para o modelo de Lei da Poténcia, dado pela Equacao 6.

T =K@{y)" (6)

Onde:

T=tensao de cisalhamento (Pa)
K= indice consisténcia (Pa.s")
y=taxa de deformacdo (s™!)

n= indice de comportamento do fluxo (adimensional).
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2.10 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA)

A analise TGA foi usada para avaliar a degradagdo térmica dos filmes. Foi utilizado o
equipamento TGA-50 (Shimadzu Corporation, Quioto, Japao). Para cada amostra de filme
foram aquecidos 10 mg em cadinho de platina a uma razao de 10 °C/ min entre 25 e 600 °C,
com um fluxo de nitrogénio de 40 mL/min, e calculada a derivada da perda de massa (DTG).
A analise foi realizada no Laboratorio de Controle de Qualidade no Departamento de Farmacia

da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

2.11 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas para os filmes em equipamento MC-DSC (TA
Instruments, EUA). Cada formulag@o de filme foi submetida a um ciclo de aquecimento de -20
a 140 °C, resfriamento de 140 a -20 °C, e um re-aquecimento até 140 °C, a uma razao de 2 °C/
min e fluxo de nitrogénio de 3 mL/ min, utilizando o cadinho de reféncia vazio. Os dados

obtidos foram tratados em software NanoAnalyse (TA Instruments, EUA).

2.12 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)

A AA foi determinada pela capacidade dos compostos presentes nas amostras em inibir
o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS®*" (4cido 2,2°~ azinobis 3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico). Para avaliar a atividade antioxidante, 100 mg de cada
filme foi recortado em pequenos pedagos e agitados em vortex durante 3 minutos com 5 mL de
etanol 85 % (v/ v). A mistura foi colocada em repouso durante 15 h a temperatura ambiente (25
+ 2 °C) para extragdo do antioxidante e entdo novamente agitada por mais 3 minutos (DA
ROSA, et al., 2016). Posteriormente a analise foi realizada de acordo com os métodos descritos
nos itens 2.6 do Capitulo 3 (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSER, 1995; RE et al.,
1999).

2.13 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos para as determinagdes realizadas em triplicata foram expressos como

médias e desvio padrdo. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e a comparacao
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de médias realizada pelo Teste de Tukey com nivel de significancia de 5 %, utilizando-se o

programa software Statistica 7.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DA COR DOS FILMES

Os filmes obtidos a partir de QTS, PV A e sorbitol, foram caracterizados para a avaliagao
dos parametros de cor dos mesmos, e estes resultados sdo apresentados na Tabela 2. Para os
filmes, foram testadas diferentes concentracdoes de extrato de LB e¢ LU, afim de avaliar a
possivel diferencga estatistica nos parametros de cor, L*, a*, b*. As formulacdes apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) com relacdo a cor expressa pelo filme controle no parametro
a* (<0 = verde; >0 = vermelho) e no b* (<0 = azul; >0 = amarelo) aumentando a expressao da
cor verde e amarela com o aumento da concentragao dos extratos.

Os valores de a* e b* corroboram com os observados para H® (tonalidade) que variaram
de 95,56 +£0,102 99,31 £ 0,17 ¢ 98,98 £ 0,58 a 104,55 £ 0,24 para os filmes contendo LB ¢ LU
respectivamente, encontrando-se no quadrante entre 90° (amarelo) e 180° (verde). De acordo
com a escala CIE-Lab esses resultados sugerem que todas as amostras de filmes contendo
extratos LB e LU expressam a cor amarela, representadas pelos valores de H® proximos a 90°.

Em geral, as diferentes concentragdes dos polimeros nas formulagdes nao afetaram os
parametros da analise de cor, ao passo que, os filmes apresentaram cor amarelo caracteristica
da presenca de extrato de lupulo rico em flavonoides, principalmente o composto quercetina
que possui coloracdo amarela, e foi o composto observado em maior quantidade nos extratos
de lupulo LB e LU (SHI et al., 2019).

O parametro L*, indica a luminosidade (transparéncia), podendo variar de 0 a 100, todas
as formulagdes dos filmes apresentaram elevada luminosidade, entre 90,43 + 0,29 a 96,27 +
0,18, sendo que a transparéncia diminuiu com o aumento da adi¢cao dos extratos. Estes valores
podem estar diretamente relacionados com o parametro C* (intensidade da cor) e a AE (variacao
da cor em relagdo ao branco), pois estes também aumentaram com o incremento na
concentracdo dos extratos LB e LU nos filmes. Baji¢ et al., (2019) observaram resultados
semelhantes na avaliagdo da transmitincia Optica e opacidade, na qual os filmes de quitosana
adicionados de extrato de lipulo obtido por extracdo por fluido supercritico, diminuiram a
transmitancia e aumentaram a opacidade com a adi¢ao de maiores concentragdes dos extratos.
Desta forma, podemos afirmar que quanto maior a adi¢do de extratos LB e LU nos filmes
poliméricos de QTS, PVA e sorbitol, maior serd a variagdo da cor e a intensidade expressa, e

consequentemente, menor a sua luminosidade. De modo geral para os pardmetros avaliados ndo



122

existe diferenca da cor entre os extratos de lupulo LB e LU. Esses resultados podem ser melhor
observados visualmente na Tabela 3.

Com base em uma andlise visual das imagens dos filmes na (Tabela 3) pode-se observar
que os filmes apresentaram também uniformidade na cor.

Kowalczyk et al., (2016) aplicaram extrato etandlico de lipulo em filmes de
carboximetilcelulose, amido de batata oxidado, proteina isolada de soja e gelatina. Os autores
encontraram valores semelhantes de L*(79 a 85), a*(-0,8 a 3,8) e b*(7 a 22). Assim como o
presente trabalho, ainda relatam que quanto maior a concentragao de extrato, adicionada menor
¢ a transparéncia do filme. Desta forma, os filmes com menor transparéncia podem atuar
também como barreira para a exposi¢do dos alimentos a luz, protegendo dos defeitos de
qualidade (como oxidacdo de gordura e mudancas de sabor) em produtos fotossensiveis, sendo
importante que os materiais de embalagem devam possuir as propriedades desejadas de

bloqueio de raios UV (Kowalczyk et al., 2016).
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Tabela 2 — Parametros L* a* e b*, coordenadas polares (C* e H°) e variagdo total da cor (4F) dos filmes com diferentes concentragdes e extratos de lupulos.

