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RESUMO

SILVA, Mayara Stefani Ventura, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2026. Caracterizacao Quimica e Avaliacao da Bioatividade de Oleos Essenciais
e de Extratos Etandlicos de Lupulos Cultivados na Zona da Mata Mineira.
Orientadora: Patricia Fontes Pinheiro.

A caracterizacao dos 6leos essenciais (OEs) e extratos etandlicos (EEs) de lupulos
(Humulus lupulus L., variedades Cascade, Comet, Magnum e Zeus) cultivados
ineditamente na Zona da Mata Mineira revelou rendimentos de OEs entre 0,05 e
0,25%, compostos majoritariamente por E-cariofileno (9,53-18,60%), mirceno
(1,25-18,16%), alfa-humuleno (2,06—26,14%), beta-selineno (3,73-12,61%) e alfa-
selineno (2,69-11,22%), com perfil quimico distinto para a variedade Zeus. Os
teores de alfa- e beta-acidos variaram, respectivamente, de 2,54 a 9,19% e 0,60 a
2,17% nos pellets, e de 2,54 a 5,58% e 1,11 a 2,87% nos EEs, enquanto os
compostos fendélicos variaram entre 845,98 (Cascade) e 1105,43 mg EAG/100 g de
massa seca (Comef). Sem citotoxicidade em macréfagos, as amostras exibiram
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, destacando-se a variedade Zeus pela inibicdo de
biofilmes bacterianos e baixas concentragdes inibitérias minimas (CIM de 31,25
pg/mL para S. aureus no OE e EE, e 15,60 ug/mL para E. coli no EE), e a variedade
Magnum pelo melhor efeito sinérgico com antibiéticos. Adicionalmente, os OEs e
EEs apresentaram acao antiviral contra o virus Mayaro em concentragcbes nao
toxicas para células Vero, demonstrando o promissor potencial bioativo dos lupulos
para as industrias farmacéutica, alimenticia e biotecnoldgica, além da cervejeira.

Palavras-chave: alfa-acidos; beta-acidos; ensaios bioldgicos; CLAE; CG-EM



ABSTRACT

SILVA, Mayara Stefani Ventura, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2026.
Chemical Characterization and Bioactivity Evaluation of Essential Oils and
Ethanolic Extracts from Hops Cultivated in the Zona da Mata Region of Minas
Gerais, Brazil. Adviser: Patricia Fontes Pinheiro.

The characterization of the essential oils (EOs) and ethanolic extracts (EEs) of hops
(Humulus lupulus L., Cascade, Comet, Magnum, and Zeus varieties) cultivated for
the first time in the Zona da Mata Mineira region revealed EO yields between 0.05
and 0.25%, predominantly composed of E-caryophyllene (9.53—-18.60%), myrcene
(1.25-18.16%), alpha-humulene (2.06-26.14%), beta-selinene (3.73-12.61%), and
alpha-selinene (2.69-11.22%), with a distinct chemical profile for the Zeus variety.
The alpha- and beta-acid contents varied, respectively, from 2.54 to 9.19% and 0.60
to 2.17% in the pellets, and from 2.54 to 5.58% and 1.11 to 2.87% in the EEs, while
phenolic compounds ranged from 845.98 (Cascade) to 1105.43 mg GAE/100 g dry
weight (Comel). Showing no cytotoxicity in macrophages, the samples exhibited
antimicrobial activity against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and
Staphylococcus epidermidis. The Zeus variety stood out for the inhibition of bacterial
biofilms and low minimum inhibitory concentrations (MIC of 31.25 ug/mL for S.
aureus in the EO and EE, and 15.60 ug/mL for E. coli in the EE), while the Magnum
variety stood out for the best synergistic effect with antibiotics. Additionally, the EOs
and EEs presented antiviral action against the Mayaro virus at non-toxic
concentrations for Vero cells, demonstrating the promising bioactive potential of hops
for the pharmaceutical, food, and biotechnological industries, in addition to the
brewing sector.

Keywords: alpha-acids; beta-acids; biological assays; HPLC; GC-MS
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1 Introducao

O lupulo (Humulus lupulus L.) é uma planta perene trepadeira pertencente a
familia Cannabaceae (Figura 1), amplamente cultivada em regides de clima temperado.
Tradicionalmente, suas inflorescéncias femininas (cones) sdo utilizadas na industria
cervejeira devido a presenca de compostos resinosos € volateis que conferem amargor,
aroma e estabilidade microbioldgica a bebida (Almaguer ef al., 2014). No entanto, nas
ultimas décadas, o lupulo tem despertado o interesse da comunidade cientifica além do
setor cervejeiro, especialmente por suas propriedades farmacologicas e bioativas, como
atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e até antitumoral (Sun et al.,

2022).

Figura 1. Flor do Lupulo.

Fonte: Propria autora

Para a industria cervejeira, apenas as flores nao fertilizadas das plantas fémeas
possuem relevancia comercial, uma vez que nelas se encontram, em quantidades
significativas, as glandulas de lupulina. Essas estruturas sdo responsaveis pela secrecao
da lupulina, um pdé amarelo que concentra os compostos quimicos de interesse
tecnologico, incluindo resinas, polifendis e Oleos essenciais (OEs) (Almaguer et al.,
2014).

A composicao fitoquimica do lupulo ¢ bastante complexa e variavel, contendo a-
acidos (como humulona), p-4cidos (como lupulona), prenilflavonoides (como
xantohumol), além de uma variedade de terpenos e sesquiterpenos, como mirceno,
humuleno e cariofileno (Figura 2). Tais compostos podem ser extraidos por diferentes
métodos, resultando em produtos com perfis quimicos e bioatividades distintas, como os

OE:s e os extratos etandlicos (EEs) (Almaguer ef al., 2014).
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Os OEs sao misturas complexas de compostos volateis, obtidos geralmente por
hidrodestilacdo ou destilacdo a vapor, cuja agdo antimicrobiana tem sido atribuida a
capacidade de perturbar a integridade da membrana celular bacteriana, além de afetar
processos respiratorios e a sintese de proteinas microbianas (Bassolé; Julien, 2012). Em
contrapartida, os EEs concentram compostos de maior polaridade, como polifendis,
acidos fenolicos e flavonoides, com reconhecida atuagdo no combate a microrganismos
patogénicos, por meio da inibi¢do de enzimas essenciais ¢ da interagdo com estruturas
celulares (Sun et al., 2022).

A evolucdo do cultivo de lupulo (Humulus lupulus L.) no Brasil representa um
marco recente de transicdo tecnologica e reestruturacdo produtiva na agroindustria
nacional, rompendo progressivamente com o histérico de dependéncia quase integral das
importagdes pelo setor cervejeiro. Tradicionalmente restrita a regides de clima temperado
devido as rigidas exigéncias de fotoperiodo, a cultura viabilizou-se no territdrio brasileiro
gracas a pesquisas cientificas focadas na "tropicalizacdo", envolvendo adaptacdes de
manejo e o emprego de tecnologias como a suplementagao luminosa (EMBRAPA, 2023).

Nos ultimos anos, o setor demonstrou um rapido amadurecimento: apos um
periodo de forte expansao inicial liderado por produtores pioneiros de pequena escala, a
cadeia entrou em uma fase de consolidagdo. Dados do Mapa do Lupulo Brasileiro (2024)
indicam que, apesar de uma readequacao que reduziu a area total cultivada para cerca de
95 hectares concentrando-se principalmente em Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa
Catarina, a produtividade média atingiu seu recorde historico de 852 kg por hectare Esse
expressivo ganho de eficiéncia agronomica tem sido acompanhado por avangos na etapa
de beneficiamento, na qual mais de 90% dos produtores ja realizam a peletizacdo do
insumo dentro dos padrdes internacionais de umidade, e pelo surgimento de projetos de
verticalizagdo industrial. Em conjunto, essas dinamicas atestam a viabilidade
socioecondmica da cultura no pais e apontam para a sedimentacao de um mercado interno
mais autossuficiente e voltado a valorizagdo do terroir cervejeiro nacional (Aprolipulo,
2024).

Ineditamente, um produtor na cidade de Cajuri (14,4 Km de Vigosa), localizada
na Zona da Mata Mineira, obteve éxito no cultivo das variedades Cascade, Comet,
Magnum e Zeus, o que abre perspectivas para a exploracdo nacional de cultivares
adaptadas ao clima tropical, ndo apenas para a producdo cervejeira, mas também para

aplicacdes biotecnoldgicas e farmacologicas.
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Diante desse contexto, este trabalho teve como objetivo investigar a composicao
quimica e atividade antimicrobiana e antiviral dos OEs e dos EEs obtidos a partir de

pellets de lapulos produzidos na Zona da Mata Mineira.

Figura 2. Estrutura dos constituintes majoritarios presentes nos OEs e dos a e f-acidos
presentes nos EEs de lupulos.
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Fonte: Propria autora

2 Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Caracterizar quimicamente os OEs, determinar os teores de a- e f-adcidos em
pellets ¢ EEs de lupulos cultivados na Zona da Mata Mineira e avaliar suas atividades

bioldgicas, com énfase nos potenciais antimicrobiano e antiviral.
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2.2 Objetivos Especificos

e Extrair os OEs das variedades de lupulos Cascade, Comet, Magnum e Zeus e
caracterizar por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM);

e Quantificar os teores de a- e f-acidos nos lupulos em pellets das variedades
Cascade, Comet, Magnum e Zeus por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

e Obter EEs das variedades de lupulos Cascade, Comet, Magnum e Zeus e
quantificar os teores de a- e f-acidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE);

e (Quantificar os compostos fenolicos presentes nos EEs das variedades de lapulos
Cascade, Comet, Magnum e Zeus,

e Avaliar o potencial antimicrobiano dos OEs e EEs de lupulos frente as bactérias
Escherichia coli ATCC 25922 (E. coli), Staphylococcus aureus 1013 (S. aureus),
Staphylococcus epidermidis ATCC35984 (S. epidermidis) e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa);

e Avaliar o potencial antiviral dos OEs e EEs de lupulos frente aos virus Mayaro;

e Testar a citotoxicidade dos OEs e EEs em células VERO (linhagem de rim de

macaco) e células de macréfagos RAW 264.7 (linha isolada de camundongos).

3 Revisao da Literatura

3.1 Historico do lupulo (Humulus lupulus L.)

O lupulo ¢ uma planta trepadeira perene pertencente a familia Cannabaceae, a
mesma da Cannabis sativa, e apresenta grande relevancia historica, econdmica e
tecnologica na industria cervejeira (Korpelainen e Pietilainen, 2021). Estudos
filogenéticos indicam que o género Humulus possui origem asiatica, tendo se dispersado
para o continente europeu através da regido do Caucaso, estabelecendo-se posteriormente
em areas de clima temperado (Korpelainen, H.; Pietilainen, 2021, Yu; Guo; Liu, 2023).

Registros historicos apontam que, na Antiguidade, o lipulo era empregado
principalmente como planta medicinal e alimenticia, sendo citado por Plinio, o Velho,
que descreveu a espécie como uma erva consumida na alimentagao romana (Pliny, Elder;

1945). Entretanto, sua utilizagdo na fabricagdo de cerveja ocorreu somente durante a



20

Idade Média, existindo evidéncias de cultivo no século VIII na Baviera, Alemanha, e
relatos do uso do lupulo em bebidas fermentadas por volta do século XII (Hornsey, 2003;
Unger, 2004).

Antes da introdugdo do lupulo, as cervejas europeias eram aromatizadas com
misturas de ervas conhecidas como gruit, compostas por espécies como mirto-do-pantano
(Myrica gale), mil-folhas (Achillea millefolium) e alecrim-silvestre (Ledum palustre)
(Behre, 1999). A substitui¢ao gradual do gruit pelo lapulo ocorreu entre os séculos XIII
e XV, em funcdo das propriedades amargorantes, aromaticas e antimicrobianas
proporcionadas pelos compostos fendlicos e resinas amargas presentes na planta,
especialmente os a- e f-acidos (Almaguer et al., 2014; Hornsey, 2003).

Apesar das vantagens tecnologicas associadas ao lapulo, sua ado¢do ndo ocorreu
de forma imediata. Na Inglaterra, por exemplo, a produgdo de cervejas sem lupulo (ale)
persistiu até o século XVI, havendo periodos em que o ingrediente foi considerado uma
“erva perniciosa”. Posteriormente, o lupulo consolidou-se como ingrediente essencial da
cerveja, sobretudo apos a promulgacdo da Lei da Pureza da Cerveja (Reinheitsgebot), em
1516, na Baviera, a qual restringiu os ingredientes da cerveja a agua, cevada e lipulo
(Unger, 2004; Hornsey, 2003).

A expansao do cultivo se deu inicialmente na Europa Central, com destaque para
as regioes de Hallertau (Alemanha) e Saaz (Republica Tcheca) e, posteriormente, nos
séculos XVIII e XIX, nas Américas, com a disseminacdo de cultivares em regides dos
Estados Unidos (Oregon e Washington). Atualmente, mais de 150 cultivares comerciais
de lupulos sdo conhecidas, com destaque para as linhagens amargas e aromadticas
utilizadas na produgdo de cervejas especiais e industriais (Barthhaas, 2024).

Na era moderna, o lipulo representa ndo apenas uma matéria-prima essencial para
a indlstria cervejeira, mas também um importante simbolo cultural e econdémico
associado a identidade de diferentes estilos de cerveja (Korpelainen, H.; Pietilainen,
2021). Além disso, estudos recentes tém destacado o potencial farmacologico e industrial
do lupulo devido a presenca de flavonoides, terpenos e outros compostos fenolicos
bioativos (Sun et al., 2022; Almaguer et al., 2014).

A trajetoria historica do lupulo evidencia a interseccdo entre tradig¢do, ciéncia e
inovagdo tecnologica. Desde seu emprego inicial como planta medicinal até sua
consolidacdo como ingrediente indispensavel da industria cervejeira global, o lupulo

permanece como um recurso de elevado valor agrondmico e biotecnologico, sendo
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continuamente investigado quanto a sua genética, adaptacdo climatica e potencial

funcional (Yu; Guo; Liu, 2023; Almaguer et al., 2014).

3.2 Historico e situag¢do atual da produg¢do mundial de lupulo

O cultivo do lupulo possui uma longa trajetdria associada a evolugao da cervejaria.
As primeiras referéncias documentadas ao uso do lipulo na producdo de cerveja
remontam ao século IX, na regido que hoje corresponde a Alemanha, embora seu cultivo
sistematico e comercial so tenha se expandido a partir do século XII, quando mosteiros e
cervejeiros medievais reconheceram o potencial da planta como agente conservante e
aromatizante) (Barthhaas, 2024; Vadeboncoeur, 2024). A partir desse periodo, o lapulo
consolidou-se gradualmente como ingrediente essencial da formulagdo cervejeira,
substituindo a gruit, mistura de ervas amargas utilizada tradicionalmente antes da difusao
do lapulo na Europa (Verberg, 2020).

Durante os séculos XV e XVI, o cultivo expandiu-se pela Europa Central, com
destaque para as regides de Hallertau (Alemanha), Boémia (atual Republica Tcheca) e
Kent (Inglaterra), que se tornaram centros tradicionais de producdo) (Barthhaas, 2024).
O avango técnico na secagem e prensagem das inflorescéncias, aliado a padronizacio de
cultivares com teores elevados de a-acidos, consolidou o comércio internacional de
lupulo entre os séculos XVIII e XIX, coincidindo com a expansao global da industria
cervejeira (FAO, 2023).

No século XX, o cultivo de lapulo ganhou importancia econdmica em novas
regides, especialmente nos Estados Unidos, que iniciaram a produgdo em larga escala no
Noroeste do pais, nos estados de Washington, Oregon e Idaho. Esses locais reinem
condi¢des climaticas ideais para o cultivo: verdes amenos, longos dias de luz e baixa
umidade no periodo de colheita. Nas décadas de 1970 e 1980, o desenvolvimento de
cultivares com alto teor de a-acidos e maior resisténcia a doencas consolidou a posi¢do
norte-americana no mercado global (Almaguer et al., 2014).

Atualmente, a producdo mundial de lupulo encontra-se concentrada em um
nimero reduzido de paises. De acordo com o relatério da Barthhaas (2024-2025), a
producdo global atingiu aproximadamente 113,5 mil toneladas, distribuidas em cerca de
59 mil hectares cultivados. Alemanha e Estados Unidos permanecem como os principais
produtores mundiais, sendo responsdveis conjuntamente por aproximadamente 80% da
producdo global. Outros paises com participacdo relevante incluem Republica Tcheca,

Polonia, Eslovénia, China, Reino Unido, Australia e Nova Zelandia (Barthhaas, 2024).
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Nos ultimos anos, a expansdo do mercado de cervejas especiais influenciou o
aumento da diversidade varietal e da demanda por lapulos aromaticos, caracterizados por
teores mais elevados de OEs e compostos volateis de impacto sensorial. Essa tendéncia
impulsionou investimentos em melhoramento genético e desenvolvimento de cultivares
regionais adaptadas a diferentes condicdes (Almaguer et al, 2014). Entretanto, a
desaceleracdo no consumo global de cerveja convencional e a superproducdo observada
a partir de 2023 levaram a uma reducao das areas plantadas, especialmente nos Estados
Unidos, para reequilibrar o mercado) (Barthhaas, 2024).

A produtividade média mundial varia entre 1.500 e 2.000 kg ha™!, dependendo das
condi¢des edafoclimaticas e do nivel tecnoldgico empregado. Regides com clima
temperado e fotoperiodo longo tendem a apresentar rendimentos mais altos, enquanto
areas tropicais ainda enfrentam desafios de adaptagdo da cultura (FAO, 2023). Nos
ultimos anos, paises como Brasil, Chile e Argentina tém realizado experimentos de
cultivo, buscando reduzir a dependéncia de importagdes e criar cadeias produtivas locais
(Santos et al., 2022).