Onde LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU (extrato de lapulo dos EUA)

Amostras L* a¥ b* C* H* AE
Branco 95,65 + 0,091k 0,04 £ 0,03™ 2,80 £0,12° - -

F1/10/LB 93,41 + 0,14%%¢ -2,55+0,118h 15,81 +0,64%¢ 16,01 £0,64%¢ 99,31 +£0,17° 13,44 + 0,62f
F1/20/LB 92,90 + 0,24° 4,11 +0,21° 25,45 + 0,49" 25,77+0,51" 99,16 + 0,27%¢ 23,18 + 0,488
F1/40/LB 90,43 + 0,29 4,07 +0,10P 37,50 + 0,641 37,71 £ 0,62 96,19 + 0,25%b¢ 35,32+ 0,57
F2/10/LB 94,30+ 0,01%¢feh  _1 84 + 0,06'% 12,47 +0,47% 12,59+ 0,47%¢ 98,37 + 0,02¢4¢ 9,93 + 0,47%¢
F2/20/LB 93,07 +0,18° 3,51 £0,02%¢4¢ 2331 +0,06" 23,57 +0,05" 98,55 + 0,074¢ 20,97 + 0,028
F2/40/LB 91,62 +0,27° -3,71£0,09°4 30,99 + 0,04 31,21 + 0,03 96,81 +0,17>4 2871 + 0,06"
F3/10/LB 94,40 +0,015%" 1,91 + 0,14 12,78 £ 0,814¢f 12,91 +0,82%¢f 98,50 + 0,08°¢¢ 10,23 +0,81%¢
F3/20/LB 93,18 +0,57°¢ 3,18 £0,08%¢f 2274+ 296" 22,96 +2.91" 98,02 + 1,225¢d¢ 20,34 + 2,958
F3/40/LB 90,65 + 0,05*° -3,36 £0,07%%F 34,49 + 0,09 34,64 + 0,09 95,56 + 0,10° 32,25+ 0,10
F4/10/LB 95,37 +£0,25M9k 1,28 +0,01%! 9,13 + 0,06° 9,21 + 0,06¢ 97,98 +£0,03><4¢ 6,46+ 0,05
F4/20/LB 92,92 +0,14° 2,83 +£0,06%"  22.67+0,17" 22.84+0,17" 97,10 + 0,10%%%4¢ 20,25 + 0,192
F4/40/LB 91,74 +0,01° -2,98 +0,13%F¢ 29,78 + 1,38 29,92 + 1,38 95,71 + 0,02%° 27,42 + 1,36
FI1/10/LI 95,84 + 0,531k -1,70 + 0,267 7,77 £ 0,220¢ 7,94 +0,26%>¢ 102,28 + 1,50%¢ 5,27 +£0,31%5¢
F1/20/L1  9440+0,01%%h  _371+0,11%4  16,22+0,718 16,63 0,718 102,88 + 0,168 13,98 + 0,70°
F1/40/L1 94,02 +0,19%¢te 578 +0,12° 24,17 + 0,04" 24,85+ 0,01" 103,43 + 0,29%¢ 22,20 + 0,028
F2/10/LI 96,27 +0,18% -0,84 + 0,10 5,31+ 0,285 5,37 £0,28? 98,98 + 0,584< 2,71+ 0,312
F2/20/L1  94,85+0,21%M  _.362+0,19>%%¢  14,87+0,03%%¢  1530+0,07%¢ 103,66 + 0,66"¢ 12,63 + 0,065
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F2/40/L1 93,84 +0,20%%f  _582+0,09° 24,71 + 0,49 25,38 + 0,491 103,24 + 0,05 22,74 + 0,508
F3/10/LI 96,00 + 0,04'* -1,53 £ 0,08k 7,29 + 0,48%< 7,44 + 0,45%b 101,89 + 1,40° 4,76 £ 0,42%°
F3/20/LI 95,06 +0,04%M4  _373+£0,07>%¢  14,67+0,57%% 1513 +0,57%% 104,27 0,278 12,45 + 0,56"
F3/40/L1 93,77 +0,37%%¢  _5.89+0,23% 25,08 +0,35" 25,76 + 0,39 103,20 + 0,32%¢ 23,12 +£0,37¢
F4/10/L1 95,74 + 0,08k 2,34 £0,13M 10,40 £0,13%¢  10,65+0,15¢ 102,68 + 0,50%¢ 7,95 +0,16%¢
F4/20/L1 94,40 +0,79%%h .3 92 + (,08"¢ 15,08+ 0,575 15,58 £ 0,565 104,55 + 0,248 12,97 + 0,48%F
F4/20/L1 94,26+ 0,16%¢6eh  _532 +(,42° 22,79 + 0,37 23,39 + 0,45" 103,12 + 0,78"%¢ 20,73 + 0,478
F1100QTS/OPVA/10SBT

F2-70QTS/30PVA/10SBT
F3-50QTS/50PVA/10SBT
F4-30QTS/70PVA/10SBT
Com 10, 20 e 40 % de extratos LB e LU

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo

teste de Tukey.
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Tabela 3 — Filmes poliméricos, om diferentes concentragdes de LB (extrato de lapulo brasileiro) e LU

(extrato de lupulo dos EUA)

LB LU
. -

[\
P
on
<«
3

F1-100QTS/0PVA/10SBT
F2-70QTS/30PVA/10SBT
F3-50QTS/50PVA/10SBT
F4-30QTS/70PVA/10SBT
Com 10, 20 e 40 % de extratos LB e LU
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3.2 ANGULO DE CONTATO E ENERGIA LIVRE SUPERFICIAL

A Tabela 4 mostra os valores de angulos de contato dos filmes estudados em relacao aos
solventes testados (4gua, formamida e diiodometano) e a energia livre superficial total e os
componentes polar e dispersivo dos filmes de QTS, PVA e sorbitol puros e com extratos de
lapulo LB e LU.

Segundo Noronha et al., (2014) a medida do angulo de contanto de liquidos com
diferentes polaridades com a superficie da amostra define a relagdo da polaridade da superficies.
Para valores do angulo de contato com a dgua menores que 90°, a superficie ¢ considerada
hidrofilica e maiores que 90°, hidrofébica.

Ao observar os resultados, apenas uma das formulacdes apresentou dngulo de contato

com a agua acima de 90°, ou seja, com caracteristica hidrofobica
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Tabela 4 — Angulo de contato, energia livre superficial total, componente dispersivo e componente polar dos filmes em contato com a agua, formamida e

diiodometano. Onde C (controle), LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU (extrato de lipulo dos EUA)

Angulo de Contato Energia Livre Superficial
Amostra Agua Formamida Diiodometano  y'(mN/m) y%mN/m) y?(mN/m)
F1/0/C 86,66 = 1,79%¢ 63,55+ 1,38%¢de 5685+ (0,94 32,7 27,57 5,13
FI1/10/LB 82,51 £1,56%%¢f¢ 61,53 +3,10> 5520+ 0,30%° 33,85 27,2 6,66
F1/20/LB  75,35+2,75%>4  6535+0,57%% 46,22 £ 1,06%>° 36,63 28,95 7,68
F1/40/LB 72,76 +£5,01*>¢  64,25+1,92%¢4¢ 4746 £ 2,09%0¢ 36,68 27,41 9,27
F2/0/C 82,302,165 64,17 + 1,154 50,68 + 3,00"cd< 35,1 29,44 5,66
F2/10/LB 77,77 +£3,32%¢1 64,64 £1,78%%4¢ 47,05 + 1,83%0¢ 36,42 29,59 6,86
F2/20/LB 87,19 + 2,16%¢ 65,62 +£2,97%%¢ 4822 +1,70%b<4 36,23 32,8 3,42
F2/40/LB 80,86 + 5,824 6420+ 1,49%4¢ 49 92 + (,49%b< 35,38 29,28 6,1
F3/0/C 77,57 +5,33%b¢def 63 50 +6,35%%4¢ 44,16 + 0,66>P¢ 37,79 31,3 6,49
F3/10/LB 79,85 + 2,443b¢cdef 62 40 +2,59¢d 44 39 + 2 723bc 38,02 32,33 5,68
F3/20/LB 79,53 +0,30*><%=f 6581 +1,58%4¢ 42,93 +1,57° 37,77 32,46 532
F3/40/LB 81,59 +2,77%%%f¢ 6771 £0,62°% 45,51 + 3,09%0¢ 36,39 31,59 4,8
F4/0/C 83,23 +3,14%%fe  2800+3,36° 47,99 +7,045>¢ 43,12 36,08 7,04
F4/10/LB 81,92 £6,05%%%¢ 5622 +0,96° 46,83 =1,01%5¢ 38,51 36,79 5,72
F4/20/LB 8539 +2,06%% 66,00 +£2,50%% 4543 £ 1,43%b¢ 36,99 33,45 3,54
F4/40/LB 82,22 £ 5,54%%¢fe 65,60 +4,09%%¢ 47,06 £ 2,12%¢ 36,28 31,31 4,96
F1/0/C 86,66 + 1,79%¢ 63,55+ 1,38%%4¢ 56,85+ 0,94 32,7 27,57 5,13