Portanto, a historia do lapulo reflete uma combinagao entre tradi¢ao e inovagao.
Desde o cultivo monastico medieval até os modernos sistemas de producao mecanizada
e rastreada por sensoriamento remoto, o lupulo mantém papel central na industria
cervejeira e se consolida como uma cultura de valor agregado, estratégica tanto para
economias consolidadas quanto para novos produtores em expansao (Santos ef al., 2022;

Almaguer et al., 2014).

3.3 O Lupulo no Brasil: Historico, Desenvolvimento e Perspectivas

O lupulo ¢ uma planta trepadeira perene da familia Cannabaceae, utilizada
tradicionalmente na producao de cervejas pela presenca de resinas amargas (a- e f-acidos)
e OEs responsaveis pelo sabor, aroma e estabilidade microbioldgica da bebida (Marques
et al., 2024). O cultivo da espécie € historicamente concentrado em regides de clima
temperado do hemisfério norte, como Alemanha, Estados Unidos e Republica Tcheca,
devido a necessidade de fotoperiodo longo e temperaturas amenas para o adequado
desenvolvimento vegetativo e indugdo floral (Almaguer ef al., 2014).

No Brasil, as primeiras mengdes ao cultivo de lapulo remontam ao século XIX,
quando ha registros de importagdo de mudas por Dom Pedro II em 1885, com tentativas
experimentais de cultivo em regides do Sul e Sudeste (AEN, 2024). No inicio do século

XX, ha relatos de pequenas plantacdes no estado do Parand, especialmente em
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Guarapuava, a partir de mudas trazidas dos Estados Unidos por cervejeiros locais (AEN,
2024). Contudo, tais iniciativas ndo prosperaram devido as condi¢des climaticas
desfavoraveis e a auséncia de conhecimento técnico sobre o manejo da cultura
(Limberger; Cunha, 2025).

Até a década de 2010, o pais manteve dependéncia quase total da importacao de
lupulo para suprimento da industria cervejeira, que se expandiu significativamente apds
o surgimento do movimento de cervejas especiais (Guimaraes; Evaristo; Ghesti, 2021).
Em 2020, o Brasil importou cerca de 3.243 toneladas de lupulo, movimentando
aproximadamente US$ 57 milhdes (MAPA, 2022). Essa dependéncia impulsionou o
interesse de pesquisadores, empreendedores ¢ instituigdes publicas pela nacionalizagdo
da producao.

A partir de 2015, observa-se um marco na “tropicaliza¢ao” do lupulo, isto ¢, o
processo de adaptagdo agrondomica da espécie as condigdes climaticas brasileiras
(EMBRAPA, 2023). Iniciativas coordenadas por institui¢des como a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), universidades estaduais ¢ a Associacao Brasileira
de Produtores de Lupulo (Aprolupulo) resultaram na introdugao de cultivares adaptadas
e em técnicas inovadoras, como o uso de iluminag¢do artificial suplementar, manejo de
duas safras por ano e controle da dorméncia artificial (EMBRAPA, 2023)

Estudos conduzidos em regides subtropicais, como o Parand e Santa Catarina,
demonstraram que o lupulo pode ser cultivado com produtividade economicamente viavel
sob manejo intensivo e irrigacao (Araldi ef al., 2024). Pesquisas mostram que, embora a
produtividade média brasileira ainda seja inferior a dos paises como Estado Unidos e
Alemanha, os teores de a-acidos e de OEs podem atingir padrdes compativeis com o
mercado cervejeiro (Almeida; Conto, 2024).

Do ponto de vista econdmico, o cultivo de lipulo apresenta potencial de
diversificacdo agricola e agregacdo de valor para pequenos produtores rurais,
especialmente no Sul e Sudeste do pais. Um estudo de caso na regido do Arenito Caiua,
no Parand, revelou que o investimento inicial ¢ alto, devido a necessidade de estrutura de
sustentacdo, irrigacdo e secagem, porém a rentabilidade pode ser atrativa com o uso de
cultivares adaptadas e boas praticas pos-colheita. Estimativas apontam que o niamero de
produtores cresceu de apenas um em 2015 para mais de 100 em 2023, com area cultivada

superior a 110 hectares e producdo anual de cerca de 88 toneladas (Aprolipulo, 2023).
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A consolidagdo da cadeia produtiva do lipulo no Brasil depende, contudo, de
avancos em trés frentes principais: (i) desenvolvimento genético de cultivares adaptadas
ao fotoperiodo tropical, (ii) estruturacao de unidades de beneficiamento e secagem, e (ii7)
articulacdo entre produtores, universidades e cervejarias para assegurar a qualidade e
rastreabilidade do produto (MAPA, 2022; EMBRAPA, 2023). Nesse contexto, o
langamento do livro Lupulo no Brasil: Perspectivas e Realidades pelo Ministério da
Agricultura e o Instituto Interamericano de Cooperacdo para a Agricultura (IICA)
representa um marco institucional na consolida¢ao da cultura como alternativa econdmica
emergente (MAPA, 2022).

Do ponto de vista social e ambiental, a introducdo do lupulo em pequenas
propriedades rurais tem favorecido a inclusdo de jovens e mulheres, contribuindo para a
diversificacao de renda e a sustentabilidade das comunidades locais (EMBRAPA, 2023).
Ademais, a expansdo da produ¢do nacional podera reduzir a dependéncia externa e
fortalecer a cadeia de insumos da industria cervejeira, que hoje ¢ uma das que mais
crescem no agronegocio brasileiro (EMBRAPA, 2023).

O lupulo emerge como uma cultura em ascensdo no Brasil, cuja consolidagao
exige o avango simultaneo em pesquisa, infraestrutura e politicas publicas. Embora o pais
ainda enfrente limitagcdes climaticas e estruturais, os resultados recentes indicam
viabilidade técnica e econdmica promissora (MAPA, 2022; EMBRAPA, 2023; Araldi et
al., 2024). Dessa forma, o estudo e o desenvolvimento do lupulo em territdrio nacional
se apresentam ndo apenas como uma oportunidade de inovagdo agricola, mas também
como um vetor de fortalecimento da agroindustria cervejeira € de promog¢ao do
desenvolvimento regional sustentdvel (MAPA, 2022; EMBRAPA, 2023; Araldi et al,
2024).

3.4 Produgdo da Cerveja

A producdo de cerveja une processos bioquimicos rigorosos e criatividade,
transformando ingredientes basicos em uma bebida de alta complexidade. De modo geral,
a fabricacdo segue um fluxo sequencial e bem definido, essencial para garantir a
estabilidade e a qualidade do produto final (Bamforth, 2011).

O processo se inicia com a mosturagdo ou brassagem, etapa em que os graos de
malte moidos sdo misturados com agua quente. Esse aquecimento ativa enzimas que
convertem os amidos dos graos em agucares fermentaveis, resultando em um liquido doce

chamado mosto. Em seguida, o mosto ¢ transferido para a fervura, cujo papel ¢ esterilizar
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o liquido, inativar as enzimas e concentrar sabores. Apos a fervura, o mosto ¢ resfriado e
segue para a fermentacdo, momento em que as leveduras sdo inoculadas. Estes micro-
organismos consomem os agucares, transformando-os em alcool e gas carbonico. Por fim,
a bebida passa pela maturagao etapa de descanso a frio para o arredondamento de sabores
e clarificagdo antes de seguir para o envase, ficando pronta para o consumo (Palmer,
2017). E especificamente na etapa de fervura que o lupulo ganha protagonismo, e o exato
momento de sua adicao define se a cerveja tera um perfil voltado para o amargor ou para
o aroma (Hieronymus, 2012).

Nas cervejas de amargor, o lupulo ¢ inserido logo no inicio da fervura. A exposi¢ao
prolongada ao calor intenso (geralmente de 60 a 90 minutos) provoca uma reagao quimica
chamada isomerizagio dos a-acidos. E essa reagdo que extrai o amargor necessario para
equilibrar a dogura proveniente do malte. Contudo, esse calor constante destroi e evapora
os delicados OEs da planta. Por outro lado, na producdo de cervejas aromaticas, os
cervejeiros adicionam o lupulo apenas nos minutos finais da fervura ou logo apds o
desligamento do fogo. Com a drastica reducdo do tempo de contato com as altas
temperaturas, a isomerizacao ¢ minima gerando pouco ou nenhum amargor, o que permite
a preservacgao dos OEs volateis que conferem notas citricas, florais, resinosas ou frutadas
a bebida (Hieronymus, 2012).

Para levar esse perfil aromatico a um nivel méximo, sem acrescentar adstringéncia
ou amargor, a industria e os cervejeiros utilizam a técnica de dry hopping. Esta pratica
consiste na adi¢ao de lupulo a frio, diretamente nos tanques de cerveja, durante ou apos
a etapa de fermentacao (Janish, 2019). Como a temperatura do liquido ¢ baixa e ndo ha
calor envolvido, ¢ impossivel que ocorra a isomerizagdo dos alfa-acidos, garantindo que
0 amargor permaneca inalterado. A cerveja age como um solvente frio, extraindo apenas
0s compostos aromaticos mais puros do lipulo. Historicamente associado ao estilo India
Pale Ale (IPA) e amplamente utilizado em suas variagdes modernas, o dry hopping € o
grande responsavel por aquela "explosao" de aromas frescos que saltam do copo antes

mesmo do primeiro gole (Steele, 2012).

3.5 Caracteristicas botanicas do lupulo (Humulus lupulus L.)

O H. lupulus L. é uma cultura de grande importancia econdmica, amplamente
cultivada nas regides temperadas do mundo. Trata-se de uma espécie dioica, composta
por plantas masculinas e femininas. As inflorescéncias femininas, conhecidas como

“cones de lapulo” ou simplesmente “lipulo”, sdo as unicas capazes de produzir, por meio
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das glandulas de lupulina, um p6 resinoso de coloragdo amarelada onde se concentram os
OEs e os a e f-acidos, sintetizados pelos tricomas glandulares presentes nos estrébilos.
Esses compostos sdo responsaveis por conferir a cerveja caracteristicas fundamentais de
sabor e aroma, além de atuarem como conservantes naturais e agentes estabilizantes de
espuma (Almaguer et al., 2014; Ocvirk; Grdadolnik; Kosir, 2016).

O epiteto lupulus deriva do latim lupus (“lobo’), em alusdo ao habito trepador da
planta, que parece “subir” sobre outras espécies, de forma semelhante a um lobo sobre
sua presa. A origem do nome Humulus permanece incerta, embora haja a hipdtese de que
esteja relacionada a humus, referéncia aos solos férteis em que a espécie cresce e €
cultivada (Zanoli; Zavatti, 2008).

Nos sistemas de cultivo, as plantas masculinas sdo removidas manualmente para
evitar a polinizacao das plantas femininas e, consequentemente, a formagao de sementes,
consideradas indesejaveis pela maioria dos cervejeiros. Acredita-se que a oxidagdo dos
acidos graxos presentes nas sementes gere sabores indesejaveis na cerveja. Além disso,
plantas ndo fecundadas tendem a apresentar maiores concentragdes de OEs e resinas (a e
f-é4cidos). Contudo, individuos masculinos sdo indispensaveis nos programas de
melhoramento genético, permitindo a obtencdo de novas variedades por meio de
cruzamentos dirigidos (Almaguer et al., 2014).

Cerca de 97% do lupulo mundial cultivado ¢ destinado para fins de cerveja, onde
a producdo mundial ¢ dominada pela Alemanha e EUA. O cultivo da planta requer
condi¢des ideais, especialmente com relagdo a duragdo da luz do dia, temperatura durante
o verdo, precipitacdo anual e fertilidade do solo. A planta ¢ cultivada em regides

temperadas de clima mais moderados (Almaguer ef al., 2014).

3.6 Oleos essenciais do lipulo (Humulus lupulus L.)

O Iupulo ¢ uma planta perene da familia Cannabaceae amplamente utilizada na
industria cervejeira devido a presenga de compostos aromaticos e resinosos em suas flores
femininas, denominadas cones. Entre esses compostos, destacam-se os OEs, responsaveis
pelo aroma caracteristico e por diversas propriedades bioldgicas de interesse industrial e
farmacoldgico (Almaguer ef al., 2014).

Os OEs do lupulo consistem em uma mistura complexa de hidrocarbonetos
terpénicos volateis, principalmente monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis), sendo os
principais componentes o S-mirceno, a-humuleno, f-cariofileno e o (E)-f-farnaseno

(Figura 3). Esses compostos conferem notas aromaticas que variam entre floral, citrica,



27

resinosa e terrosa, influenciando o perfil sensorial das cervejas especiais e industriais

(Rettberg; Biendl; Garbe, 2018; Farag et al., 2012).

Figura 3. Constituintes majoritarios dos OEs de lupulos.
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O mirceno ¢ o principal monoterpeno volatil do lapulo, presente na maioria das
variedades em concentra¢des de 3 a 10 mg x g'! de matéria seca e caracterizado por aroma
resinoso, herbal e de pinho. Embora contribua significativamente para o aroma do lupulo,
degrada-se rapidamente durante o armazenamento aerdbio e no processo de fabricagdo da
cerveja, originando diversos compostos oxidativos, como pinenos, canfeno, p-cimeno e
terpenoides (linalol, geraniol, citral, entre outros (Almaguer et al., 2014).

Entre os sesquiterpenos, destacam-se a-humuleno, fS-cariofileno e f-farneseno,
sendo o a-humuleno o mais abundante. Em cromatogramas tipicos de oleo de lupulo, o
f-mirceno aparece como o primeiro grande pico, seguido por f-cariofileno e a-humuleno.
O p-farneseno ocorre apenas em algumas variedades e geralmente em baixas
concentragdes. O lapulo também contém diversos hidrocarbonetos terpénicos biciclicos
e triciclicos, além de terpenoides com diferentes grupos funcionais (Almaguer et al.,
2014).

A composicao dos OEs depende fortemente de fatores genéticos e ambientais,
como a variedade do lupulo, o clima, a fertilidade do solo, o estadgio de maturacdo e as
condi¢des de armazenamento pos-colheita (Rettberg; Biendl; Garbe, 2018). Os principais

constituintes dos OEs de lupulo identificados por CG-EM, conforme descrito na
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literatura, incluem S-mirceno (0,3—60%), a-humuleno (2,3-51,2%), f-cariofileno (0,1—
14,7%) e (E)-p-farnaseno (1,3-9,5%) (Durello et al., 2019).

A Dbiossintese de terpenos pela rota do acido mevalonico inicia-se com a
condensacao de trés moléculas de acetil-CoA, as quais participam de uma sequéncia de
reacdes enzimaticas que culminam, apds etapas de pirofosforilagdo, descarboxilagdo e
desidratacdo, na formacao do isopentenil pirofosfato (IPP), unidade de cinco carbonos
(C5) considerada o precursor basico dos terpenos. Paralelamente, a sintese do isomero do
IPP ocorre pela rota do metileritritol fosfato, resultando na produg¢ao do dimetil
alilpirofosfato (DMAPPI, C5). A condensagdo entre [IPP ¢ DMAPPI leva a formagdo do
geranil pirofosfato (GPPS), composto precursor dos monoterpenos (C10). A adigdo de
uma nova unidade de IPP ao GPPS origina o farnesil pirofosfato (FPPS, C15), precursor
dos sesquiterpenos e triterpenos Figura 4 (Taiz; Zeiger, 2009).

Figura 4. Biossintese dos terpenos e sesquiterpenos.
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Além de seu papel fundamental na cervejaria, os hidrocarbonetos terpénicos e
terpenoides presentes no liapulo desempenham multiplas fungdes na fisiologia da planta.
Esses compostos sdo sintetizados e emitidos principalmente pelas glandulas de lupulina
(tricomas glandulares) (Figura 5) dos cones de lapulo, atuando como importantes
mecanismos de defesa contra herbivoros e patogenos, bem como na atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes. Do ponto de vista bioldgico, os OEs exercem
funcdes protetoras semelhantes, além de contribuirem para interacdes ecologicas
essenciais. Em aplicagdes industriais e farmacoldgicas, diversos estudos tém
demonstrado que esses terpenos apresentam atividades antimicrobianas, antioxidantes e
anti-inflamatorias, refor¢cando seu potencial para utilizagdo em produtos cosméticos e
fitoterapicos (Rettberg; Biendl; Garbe, 2018).

No interior dos cones da planta de lupulo feminino, também sdo encontradas
substancias denominadas a- e f-acidos, que sao acidos fenodlicos aliciclicos resinosos,
também chamados de acidos amargos do lipulo. As principais estruturas desses a-acidos
(humulona, cohumulona e adhumulona) e f-acidos correspondentes (lupulona,

colupulona e adlupulona) foram apresentadas na Figura 2 (Farag et al., 2012).

Figura 5. Morfologia da Flor do Lupulo: Bracteas, Eixo Central e Lupulina.
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3.7  a-ef-Acidos do lipulo

Além dos OEs, as flores femininas do lapulo contém uma fragdo resinosa rica em
acidos amargos, divididos em duas classes principais: os a-acidos (humulonas) e os f-
acidos (lupulonas). Esses compostos se acumulam nas glandulas de lupulina, pequenas
estruturas secretoras localizadas nos cones femininos da planta (Almaguer et al., 2014).

Os a-acidos sdo precursores de compostos que conferem amargor € que
equilibram a dogura da cevada maltada e os f-acidos contribuem significativamente
menos para amarguras gerais (Baker et al., 2008). Durante o processo de fervura do
mosto, os a-acidos sdo termicamente isomerizados em iso-a-acidos, formas mais soluveis
que conferem o sabor amargo tipico das cervejas. Ja os f-acidos, como lupulona,
colupulona e adlupulona, possuem menor contribuicdo sensorial, mas apresentam
relevante atividade antimicrobiana e antioxidante, sendo utilizados como agentes naturais
de conservacao (Almaguer ef al., 2014).