F1/10/LU
F1/20/LU
F1/40/LU
F2/0/C
F2/10/LU
F2/20/LU
F2/40/LU
F3/0/C
F3/10/LU
F3/20/LU
F3/40/LU
F4/0/C
F4/10/LU
F4/20/LU
F4/40/LU

80,36 + 1,050cdef
76,83 + 1,773bedef
91,48 + 1,338
82,30 + 2,16%4fe
78,80 + 1,413bcdef
76,05 + 4,25%bcde
86,62 + 3,865
77,57 + 5,33bedef
77,11 + 4,033bcdef
69,49 + 3,81°
85,51 + 2,96%58
83,23 + 3,14¢%defe
70,20 + 3,25%P
85,68 + 2,74%efe
78,76 & 1,29%bedet

71,02 + 0,89%¢
65,70 + 0,76%%¢
66,12 + 3,76%%¢
64,17 + 1,15>cd¢
63,22 +2,08>-cde
68,80 + 3,56%4¢
65,89 + 1,0794¢
63,50 + 6,35>d¢
65,59 + 2,20%%¢

71,29 +0,72¢
65,58 + 3,29%d¢

28,90 + 3,36
62,44 + 4,22b¢4d
66,99 + 2, 48¢de
67,25 + 2,96%4¢

48,57 + 1,45%bed
44,91 + 3,87%b¢
50,33 & 0,440cde
50,68 + 3,000cde
46,86 + 1,05%0°
46,34 + 0,59*bc
51,00 + 0,32¢4¢
44,16 + 0,66>>°
44,99 + 1,29%b°
43,70 + 0,40%P
49,36 + 1,24%b-c4d
47,99 + 7,042bc
50,04 + 0,46"cd<
4522 + 1,63%b°
48,24 +0,912bcd

34,29
36,98
35,76
35,1
36,82
35,71
34,81
37,79
36,97
36,41
35,52
43,12
36,68
37,1
35,33

28,78
30,23
33,34
29,44
30,35
28,63
30,81
31,3
30,32
27,06
31,38
36,08
25,29
33,69
28,91

5,51
6,75
2,43
5,66
6,48
7,08
3,99
6,49
6,66
9,35
4,14
7,04
11,39
3,41
6,41
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Valores apresentados como a média + desvio padrdo. y': energia livre superficial total; y%: componente dispersivo; y°: componente polar. Letras diferentes na

mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey, comparando todas as médidas para cada um dos pardmetros.
F1-100QTS/OPVA/10SBT
F2-70QTS/30PVA/10SBT
F3-50QTS/50PVA/10SBT
F4-30QTS/70PVA/10SBT
Com 10, 20 ¢ 40 % de extratos LB e LU
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O angulo formado entre os filmes quando em contato com a agua, variou de 64,49 +
3,81 (F3/20/LU) a 91,48 + 1,33 (F1/40/LU). J4 para a formamida, o angulo de contato variou
de 56,22 + 0,86 (F4/10/LB) a 71,29 + 0,72 (F3/20/LU), e de 42,93 + 1,57 (F3/20/LB) a 55,20
+ 0,30 (F1/10/LB) para o diiodometano. Os filmes com maior propor¢ao de QTS (F1)
apresentaram menor interagdo com a dgua quando comparados com os filmes contendo PVA
(F2, F3, F4) este mesmo comportamento foi observado para o solvente de polaridade
intermediaria testado (formamida). Ja para o angulo de contato formado entre os filmes e o
diiodometano, os filmes contendo maior propor¢ao de PVA apresentaram maior afinidade pelo
solvente (Tabela 3). Os resultados observados estdo de acordo com a literatura, que descreve a
QTS como um polimero pouco soluvel em dgua e o PVA possuindo maior afinidade com esse
solvente (MUJTABA et al., 2019; MACHADO, 2017).

Segundo Carvalho (2013), quanto maior a hidrofilicidade (afinidade com a agua) de um
filme, maior o angulo de contato formado com o diiodometano e menor o angulo de contato
formado com a 4gua. Desta forma, os resultados dos angulos de contato dos filmes,
apresentaram menor interacdo com a agua quando comparados com os resultados obtidos para
o diiodometano, que apresentaram dngulos de contato menores, indicando maior interagdo do
filme com o solvente de menor polaridade. Para a formamida, solvente de polaridade
intermediaria, os dngulos de contato de todos os filmes se situaram entre os valores encontrados
para a agua e para o diiodometano.

Os resultados sugerem ainda que a incorporagdo dos extratos LB e LU e as proporgdes
dos mesmos nas formulagdes ndo afetaram as propriedades de interagdo com os solventes
testados.

No que diz respeito a energia livre superficial total, os valores se mostraram menores
para os filmes contendo maior propor¢do de QTS e aumentaram em relacdo a quantidade de
PVA nos filmes, apresentando maiores valores para as formula¢cdes com mais PVA. A mesma
tendéncia foi observada para o componente polar. J& para o componente dispersivo
(hidrofobico) a relagdo foi inversa, sugerindo uma menor afinidade com a agua para os filmes

contendo QTS, e maior afinidade com a dgua para os filmes contendo PVA.
3.3 PROPRIEDADES MECANICAS E ESPESSURA DOS FILMES
Segundo Lazaridou e Biliaderis, (2002) a determinag@o dos parametros de propriedades

mecanicas dos filmes, que sdo prototipos de embalagens ativa para alimentos, ¢ importante para

caracterizar os mesmos quanto a sua integridade fisica como barreira para a protecao do
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contetido. Sendo crucial para garantir a integridade dos filmes durante os processos logisticos
e 0 armazenamento, evitando assim a deterioragao dos alimentos devido a quebra da embalagem
(Priyadarshi et al., 2018). Os resultados para as propriedades mecanicas dos filmes foram
obtidos a partir das curvas da tensdo-deformagao e podem ser observados na Tabela 5.