Os f-acidos, por ndo possuirem um grupo alcoolico terciario no nicleo aromatico,
ndo sofrem isomerizagdo e apresentam carater altamente hidrofébico devido a presenca
de uma segunda cadeia isoprenilica (Olsovska, 2016). Como consequéncia, s3o pouco
soliveis em 4gua e tendem a ser perdidos durante a fervura e fermentagdo do mosto.
Embora contribuam mais para o aroma da cerveja do que para o amargor, sdo compostos
facilmente oxidaveis e, quando expostos a luz, podem gerar sabores indesejaveis (Farag
et al.,2012; Almaguer et al., 2014).

Os a-4cidos apesar de também serem insoliveis em agua, tornam-se soluveis apos
sofrerem isomerizag¢do durante a fervura, e quanto maior o tempo de fervura, maior sera
o amargor produzido (Figura 6) (Danenhower et al., 2008). A humulona, ao isomerizar,
origina duas isohumulonas epiméricas (cis e trans), sendo a forma cis mais amarga. Além
disso, as isohumulonas apresentam amargor superior ao das isocohumulonas (Almaguer

etal.,2014).
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Figura 6. Reacdo de Isomerizagdo dos a-acidos durante a fervura no processo de

produgdo de cerveja.
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A biossintese dos acidos amargos no lupulo (Figura 7) depende principalmente de
trés precursores: os tioésteres acil-CoA de cadeia ramificada, utilizados como iniciadores
da sintese de policetideos; o malonil-CoA, que atua como extensor; ¢ o dimetilalil
difosfato (DMAPP), responsavel pela doagdo de grupos prenila. Os acil-CoAs isovaleril-
CoA, isobutiril-CoA e 2-metilbutiril-CoA sdo derivados da degradacdo dos aminoécidos
de cadeia ramificada leucina, valina e isoleucina. A biossintese desses aminoacidos
ocorre nos plastidios, enquanto sua degradagdo ocorre nas mitocondrias, envolvendo
enzimas Aminotransferase de Aminoacidos de Cadeia Ramificada (BCAT) e o Complexo
Desidrogenase de a-Cetoacidos de Cadeia Ramificada (BCKDH). O DMAPP necessario
para a prenilagdo dos acidos amargos ¢ fornecido pela via do metileritritol fosfato (MEP),
localizada nos plastidios, que também participa da forma¢do de mono e sesquiterpenos

presentes nas glandulas de lupulina (Clark ef al., 2013).

Figura 7. Rota Biossintética dos a-acidos e f-acidos.
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As etapas finais da biossintese dos 4cidos amargos sdo exclusivas do lupulo. A
enzima valerofenona sintase (VPS), pertencente a classe das policetideo sintases tipo III,
condensa um acil-CoA derivado de aminoacidos de cadeia ramificada com trés moléculas
de malonil-CoA, formando o nucleo policetidico. Em seguida, enzimas preniltransferases
realizam prenilagdes que originam intermedidrios diprenilados. A partir desse ponto, as
vias dos a- e f-acidos se diferenciam: os f-acidos recebem uma terceira prenilacao,
enquanto os a-acidos sdo formados por uma reagdo de oxidacdo catalisada por uma
enzima ainda nao identificada (Clark et al., 2013).

Essas reacdes ocorrem predominantemente nas glandulas de lupulina, onde ha alta
expressao dos genes VPS, HIPT1L, HIPT2, HIHS1 e HIHS2, que codificam as enzimas
responsaveis pela formacgao final dos dcidos amargos. Estudos transcriptomicos sugerem
que fatores de transcrigdao das familias MYB, bHLH e WRKY participam na regulagao
dessas vias biossintéticas (Clark et al., 2013).

Os a e p-acidos representam importantes metabolitos secundarios do lupulo, cujas
rotas biossintéticas envolvem a interagcdo entre o metabolismo dos poliquetideos e dos
terpenoides. O estudo detalhado dessas vias, de suas enzimas e da regulacdo génica

associada fornece subsidios valiosos para o melhoramento genético, o aperfeicoamento
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agrondmico ¢ o desenvolvimento biotecnolégico de compostos bioativos derivados do

lupulo (Clark et al., 2013).

3.8 Cromatografia aplicada a andlise da composi¢do quimica de lupulos

A andlise quimica detalhada dos compostos presentes nos cones de lipulo
(Humulus lupulus L.) & essencial para compreender suas propriedades sensoriais,
tecnologicas e farmacologicas. Dentre as metodologias empregadas, as técnicas
cromatograficas, especialmente a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), representam ferramentas fundamentais na identificagdo e
quantificagdo dos constituintes volateis e ndo volateis do lupulo (Pinheiro et al., 2015;

Arruda et al., 2021).

3.8.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os OEs do lupulo sdo constituidos predominantemente por monoterpenos e
sesquiterpenos, sendo os principais compostos S-mirceno, a-humuleno, E-cariofileno e
[-farneseno (Zanoli, Zavatti; 2008). Esses metabolitos volateis desempenham papel
fundamental na definicdo do aroma e flavor cervejeiro. A caracterizacdo desses
compostos ¢ geralmente realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), técnica considerada altamente eficiente para identificacdo e
quantifica¢do de substincias volateis em matrizes vegetais complexas (Ligor et al., 2013).

A aplicagdo de CG-EM em estudos envolvendo lupulo permite ndo apenas a
identificacdo qualitativa dos compostos terpénicos, mas também a diferenciagdo entre
cultivares e regides de cultivo. Mais de 170 a 200 compostos podem ser separados e suas
quantidades estimadas em uma Unica analise por cromatografia gasosa capilar (CG-EM)
de OEs de lupulo, uma ferramenta muito adequada para estudos comparativos de
diferentes plantas por meio de perfis cromatograficos. A alta resolucdo e a capacidade de
fornecer dados qualitativos e quantitativos precisos e acurados distinguem a analise por
CG-EM como uma ferramenta valiosa para estudos taxondmicos de plantas (Ligor ef al.,
2013).

Compostos volateis presentes nos OEs podem sofrer degradacdo oxidativa ao
longo do tempo, resultando em alteracdes sensoriais que impactam diretamente a
qualidade cervejeira. Nesse contexto, a CG-EM possibilita monitorar modificagdes no
perfil quimico do lupulo e identificar produtos derivados da oxidacdo de terpenos,

contribuindo para o controle de qualidade da matéria-prima (Ligor et al., 2013).
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Com o avango das metodologias cromatograficas e espectrométricas, a CG-EM
passou a apresentar maior precisdo e sensibilidade na identificagdo de compostos
presentes em baixas concentragdes. A utilizacdo de bibliotecas espectrais e técnicas
cromatograficas multidimensionais ampliou significativamente o potencial analitico da
metodologia, permitindo estudos mais detalhados sobre a composicdo quimica dos OEs
do lupulo e suas aplicagdes tecnoldgicas, farmacologicas e sensoriais (Pinheiro et al.,

2015).

3.8.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Os compostos ndo volateis presentes nos cones de lupulo, principalmente os a-
acidos (humulonas) e p-acidos (lupulonas), sdo tradicionalmente analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), método considerado padrdo pela
European Brewery Convention (EBC) e pela American Society of Brewing Chemists
(ASBC) (ASBC, 2021).

Além dos compostos volateis, o lupulo apresenta elevada concentracao de
compostos fenodlicos, flavonoides prenilados e chalconas, entre eles a xanthohumol,
substancia amplamente investigada por suas propriedades antioxidantes e
farmacoldgicas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas ¢ frequentemente empregada para a caracterizagao desses compostos nao volateis,
permitindo elevada sensibilidade analitica e precisdo na determinacdo estrutural (Onder;
Ay; Sarker, 2013).

A aplicacdo da CLAE associada a detectores UV-Vis e espectrometria de massas
(LC-MS/MS) ampliou significativamente o potencial analitico para estudos quimicos do
lapulo. Onder, Ay e Sarker (2013) utilizaram LC-MS/MS para quantificar compostos
fendlicos e flavonoides presentes em extratos de Humulus lupulus L., identificando
substancias bioativas importantes, incluindo xanthohumol e derivados prenilados. Os
autores observaram elevada atividade antioxidante nos extratos analisados,
correlacionando os resultados com o conteudo fenodlico total determinado por CLAE
(Onder; Ay; Sarker, 2013).

Além da analise de compostos fendlicos, a CLAE também ¢ amplamente
empregada na avaliagdo da qualidade tecnoldgica do lupulo destinado a produgdo
cervejeira. Os a-acidos presentes nas glandulas de lupulina sao responsaveis pelo amargor
caracteristico da cerveja, enquanto os f-acidos contribuem para propriedades sensoriais e

antimicrobianas. Nesse contexto, a determinacdo quantitativa desses compostos por
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CLAE representa uma importante ferramenta para controle de qualidade da matéria-prima
cervejeira (Arruda et al., 2021).

Estudos recentes demonstram ainda a utilizacdo da CLAE em analises
metabolomicas e autenticagdo varietal de Iupulo. Almeida et al. (2020), ao avaliarem
extratos de lapulo Cascade cultivado no Brasil por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem com ionizagdo por eletrospray (LC-ESI-MS/MS),
verificaram diferengas significativas na composicao quimica quando comparadas a
cultivares produzidas em regides tradicionais de cultivo. Os autores atribuiram essas
diferencgas as condic¢oes edafoclimaticas brasileiras, ressaltando a influéncia do ambiente
sobre o metabolismo secundario da planta (Almeida ef al., 2020).

A associagdo da CLAE com espectrometria de massas permitiu avangos
importantes na identificagdo estrutural de compostos presentes em baixas concentragdes
no lapulo. Técnicas como Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas
em Tandem (LC-MS/MS) e cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (UHPLC-MS) apresentam elevada seletividade e
sensibilidade, possibilitando a caracterizacao detalhada de flavonoides prenilados, acidos
fenolicos e outros metabdlitos bioativos. Essas metodologias tém sido amplamente
utilizadas em pesquisas envolvendo atividade biologica, estabilidade oxidativa e

aplicagdes farmacologicas do lupulo (Carbone; Gervasi, 2022).

3.9  Bioatividade

O Ilupulo ¢ utilizado desde o antigo Egito como conservante de alimentos e
bebidas, especialmente cerveja, devido as suas propriedades antimicrobianas (Koetter,
2010). Os acidos amargos presentes na planta apresentam atividade inibitdria
principalmente contra bactérias Gram-positivas, como Lactobacillus, Streptococcus,
Staphylococcus, Micrococcus e Bacillus, além de fungos dos géneros Penicillium e
Aspergillus (Bocquet; Sahpaz; Reviere, 2018; Macchioni, ef al., 2021). Também foram
relatadas atividades contra bactérias Gram-negativas, incluindo Helicobacter pylori e
espécies de Brucella (Abiko; Paudel; Uehara, 2022; Macchioni et al., 2021). Entre os
acidos amargos, a lupulona apresenta maior atividade antimicrobiana que a humulona,
enquanto a isohumulona demonstra menor eficacia (Cermak et al., 2017). Os mecanismos
de agdo envolvem principalmente alteracdes na membrana bacteriana, associadas ao
efeito ionoforo de protons e ao estresse oxidativo (Schmalreck; Teuber, 1975; Behr;

Vogel, 2010).
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Os iso-a e p-acidos demonstraram atividade inibitdria contra Pediococcus
pentosaceus em diferentes condi¢des de pH, sugerindo potencial aplicagdo do lapulo no
controle de contaminagdes em bebidas fermentadas (Michiu et al., 2019). Outros
compostos, como o xanthohumol (XN), apresentaram elevada atividade antimicrobiana
frente a bactérias anaerdbias humanas, incluindo: Bacteroides fragilis, Clostridium
perfringens e Clostridium difficile (Cermak et al., 2017). Estudos também relataram
efeitos sinérgicos entre humulona, lupulona ¢ XN quando combinados a antibioticos,
inclusive contra bactérias Gram-negativas (Fahle; Bereswill; Heimesaat, 2022).

Extratos de lupulo apresentaram atividade antimicobacteriana contra cepas
sensiveis e resistentes de Mycobacterium tuberculosis, com valores de concentraciao
inibitéria minima variando entre 400 e 800 ug/mL (Serkani et al., 2012). Além disso,
extratos de diferentes cultivares demonstraram agdo contra Mycobacterium bovis BCG
(Bacilo de Calmette-Guérin), destacando-se a variedade Citra (Blaxland; Thomas;
Baillie, 2022). Extratos hidroalcodlicos de lupulo também apresentaram forte agdo
antibacteriana e antibiofilme contra Cutibacterium acnes e cepas multirresistentes de
estafilococos (Di Lodovico et al., 2020; Weber et al., 2019).

Atividades antifiingicas também foram descritas para extratos e compostos do
lupulo contra espécies de Candida, Fusarium, Trichophyton, Rhizoctonia, Botrytis e
Magnaporthe (Abiko; Paudel; Uehara, 2022; Schoss et al., 2022; Yan et al., 2021). O
prenilflavonoide IX apresentou agdo contra Botrytis cinerea, promovendo danos a
membrana celular e inibicdo da germinacdo de esporos (Yan et al., 2021). O 8-
prenilnaringenina (8-PN) demonstrou atividade contra Trichophyton mentagrophytes,
com eficacia semelhante a griseofulvina (Macchioni et al., 2021). Nanoemulsdes de OE
de lupulo também exibiram atividade antifungica contra Fusarium graminearum e
reducdo da producdo de micotoxinas (Jiang et al, 2023). Além disso, extratos de
diferentes tecidos vegetais do lupulo apresentaram atividade antifungica contra
Zymoseptoria tritici, sendo observados efeitos sinérgicos com fungicidas sintéticos
(Bocquet et al., 2018).

Os fitoquimicos do lupulo também demonstraram atividade antiviral contra
herpesvirus oral, virus influenza, hepatite C, HIV-1 e SARS-CoV-2 (Abiko; Paudel;
Uehara, 2022; Di Soto et al, 2018). Em relagdo a atividade antitumoral, os acidos
amargos promovem apoptose em células malignas (Zhang ef al., 2021). A humulona foi

um dos primeiros compostos relatados com capacidade de induzir apoptose em células
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leucémicas (Tobe et al., 1997). Lupulona, colupulona e derivados semissintéticos também
apresentaram efeitos antiproliferativos em diferentes linhagens tumorais humanas
(Steplan; Ngo; Nutter, 1998). Os mecanismos envolvidos incluem a modulagao das vias
de sinalizagao ERK1/2 (quinases reguladas por sinais extracelulares 1 € 2), AP-1 (proteina
ativadora 1) e NF-xB (fator nuclear kappa B), as quais desempenham papéis
fundamentais na regulacdo da proliferacao celular, resposta inflamatéria, diferenciacdo e
apoptose. (Saugspier et al., 2012), além da interferéncia na biossintese de prostaglandina
E2 (Lin et al., 2019).

O XN destaca-se por seu potencial antitumoral multialvo, atuando de forma dose-
dependente (Blanquer; Oliver; Valle, 2013). Esse prenilflavonoide promove apoptose e
modula importantes vias de sinalizac¢ao celular, incluindo a PI3K/Akt (fosfatidilinositol
3-quinase/proteina quinase B), a NF-kB e a MAPK/ERK (proteina quinase ativada por
mitogeno/quinase regulada por sinais extracelulares), que estdo envolvidas na regulagdo
da proliferacao celular, sobrevivéncia, inflama¢ao e morte celular programada, além de
aumentar a gera¢do de espécies reativas de oxigénio em células tumorais (Blanquer;
Oliver; Valle, 2013; Stawinska-Brych et al., 2021; Bolton et al., 2019; Ramazzina;
Macchioni, Carbone, 2022). Estudos relataram efeitos promissores do xanthohumol em
canceres gastrico, colorretal, mama, melanoma e carcinoma nasofaringeo (Hsieh et al.,
2022; Wang et al., 2016; Wolf et al., 2022; Turdo et al., 2021). Outros prenilflavonoides,
como 8-PN e isoxanthohumol, também apresentaram potencial quimiopreventivo,
especialmente relacionado a modulagdo do metabolismo de estrogénio e da expressao de
aromatase (Wang et al., 2016).

O OE de lupulo também demonstrou atividade citotoxica, especialmente atribuida
ao f-cariofileno e ao o0xido de f-cariofileno (Rutnik; Knez; Joze, 2021). Ensaios in vitro
mostraram seletividade do OE contra linhagens leucémicas humanas, embora tenham
sido observados efeitos citotoxicos em células normais (Ovidi et al., 2022).

O potencial antioxidante do lupulo estd associado principalmente aos flavondis,
acidos amargos e prenilflavonoides (Biendl; Pinzl, 2007). Os &cidos amargos apresentam
capacidade de eliminacao de radicais livres e inibi¢ao da peroxidagao lipidica (Tagashira;
Watanabe, 1995). Estudos recentes demonstraram que a atividade antioxidante dos f-
acidos depende da concentragdo de colupulona (Yang ef al., 2020; Wang et al., 2022).

Extratos ricos em polifendis exibiram elevada capacidade antioxidante in vitro e prote¢ao
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contra danos oxidativos ao Acido Desoxirribonucleico (DNA), além de efeitos protetores
in vivo sobre enzimas antioxidantes hepaticas (Wang et al., 2014).

A atividade antioxidante também varia conforme o método de extracao
empregado. Extracoes assistidas por ultrassom e o uso de solventes eutéticos profundos
naturais resultaram em extratos com elevada capacidade antirradical (Macchioni et al.,
2021; Santarelli et al., 2022). Além dos cones, rebentos de lipulo selvagem também
demonstraram potencial antioxidante relevante (Maietti et al., 2017). Estudos
comparativos entre cultivares indicaram diferencas na capacidade de eliminagdo de
radicais e redu¢do de ions metalicos, associadas aos teores de a-acidos, prenilflavonoides
e OEs (Maliar et al., 2017). O 8-PN apresentou atividade antioxidante dose-dependente,
embora inferior & observada para o XN (Pohjanvirta; Nasri, 2022). Fracdes enriquecidas
em humulonas, lupulonas ¢ XN também demonstraram capacidade de reduzir
significativamente o estresse oxidativo em testes de peroxidagao lipidica e carbonilacio
de proteinas (Kontek ef al., 2021).

A Tabela 1 apresenta estudos que demonstram a bioatividade dos OEs de lupulo
e de extratos obtidos por diferentes solventes, provenientes de distintas variedades de
Humulus lupulus. Além disso, sdo especificados os métodos de caracterizagao quimica
utilizados, como cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada a espectrometria de massas
(GCxGC-MS), cromatografia gasosa bidimensional abrangente acoplada ao detector por
ionizacdo em chama (GCxGC-FID), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
cromatografia liquida de ultra desempenho com detector de arranjo de fotodiodos (UPLC-
PDA), cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS),
espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), cromatografia liquida de ultra
alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS) e

ressonancia magnética nuclear (RMN).



Tabela 1. Alguns Estudos descritos na literatura sobre a Bioatividade dos Constituintes Quimicos dos Lupulos.
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Localizacao da Coleta MétOdO.de Rendimento Constituintes Bioatividade/ Referéncia
Parte da Planta Extraciao/ Quimicos Aplicacko
Caracterizacio
OLEO ESSENCIAL
Fornecido pela
r 0,
Ltpulo em Pellets Cervejaria Agape 0.67.0.78 ¢ 0.85% . . .
" . . P em massa de OE | a-humuleno, f-mirceno Atividade antibacteriana
Variedade (Industria de Bebidas Hidrodestilagao Lactobacillus brevis e Lactobacill Duarte, P. F. et
. : actobacillus brevis e Lactobacillus
Chinook Artesanais (Especiais) CG-EM por massa de lupulo e f-cariofileno . al., 2023
Missioneira Ltda: peletizado (m/m) caset
Bardo de Cotegipe, RS)
Pellets de A atividade antibacteriana
variedades contra oito cepas de cocos patogénicos
diferentes humanos: Staphylococcus
de Humulus Hidrodestilacdo Variou de 0,60% a aureus MRSA (ATCC 43300), S. Piasecki. B.:
lupulus L. da 5 1,50% o mirceno, a-humuleno e aureus MRSA (29213), S. . . _
Polonia para obtencdo de Biernasiuk, A_;

Poldnia:
lunga, Marynka,
Sybilla, Magnum,

Tradition e

Chinook

OEs

rendimento dos

OEs

p-cariofileno

aureus MSSA (ATCC 29213), S.
epidermidis (ATCC
12228), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), E. faecalis VRE (ATCC
51299), E. faecium (ATCC 19434)
e Micrococcus luteus (ATCC 10240).

Ludwiczuk, A.
2023

Cones de lupulo
peletizados

(Pellets)

Amostras Brasileiras:
Juquia (SP)
Taguai (SP)
Fartura (SP)

Destilacdo a
vapor obtengao
dos OEs
GC x GC-MS

OEs variedades
brasileiras: 0,38 a

1,66 mL/100g

Mirceno, a-humuleno,
cariofileno, f-selineno,
a-selineno, f-pineno, f-

farneseno, linalol, y-

O estudo avaliou principalmente
qualidade quimica, potencial aromatico
e caracteristicas sensoriais para

aplicacdo cervejeira

Pereira, L. F. et

al., 2025
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Cascade, Comet e Amostras GC x GC-FID OEs variedades cadineno, selina-
Sorachi Ace importadas: e determinacao de importadas: 3,7(11)-dieno, f-
Estados Unidos a- e f-acidos por 0,80 a 3,19 cadineno e a- e f3-
Alemanha, Japao métodos oficiais mL/100g acidos
ASBC (CLAE)
Os OEs foram
Pellets Nugget, Fornecido pela Orbigo extraidos por Atividade antibacteriana )
Cascade p & o Paniagua-Garcia,
Valley SL (Villamor de destilagdo a mirceno, a-humuleno e contra Staphylococcus A L: Ibéfiez. A.-
Columbus, i o N3ao Informado o . - 1., 1banez, A.;
Orbigo, Ledn vapor, utilizando B-cariofileno aureus e Escherichia coli ) )
Fueele. Maonum ’ ’ o ) ] Diez-Antolinez,
gste, Mag Espanha) um aparelho de Atividade antifiingica
e Chinook S ) R. (2025)
destilagdo contra A. niger
Clevenger
EXTRATO ETANOLICO
Extragdo de
Fornecidos pela pellets de lapulo
Pellets/ ) ; " a- e f-acidos, fenolicos o o ]
Taiwan Tobacco and | ©OM aguaquente . . Atividade antioxidante e anti- Wu, C. et al,,
granulos de ) 90 °C Naéo Informado totais e flavonoides ) .
Liquor Corporation a © . inflamatéria 2020
lupulo ~ totais
(Taipei, Taiwan) solugdes de etanol
(55%, 75% ¢
95%)
Atividade antioxidante (ABTS e
Cones de lapulo ) DPPH), antibacteriana contra Arruda, T. R. et
(Humulus lupulus Bom Jardim, Nova Extracdo Néo Informado a-acidos e f-acidos Staphylococcus aureus, Listeria al, 2021
L) Friburgo RJ Etandlica monocytogenes, Escherichia coli,
CLAE Salmonella Typhimurium e
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Sao Bento do Sapucali,
Serra da Mantiqueira

SP

Pseudomonas aeruginosa, além de
atividade antifingica contra

Byssochlamys nivea

Caracterizacdo de um

total de 27 metabolitos

Cultivar polonesa Extrato tre eles: Atividade antirradical e antioxidante in | Kontek, B. ez al.,
Cones de lapulo Metansli Nio Informado entre eles: a-e f-
Marynka SHmoTIeo acidos, xantohumol vitro 2021
UPLC-PDA D '
derivados oxidados de
acidos amargos
Acilfloroglucindis
humulona, Teste de citotoxicidade MTT, ensaios
Humulus lupulus Nio Informado Extrato CO, Nio informado cohumulona, de inibicdo de unidades formadoras de Mandova, T. et
L. supercritico adhumulona, placas, ensaios em diferentes estagios al, 2023
xantohumol, compostos da infeccdo viral
fenolicos/flavonoides
A atividade antibacteriana
Pellets de ) .
] contra oito cepas de cocos patogénicos
variedades
. xantohumol, a-acidos, humanos: Staphylococcus Piasecki, B.;

diferentes

Extratos B-4cidos e flavonoides aureus MRSA (ATCC 43300), S. Biernasiuk, A.;

de Humulus Polénia . Nio Informado
metanolicos renilados aureus MRSA (29213), S. Ludwiczuk. A
lupulus L. da p ) >
LC-MS

Pol6nia:
lunga, Marynka,
Sybilla, Magnum,

aureus MSSA (ATCC 29213), S.
epidermidis (ATCC
12228), Enterococcus faecalis (ATCC
29212), E. faecalis VRE (ATCC

2023
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Tradition e

Chinook

51299), E. faecium (ATCC 19434)
e Micrococcus luteus (ATCC 10240)

Extracdo dos
compostos ativos
do lapulo
utilizando uma

variedade de

solventes
. eluotrépicos: Atividade antibacteriana Khaliullina. A. et
Infrutescéncia do Nio Informado Nio Informado - .
hexano, Flavonoides prenilados Staphylococcus aureus e al.. 2024
lupulo N
cloroférmio, e acilfloroglucideos. estreptococos
acetona, etanol a
95% e etanol a
70%
cromatografia em
camada fina, UV-
Vis, LC-MS
a-acidos e f-acidos em
Pellets Nugget, ] . ) ) Atividade antibacteriana Paniacua-Garcia
Cascade Fornecido pela Orbigo resinas macias, g ’
’ ) ) contra Staphylococcus A. L: Ibafiez. A.:
Columbus Valley SL (Villamor de Extragdo Nio Informado xantohumol, resinas N >
’ . ) aureus e Escherichia coli Diez-Antolinez
Fuggle, Magnum Orbigo, Ledn, sequencial duras e compostos o ) ) ’
’ ) Atividade antifiingica R. (2025)
e Chinook Espanha) fendlicos em residuos :
) contra A. niger
solidos.
Cones e folhas Regido noroeste do Extracdo Cones: variou de Acidos fenolicos e Acgdes antioxidantes e fotoprotetoras Silva, G. C. C. et
Etanolica organicos, flavonoides,

das variedades

estado do Parana

UHPLC-MS/MS

22,99% a 28,06%

aldeidos fendlicos,

dos compostos fenolicos

al., 2025
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Cascade,

Columbus, Comet

Folhas: variou de

13,65% a 17,65%

alcaloides e lactonas do

tipo a-benzopirona

L.

cristalografia de
raios X e calculos
de dicroismo
circular

Eletronico

sido descrito

e Nugget
Extrato alcoolico
Espectro de
RMN de 'H
RMN de 1°C
HPLC quiral 9 novos compostos dos . N N
Flores Anlices Nio Informado 4cidos amargos do Atividades anti-inflamatorias e
Pistiladas Coleta.das oceint lipulo que até o antivirais contra o virus da dengue. Sun, B. ez al.,
Humulus lupulus na China eszz:ar;:::tf; lscas momento ndo havia 2023

Fonte: Propria autora
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4 Material e Método

4.1 Material Vegetal

Foram coletadas inflorescéncias femininas de quatro variedades de lapulo
(Humulus lupulus L.) Cascade, Comet, Magnum e Zeus, provenientes da safra de 2025.
As flores foram colhidas em estagio adequado de maturacao fisiologica, seguindo praticas
padronizadas de manejo pds-colheita. Apds a colheita, o material vegetal foi submetido
aos processos de secagem e pelletizagdo, a fim de garantir sua estabilidade quimica e
reduzir a umidade para niveis compativeis com o armazenamento e posterior analise
laboratorial. As plantas utilizadas neste estudo foram cultivadas durante o ano de 2025 na
Fazenda Fruta Rio, localizada na zona rural Fazenda Boa Vista, povoado Paraguai, no
municipio de Cajuri, Minas Gerais, Brasil, sob as coordenadas geograficas 20°45°39.0”°
S e 42°46°10.2>> W. O cultivo foi conduzido sob manejo agricola padronizado pelo
produtor Dr. Marcelo Amaral de Moura, responsavel técnico e proprietario da empresa

Lupulo Vigosa, garantindo rastreabilidade e uniformidade das condi¢des de produgao.

4.2 Oleo Essencial

As amostras em pellets das diferentes variedades de lupulo foram trituradas com
auxilio de pistilo. Em seguida, 150 g do material triturado foram submetidos a
hidrodestilacdo, utilizando 1 L de agua destilada, em aparelho de Clevenger modificado,
durante 3 h, com posterior coleta do hidrolato (HD).O OE foi obtido do HD por parti¢ao
liquido-liquido com diclorometano, seco com sulfato de sédio anidro, filtrado e
concentrado em rotaevaporador, obtendo o OE puro (Pinheiro et al., 2015). Vale ressaltar
que as extragdes dos OEs de todas as variedades de lupulo foram realizadas em triplicata,
conforme apresentado no Esquema 1..

A umidade das amostras foi determinada pelo método de destilagdo em aparelho
de Dean-Stark. Para cada analise, foram utilizados 5 g de amostra triturada de cada
variedade de Iupulo e 80 mL de cicloexano, mantendo-se o sistema em destilagdo por 2 h
(Pinheiro et al., 2015). O rendimento dos OEs foi calculado utilizando-se as seguintes

equacoes:

Umidade

volume de dgua medido na escala volumétrica de Dean & Stark
U= g x 100 [1]

massa da amostra
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Porcentagem massa seca

(massa da planta Gmida—massa da dgua)

[ =

% massa seca massa da planta tmida %100 [2]
Rendimento OE (ROe)

massa da planta Gmida x % massa seca = massa da planta seca [3]

ROe = massa do OE x 100 [4]

massa da planta seca

Esquema 1. Extracao dos OEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).

CG-EM

Fonte: Propria autora

4.3  Caracterizagio do Oleo Essencial por CG-EM

Para a analise da composi¢ao quimica foram preparadas solucdes de 10 mg de cada
OE em 1 mL de etanol (grau CLAE). Uma aliquota de 1 uL foi introduzida no
equipamento modelo CG-EM QP2010C Ultra Mass Spectrometer (Shimadzu), operando
no modo de inje¢do split, adotando-se uma razao de 1:10. O sistema de detec¢cdo operou
sob 0 modo de ionizac¢ao por impacto de elétrons (70 eV). A aquisi¢ao dos dados ocorreu
no modo de varredura continua (scan), monitorando-se a faixa de ions razao massa carga
(m/z) compreendida entre 35 e 400. No que se refere as condi¢des térmicas do detector,
as temperaturas da fonte de ions e da linha de transferéncia (interface) foram ajustadas
para 200 °C e 240 °C, respectivamente.

A fase estacionaria usada foi a coluna capilar de silica fundida SPB-5 (30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura de filme), o gas de
arraste utilizado foi o hélio. A temperatura do injetor de 220 °C e do detector de 300 °C.
A temperatura inicial da coluna foi de 40 °C, sendo programada com incrementos de 5

°C por minuto, até atingir a temperatura maxima de 300 °C. O fluxo da coluna usado foi



47

de 1,60 mL min'. Para a identificagio dos compostos os espectros de massas obtidos
foram comparados com os existentes no banco de dados do equipamento (espectroteca
NIST), com dados da literatura e pelos seus respectivos indices de retengdo linear (IRL)
(Pinheiro et al., 2015).

Os IRLs foram calculados através da equagao abaixo respectivamente para cada um

dos compostos e comparado com os valores da literatura (Adams, 2017).

] [5]

(RTx—RTPz)
(RTPz+1—RTPz)

IRL(X) = 100Pz + 100[

Onde:

X: ¢ o composto de interesse;

Pz: é o nimero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retengao
imediatamente anterior ao tempo de retencdo de X;

RTx: € o tempo de retencdo de X;

RTPz: ¢ o tempo de retengao de Z;

RTPz +1: ¢ o tempo de retencdo do hidrocarboneto com tempo de retencao

imediatamente posterior ao tempo de retencao de X.

4.4 Determinacdo a e f-Acidos por CLAE

Para a determinagao a e f-acidos dos pellets a extragao dos referidos acidos foram
realizadas utilizando uma mistura de: 85% de metanol (grau CLAE da Sigma Aldrich):
15% de agua Milliq acidificada com 0,025% de acido féormico. Uma quantidade de 1,00g
de lapulo triturado foi pesado, nesse material foram adicionados 30 mL da solugdo
extratora. A mistura foi agitada por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, foi
realizada a filtracdo, o filtrado obtido foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL
e o volume foi completado com a solugdo extratora (Esquema 2) (Danenhower et al.,
2008 com adaptacdes). Vale ressaltar que esse procedimento foi realizado em triplicata

para cada variedade de lupulo.
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Esquema 2. Preparo dos pellets dos lupulos Cascade, Comet, Magnum e Zeus para

determinagdo dos a e f-acidos.

30 mL de Solugio Extratora ==,

1g de Liipulo Triturado ™

Solu¢iio Extratora: 85%
metanol, 15% dgua
MilliQ, acidificado com

0,025 % de acido formico

Compeletar o baldo com

Agitagido Magnética 1 hora Solucio Extratora S0 mL

e homogeneizar

Fonte: Propria autora

As andlises foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
em um cromatdgrafo da marca Shimadzu (modelo M10AVP), com coluna de fase reversa
C-18 Shimadzu (150 mm de comprimento x 4,6 mm didmetro interno). O sistema
encontrara-se acoplado a um detector espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu (modelo
SPD-10A), conectado por interface (CBM-101) a um microcomputador para
processamento de dados. As condi¢des de analise utilizadas foram: fluxo de 0,8 mL/min;
fase movel: 85% de metanol (grau CLAE da Sigma Aldrich): 15% de 4gua Milliq
acidificada com 0,025% de acido formico; temperatura ambiente e comprimento de onda
de 326 nm (Danenhower ef al., 2008 com adaptagdes).

Foi utilizado o padrao ICE-4 (Extrato de Calibracao Internacional 4), adquirido
da empresa americana ASBC nos Estados Unidos. Para preparagdo dos pontos da curva
foi utilizado 300 mg do padrdo diluido para 50 mL de metanol acidificado com 0,025%
v/v de &cido formico. As concentragdes utilizadas de ICE-4 para a obtengdo das curvas
analiticas foram de: 6,0000 mg/mL; 3,0000 mg/mL; 1,500 mg/mL; 0,7500 mg/mL;
0,3750 mg/mL e 0,1875 mg/mL (Dekeukeleire ef al., 2003 com adaptacdes).

A quantificacdo dos a- e f-acidos nos EEs das variedades de lupulo Cascade,
Magnum, Comet e Zeus foi realizada utilizando a mesma metodologia adotada para a

analise dos lupulos em pellets.
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4.5 Obtencao dos Extratos Etandlicos

As amostras em pellets das diferentes variedades de lapulo foram trituradas
com auxilio de pistilo. Em seguida, 500 mg do material triturado foram
homogeneizados com 25 mL de etanol 99% (v/v). A extragao foi conduzida a 60°C,
durante 24 h, em banho de glicerina sob agitacao. Apods esse periodo, os extratos
foram resfriados a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugados por 10 min.
O sobrenadante obtido foi concentrado no rotaevaporador para obtencao do extrato
puro e armazenado sob -12°C até o momento das analises (Abram et al., 2015 com
adaptagdes). Vale ressaltar que o procedimento para obtengcdo dos EEs de todas as

variedades de lapulo foram realizados em triplicata (Esquema 3).

Esquema 3. Preparo dos EEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).

25 mL etanol
. ~"SOH
99,8% viv

500 mg Lapulo

Triturado

Aquecimento em Banho de
Glicerina 60°C e sobre

Agitacio Magnética, 24 horas

CLAE

Fonte: Propria autora

4.6  Andlise de Componentes Principais (PCA)

A analise multivariada foi conduzida no software RStudio 2026.05.1 com R 4.5.1,
utilizando os pacotes ‘“factoextra”, “cluster”, “ggplot2” e “ggrepel”. Inicialmente, os
dados foram padronizados e submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA) com
escala automatica. O niimero 6timo de clusters foi determinado pelo método da silhueta,
restringindo-se entre 2 e 5 agrupamentos. A clusterizagao foi realizada via algoritmo k-
means sobre as duas primeiras componentes principais, com 25 inicializagdes aleatorias.