O modulo de Young (elasticidade) ¢ um parametro que caracteriza a rigidez de um
material, derivado da relacdo linear entre a tensdo aplicada e a deformacdo sofrida, ¢
determinado pela inclinagdo da curva de tensdo pela deformacao na regido elastica. Sendo que
quanto maior o valor para o modulo de Young, maior seré a resisténcia a deformagao e rigidez,
ou seja, o filme apresenta uma menor flexibilidade (DA ROSA, 2015; ROTTA et al., 2009;
CANEVAROLO, 2004).

Para o parametro deformacdo na ruptura os resultados sugerem uma tendéncia ao
aumento desse valor conforme o aumento da propor¢ao de PVA nas formulagoes testadas, essa
aptiddo também foi observada por Machado et al., (2017). Esse aspecto pode ser explicado pela
caracteristica isolada de cada polimero utilizado, a QTS ¢ relatada como sendo um material
facilmente rompido em testes tensdo, devida a formac¢ao de uma matriz polimérica rigida, pouco
flexivel e quebradiga. J4 o PVA ¢ um polimero que possui maior flexibilidade e resisténcia a
ruptura, desta forma a incorporacao de PVA junto da QTS explica o aumento da deformagado
na ruptura, pois a presenca das moléculas do PVA tende a diminuir a rigidez dos filmes

(MUJTABA etal., 2019; LIU et al., 2018; LI et al., 2010).
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Tabela 5 — Propriedades mecanicas dos filmes de QTS, PVA e Sorbitol contendo extratos de lipulo em
diferentes concentragdes. Onde C (controle), LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU (extrato de lupulo

dos EUA)

Amostra Deformacio na Tensao na ruptura Modulo de
ruptura (%) (MPa) Young(MPa)
F1/0/C 19,47 £ 3,50 gh,ijlm 14,01 £2,39¢ 48,51 £5,63 p
F1/10/LB 11,33 £5,14 apcder 11,43 +4,74 ¢ 58,12+ 8,31 ca
F1/20/LB 8,58 £3,12 apcde 9,46 £ 1,85 4 64,75 + 12,50 4
F1/40/LB 3,690 +2,08. 490+ 1,29 75,77 +£ 15,36 ¢
F2/0/C 17,21 £ 8,38 tgh,ijlm 0,02 £ 0,00 5 0,18 +£0,08 5
F2/10/LB 13,44 £ 2,91 bedefehi 0,02 + 0,00 a 0,51 £0,20 »
F2/20/LB 10,18 £ 1,18 apedef 0,02 + 0,00 a 0,59+0,14 .
F2/40/LB 10,20 £ 1,94 apcdes 0,02 + 0,00 a 0,54+ 0,15,
F3/0/C 19,37 £ 8,24 ¢ijim 0,02 + 0,00 a 0,15+ 0,06 a
F3/10/LB 11,91 £3,68 bedefeh 0,01 + 0,00 a 0,25+ 0,07 a
F3/20/LB 15,81 £ 6,60 defgh.ijl 0,02 £ 0,00 » 0,22+ 0,09 a
F3/40/LB 7,45+ 3,97 ap 0,01 = 0,00 a 0,38+ 0,13 »
F4/0/C 47,59 5,30, 0,03 + 0,00 a 0,05+ 0,00 a
F4/10/LB 21,07 £5,32ij1m 0,02 + 0,00 a 0,10+ 0,02 »
F4/20/LB 23,62 6,34 0,02 + 0,00 a 0,08 0,01 a
F4/40/LB 12,99 £ 5,23 pedefeh 0,01 £ 0,00 a 0,16 0,05 a
F1/0/C 19,47 £ 3,50 gh,ijlm 14,01 £2,39¢ 48,51 £5,63 p
F1/10/LU 14,01 £ 4,14 bcdefghi 10,47 +£2,81¢ 55,08 + 4,63 b
F1/20/LU 9,32+ 3,27 apcdef 7,43 £ 1,45 cq 54,26 + 10,08 pc
F1/40/LU 7,39 £ 2,98 apc 6,72 £ 1,64 v 64,23+ 11,954
F2/0/C 17,21 £ 8,38 fghijim 0,02+ 0,00 4 0,18+ 0,08 4
F2/10/LU 14,91 £ 2,41 cdefghij 0,02 + 0,00 a 0,18+ 0,07 a
F2/20/LU 12,15 £2,53 pedefeh 0,01 + 0,00 a 0,31 +£0,15,
F2/40/LU 11,80 £2,73 bedefh 0,01 £ 0,00 a 0,30 +£ 0,04 .
F3/0/C 19,37 £8,24 4ijim 0,02 £+ 0,00 a 0,15+ 0,06 a
F3/10/LU 11,96 = 3,69 bedeftg 0,01 0,00 a 0,27+ 0,07 a
F3/20/LU 12,91 £ 3,39 bedefgh 0,02 £ 0,00 a 0,27+ 0,09 a
F3/40/LU 8,23 £2,13 aped 0,01 + 0,00 a 0,29+ 0,07 a
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F4/0/C 47,59 530, 0,03 % 0,00 , 0,05 % 0,00 ,
F4/10/LU 23,14 + 6,06 |m 0,01 % 0,00 , 0,07 + 0,02 ,
F4/20/LU 22,11 % 5,85 jim 0,01 % 0,00 , 0,08 + 0,01 ,
F4/40/LU 16,19+ 3,57 ergnijm 0,01 % 0,00 , 0,11+ 0,04 ,

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa (p < 0,10) quando analisadas pelo teste de Tukey.

Legenda:

F1-100QTS/0PVA/10SBT

F2-70QTS/30PVA/10SBT

F3-50QTS/50PVA/10SBT

F4-30QTS/70PVA/10SBT

Com 0,10, 20 e 40 % de extratos LB e LU

Os resultados ainda sugerem que a deformag¢do na ruptura diminuiu com a adi¢ao dos
extratos LB e LU, ou seja, a aplicagdo dos extratos tornou os filmes mais rigidos e quebradigos
que o controle em todas as formulagdes testadas, independente do extrato.

Para a tens@o na ruptura e modulo de Young, a unica formulagdo que se diferenciou
significativamente (p<0,05) das demais foi a F1, apenas essa blenda ndo continha PVA em sua
composi¢do, desta forma esse resultado pode ser relacionado novamente com a caracteristica
do PVA, que ¢ considerado um polimero com boa flexibilidade e resisténcia (MACHADO,
2017).

Quanto a adi¢do de extrato, a tensdo na ruptura diminuiu € o modulo de Young aumentou
proporcionalmente, seguindo a mesma tendéncia dos resultados da deformagao na ruptura.

Com base nas propriedades mecénicas, os filmes elaborados ndo apresentaram diferencas
significativas quanto aos pardmetros estudados para a adi¢do de PVA. Assim, a formulacdo
contendo a menor concentracdo de PVA (F2) e um baixo médulo de Young se demonstra pouco
rigida e com maior flexibilidade, sendo selecionada para os demais estudos. Além disso, através
da interacdo com os solventes estudados, F2 também foi considerada a formulacdo ideal para
aplicagdo desejada, tendo em vista a baixa afinidade por solventes polares, como a agua,
presente em grandes quantidades na maioria dos alimentos in natura.