O biplot completo foi gerado combinando a projecdo dos individuos, os vetores das

variaveis originais amplificados por fator 2,5 e elipses de confianca (95%) para cada
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cluster, garantindo visualizacdo simultanea da estrutura de dados, contribuicdo das

variaveis e formagao dos grupos.

4.7  Quantifica¢dao de Compostos Fenolicos

O teor de fenolicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu. Inicialmente, foram preparadas as seguintes solugdes: carbonato de
sodio a 10% foi obtida pela dissolugdo de 10,06 g de Na,CO; em agua destilada,
completando-se o volume para 100 mL em baldo volumétrico. A solucao de Folin-
Ciocalteu a 3% foi preparada pela dilui¢do de 3 mL do reagente em agua destilada para
volume final de 100 mL. A solug¢do padrdao estoque de acido galico (200 mg/L) foi
preparada pela dilui¢do de 0,0101 g de acido gélico 99% em 50 mL do solvente utilizado
na extracdo das amostras. As solugdes foram armazenadas em frascos ambar (Pérez;
Dominguez-Lopez; Lamuela-Raventos, 2023).

Para a construcdo da curva de calibragdo, aliquotas da solug¢do padrao de acido
galico foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se concentragdes
finais de 20, 40, 60, 80 ¢ 100 mg AG/L. Em tubos de ensaio ambar, foram adicionados
0,5 mL de cada solugdo padrao e 5,5 mL da solugdo de Folin-Ciocalteu a 3%, em
triplicata. Os tubos foram agitados em vortex por 10 segundos e mantidos em repouso por
5 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL da solucdo de carbonato de sédio a 10%,
seguido de nova agitacdo por 10 segundos e repouso por 60 minutos, a temperatura
ambiente e na auséncia de luz. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 765
nm, utilizando-se o branco preparado com o solvente de extragdo e a solugdo de Folin-
Ciocalteu. A curva de calibragdo foi construida a partir dos valores de absorbancia em
funcao das concentracdes de acido galico (Pérez; Dominguez-Lopez; Lamuela-Raventos,
2023).

As amostras foram previamente submetidas a extragdo conforme procedimento
apropriado. Em seguida, em tubos de ensaio ambar, foram adicionados 0,5 mL do extrato
da amostra e 5,5 mL da solug@o de Folin-Ciocalteu a 3%, em triplicata. Apds agitacdo em
vortex por 10 segundos e repouso por 5 min, adicionou-se 0,5 mL da solugdo de carbonato
de sodio a 10%. Os tubos foram novamente agitados por 10 segundos € mantidos em
repouso por 60 minutos, a temperatura ambiente e protegidos da luz. As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotometro a 765 nm. A concentragdo
equivalente de acido galico (EAG) nos extratos foi determinada a partir da equagdo da

reta obtida na curva de calibracao (Pérez; Dominguez-Lopez; Lamuela-Raventods, 2023).
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4.8 Atividade Antimicrobiana

4.8.1 Microrganismos e condigoes de cultivo

Todos os ensaios realizados com os microrganismos foram conduzidos com 4
cepas de interesse clinico (Tabela 2), armazenadas a -20°C em meio de infusdo de cérebro
e coragdo (BHI, Becton Dickinson, EUA) suplementado com 30% de glicerol. Antes de

cada ensaio, as culturas microbianas foram ativadas em caldo BHI por 24 h a 37 °C.

Tabela 2. Microrganismos utilizados no presente trabalho.

Cepas Referéncia
Escherichia coli ATCC 25922 ATCC
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ATCC
Staphylococcus aureus 1013 Caboclo et al., 2013
Staphylococcus epidermidis ATCC35984 ATCC

Fonte: Propria autora

4.8.2 Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

As propriedades antimicrobianas dos compostos foram avaliadas através do
método de microdiluicdo, seguindo as diretrizes do Comité Europeu de Testes de
Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST), nas concentragdes de 500,0 ug/mL até 15,6
ug/mL. Como controle, foi utilizado o DMSO puro, a fim de certificar que o efeito
antimicrobiano fosse dos compostos e ndo da diluicio do DMSO; como controle positivo,
foi utilizada a gentamicina (Sigma-Aldrich, EUA). Os experimentos foram realizados trés
vezes de forma independente, e foram calculados a média e o desvio padrao para o valor

final do CIM.

4.8.3 Viabilidade Celular

A viabilidade celular dos macréfagos RAW 264.7 foi avaliada utilizando o ensaio
de redugdo do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-11]-2,5-difenil-tetrazélico) (Lopes
et al., 2025). As cé€lulas foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Meio de Eagle
Modificado por Dulbecco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
penicilina/estreptomicina a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO.. Para
a avaliacdo da citotoxicidade dos OEs, as células foram semeadas em placas de 96 pocos
na densidade de 1 x 10° células por pogo em 200 uL. de meio DMEM e deixadas para

aderir por 24 h. Em seguida, as células foram tratadas com os OEs nas concentracdes de
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1000 ug/mL a 7,8125 ug/mL diluidos em DMEM por 24 h, sob as mesmas condi¢des de
incubagdo. Células ndo tratadas serviram como controle negativo, representando 100%
de viabilidade celular. Ap6s o tratamento, 50 4L de solugdo de MTT (0,5 mg/mL) foram
adicionados a cada pogo e incubados por 3 h a 37 °C para permitir a formagao de cristais
de formazan. Os cristais de formazan foram dissolvidos com 100 4L de DMSO (dimetil
sulfoxido) e a absorbancia foi medida a 570 nm usando um leitor de microplacas. O

experimento foi realizado em triplicata com trés repeticdes independentes.

4.8.4 Teste de atividade antibiofilme dos compostos

O ensaio de inibi¢ao da formagao de biofilme bacteriano foi conduzido utilizando-
se placas de 96 pogos. Inicialmente, o indculo bacteriano foi padronizado em meio de
cultura BHI + glicose 1% até atingir a turbidez equivalente ao tubo 0,5 da escala de
McFarland, correspondendo a uma concentragdo celular de aproximadamente 1x108
UFC/mL. Paralelamente, foram preparadas diluicdes dos compostos testados em
concentragdes subinibitdrias (1/2 CIM, 1/5 CIM e 1/10 CIM), determinadas previamente
a partir da CIM (Purgato et al., 2024).

Na placa de 96 pocos, foram transferidos 200 uL. dos tratamentos e 5 uL. da
suspensao bacteriana padronizada. O sistema foi entdo incubado em estufa bacterioldgica
sob temperatura controlada de 37 °C por um periodo de 24h para viabilizar a aderéncia
celular e o subsequente desenvolvimento do biofilme (Purgato et al., 2024).

Ap6s o intervalo de incubagdo, o sobrenadante contendo as células planctonicas
nao aderidas foi cuidadosamente removido. Para a quantificagdo da biomassa do biofilme
fixado, adicionou-se a solucdo de cristal violeta, permanecendo em contato com o
material por 15 minutos. Decorrido esse tempo, o excesso de corante foi eliminado por
meio de lavagens consecutivas com agua destilada, e as placas foram mantidas em
temperatura ambiente até a secagem completa. O corante impregnado na matriz do
biofilme foi entdo ressuspendido e solubilizado com etanol. Por fim, a quantificacao foi
realizada por meio da leitura da densidade Optico em leitor de microplacas no
comprimento de onda de 600 nm (Stepanovic et al., 2007). O crescimento bacteriano
juntamente com o DMSO a 0,2% foi utilizado como controle positivo para a formagao do
biofilme, enquanto o controle negativo foi somente o meio de cultura sem inoculagdo

microbiana.
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4.8.5 Determina¢do do comportamento da combinagdo dos compostos com antibioticos

usando ensaio checkerboard

A atividade combinada dos compostos com os antimicrobianos foi avaliada pelo
método de microdilui¢do em caldo, utilizando o sistema checkerboard (Bellio et al.,
2021). Inicialmente, foram preparadas suspensdes bacterianas a partir de colonias
previamente cultivadas, ajustadas a turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland,
correspondente a aproximadamente 1,5 x 10* UFC/mL. Posteriormente, foram preparadas
dilui¢oes seriadas dos OEs e EEs e dos antimicrobianos, sendo distribuidas em uma
microplaca de 96 pocos de modo a obter diferentes combinagdes de concentragdes. Apos
a inoculagdo da suspensdo bacteriana, as placas foram incubadas nas condi¢des
apropriadas para cada microrganismo.

Resumidamente, esse método, também conhecido como método do tabuleiro de
xadrez, foi empregado para obter a concentracao inibitéria fracionéria (FIC) de misturas

de combinagdes dos OEs e EEs com os antibioticos.

MIC (Antibidtico)em combinagio com OEs ou EE

FICA (Antlbwtwo) = MIC (Antibiético)isolado

[6]

MIC (OEs ou EEs)em combinagio com antibidtico
MIC (OEs ou EEs)isolado

FIC B (OEs ou EEs) =

[7]
YFIC = FICA + FICB 8]

Ou seja:
> FIC =<0,5 Interacdo Sinérgica
> FIC = < 1,0 Interacdo aditiva

> FIC => 1,0 Intera¢do antagdnica

4.8.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao de trés experimentos
independentes. As diferengas entre os grupos foram avaliadas por andlise de variancia de
uma via (one-way ANOVA), seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey.
Diferengas com valores de p < 0,05 foram consideradas substituidas por estatisticamente
significativas. As andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism, versao

8.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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4.9  Atividade Antiviral

A propagacdo do virus Mayaro (MAYV; ATCC VR-66) foi realizada em células
C6/36 cultivadas em meio Leibovitz's L-15 (L-15) suplementado com 10% SFB,
mantidas a 28 °C. Para a infeccdo, foram adicionados 150 uL da suspensdo viral as
culturas celulares, permanecendo em adsorcdo por 1 h a temperatura ambiente sob
agitacdo constante. Apds esse periodo, foram adicionados 2 mL de meio L-15
suplementado com 2% de SFB, e as células foram incubadas por 48 h a 28 °C. Ao término
da incubagdo, o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 1.300 rpm por 6 minutos para
remocao de detritos celulares, suplementado com 20% de SFB e armazenado a -80 °C até
sua utilizacdo (Ventura et al., 2025).

A titulagdo viral foi realizada em células Vero pelo método de placas de lise
(plaque assay). Para isso, as células foram semeadas em placas de 24 pocos na
concentragdo de 1 x 10° células por pogo, utilizando meio DMEM suplementado com
10% de SFB e antibidticos. Apos atingirem aproximadamente 80% de confluéncia, o
meio de cultura foi removido e as células foram infectadas com 100 uL de diluigdes
seriadas da suspensao viral. As placas permaneceram por 1 h a temperatura ambiente sob
agitacdo constante para permitir a adsor¢do viral. Em seguida, o indculo foi removido e
adicionou-se 1,5 mL de meio DMEM contendo 1% de carboximetilcelulose e 2% de SFB,
na propor¢ao de 2:1. As culturas foram incubadas por 48 h a 37 °C, em atmosfera
contendo 5% de CO: (Ventura ef al., 2025).

Apds o periodo de incubacdo, as células foram fixadas com solucdo de
formaldeido a 10% por 1 h e coradas com cristal violeta a 5%, permitindo a visualizagdo
e contagem das placas de lise. O titulo viral foi expresso em unidades formadoras de placa

por mililitro (PFU/mL), utilizando-se a formula a seguir:

Média do nimero de placas de lise

PFU/mL =

[9]

A avaliacao da citotoxicidade dos OEs e dos EEs foi realizada utilizando o ensaio

Volume do inéculo (mL) x Diluicio

de redugao do MTT. Inicialmente os OEs foram solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO) na propor¢do 1:1 para obten¢do das solugdes estoques, as quais foram
armazenadas a -20°C até o uso, da mesma forma que os EEs. Para o ensaio bioldgico. As
células Vero foram semeadas em placas de 96 pocos na concentracao de 1 x 10* células
por poco, em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e antibioticos, sendo

incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO: (Ventura et al., 2025).
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Apos esse periodo, o meio de cultivo foi removido e adicionaram-se, em triplicata
e separadamente, 100 L de diferentes concentragdes dos OEs ou dos EEs preparados em
meio DMEM sem SFB. Para os OEs, o meio continha 0,5% de DMSO como veiculo.
Como controles experimentais, foram utilizadas células cultivadas apenas em meio
DMEM sem SFB e células tratadas com meio DMEM contendo 0,5% de DMSO (maior
concentragdo de DMSO ap6s diluigdo dos OEs apos dilui¢ao em meio DMEM). J4 para
os EEs, foram utilizados como controles experimentais células cultivadas em meio
DMEM sem SFB e células tratadas com etanol a 1% v/v (maior concentragao de etanol
presente apds diluicao dos extratos em meio DMEM) (Ventura et al., 2025).

Apds incubacdo por 48 h, o meio foi removido e adicionaram-se 100 uL de
solugdo de MTT (1 mg/mL), mantendo-se as placas incubadas por mais 4 h. Em seguida,
a solucdo de MTT foi cuidadosamente retirada e os cristais de formazan foram
solubilizados com 100 uL. de DMSO. A absorbancia foi determinada em leitor de
microplacas a 540 nm. A partir dos dados obtidos, foi calculada a concentragao citotoxica
capaz de reduzir a viabilidade celular em 50% (CCso) para cada OE e EE, sendo os
controles contendo somente células cultivadas em meio DMEM representando 100% de
viabilidade celular. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism versdao 8, empregando analise de varidncia (ANOVA) de uma via
seguida de regressao nao linear (Ventura ef al., 2025).

A atividade antiviral dos OEs e dos EEs frente ao MAY'V foi avaliada utilizando
concentragdes equivalentes a concentragdo citotoxica de 20% (CCa), previamente
determinada. Células Vero foram cultivadas em placas de 96 pogos conforme descrito
anteriormente. Em seguida, as solu¢des contendo os OEs e EEs na concentragao de CCzo
foram previamente incubadas com o virus na multiplicidade de infec¢do (MOI), ou seja,
proporcao de 1 virus para cada célula por 1 h a 37 °C (Ventura et al., 2025).

Posteriormente, o meio de cultura das células foi removido e adicionaram-se 100
uL das misturas contendo virus e os respectivos OEs ou EEs, distribuidas em triplicata.
As células permaneceram incubadas por 48 h a 37 °C, em atmosfera de 5% de CO>. Ao
final do periodo experimental, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT,
conforme descrito anteriormente (Ventura et al., 2025).

Como controles experimentais, foram utilizadas células cultivadas apenas em
meio DMEM (controle negativo), consideradas como 100% de viabilidade celular, e

células infectadas com 1 MOI de MAYV na auséncia dos tratamentos (controle positivo),
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consideradas como 0% de viabilidade. Os OEs e EEs que mantiveram viabilidade celular
igual ou superior a 50% em relacdo ao controle negativo foram considerados promissores

quanto a atividade antiviral (Ventura et al., 2025).

5 Resultados

5.1 Caracterizagdo do Oleo Essencial

O rendimento dos OEs obtidos das variedades Cascade, Comet, Magnum e Zeus
foi de 0,05%, 0,25%, 0,24% e 0,25% (m/m), respectivamente. A determinagdo da
umidade pelo método de Dean-Stark indicou que as amostras das variedades Cascade,
Comet e Magnum apresentaram-se secas, enquanto a variedade Zeus apresentou um teor
de umidade de 3,95% (m/m).

Os constituintes volateis secretados pelas glandulas lupulinas correspondem a
cerca de 0,5-3,0% (m/m), da matéria seca do cone de lupulo e sdo formados
principalmente por terpenos e terpenoides. A composi¢ao do OE do lupulo ¢ determinada
por fatores genéticos, estagio de maturagdo e origem geografica, além de sofrer alteragdes
significativas durante o amadurecimento, o processamento € 0 armazenamento
justificando o baixo rendimento neste trabalho (Rettberg; Biendl; Garbe, 2018).

Os principais constituintes do OE de lapulo foram identificados por CG-EM, e os
respectivos cromatogramas de ions totais encontram-se disponiveis no Apéndice A.
Conforme descrito na literatura, destacam-se os constituintes como: f-Mirceno (0,3—
60%), a-Humuleno (2,3-51,2%), f-Cariofileno (0,1-14,7%). Esses constituintes também
estdo presentes nos OEs analisados no presente estudo, corroborando os achados
reportados por Durello et al. (2019).

Conforme os dados apresentados na Tabela 3, as quatro variedades analisadas
exibiram perfis quimicos distintos, o que se evidencia pelas variagdes nos percentuais de
area de seus constituintes majoritarios. Observou-se que os OEs de ltpulo das variedades
Cascade, Comet, Magnum e Zeus apresentaram em comum os seguintes constituintes: £-
Cariofileno (9,53% a 18,60%), Mirceno (1,25% a 18,16%), a-Humuleno (2,06% a
25,73%), p-Selineno (3,73 a 12,61%) e a-Selineno (2,69% a 25,73%).

Além dos constituintes mencionados, constataram-se particularidades na
composi¢do especifica de algumas amostras. Os OEs dos lupulos Cascade e Magnum
destacaram-se por apresentar o constituinte farneseno, com percentuais de area de 11,19%

€ 9,47%, respectivamente. Observou-se, ainda, a presen¢a de Acetato de geranila nos OEs
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dos lupulos Comet, Magnum e Zeus, correspondendo a percentuais de area de 2,56%,
1,46% e 15,69%, respectivamente.