As espessuras dos filmes poliméricos da formulagao F2 podem ser observadas na Tabela
6, esse parametro ¢ importante pois pode influenciar na vida de prateleira do alimento

embalado. Alguns estudos relatam que o tipo de polimero, quantidade e natureza do ativo
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disperso nos filmes pode afetar a espessura dos filmes (JAMSHIDIAN et al., 2012; SALMIERI;
LACROIX, 2006; SEBTI et al., 2007).

Os valores de espessura para os filmes da F2 variaram entre 0,05 = 0,00 mm e 0,09 +
0,01 mm (Tabela 5), estando de acordo com a espessura desejada para filmes finos (< 1,0 mm)
(PINOTTI et al., 2007). Espessuras semelhantes para filmes de QTS e PVA foram relatadas em
outros estudos conduzido por Antoniou et al., 2015 (0,08 mm), Quihui-Cota et al., 2017 relatam
uma espessura de 0,086 mm em filmes de quitosana a 2% e Baron et al., 2017 preparou filmes
de quitosana e pectina e relataram uma espessura de 0,082 mm para todas as suas formulagdes.
Os resultados também sugerem que a adicdo dos extratos na formulacdo afeta diretamente a
espessura dos filmes. Ou seja, com o aumento da concentra¢do dos extratos adicionados nas
blendas da formulagdo F2 a espessura dos filmes diminui, isso pode ser explicado pelo aumento
do teor de liquido na solucdo filmogénica pela adigdo dos extratos e, consequentemente, o

menor teor de sélidos.

Tabela 6 — Espessura dos filmes de quitosana, PVA e sorbitol contendo diferentes concentracdes e

extratos de ltipulos. Onde LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU (extrato de lupulo dos EUA)

Amostras Espessura (mm)

F2 Controle 0,08 + 0,007
F2 10 LB 0,05 + 0,00°
F220 LB 0,05 + 0,00>°
F2 40 LB 0,06 + 0,00°

F2 Controle 0,08 £ 0,00?
F2 10 LU 0,09 +0,01*
F220 LU 0,08 +0,00*
F2 40 LU 0,07 0,014

Valores apresentados como a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenga significativa (p < 0,05) quando analisadas pelo teste de Tukey.

F2-70QTS/30PVA/10SBT

Com 10, 20 e 40 % de extratos LB e LU

3.4 MORFOLOGIA DOS FILMES CONTENDO EXTRATOS DE LUPULO LB E LU
POR MEV
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As micrografias obtidas por MEV, referente a superficie dos filmes e as suas respectivas
seccgoes transversais, para os filmes da formulacdo F2 (controle) e com a adi¢do dos extratos de
lupulo LB e LU, sdao mostradas na Tabela 7.

No geral, ndo foram observadas agregagcdes ou separagdes de fase na superficie dos filmes
incorporados com os extratos em relacdo ao controle. Assim, indicando que os extratos foram
dispersos homogeneamente na matriz polimérica, podendo assim confirmar a agregacgao eficaz

dos extratos a matriz filmogénica durante a evaporacao do solvente (ROTTA, 2009).

Tabela 7 — Micrografias da superficie dos filmes e sec¢@o transversal no aumento de 1000x
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F2/20/LU

:I 10KV X1;Oﬂﬂ 10pm LCME-UFSC 10kV  X1,000 10pm LCME-UFSC

F2/40/LU

‘1|JkV X1,000 10pm " LOME-UFSG 10KV X1,000  10pm LCME-UFSC

F2-70QTS/30PVA/10SBT
Com 0, 10, 20 e 40 % de LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU (extrato de lupulo dos EUA)

Ao observar as micrografias ¢ possivel afirmar que a superficie dos filmes ¢ caracterizada
por uma estrutura compacta ¢ homogénea, além da superficie lisa, sem formacao de poros ou
rachaduras. Ja para as micrografias das secc¢des transversais dos filmes, foi possivel observar
pequenas rachaduras. As mesmas caracteristicas morfologicas foram observadas por outros
autores (MUJTABA et al., 2019; LIU et al., 2018; MACHADO et al., 2017).

A morfologia dos filmes nao foi afetada pela adi¢cao dos extratos, porém, é visualmente nitido
que ao adicionar os extratos a espessura do filme diminuiu, de acordo com os resultados de

espessura da Tabela 6.
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3.5 COMPORTAMENTO REOLOGICO DAS SOLUCOES FILMOGENICAS

As solugdes filmogénicas da formulagdo F2 contendo diferentes concentragdes dos
extratos LB e LU foram avaliadas em relacdo ao comportamento reoldgico. Para isto, foi
aplicada a Lei de Poténcia, a partir da qual € possivel obter os seguintes parametros reologicos:
k (indice de consisténcia — mPa.s") e n (indice de comportamento de fluxo — adimensional).

Ao observar os resultados (Tabela 8) pode-se afirmar que as solucdes filmogénicas
apresentaram comportamento pseudoplastico (n<l), desta forma podendo afirmar que as
solugdes possuem caracteristica de fluidos nao newtonianos. Os fluidos com essa caracteristica
possuem a tendéncia de se re-fluidificar quando a taxa de deformagdo aumenta. HOU et al.,
(2012) e MARTINEZ et al., (2004) estudaram as caracteristicas reologicas da quitosana em
emulsoes sendo que estas apresentaram comportamento de fluidos ndao newtonianos,
semelhante ao presente estudo. Quando o fluido ¢ considerado nao newtoniano, quanto maior
o valor de &, maior € a consisténcia do fluido, pois este indicam o grau de resisténcia do fluido

diante do escoamento (DA ROSA, 2016; MACHADO, 2017; LEWANDOWSKA, 2015).

Tabela 8 — Comportamento reologico das solugdes formadoras de filmes de QTS, PVA e sorbitol
contendo diferentes concentragdes e extratos de lupulos. Onde LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU

(extrato de lupulo dos EUA)

Solucao k (mPa.s") n
F2 Controle ~ 1737+14,1° 0,79 + 0,00
F210LB  5022,5+23,39 0,68+ 0,00
F220LB  2908,5+ 164,7° 0,72+ 0,01*"
F240LB  1231,1+258,8° 0,79 +0,05°
F2 Controle 1737+ 14,1° 0,79 0,00
F210LU  585,8+11,4* 0,90+ 0,00°
F220LU  396,05+31,1* 0,90+0,01¢
F220LU  165,05+159° 0,94+0,01°

Valores apresentados como a média + desvio padrao. n: indice de comportamento de fluxo; &: indice de
consisténcia. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) quando
analisadas pelo teste de Tukey.

F2-70QTS/30PVA/10SBT

Com 10, 20 e 40 % de extratos LB e LU
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As solugdes formadoras dos filmes foram mais consistentes quanto menor a propor¢ao
dos extratos (LB e LU). Para os filmes com o extrato LB, o aumento da concentracdo dos
extratos nas solucdes teve uma tendéncia de aumento do » ¢ a diminuigao do 4, ou seja, com a
adicao dos extratos a solucao filmogénica fica menos consistente e mais fluida, o que nao pdde
ser observado para os filmes contendo o extrato LU. Isto pode ser resultante das baixas
interagdes hidrodinamicas nas solugdes diluidas pela adi¢do dos extratos e pelo contato entre

as cadeias dos polimeros, que fatores que condicionam o fluxo de solu¢des concentradas.

3.6 ANALISES TERMICAS DOS FILMES

Analise termogravimétrica (TGA) € uma técnica utilizada para avaliar a perda de peso de
uma amostra em fun¢do da degradacdo pela temperatura, assim avaliando a sua estabilidade
térmica e podendo determinar os limites de temperatura para aplicagdo dos filmes (YOSHIDA
et al.,, 2010; MARTINS; CERQUEIRA; VICENTE, 2012).

As curvas de TGA obtidas para os filmes poliméricos contendo extrato de lupulo LB e
LU estdo apresentados na Figura 1, ja os eventos térmicos referentes a taxa de variagdo de massa

(DTG) podem ser observados na Tabela 9.
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Figura 1 — Curvas termogravimétricas dos filmes poliméricos de QTS, PVA e sorbitol contendo
diferentes concentragdes e extratos de lupulos. Onde LB (extrato de lipulo brasileiro) e LU (extrato de

lupulo dos EUA)

110

T T T v T T T v T T T T
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

F2-70QTS/30PVA/10SBT
Com 10, 20 ¢ 40 % de extratos LB ¢ LU

Tabela 9 — Taxas de variagdo de massa dos filmes poliméricos de quitosana, PVA e sorbitol contendo
diferentes concentragdes e extratos de lipulos de acordo com a temperatura. Onde LB (extrato de lapulo
brasileiro) e LU (extrato de ltipulo dos EUA)

Amostras  Mid Point °C  Onset °C  Endset °C  Massa (mg) Massa (%)

QTS* 325,82 315,46 338,93 -1,03 -17,2
PVA* 346,04 318,45 381,54 -4,36 -48,15
Sorbitol* 355,19 339,44 372,98 -5,70 -82,63
F2 Controle 341,81 305,09 382,99 -5,92 -68,14
F210LB 316,08 280,97 354,16 -2,78 -52,54
F220LB 317,97 288,69 357,04 -2,69 -47,89
F240LB 318,98 287,09 354,41 -2,97 -59,15
F2 10 LU 333,83 301,96 369,50 -3,77 -61,27
F2 20 LU 331,45 299,38 366,67 -3,58 -68,12
F2 40 LU 328,98 298,59 363,69 -3,53 -60,12

*Valores referentes aos polimeros puros QTS, PVA e Sorbitol segundo Machado et al., (2017)
F2-70QTS/30PVA/10SBT
Com 10, 20 e 40 % de extratos LB e LU
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Figura 2 — Curvas termogravimétricas dos polimeros quitosana, PVA e sorbitol utilizados na obtencao

dos filmes poliméricos

Fonte: Machado et al., (2017)

Segundo Machado, (2017) os polimeros, QTS, PVA e Sorbitol apresentam eventos
isolados de perda de massa de acordo com a sua composicao, Figura 2. Os filmes controle e
contendo os extratos de lupulo LB e LU apresentaram um estagio para degradagdo térmica,
podendo observar apenas um grande evento de perda de massa, além do referente a agua,
proximo a 100°C, semelhante aos polimeros de origem, Figura 1 e 2. As temperaturas
necessarias para iniciar a degradagdo térmica sdo semelhantes aos dados encontrados na
literatura (MACHADO, 2017; YOSHIDA et al., 2010).

Em geral, a decomposicao inicia em temperatura de 280,97 °C e ocorre até 382,99 °C nos
filmes. J& a degradagdo organica das matrizes poliméricas inicia-se na temperatura em 315,46
°C, sendo o polimero mais sensivel termicamente, a quitosana (MACHADO, 2017).

Os filmes de QTS, PVA e Sorbitol controle € com a adicdo de extratos LB ¢ LU
apresentaram comportamento semelhante entre si (Figura 1). O filme F2 10 LB apresentou
menor temperatura (280,97 °C) necessaria para iniciar a degradag¢do da matriz polimérica.

Maior perda de massa foi observada nas formulacdes controle (sem a adicdo de
extratos), seguido pelas formulagdes com o extrato LU. Ao passo que, essas amostras
apresentaram maior temperatura necessaria para que a degradacdo térmica dos filmes
ocorressem, assim, a presenga de ambos os extratos nos filmes esta relacionada com a
diminuicdo da massa dos filmes e a sua temperatura inicial de decomposi¢ao.

Ao observar a curva de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) dos polimeros puros
e dos filmes das formulag¢des F2, controle e com a adi¢ao de extratos, ¢ notada a interagao

presente entre as matrizes poliméricas, principalmente pelo deslocamentos dos picos de fusdo
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e cristalizacdo, além das demais transi¢cdes térmicas. As curvas de DSC dos polimeros QTS,
PVA e sorbitol e dos extratos LB e LU utilizados na obtencao dos filmes sdo apresentadas na
Figura 3. J4 as curvas para o DSC dos filmes controle e contendo extrato de lupulo LB podem
ser observadas na Figura 4 e contendo LU na Figura 5.

Foi possivel observar que de acordo com a composi¢ao dos filmes, ocorreu interacao na
matriz polimérica de todas as amostras testadas, o que foi evidenciado nos termogramas do
controle, e dos adicionados de extratos, uma vez que apresentaram comportamento diferenciado

(Tg, Tf) dos polimeros puros utilizados na formulagao.

Figura 3 — Curvas de DSC dos polimeros quitosana (QTS), poli(alcool vinilico) (PVA) e sorbitol (SBT)
utilizados na obtencdo. Onde LB (extrato de lupulo brasileiro) e LU (extrato de lupulo dos EUA)

Endo

1
0 50 100 150

Temperatura (°C)

Figura 4 — Curvas de DSC dos filmes contendo diferentes concentracdes e extratos de lupulos LB
(extrato de lupulo brasileiro)

F2-70QTS/30PVA/10SBT, com 10, 20 ¢ 40 % de extratos LB

Temperatura (°C)
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Figura 5 — Curvas de DSC dos filmes contendo diferentes concentragdes e extratos de lupulos LU
(extrato de lupulo proveniente dos EUA)
F2-70QTS/30PVA/10SBT, com 10, 20 ¢ 40 % de extratos LB e LU

0 50 100 150
Temperatura (°C)

O polimero puro QTS, apresentou evento endotérmico na regido de 57 °C, com
temperatura de fusdo acima de 126 °C, eventos endotérmicos que podem ser atribuidos a regido
de transicdo vitrea do polimero (MUJTABA et al., 2019). Para o PVA o comportamento
endotérmico ocorreu na regido de 20 °C e a temperatura de fusdo foi superior a 120 °C. O
sorbitol ndo expressou evento endotérmico na faixa de temperatura avaliada e apresentou
temperatura de fusdo em 96 °C. O mesmo ocorreu para os extratos LB e LU, que ndo
apresentaram eventos endotérmicos e sua temperatura de fusdo foi considerada proxima a
150 °C.