Conforme estudo de Pereira et al. (2025), a composi¢ao dos OEs de lupulos das
amostras brasileiras e importadas o OE do lupulo da variedade Cascade foi caracterizada
por apresentar a-Humuleno (14-19%), f-E-Farneseno (8-11%) e E-Cariofileno (7-9%)
como constituintes majoritarios. O mesmo trabalho indica que o OE do lupulo da
variedade Comet tem predominantemente os constituintes mirceno (19-59% m/m), E-
Cariofileno (11-24%) e p-Selineno (3-11%). Assim, hé coincidéncia entre os principais
constituintes observados neste trabalho (Mirceno, a-Humuleno, E-Cariofileno, f-E-
Farneseno e f-Selineno) com os relatados que reforcam que os perfis obtidos sdo tipicos
de OEs de lupulo das variedades Cascade e Comet, a0 mesmo tempo em que as variagdes
quantitativas nas areas relativas podem ser atribuidas a fatores agrondmicos, condi¢des
climaticas e processamento pos-colheita.

De acordo com Paguet et al. (2022), os perfis quimicos dos OEs variam entre as
diferentes cultivares comerciais de lupulo, sendo caracterizados principalmente pelas
proporcdes relativas de seus constituintes volateis majoritarios. No OE do lupulo da
variedade Cascade, os autores relataram teores de Mirceno entre 45 ¢ 60%, Humuleno
entre 8 e 16%, Farneseno entre 4 e 8% e Cariofileno entre 4 e 6%. Para o OE de lupulo
da variedade Comet, observou-se predominancia de Mirceno (67%), seguido de
Cariofileno (10%), Humuleno (1%) e Farneseno (0,1%). Ja o OE de lupulo da variedade
Magnum, foram descritos teores de Mirceno entre 30 e 35%, Humuleno entre 34 e 40%,
Cariofileno entre 8 e 12% e farneseno em aproximadamente 0,1%. J4 OE de lupulo da
variedade Zeus apresentou concentragdes de mirceno variando entre 45 e 55%, Humuleno
entre 9 e 14%, Cariofileno entre 5 e 10% e Farneseno inferior a 1%.

A composicao dos OEs de lupulo analisados divergiu da literatura (Paguet ef al.,
2022) ao apresentar teores drasticamente menores de mirceno. Essa diferenga ocorre
devido ao estresse térmico gerado pelo método de extracdo, que degrada e volatiliza o
mirceno. Como consequéncia, hd& um aumento artificial na proporcdo relativa de
sesquiterpenos mais resistentes ao calor (E-Cariofileno e a-Humuleno). A presenga de
marcadores de oxidagdo (Epoxido de humuleno II ¢ Oxido de cariofileno) confirma a
degradacao térmica, concluindo-se que o perfil obtido reflete o método de extragao

agressivo, e ndo a composi¢ao natural da flor (Almaguer et al., 2014).
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No estudo de Paniagua-Garcia et al. (2025), o constituinte mirceno foi o
constituinte majoritario em todas as variedades avaliadas (Nugget, Columbus, Chinook,
Magnum, Cascade e Fuggle), com concentragdes variando de 29,70% a 64,00%, seguido
por a-Humuleno (14,29-25,74%), p-Cariofileno (5,96-10,39%) e p-Farneseno, este
ultimo detectado apenas nos OEs de lupulos Cascade (7,96%) e Fuggle (4,37%). Além
disso, os teores de linalol e geraniol permaneceram inferiores a 2% na maioria das
variedades analisadas.

Em contraste, os OEs avaliados neste trabalho apresentaram um perfil quimico
distinto, caracterizado por menores concentragdes de Mirceno (1,25-18,16%) e maior
participagdo de sesquiterpenos. O a-Humuleno foi um dos principais constituintes dos
OEs dos lupulos Cascade (26,14%) e Magnum (25,73%), enquanto o p-cariofileno
apresentou concentracdes entre 9,53% e 18,60%, superiores as relatadas por Paniagua-
Garcia et al. (2025). Da mesma forma, foram observados teores mais elevados de f-
farneseno nos OEs dos lupulos Cascade (11,19%) e Magnum (9,47%), além de maiores
concentragdes de Linalol (1,22-2,39%) e Geraniol, destacando-se o OE de lupulo da
variedade Zeus, que apresentou 3,21% desse monoterpeno.

Outra diferenga importante foi a identificagdo de diversos constituintes que nao
foram relatados na composi¢do quimica apresentada por Paniagua-Garcia et al. (2025),
incluindo Acetato de nerila, Acetato de geranila, Geranato de metila, Isobutirato de
geranila, a-Copaeno, f-Selineno, a-Selineno, Valenceno, y-Muuroleno, a-Muuroleno,
Ledol, Oxido de cariofileno ¢ Epoxido de humuleno II. A presenga desses metabélitos
demonstra um perfil quimico mais complexo, com maior diversidade de SO e ésteres

terpénicos.

Tabela 3. Identificacdo dos constituintes volateis dos ltupulos (Cascade, Comet, Magnum
e Zeus).

Constituintes Média da area do pico CG (%)
TR (min) IA calc. IA lit.
Identificados Cascade Comet Magnum Zeus
Mirceno 12,26 982 988 2,05 18,16 12,57 1,25
6-Metil-heptanoato
16,95 1078 1068 - 1,2 - -
de metila

Linalol 17,57 1091 1095 1,22 1,91 2,31 2,39
Geraniol 25,22 1247 1249 - - - 3,21

Undecan-2-ona 26,90 1282 1293 - - 1,56 -

Acido 4-decenoico 27,63 1298 1289 2,27 4,41 3,98 2,85
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Geranato de metila 28,34 1312 1322 2,95 2,11 2,27 3,75
o-Copaeno 30,57 1362 1374 - - - 2,98
Acetato de nerila 30,98 1370 1359 6,46 - - -
Acetato de geranila 31,19 1375 1379 0 2,56 1,46 15,69
E-Cariofileno 32,55 1405 1417 12,81 18,60 15,13 9,53
p-Cubebeno 32,91 1414 1387 0 - - 1,53
o-E-Bergamoteno 33,19 1420 1432 1,39 - - -
a-Humuleno 34,07 1440 1452 26,14 2,06 25,73 13,07
E-f-Farneseno 34,21 1443 1454 11,19 - 9,47 -
9-epi-E-Cariofileno 34,96 1461 1464 - - 3,85 -
[S-Bisaboleno 35,04 1463 1505 5,09 5,56 - 9,46
p-Selineno 35,40 1472 1489 5,27 12,61 6,27 3,73
a-Selineno 35,77 1480 1498 4,67 11,22 5,22 2,69
y-Muuroleno 36,02 1486 1478 - - - 2,44
Z-Nerolidol 36,60 1499 1531 - - 4,17 -
a-Muuroleno 36,62 1500 1500 - - - 6,96
Isobutirato de
geranila 36,72 1502 1514 7,86 4,97 - 5,80
y-Cadineno 36,86 1506 1513 2,60 - - -
0-Cadineno 37,02 1510 1522 - - 3,09 5,03
Valenceno 37,44 1520 1496 - 3,92 0 1,69
Selina-3,7(11)-dieno 37,62 1524 1545 - 3,52 1,27 -
Epoxido de
humuleno I 40,32 1589 1608 5,09 - 1,65 -
Oxido de cariofileno 40,44 1593 1582 2,95 7,16 - 1,52
Ledol 41,17 1612 1602 - - - 4,44
Monoterpenos Hidrogenados 2,05 18,16 12,57 1,25
Monoterpenos Oxigenados 18,49 11,55 6,04 30,84
Sesquiterpenos Hidrogenados 69,16 57,5 70,03 59,11
Sesquiterpenos Oxigenados 8,04 7,16 5,82 5,96
Outros 2,27 5,61 5,54 2,85

TR- Tempo de Retencdo; IA calc. - indice Aritmético calculado; IA lit. - indice Aritmético da literatura.

Fonte: Propria autora

Na andlise e controle de qualidade de OEs, a Andlise de Componentes Principais

(PCA) atua como uma ferramenta estatistica indispensavel para simplificar a imensa

complexidade quimica dessas substancias (Milojevic ef al., 2020). Como um unico OE

pode conter centenas de constituintes volateis diferentes (como terpenos, alcoois e

¢ésteres) identificados em andlises de cromatografia, comparar o perfil aromatico,
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classificar quimiotipos ou detectar adulteracdes em dezenas de amostras ¢ uma tarefa
computacionalmente desafiadora (Truzzi et al., 2022).

O PCA resolve esse problema condensando as concentracdes de todas essas
substancias em um numero reduzido de novas varidveis matematicas, permitindo que
pesquisadores projetem os dados em graficos simples onde OEs puros, amostras de uma
mesma regido geografica ou lotes falsificados se agrupam visualmente, revelando padroes
de qualidade de forma clara sem perder a esséncia das informacdes quimicas originais
(Truzzi et al., 2022).

Neste trabalho o PCA dos dados quimicos explicou 76,2% da variancia total
acumulada nos dois primeiros componentes (Dim1 = 43,8% e Dim2 = 32,4%) (Figura 8).
Esse elevado percentual de variancia explicada indica que os componentes principais
capturaram a maior parte da variabilidade dos dados, conferindo elevada robustez a
discriminacdo das amostras em fun¢do de suas caracteristicas quimicas. A analise de
agrupamento automatico (clusterizacdo) dividiu os OEs em dois clusters nitidamente
distintos ao longo do primeiro componente principal (Dim1).

O Cluster 1 foi constituido de forma isolada e tinica pelo OE do lupulo da
variedade Zeus, localizado no lado positivo da Dim1, enquanto o Cluster 2 englobou as
amostras dos OEs dos lupulos Comet, Magnum e Cascade de forma conjunta no lado
negativo da Diml. Essa divisdo macroscopica reflete a existéncia de dois perfis
fitoquimicos perfeitamente contrastantes.

O perfil do Cluster 2 ¢ caracterizado por altas concentragdes relativas de um bloco
especifico de compostos oxigenados, €steres e sesquiterpenos. Dentre os principais
marcadores quimicos associados a este quimiotipo, destacam-se o Geraniol (C4),
Geranato de metila (C7), a-Copaeno (C8), Acetato de geranila (C10), f-Cubebeno (C12),
a-E-Bergamoteno (13), a-Humuleno (14), E-f-Farneseno (C15), S-Selineno (C18), y-
Muuroleno (C20), a-Muuroleno (C22), y-Cadineno (C24), 6-Cadineno (C25) e Ledol
(C30). A forte projecao de ésteres e monoterpenos como o C4 e C10 nesta amostra sugere
uma atividade enzimatica altamente direcionada para a via de biossintese de derivados de
geranila, conferindo ao OE do lupulo da variedade Zeus uma identidade quimica singular

e excludente em relagdo aos demais.
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Figura 8. PCA e agrupamento hierarquico (clusteriza¢do) dos perfis quimicos dos OEs

dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).
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Fonte: Propria autora

Por outro lado, as amostras de OEs dos lupulos Comet, Magnum e Cascade foram
agrupadas de forma tunica no Cluster 1 devido ao compartilhamento de uma base
fitoquimica comum, marcada fundamentalmente pela auséncia ou por teores vestigiais
dos compostos dominantes no OE do lupulo da variedade Zeus. A identidade quimica
deste segundo cluster ¢ definida por um amplo conjunto de monoterpenos volateis e
sesquiterpenos de arrasto que apontam para o lado esquerdo do biplot, tais como o
Mirceno (C1), 6-Metil-heptanoato de metila (C2), Linalol (C3), Undecan-2-ona (C5),
Acido 4-decenoico (C6), Acetato de nerila (C9), E-Cariofileno (C11), a-E-Bergamoteno
(C13), a-Humuleno (C14), 9-epi-E-Cariofileno (C16), f-Bisaboleno (C17), a-Selineno
(C19), Z-Nerolidol (C21), Isobutirato de Geranila (C23), Valenceno (C26), Selina-
3,7(11)-dieno (C27), Epoxido de humuleno II (C28) e Oxido de cariofileno (C29). O
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comportamento dos vetores no biplot indica associagdo positiva entre o a-Muuroleno
(C22), y-Muuroleno (C20), y-cadineno (C24) e oJ-cadineno (C25) indica uma forte
correlagdo positiva, sugerindo que compartilham o mesmo precursor biogenético comum
na planta e co-influenciam o perfil do OE do lapulo da variedade Zeus.

Em contrapartida, a oposi¢do angular e o distanciamento desses vetores em
relacdo ao bloco de compostos do Cluster 2 evidenciam um antagonismo biossintético
rigoroso entre os dois grupos de OEs. Esses resultados evidenciam diferencas no perfil
quimico ou indicam agrupamentos distintos entre as variedades analisadas, fornecendo
subsidios valiosos para a selecdo de genotipos ou lotes comerciais com propriedades
industriais, farmacologicas ou aromaticas especificas.

Com relagdo as classes dos monoterpenos e sesquiterpenos a ordenacao
multivariada obtida por meio da PCA explicou 76,6% da variancia total dos dados nos
dois primeiros eixos primarios, dos quais o primeiro componente principal (Dim1) reteve
45,1% da variacdo e o segundo componente (Dim2) foi responsavel por 31,5% da inércia
remanescente. A analise de agrupamento discriminou explicitamente as observagdes em
dois clusters distintos, o que indica uma clara heterogeneidade estrutural entre as amostras
avaliadas.

O Cluster 1 agrupou as observacdes OE do lupulo da variedade Cascade,
Sesquiterpenos Oxigenados (SO), Sesquiterpenos Hidrogenados (SH), OEs dos lapulos
Magnum e Comet, caracterizando-se por escores majoritariamente positivos em Dim1 e
por uma forte associacdo com os vetores direcionais de carregamento. Em contrapartida,
0 Cluster 2 reuniu as amostras OE do lupulo da variedade Zeus e Monoterpenos
Oxigenados (MO), posicionando-se no quadrante oposto com valores negativos extremos
de Diml (Figura 9).

A distribui¢do das observagdes ao longo da Dim 1 evidencia uma clara separacao
entre os grupos. O OE da variedade Zeus apresentou maior associagdo com a classe dos
MO, posicionando-se em regido oposta as classes SH, SO e Monoterpenos Hidrogenados
(MH). Esse comportamento evidencia a composicao quimica diferenciada do OE da
variedade Zeus em relacdo aos demais OEs avaliados.

Ao analisar o comportamento vetorial das variaveis, observa-se que SH e SO
exibem vetores com angulos agudos adjacentes no primeiro quadrante. Esse
comportamento indica uma forte correlagdo linear positiva entre ambas, sinalizando que

os fatores que elevam os indices de SH tendem a impulsionar concomitantemente os
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niveis de SO, exercendo forte influéncia sobre o grupo OE de lupulo da variedade

Cascade.

Figura 9. PCA e agrupamento hierarquico (clusterizagdo) das classes dos terpenos dos

OEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).
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Fonte: Propria autora

Por outro lado, o vetor representativo da variavel MH projeta-se de forma
descendente em direcdo ao quarto quadrante, formando um angulo préximo a 90° com as
varidveis superiores. Essa ortogonalidade sugere independéncia estatistica parcial,
demonstrando que a variagdo observada nas amostras de OEs dos lupulos Comet e
Magnum sob a otica de MH ¢é controlada por mecanismos distintos daqueles que regem
as respostas de SH e SO. Esses resultados comprovam que a separagao em dois clusters
reflete assinaturas bem definidas, em que as amostras do Cluster 1 respondem de forma
expressiva as variaveis avaliadas, enquanto as do Cluster 2 mantém-se isoladas devido ao

comportamento reverso frente a esses mesmos descritores.

5.2 Determinagdo dos o, e p-acidos

Para determinagdo das concentragdes dos a e f-acidos, das variedades de lupulo,

foram feitas inicialmente quatro curvas analiticas, com o extrato de calibracio
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internacional (ICE-4) que continha: 10,98% de cohumulona, 31,60% de n+adhumulona,

13,02% de colupulona e 13,52% de n+adlupulona (Figura 10). Os cromatogramas do

padrdo estdo em Apéndice B e as curvas analiticas estdo descritas abaixo (Figura 11).

Figura 10. Padrao ICE-4

Fonte: Propria autora

Figura 11. Curvas Analiticas dos constituintes do padrao ICE-4.
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A partir das equagdes das curvas analiticas obtidas para cada constituinte, foram
determinadas suas concentracdes para cada EE, expressas em partes por milhdo (ppm),
considerando a area do pico cromatografico (y) em funcao da concentragao do analito (X)
0s cromatogramas encontram-se no Apéndice C para os pellets e Apéndice D para os EEs.
Com os valores de concentragdo obtidos, foi calculada a massa de cada constituinte por
meio da equacdo (m = C x V), em que m corresponde a massa, C a concentragdo e V ao
volume da solucao. Posteriormente, os valores de massa foram utilizados para determinar
o teor de cada constituinte, expresso em porcentagem massa/massa (m/m), para cada
variedade analisada.

O teor de a-acidos totais nos pellets de diferentes variedades de Iupulo variou de
2,54 2 9,19% (m/m) (Tabela 4), enquanto o teor de B-acidos totais variou de 0,60 a 2,17%
(m/m) (Tabela 5). De acordo com Olsovska et al. (2016), cones de lupulo secos
apresentam teores de a-acidos entre 2% e 17% e de f-acidos entre 2% e 10%, valores que
variam conforme a variedade cultivada. Pesquisas relatam que, no momento da colheita,
o teor médio de a-acidos situa-se entre 10% e 20% para variedades de amargor, como
Magnum e Zeus, enquanto variedades aromaticas, como Cascade, apresentam valores
entre 2% e 10% (Almaguer et al., 2014). Além disso, segundo Paguet et al. (2022), a
variedade Comet ¢ classificada simultaneamente como lipulo de amargor e aromatico.