Nos termogramas de todos os filmes, controle e com os extratos LB e LU, foi possivel
observar um pico endotérmico referente a fusdo em torno de 70 °C, com posterior cristalizagao,
sendo representado por um evento endotérmico em torno 55 °C, estes eventos se repetiram em
todos os filmes estudados. Além disso, ao observar as Figuras 4 e 5 e a Tabela 10, ¢ visivel que
o AH (érea do pico), diminui com o aumento do volume de extrato nos filmes. Tal fato ocorre
devido a desorganizacao na estrutura polimérica das misturas de QTS, PVA e Sorbitol. Desta
forma, a estrutura dos filmes se apresentou mais amorfa, menos cristalina, quanto maior a

adi¢do de extrato nas solucdes filmogénicas.
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Tabela 10 — Dados obtidos a partir dos termogramas para a estabilidade dos filmes de QTS, PVA ¢
sorbitol contendo diferentes concentragdes e extratos de ltpulos.

Amostras  Mid Point °C  Onset °C  Endset °C  AH J/g

F2 Controle 74,85 66,75 81,88 -18,50
F210LB 74,49 68,47 79,78 -12,98
F220LB 73,16 67,71 77,51 -7,86
F240 LB 70,83 64,26 75,98 -7,20
F2 10 LU 73,18 66,75 82,45 -12,66
F220 LU 72,51 65,80 79,77 -10,11
F2 40 LU 68,84 64,62 74,79 -3,83

F2-70QTS/30PVA/10SBT, com 10, 20 e 40 % de extratos LB e LU
LB (extrato de lupulo brasileiro).

LU (extrato de lapulo dos EUA).

3.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA) DOS FILMES CONTENDO EXTRATOS
DE LUPULO (LB E LU)

A determinagdo da atividade antioxidante foi expressa em
TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox) dos filmes da formulacao F2 contendo
diferentes concentragdes de extratos de lupulo (LB e LU) estes resultados estdo apresentados

na Tabela 11.

Tabela 11- Atividade antioxidante dos filmes contendo extratos de ltipulo LB e LU

Amostras  ABTS (umol TEAC mL') DPPH (pmol TEAC mL™)

F2/Controle 14,74 +10,07¢ 56,41 +3,61°
F2/10/LB 47,97 + 3,36 74,28 +9,03%
F2/20/LB 104,15 + 2,24%b 101,73 £2,71¢
F2/40/LB 199,11 + 8,85¢ 159,82 + 7,22¢

F2/Controle 14,74 +10,07¢ 56,41 £3,61°
F2/10/LU 84,37 + 5,60*° 92,15 + 0,00°
F2/20/LU 139,76 + 14,55 130,45 + 3,614

F2/40/LU 297,22 +31,33¢ 217,27 10,83
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TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox). Valores apresentados como a média + desvio
padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,05) quando analisadas
pelo teste de Tukey.

F2-70QTS/30PVA/10SBT, com 10, 20 ¢ 40 % de extratos LB ¢ LU.

LB (extrato de Iupulo brasileiro).

LU (extrato de lupulo dos EUA).

Esta provado que o extrato de lapulo € capaz de eliminar indutores da oxidagao, mesmo
ap0s sua incorporacdo na matriz polimérica. Sendo também possivel a relacdo desta
caractreistica com a os compostos fendlicos presentes no lipulo e a atividades antimicrobianas
dos mesmos (KOWALCZYK et al., 2016; BAJIC et al., 2019)

Os filmes F2/10/LB e F2/controle ndo apresentaram diferencas significativas para a
atividade antioxidante por DPPH e ABTS.

O aumento da concentragdo dos extratos de lupulo LB e LU nos filmes refletiu no
aumento da atividade antioxidante em ambos os testes realizados, DPPH e ABTS. Kowalczyk
et al., (2016) aplicaram extrato etanolico de lupulo em filmes de carboximetilcelulose, amido
de batata oxidado, proteina isolada de soja e gelatina em diferentes proporg¢des e também
observaram maior atividade antioxidante em relacdo a maior quantidade de extrato aplicado nos
filmes.

Baji¢ etal., (2019) estudou filmes de quitosana adicionados de diferentes concentragdes
de extrato de lupulo obtido por extragdo por fluido supercritico e observando um aumento
significativo no teor de compostos fendlicos totais com a maior proporg¢ao de extrato de lapulo
adicionados aos filmes, compostos esses que possuem atividade antioxidante.

Os filmes com extrato LU se mostraram mais eficientes quanto a atividade antioxidante
para DPPH e ABTS, quando comparados com LB em todas as concentragdes testadas. Pode-se
observar também que os resultados para o extrato puro (Tabela 3; Capitulo 3) foram maiores
em relagdo aos filmes mesmo na maior concentragdo aplicada dos dois extratos (LB e LU).

Os resultados eficazes da atividade antioxidante sdo atribuidos aos compostos presentes
nos lupulos, quercetina, isoquercetina entre outros compostos fenolicos, que possuem a
capacidade de retardar ou desacelerar a oxidagdo de um material oxidavel (SHI et al., 2019;
ARON et al., 2012; KROFTA et al., 2008).

Os resultados foram satisfatorios para a aplicagdo da formulacdo F2 adicionada dos

extratos LB e LU, como uma embalagem com propriedades antioxidantes para alimentos.



145

4, CONCLUSAO

Foram produzidas quatro formulagdes de filmes finos a partir da combinacao de QTS,
PVA e sorbitol, adicionadas com 10, 20 e 40 % dos extratos de LB ¢ LU em cada uma das
formulagdes. Os filmes com apenas QTS e sorbitol se apresentaram mais hidrofobicos, porém,
mais rigidos. As formulagdes contendo PV A tiveram maior elongagdo e maior afinidade com a
agua. Desta forma a formulagdo F2 (70% quitosana (QTS)/ 30% poli(alcool vinilico) (PVA) e
10% sorbitol (SBT)) foi a escolhida para realizar as demais analises. Os filmes expressaram a
cor amarela e quanto maior a adicdo de extrato, maior a variagdo da cor em relacdo aos
controles. A interacdo entre os polimeros ¢ a adigdo dos extratos nos filmes foram observadas
nas analises de TGA e de DSC. A atividade antioxidante para os filmes contendo lapulo LB e
LU sugere que os mesmos podem ser utilizados como embalagem ativa em alimentos com a

finalidade inibir a oxidagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos e a partir dos resultados obtidos no presente

trabalho, as seguintes consideragdes podem ser feitas:

v

DCCR utilizado para determinar os melhores pardmetros de extracdo por ultrassom dos
CFT do lupulo (Humulus lupulus L.) cultivado no Brasil (LB), mostraram resultados com
boa repetitividade, o que permitiu obter as condi¢des dtimas para a extragao.

Para as andlises de caracterizagdo fisico-quimica, determinacao de CFT, flavonoides e
atividade antioxidante as amostras apresentaram diferenga significativa, sendo que para
todos esses experimentos o LB se destacou em relagdo ao LU pois apresentou maior teor
destes compostos.

Ambas as amostras foram eficientes contra as bactérias Gram positivas, Staphylococcus
aureus € Bacillus cereus e nao apresentaram atividade antimicrobiana para a bactéria Gram
negativa Escherichia coli..

Os principais compostos do 6leo essencial dos lipulos, brasileiro (OLB) e dos EUA (OLU),
foram trans-B-farnesene, B-selinene, mirceno, a-selinene, a-humulene e - cariofileno.

Os compostos fenolicos predominantes na planta do lupulo (LB e LU), foram &cido
protocatecuico, isoquercetina e acido fertlico, ja para os extratos (seco e liquido) foram os
flavonoides, isoquercetina e quercetina. Sendo assim a extragdo foi mais eficiente para os
flavonoides o que pode ser confirmado pelo alto valor observado para TFT nos extratos.
Quando comparada a atividades antioxidantes testadas do extrato de lupulo (LB e LU) com
os Oleos essenciais das mesmas plantas, os extratos se destacaram positivamente.

Das quatro formulagdes preparadas com diferentes propor¢des dos polimeros a formulagao
F2 foi escolhida, F2 (70% quitosana (QTS)/ 30% poli(alcool vinilico) (PVA) e 10%
sorbitol (SBT)), por apresentar melhor propriedades mecanicas e menor angulo de contato
com a agua.

Os filmes se mostraram adequados para filmes poliméricos finos, quanto as demais analises
de caracterizagao.

A atividade antioxidante, dos filmes contendo LU se destacaram em comparagdo com 0s

contendo LB.
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Anexo
Anexo I - Pardmetros do espectrometro de massa e tempo de retengdo dos compostos fenolicos

testados na amostra de extrato de lupulo da variedade Cascade por LC-MS / MS.

Tempo de [IM-H]"

Composto fenoélico retencio /produtos ion PD PE PEC EC PXC
(min) m/z
Acido galico 4.0 168.8/124.1 -25.0 -11.0 -12.0 -20.0 -4.0
Acido protocatecuico 6.9 153.0/109.0 -26.0 -9.0 -17.3 -17.0 -4.0
Acido Mandélico 7.8 150.8/106.8 -20.0 -7.5 -10.0 -12.0 -2.0
Epigalocatequina 8,2 304.8/124.9 -40.0 -5.5 -38.0 -30.0 -14.0
Catequina 8.8 288.8/120.3 -55.0 -4.5 -14.0 -34.0 -4.0
Acido 4 —
hidroximetilbenzdico 8.8 150.8/104.2 -30.0 -6.5 -10.0 -18.0 -2.0
Acido clorogénico 9.2 352.8/187.8 -25.0 -5.0 -24.0 -28.0 -2.0
Epicatequina 9.4 288.9/122.3 -290.0 -4.0 -16.0 -40.0 -2.0
Acido cafeico 9.4 178.8/131.3 -30.0 -11.0 -10.0 -22.0 -2.0
Acido vanilico 9.6 166.8/148.5 -30.0 -7.0 -10.0 -18.0 -2.0
Acido siringeo 10.0 196.8/119.6 -30.0 -10.5 -12.0 -28.0 -2.0
Fustin 10.3 286.8/105.6 -45.0 -4.0 -14.0 -38.0 -2.0
Vanilina 10.4 150.8/132.8 -25.0 -3.0 -14.0 -14.0 -2.0
Acido p- cumarico 10.4 163.0/119.0 -21.0 -4.0 -17.7 -13.0 -6.0
Acido 4-aminobenzoico 10.5 135.8/90.5 -20.0 -9.5 -10.0 -16.0 -2.0
Acido metoxifenilacético 10.5 164.9/118.7 -10.0 -10.0 -10.0 -6.0 -2.0
Taxifolina 10.7 302.8/120.7 -95.0 -10.5 -16.0 -30.0 -2.0
Rutina 10.7 609.1/301.0 -31.0 -5.0 -34.2 -27.0 -6.0
Acido ferulico 10.7 192.8/129.7 -40.0 -7.0 -10.0 -24.0 -2.0
Siringaldeido 10.7 180.8/163.1 -25.0 -4.5 -10.0 -20.0 -4.0
Umbeliferona 10.8 160.8/129.5 -55.0 -4.5 -10.0 -22.0 -4.0
Acido rosmarinico 10.8 358.9/159.8 -50.0 -3.0 -18.0 -28.0 -4.0
Isoquercetina 10.8 462.9/297.3 -245.0 -3.0 -48.0 -44.0 -2.0
Quercetina 10.8 301.0/149.3 -80.0 -6.0 -14.0 -32.0 0.0
Acido sinapico 10.9 222.8/161.6 -30.0 -12.0 -16.0 -22.0 0.0
Acido salicilico 11.0 136.9/91.1 -25.0 -2.5 -10.0 -24.0 -2.0

Escopoletina 11.0 190.7/172.8 -35.0 -4.0 -12.0 -14.0 -2.0
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Resveratrol
Naringina
Miricetina

Aromadendrin
Coniferaldeido
Acido p-anisico
Sinapaldeido
4- metilumbeliferona
Acido elagico
Acido cindmico
Eriodictiol
Kaempferol
Naringenina
Apigenina

Hispidulina

Galangina
Pinocembrina
Chrysin

Carnosol

11.1
11.2
11.2
11.3
11.3
11.3
11.4
11.5
11.7
11.8
11.8
12.3
12.4
12.6
12.7
13.4
13.6
13.9
14.2

226.9/181.6
579.9/150.0
316.9/150.6
286.8/123.9
176.8/160.3
150.8/105.2
206.9/174.4
174.8/130.5
300.8/142.5
146.8/100.7
286.8/132.1
284.8/62.6

270.8/150.2
268.7/114.8
298.8/282.7
268.8/59.9

254.9/60.7

252.8/62.2

329.0/284.0

-50.0
-250.0
-65.0
-45.0
-25.0
-25.0
-30.0
-45.0
-50.0
-25.0
-75.0
-75.0
-60.0
-75.0
-50.0
-75.0
-60.0
-65.0
-75.0

-8.5
-4.0
-4.5
-4.0
-10.0
-5.0
-3.0
-10.5
-10.5
-9.0
-9.5
-4.5
-4.5
-9.0
-7.0
-8.5
-12.0
-10.0
-5.0

-18.0
-36.0
-18.0
-16.0
-12.0
-10.0
-12.0
-10.0
-16.0
-10.0
-16.0
-16.0
-12.0
-14.0
-22.0
-16.0
-22.0
-20.0
-16.0

-24.0
-52.0
-34.0
-32.0
-20.0
-18.0
-22.0
-28.0
-58.0
-16.0
-36.0
-62.0
-28.0
-46.0
-14.0
-64.0
-54.0
-52.0
-16.0

-4.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
-2.0
0.0
-2.0
-4.0
-2.0
-2.0
-2.0
-4.0
-10.0
-2.0
-2.0
-4.0

PD - Potencial de Desaceleragdo; PE - Potencial de Entrada; PEC - Potencial de Energia de Colisdo; EC
- Energia de Colisdo; PXC - Potencial de Saida da Célula de Colisdo. Adaptado de Schulz et al. (2015).
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