Segundo Paguet er al. (2022), as variedades comerciais de lupulos Cascade,
Comet, Magnum e Zeus apresentam teores de a-acidos totais de 4,5-8,9% (Cascade), 9,4—
12,4% (Comet), 12,0-14,0% (Magnum) e 13,0-17,5% (Zeus). Para os f-acidos totais, os
autores reportaram valores de 3,6-7,5% (Cascade), 3,0-6,1% (Comet), 4,5-5,5%
(Magnum) e 4,5-6,5% (Zeus). Comparando-se esses resultados com aqueles apresentados
nas Tabelas 4 e 5, verifica-se que os pellets de lupulo avaliados neste estudo apresentaram
menores teores de a-acidos, bem como menores teores de f-acidos em todas as variedades
analisadas, em relacdo aos valores descritos na literatura. Esses achados sugerem que
fatores relacionados ao cultivo, as condi¢des ambientais e ao processamento pds-colheita
podem ter influenciado a composi¢do quimica dos pellets, evidenciando a necessidade de
aperfeicoamento das praticas de produgdo para a obten¢do de matéria-prima com maior

qualidade quimica (Arruda ef al., 2021; Almaguer et al., 2014).
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Tabela 4. Porcentagens de a-acidos nos pellets de lupulos (Cascade, Comet, Magnum e

Zeus).

a-Acidos % (m/m)

Amostras Cohumulona n+adhumulona @ -Acidos Totais
Cascade 1,22+0,02 2,92+0,01 4,14+0,01
Comet 3,89+0,01 5,3040,05 9,19+0,04
Magnum 1,56+0,01 6,25+0,01 7,81+0,04
Zeus 0,86+0,11 1,68+0,02 2,54+0,11

Fonte: Propria autora

Tabela 5. Porcentagens de f-acidos nos pellets de lupulos (Cascade, Comet, Magnum e

Zeus).

S-Acidos % (m/m)

Amostras Colupulona n+adlupulona ﬂ-A'cidos Totais
Cascade 0,65+0,02 1,07+0,01 1,72+0,01
Comet 0,77+0,01 1,09+0,04 1,86+0,04
Magnum 0,97+0,01 1,20+0,01 2,17+£0,01
Zeus 0,30+0,02 0,30+0,06 0,60+0,11

Fonte: Propria autora

A ordem crescente em relagdo ao teor de a-acidos totais encontrados nos EEs dos
lupulos estudados foi: Zeus, Cascade, Magnum e Comet (Tabela 6). O EE do lupulo Zeus
apresentou o teor de a-acidos totais igual a 2,54%, com predominancia de n+adhumulona
(1,70%) em relagdo a cohumulona (0,84%). Esse valor ¢ inferior ao tipicamente reportado
para variedades pertencentes ao grupo CTZ (Columbus—Tomahawk—Zeus), usualmente
classificadas como cultivares de alto teor de a-acidos, com valores reportados
cohumulona (15,48%) e n+adhumulona (17,99%) (Arruda ef al., 2021).

Em relagdo ao teor de f-acidos, a ordem crescente dos EEs dos lupulos estudados
foi: Zeus, Comet, Magnum e Cascade (Tabela 7). O teor de f-4cidos totais no EE do
lupulo Zeus foi de 1,11%, com predominancia de colupulona (0,66%) em relacdao a
n+adlupulona (0,45%). Esse resultado ¢ inferior ao relatado por Arruda et al. (2021), que
identificaram colupulona (10,79%) e n+adlupulona (10,03%).

O estudo conduzido por Arruda et al. (2021), utilizando o EE do lupulo da
variedade Cascade, quantificou os a-acidos cohumulona (3,86%) e n+adhumulona

(3,11%), bem como os p-acidos colupulona (3,67%) e n+adlupulona (4,15%). No
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presente estudo, também foi empregado o EE do lupulo da variedade Cascade, sendo
determinados os teores de a-acidos de 0,81% para cohumulona e 1,90% para
n+tadhumulona, enquanto os p-acidos apresentaram concentracdes de 1,60% para
colupulona e 1,24% para n+adlupulona.

Arruda et al. (2021) realizaram um estudo abrangente com EEs de diferentes
variedades de lupulo, incluindo Spalt, Saaz, Vitéria, Mantiqueira, Canastra, Hallertau,
Premiant e Brassylijsk. Os autores relataram ampla variacao nos teores de a-acidos totais,
entre 4,94 ¢ 33,47%, e de f-acidos totais, entre 4,06 e 30,37%, evidenciando a influéncia
da variedade sobre a composi¢ao quimica dos extratos. Embora tenham sido observadas
diferengas expressivas entre as cultivares avaliadas, algumas variedades apresentaram
concentragdes de a- ¢ f-acidos semelhantes as determinadas no presente estudo. Esses
resultados indicam que os teores obtidos para as variedades analisadas nesta pesquisa
estdo inseridos na faixa de variagdo descrita na literatura para diferentes genotipos de H.
lupulus L., cultivados sob distintas condi¢des ambientais e de manejo.

Estudos indicam que a estabilidade dos a- e f-acidos € fortemente influenciada
pelas condi¢cdes de armazenamento (temperatura elevada, presenca de oxigénio e luz) e
pelo tempo ap6s o processamento, podendo ocorrer degradagdo oxidativa significativa e,
consequentemente, reducdo do teor de humulonas detectavel nos extratos (Almaguer et

al., 2014).

Tabela 6. Porcentagens de a-acidos nos EEs de lupulos (Cascade, Comet, Magnum e

Zeus).
a-Acidos % (m/m)
Amostras Cohumulona n+adhumulona @ -Acidos Totais
Cascade 0,81+0,01 1,90+0,02 2,71+0,02
Comet 2,07+0,01 3,51+0,01 5,58+0,01
Magnum 1,17+0,01 3,21+0,04 4,38+0,04
Zeus 0,84+0,01 1,70+0,02 2,54+0,02

Fonte: Propria autora
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Tabela 7. Porcentagens de S-dcidos nos EEs de lupulos (Cascade, Comet, Magnum e

Zeus).
f-Acidos % (m/m)
Amostras Colupulona n+adlupulona S-Acidos Totais
Cascade 1,60+0,01 1,24+0,01 2,87+0,01
Comet 0,71+0,01 1,19+0,4 1,90+0,04
Magnum 1,52+0,01 1,21+0,01 2,73+0,01
Zeus 0,66+0,01 0,45+0,01 1,11+0,04

Fonte: Propria autora

A andlise multivariada por meio do grafico biplot evidenciou que as duas
primeiras componentes principais (Diml e Dim2) explicaram, de forma combinada,
96,6% da variancia total dos dados (56,2% e 40,4%, respectivamente), demonstrando a
robustez do modelo estatistico em capturar as diferencas e similaridades bioquimicas
entre as cultivares com base no perfil de compostos amargos (Figura 12).

O agrupamento claro dos dados em trés clusters distintos corrobora a hipotese de
uma forte diferenciacdo quimiotaxondmica entre as variedades de lupulo avaliadas, onde
o Cluster 1, posicionado no quadrante inferior direito, revelou-se fortemente
caracterizado por teores elevados de cohumulona e nt+adhumulona, cujos vetores
apontam diretamente na direcdo do EE do lupulo da variedade Comet, indicando uma
estreita correlag@o positiva e uma assinatura quimica associada a perfis de amargor mais
intensos.

Em contrapartida, o Cluster 3 ocupou a porcao superior do grafico, destacando o
EE do lupulo da variedade Magnum intimamente associado aos vetores de n+adlupulona
e colupulona, o que indica uma composigao fenotipica voltada a uma maior concentragao
de S-acidos, enquanto o EE do lapulo da variedade Cascade posicionou-se de forma mais
isolada no quadrante superior esquerdo, sugerindo um perfil intermediario ou uma
composi¢ao molecular mais suave dentro deste mesmo grupo.

O resultado mais contrastante, contudo, foi observado para o EE do lupulo da
variedade Zeus (Cluster 2), localizado isoladamente no quadrante inferior esquerdo e em
posi¢do diametralmente oposta aos vetores de n+adlupulona e n+adhumulona, o que
indica geometricamente um perfil de concentracdes significativamente baixas desses
compostos especificos e qualifica este gendtipo como de alto interesse para programas de

melhoramento que buscam linhagens contrastantes. Em sintese, esses resultados
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demonstram que as varidveis associadas aos a- e f-acidos ndo se distribuem de forma
homogénea entre as cultivares, validando a eficiéncia da andlise de componentes
principais na discriminagao de cultivares de lupulo e fornecendo subsidios praticos para

a selecao industrial e classificagao de matérias-primas na industria de bebidas.

Figura 12. PCA e agrupamento hierarquico (clusteriza¢ao) dos a- e f-acidos EEs dos

lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).

Biplot Oficial - 3 Clusters

=k
e

Colupulona

La
[at)
jat)

1.0 - _n.adlupulona
2 05 - Col.
g 05
2 [#] -
B 00 —mmmm e Mmoo e % 2
& [ 3
! n.adhumulona
05 - :
I Cohumulona
10 - gZeus I Comet #
1 I 1
-1 0 1

Dim1 (56.2%)

Fonte: Propria autora

5.3 Quantifica¢ao de Compostos Fenolicos nos EEs

Para a quantificacdo dos compostos fenolicos presentes nos EEs, foi elaborada
uma curva padrdo (Figura 13) utilizando solugdes de acido galico em diferentes

concentragdes (20, 40, 60, 80 e 100 mg/L).
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Figura 13. Curva Analitica para Quantificacdo de Compostos Fenolicos.
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A fim de determinar a concentragao real dos EEs obtidos ao final de cada processo
de extracdo, realizado em triplicata, os residuos remanescentes foram submetidos a
secagem e posterior pesagem, permitindo a determinagdo da massa efetivamente extraida
pelo etanol. As amostras foram analisadas apos dilui¢do de dez vezes, sendo
posteriormente realizada a correcdo dos valores de concentragdo fornecidos pelo
equipamento, de modo a obter a concentragao real dos compostos fenolicos presentes nos
EEs dos lupulos, os teores de compostos fenolicos totais foram de 845,98; 1105,43;
1023,70 € 990,95 mg EAG/100 g de massa seca para Cascade, Comet, Magnum e Zeus,
respectivamente. Essa variagdo € esperada, uma vez que o acimulo de compostos
fenolicos em H. lupulus L. ¢ influenciado por fatores genéticos, pelas condig¢des
edafoclimaticas, pelo estagio de maturagdo dos cones e pelas praticas de cultivo (Knez
Hrncic et al., 2019).

Além dos fatores inerentes de cada cultivar, o método de extracdo exerce
influéncia direta sobre a recuperagdo desses metabodlitos. A eficiéncia da extragdo
depende da polaridade do solvente, da temperatura, do tempo de contato e da relagdo entre
solvente e amostra. Embora o etanol seja considerado um solvente seguro e eficiente para
a obtencdo de compostos bioativos destinados a aplicacdes farmacéuticas e alimenticias,
diferentes condi¢des experimentais podem resultar em rendimentos distintos de
compostos fendlicos, dificultando comparacdes diretas entre estudos (Knez Hrnéi€ ef al.,
2019).

Outro aspecto que pode ter contribuido para os resultados obtidos € a composi¢ao
quimica caracteristica de cada variedade de lupulo. No presente trabalho, diferencas
também foram observadas na composicdo dos OEs e nos teores de a- e f-acidos,

indicando que cada cultivar apresenta um metabolismo secundario proprio. Esse
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comportamento ¢ consistente com a literatura, que descreve ampla variabilidade quimica
entre variedades de H. lupulus L., refletindo diferencas na biossintese de flavonoides,
acidos fenolicos e compostos prenilados (Stevens; Page, 2004).

Além disso, Calvert ef al. (2024) demonstraram que o teor de compostos fenolicos
em diferentes variedades do lupulo varia significativamente em fun¢@o da cultivar, do ano
de cultivo e do estagio de desenvolvimento da planta, evidenciando que essas variaveis
exercem influéncia direta sobre a composi¢do fitoquimica. Embora o método de Folin-
Ciocalteu seja amplamente utilizado para estimar o conteido de compostos fenolicos
totais, ele determina a capacidade redutora global da amostra e pode sofrer interferéncia

de outras substancias redutoras presentes nos extratos (Knez Hrncic€ ef al., 2019).
5.4 Atividade Antimicrobiana

5.4.1 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).

A avaliagdo do potencial antimicrobiano dos OEs ¢ EEs obtidos a partir das
diferentes variedades (Cascade, Comet, Zeus e Magnum) demonstrou um espectro de
acdo variavel, sendo fortemente dependente da cepa bacteriana testada e da natureza dos
OEs e EEs. Segundo a tabela 8 a determinacdo da CIM revelou que os compostos
apresentam eficacia distinta frente aos patégenos de interesse clinico avaliados.

Os ensaios da CIM revelaram um expressivo potencial inibitério dos OEs
avaliados, cujas variagdes de eficidcia guardam estreita relacdo com as divergéncias
quimicas observadas em comparagdo a literatura. No presente estudo, a variedade Zeus
destacou-se com a maior poténcia bacteriostatica frente a S. aureus, apresentando CIM
de 31,25 pug/mL. Este resultado assemelha-se ao reportado por Paniagua-Garcia et al.
(2025), que identificaram a cultivar Cascade como a mais ativa contra a mesma cepa,
exibindo uma CIM de 30 ug/mL.

A convergeéncia na alta eficicia biologica entre diferentes cultivares nesses dois
estudos pode ser explicada quimicamente pela abundancia de compostos especificos
dotados de reconhecida acdo antisséptica. Paniagua-Garcia et al. (2025) sugerem que o
geraniol e o f-farneseno sdo determinantes para a eficdcia antibacteriana do lapulo.
Embora o OE da variedade Zeus tenha o maior teor de geraniol (3,21%) entre as amostras
avaliadas, ndo € possivel atribuir sua maior atividade antibacteriana a esse constituinte
isoladamente. Estudos com os compostos individuais e suas combinacdes seriam

necessarios para estabelecer sua contribuigdo para a atividade observada. De forma
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analoga, os OEs dos lupulos Cascade e Magnum avaliados nesta pesquisa também
demonstraram robusto potencial antimicrobiano, o qual foi sustentado por elevados teores
de a-humuleno (26,14% e 25,73%, respectivamente), f-cariofileno (9,53-18,60%) e -
farneseno (11,19% e 9,47%), metabolitos amplamente correlacionados na literatura com
a ruptura de membranas bacterianas.

Um achado fundamental deste trabalho, que refor¢a a complexidade dos
mecanismos de a¢do antimicrobiana, reside no papel do sinergismo molecular.
Diferentemente de Paniagua-Garcia et al. (2025), que reportaram o mirceno como o
constituinte majoritario absoluto (at¢ 64,00%), o presente estudo identificou
concentragdes significativamente menores deste monoterpeno (1,25-18,16%). O fato de
os OEs deste estudo manterem (ou superarem) os patamares de atividade bioldgica da
literatura, mesmo na auséncia do mirceno como componente principal, indica que a
dindmica de inibicdo bacteriana decorre da acdo conjunta e sinérgica entre os constituintes
majoritarios e minoritarios.

Essa hipotese de sinergismo ¢ robustecida pela identificagdo inédita, nesta
pesquisa, de uma matriz quimica mais complexa e diversificada, contendo ésteres
terpénicos e SO. Como bem discutido por Paniagua-Garcia ef al. (2025), os compostos
isolados individualmente sdo insuficientes para justificar a magnitude do efeito
bactericida, sendo a interagdo mutua de multiplos alvos moleculares na célula bacteriana
o fator determinante para o sucesso terap€utico do OE.

Os resultados para os OEs evidenciaram um padrdo claro de seletividade
bioldgica: os OEs de lupulo manifestaram alta eficicia contra a bactéria Gram-positiva
(S. aureus), porém uma marcada redugcdo de atividade frente a Gram-negativa (P.
aeruginosa). Essa suscetibilidade diferencial € consistente com o panorama descrito por
Piasecki, Biernasiuk e Ludwiczuk (2023), que atribuem tal seletividade as barreiras
estruturais da parede celular. A intrincada membrana externa das bactérias Gram-
negativas, rica em lipopolissacarideos, atua como uma barreira hidrofilica semipermeével
que restringe eficientemente a difusdo e a penetragdo de compostos hidrofobicos (como
0s terpenos e sesquiterpenos majoritarios do lupulo), atenuando a efetividade
farmacoldgica do OE sobre esses patogenos.

Para os EEs embora os a-acidos sejam tradicionalmente reconhecidos como os
principais responsaveis pelo amargor da cerveja, diversos estudos demonstram que os /-

acidos apresentam maior atividade antimicrobiana intrinseca, especialmente contra
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bactérias Gram-positivas. A maior lipofilicidade da lupulona e de seus derivados favorece
sua inser¢do na membrana citoplasmatica bacteriana, promovendo aumento da
permeabilidade, dissipacdo da forga proton-motriz, perda de ions essenciais €
consequente comprometimento do metabolismo celular. Os a-acidos também apresentam
atividade antimicrobiana, porém geralmente menos pronunciada quando comparados aos

[-acidos na forma ndo isomerizada (Knez Hrnéi€ et al., 2019).

Tabela 8. Concentragdo Inibitoria Minima, em ug/mL dos OEs e EEs dos lapulos

(Cascade, Comet, Magnum e Zeus).

S. epidermidis S. aureus E. coli P. aeruginosa

Cascade 125,0+0,6 250,0+0,2 250,0+0,2 -

o £ Comet 500,0+0,2 - 500,0+0,5 -
3§ Magmum 125,040,2 - 125,040,2 -
= Zeus 62,5+0,2 31,2+0,2 125,0+0,5 -
Cascade 125,0+0,2 250,0+0,2 62,5+0,2 -

g % Comet 500,0+0.3 - 500,0+0,2 -
= g Magnum 125,0£0,5 - 250,0+0,3 -
o Zeus 62,5+0.6 31,240.5 15,620,5 ;

Controle Positivo <15,6 <15,6 <15,6 <15,6

Fonte: Propria autora

A maior suscetibilidade observada para espécies do género Staphylococcus esta
de acordo com a literatura, que demonstra que os compostos amargos do lupulo
apresentam maior eficiéncia contra bactérias Gram-positivas devido a auséncia da
membrana externa caracteristica das Gram-negativas. Essa estrutura adicional constitui
importante barreira fisica a difusdo de compostos hidrofobicos, limitando a agdo
antimicrobiana dos a- e f-acidos em diversas bactérias Gram-negativas. Portanto, os
resultados obtidos indicam que diferengas quantitativas na composicao de a- e f-acidos
constituem apenas um dos fatores determinantes da atividade antimicrobiana dos EEs de
lupulo, a resposta biologica parece resultar da combinagdo entre a composi¢do quimica
global de cada cultivar e das caracteristicas estruturais das bactérias avaliadas (Knez

Hrn¢ic et al., 2019).
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5.4.2 Viabilidade Celular

A potencial aplicacdo de qualquer novo composto bioativo ¢ chancelada por sua
seguranga para cé¢lulas de mamiferos. A avaliacdo toxicoldgica em macrofagos RAW
264,7 confirmou que todas as formula¢cdes mantiveram a viabilidade celular superior a
80%, configurando auséncia de toxicidade significativa até a concentrag¢do de 500 ug/mL

(Figura 14).

Figura 14. Efeito dos OEs e EEs de lupulo (Cascade, Comet, Magnum e Zeus) na
viabilidade celular da linhagem de macréfagos RAW 264.7.
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Controle positivo (CP): Células sem nenhum tratamento (100%). (Linha preta): percentual acima 80% de
viabilidade. Valores expressos como média + desvio padrdo. Simbolos diferentes indicam diferenga

estatisticamente significativa em relagdo ao controle positivo (p < 0,05).

Fonte: Propria autora

Ao correlacionar a CIM do EE do lupulo da variedade Zeus (15,625 ug/mL para
E. coli e 31,25 ug/mL para S. aureus) com sua inocuidade celular nas mesmas
concentracdes (e em concentracdes mais altas), estabelece-se um excelente Indice
Terapéutico (relagdo entre a dose toxica e a dose eficaz). Segundo Khaliullina et al.
(2024), a baixa toxicidade eucariotica de fitocomplexos ricos em terpenos viabiliza seu
uso em formulagdes dermatoldgicas, enxaguatérios bucais e no recobrimento de
dispositivos médicos.

Por fim, para que os achados in vitro possam ser aplicados em ensaios clinicos ou
no desenvolvimento de bioprodutos exige que os constituintes dos OEs e EEs apresentem

um perfil de seguranca favoravel para as células do hospedeiro. No presente estudo
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metodologico, a viabilidade celular foi acautelada com testes em linhas de macrofagos
RAW 264.7 utilizando o ensaio de redu¢do do MTT para avaliar eventuais efeitos
citotoxicos nas concentragoes terapéuticas. Esta abordagem rigorosa vai ao encontro das
praticas recomendadas e dos resultados de Di Lodovico et al. (2020), que atestaram
previamente a biocompatibilidade e a auséncia de citotoxicidade do extrato de lupulo em
modelos de Artemia salina e em linhas celulares humanas e murinas em todas as

concentragoes testadas.

5.4.3 Teste de atividade antibiofilme dos OEs e EEs

Além da atividade antibacteriana direta (crescimento planctonico), a capacidade
dos microrganismos para formar biofilmes constitui um fator critico na sua
patogenicidade e na tolerancia aos agentes antimicrobianos terapéuticos. Neste estudo, o
impacto sobre a formagdo de biofilme foi avaliado na presenca de concentragdes
subinibitorias rigorosas (1/2, 1/5 e 1/10 da CIM) com base no método do cristal violeta
(Figuras 15, 16 e 17).

A verificagdo de inibigdo da biomassa do biofilme nas estirpes testadas (como
demonstrado nas avaliagdes contra S. epidermidis, S. aureus e E. coli) alinha-se
perfeitamente com os achados de Di Lodovico et al. (2020), que demonstraram uma
redugdo significativa na formagdo do biofilme de estafilococos em concentragdes
reduzidas, até 1/4 da CIM. Esta inibigdo em concentragdes subinibitorias ¢ um dado de
extrema relevancia, pois sugere que os constituintes do lipulo podem atuar através de
vias mais complexas tais como a modulagcdo dos mecanismos de quorum sensing ou a
interferéncia nos mecanismos iniciais de adesao celular e viruléncia, em vez de causarem
simplesmente a lise ou morte celular (D1 Lodovico et al., 2020).

Galatanu et al. (2026) sugerem que constituintes especificos do lapulo operam
com mecanismos complementares, promovendo ndo apenas ruptura fisico-quimica da
matriz extrapolimérica pela alta hidrofobicidade dos sesquiterpenos, mas possivelmente
alterando enzimas ligadas a ancoragem celular. O fato de o EE e OE de Zeus suprimirem
a formacdao da matriz antes mesmo de desencadearem a morte da bactéria sinaliza o
bloqueio de vias fundamentais de quorum sensing (comunicagdo célula-célula) ou a
repressao da expressao de adesinas de superficie (Galatanu ef al., 2026).

Do ponto de vista mecanistico, a literatura aponta que a atuagdo em concentragdes
subinibitérias € um indicativo de que os biocompostos ndo estdo apenas exercendo um

estresse letal, mas sim atuando como moduladores da expressdo génica relacionada a
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formagao de biofilme ou interceptadores bioquimicos. Ao reduzir a formagao do biofilme
de estafilococos em concentragdes muito menores que a CIM, postula-se que os derivados
avaliados interferem diretamente nos sistemas de quorum sensing, inibem a transcrigao
de genes codificadores de adesinas ou prejudicam a motilidade e adesdo inicial. A
atividade antibiofilme do OE Cascade, EE Cascade, OE Zeus ¢ EE Zeus fortalece a
hipdtese de seu uso preventivo em superficies hospitalares ou como adjuvantes

terapéuticos para reverter a resisténcia microbiana (Rozalski et al., 2013).

Figura 15. Percentual de inibicdo da formagdo de biofilme da cepa S. epidermidis ap6s

tratamento com os OEs e EEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum ¢ Zeus).
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como média = desvio padrio. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa em relagdo
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Fonte: Propria autora
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Figura 16. Percentual de inibicdo da formagdo de biofilme da cepa S. aureus apds

tratamento com os OEs e EEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).
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Controle positivo (CP): bactéria sem tratamento, utilizada para a formagao do biofilme. Valores expressos

como média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa em relacdo
ao controle positivo (p < 0,05).

Fonte: Propria autora

Figura 17. Percentual de inibicdo da formagdo de biofilme da cepa E. coli apos

tratamento com os OEs e EEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum ¢ Zeus).
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Fonte: Propria autora
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5.4.4 Determina¢do do comportamento da combinagdo dos OEs e EEs com antibioticos

usando ensaio checkerboard

Os ensaios de associagdo realizados pelo método checkerboard demonstraram que
a interacdo entre os derivados de H. lupulus L. e os antibidticos comerciais foi dependente
tanto da variedade de lupulo quanto da espécie bacteriana avaliada (Figura 18). A
classificagdo das interacdes pelo indice de concentracdo inibitoria fracionaria () FIC)
evidenciou a predominancia de efeitos sinérgicos e aditivos, sem a ocorréncia de
antagonismo. Segundo Odds (2003), a interpretacdo do indice Y FIC permite avaliar a
natureza da interagdo entre dois agentes antimicrobianos, sendo amplamente empregada

em estudos que investigam associacdes entre antibidticos e produtos naturais.

Figura 18. ) FIC dos OEs e EEs dos lupulos (Cascade, Comet, Magnum e Zeus).
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YFIC <0.5: Interagdo sinérgica (OEs ou EEs combinados com os antibidticos que potencializam o efeito
um do outro). Y FIC <1.0: Interac¢do aditiva ou indiferente (o efeito combinado é semelhante ao efeito
individual). Y} FIC>1.0: Interagdo antagonica (o efeito combinado ¢ menor que os efeitos individuais).

Cepas: SE (S. epidermidis), SA (S. aureus) e EC (E. coli).

Fonte: Propria autora
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Os resultados obtidos demonstraram que a variedade Magnum apresentou o maior
numero de associacdes sinérgicas, tanto para o OE quanto para o EE, especialmente
quando combinados com ampicilina e tetraciclina frente a S. epidermidis e E. coli. Além
disso, foi observado efeito sinérgico entre o OE dessa variedade e a gentamicina contra
S. epidermidis. Esses achados sugerem que os constituintes quimicos presentes nessa
variedade podem atuar de forma complementar aos antibidticos avaliados, aumentando a
atividade antimicrobiana da associacao. Entretanto, como nao foram realizados ensaios
especificos para determinagao do mecanismo de agdo, ndo ¢ possivel estabelecer quais
constituintes foram responsaveis por esse efeito nem o processo bioldgico envolvido.

A capacidade dos constituintes derivados de H. lupulus L. potencializarem a a¢ao
de antibioticos ja foi descrita por Natarajan et al. (2008), que avaliaram a associa¢ao entre
xantohumol, lupulona e diferentes antimicrobianos frente a bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, observando efeitos sinérgicos em determinadas combinagdes. De
maneira semelhante, Yap et al. (2013) demonstraram que a associagdo de OEs com
antibidticos pode reduzir a resisténcia bacteriana em cepas multirresistentes portadoras
de plasmideos, evidenciando que metabolitos naturais podem atuar como moduladores da
atividade de antimicrobianos convencionais. Esses resultados reforcam a plausibilidade
de interagdes positivas entre os constituintes bioativos do lupulo e antibidticos, mesmo
quando os agentes farmacologicos avaliados diferem daqueles utilizados no presente
estudo (Yap et al., 2013).

A variedade Cascade também apresentou resultados relevantes, principalmente na
associacao com tetraciclina frente a S. aureus. Embora existam poucos estudos avaliando
especificamente o sinergismo entre variedades comerciais de lupulo e antibioticos,
diversos trabalhos demonstram que derivados de H. lupulus L. apresentam atividade
antimicrobiana contra espécies de Staphylococcus. Rozalski et al. (2013) demonstraram
que produtos derivados do lapulo reduziram a adesdo bacteriana e a formacdo de
biofilmes por S. aureus e S. epidermidis. A capacidade de interferir na formagdo de
biofilmes ¢ considerada uma caracteristica importante, uma vez que essas estruturas
aumentam a tolerdncia bacteriana aos antimicrobianos e dificultam o tratamento de
infecg¢des persistentes (Rozalski et al., 2013).

Em contraste, a variedade Zeus apresentou a menor concentracdo inibitoria
minima quando avaliada isoladamente, indicando elevada atividade antimicrobiana

intrinseca. No entanto, quando associada aos antibidticos, predominou a ocorréncia de
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interagdes classificadas como aditivas. Esse resultado demonstra que uma elevada
atividade antimicrobiana individual ndo implica, necessariamente, maior potencial de
sinergismo. Conforme descrito por Odds (2003), efeitos aditivos indicam que ambos os
agentes contribuem para a inibigdo do crescimento bacteriano, porém sem
potencializacdo suficiente para caracterizar interacdo sinérgica.

Outro aspecto relevante observado foi a auséncia de interagdes antagonicas entre
os derivados de H. lupulus L. e os antibidticos avaliados. Esse resultado possui
importancia farmacolégica, pois demonstra que os produtos naturais nao reduziram a
atividade dos antimicrobianos empregados. A inexisténcia de antagonismo ¢ considerada
um requisito importante para o desenvolvimento de terapias combinadas, uma vez que
indica compatibilidade entre os constituintes associados e reduz a possibilidade de
interferéncia negativa na eficacia do tratamento (Odds, 2003). Entretanto, considerando
a escassez de estudos envolvendo diferentes variedades comerciais de lapulo, novas
investigagdes sao necessarias para identificar os constituintes responsaveis pelas
interagdes observadas, esclarecer seus mecanismos de acdo e avaliar a eficacia dessas

associacdes em modelos experimentais e isolados clinicos resistentes.

5.4.5 Atividade Antiviral

O virus Mayaro ¢ um arbovirus da familia Togaviridae, parente proximo do
causador da chikungunya, e provoca uma doenca infecciosa aguda com quadro clinico
bastante semelhante, caracterizado por febre alta, cefaleia, exantema (manchas
vermelhas) e, principalmente, fortes dores nas articulagdes que podem persistir por meses
(Esposito; Fonseca et al., 2017). Transmitido predominantemente por mosquitos
silvestres do género Haemagogus, o virus circula historicamente em regides de mata da
Bacia Amazobnica e do Centro-Oeste brasileiro, mantendo um ciclo silvestre onde os
primatas ndo-humanos atuam como hospedeiros primarios (Coimbra ef al., 2007).

Embora o ser humano seja um hospedeiro acidental, infectando-se ao adentrar
essas areas florestais, ha uma preocupacao constante da comunidade cientifica quanto a
uma possivel urbanizagdo do virus. Estudos de competéncia vetorial demonstram que
mosquitos urbanos, como o Aedes aegypti, t€m capacidade bioldgica de se infectar e
transmitir o Mayaro, o que representaria um risco de disseminacdo em larga escala pelo
pais (Long et al., 2011).

Os resultados obtidos demonstraram que os EEs apresentaram valores de

Concentracao Citotdxica 50% (CCso) superiores aos observados para os respectivos OEs,
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indicando menor citotoxicidade sobre as células Vero. Entre os EEs, o cultivar Cascade
apresentou a maior CCso (0,1728% v/v), seguido por Comet (0,1147% v/v), Magnum
(0,0915% v/v) e Zeus (0,0849% v/v), enquanto os OEs exibiram valores inferiores entre
0,0185 € 0,0465% (v/v) (Tabela 9).

Tais distingdes bioldgicas podem ser atribuidas as variagdes no perfil quimico dos
OEs, particularmente no que concerne a propor¢ao entre monoterpenos e sesquiterpenos.
A andlise cromatografica revelou que o OE do lapulo da variedade Comet (mais toxico)
concentrou o maior teor de MH (18,16%). Em contrapartida, o OE do lipulo da variedade
Magnum (menos toxico) destacou-se por uma expressiva propor¢ao de SH (70,03%).

A citotoxicidade dos OEs estd diretamente relacionada ao seu elevado carater
lipofilico, caracteristica que favorece a interagdo de seus constituintes com as membranas
biologicas (Figura 19). De acordo com a literatura, os terpenos difundem-se facilmente
através da bicamada fosfolipidica, promovendo alteragdes na fluidez e na permeabilidade
da membrana plasmatica. Essas alteragdes comprometem a integridade celular,
resultando na perda da homeostase, disfungdo mitocondrial e consequente reducio da
viabilidade celular. Os autores destacam ainda que a atividade citotdxica dos OEs ndo
pode ser atribuida exclusivamente a um tUnico constituinte, sendo resultado da agdo
sinérgica e aditiva entre os diversos constituintes presentes na mistura complexa (Dhifi et
al., 2016).

De forma complementar, estudos descrevem que os OEs como misturas
complexas constituidas principalmente por terpenos e fenilpropanoides, capazes de atuar
simultaneamente sobre multiplos alvos celulares. Segundo os autores, a elevada
lipofilicidade dessas moléculas favorece sua incorporagdo a membrana citoplasmatica,
promovendo aumento da permeabilidade, desorganizacdo da bicamada lipidica,
desequilibrio i6nico e comprometimento do transporte de elétrons. Esses eventos
desencadeiam alteragdes no metabolismo celular, comprometem a funcao mitocondrial e
podem culminar em morte celular por necrose ou apoptose, especialmente em
concentragdes mais elevadas. Dessa forma, a citotoxicidade observada para os OEs
decorre da agdo integrada de seus constituintes, e ndo da atividade isolada de um tnico
composto (Raut; Karuppayil, 2014).

Nesta perspectiva, a maior citotoxicidade (menor valor de CCso) constatada para
o OE de lupulo da variedade Comet pode estar diretamente associada a expressiva

concentragdo de MH em sua composicdo. Estudos destacam o acetato de geranila, o
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linalol e o geraniol presentes em maiores porcentagens de area no OE da variedade Zeus,
descritos na literatura como moléculas altamente lipofilicas e capazes de promover
intensa interagdo com as membranas biologicas. Em oposi¢ao, o OE de lupulo da
variedade Magnum, que denotou o maior valor de CCso (menor toxicidade), caracteriza-
se pelo predominio de SH notadamente o a-humuleno (25,73%), o E-cariofileno
(15,13%) e o E-p-farneseno (9,47%), combinados a uma reduzida propor¢do de
constituintes oxigenados (Dhifi et al., 2016).

Neste contexto, mesmo que compostos como o E-cariofileno e o a-humuleno
sejam amplamente reconhecidos por suas relevantes atividades bioldgicas o que inclui
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes e antiproliferativas em modelos
experimentais especificos, estas moléculas nao sdao consideradas as principais
determinantes da citotoxicidade dos OEs quando avaliadas de forma isolada. Evidéncias
apontam, por exemplo, que o E-cariofileno exibe baixa citotoxicidade em sua forma
purificada, indicando que seus efeitos biologicos dependem intrinsecamente da interacdo
com os demais componentes presentes na matriz complexa do OE (Sotto et al., 2020).

Diante do exposto, os resultados obtidos sugerem que a menor citotoxicidade
inerente a0 OE do lupulo da variedade Magnum se relaciona, substancialmente, a
predomindncia de SH e ao déficit relativo de MO. Inversamente, a maior toxicidade
verificada para os OEs dos lupulos Cascade, Comet € Zeus deriva, de modo provavel, da
composicao global desses OEs, impulsionada pela maior contribui¢do de compostos

oxigenados e pelo sinergismo entre os diferentes terpenos.

Tabela 9. Concentragao citotoxica em célula Vero dos OEs e EEs dos ltpulos (Cascade,

Comet, Magnum e Zeus).

EEs (% v/v) OEs (% v/v)
Variedade CCaz CCz
CCso CCso
(Trabalho) (Trabalho)

Cascade 0,1728 0,0620 0,0244 0,0080
Comet 0,1147 0,0620 0,0185 0,0080
Magnum 0,0915 0,0310 0,0465 0,0310
Zeus 0,0849 0,0310 0,0329 0,0080

Fonte: Propria autora
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Figura 19. Citotoxicidade em célula Vero dos OEs dos lupulos (Cascade, Comet,

Magnum e Zeus).
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Fonte: Propria autora

Em contrapartida, os EEs apresentam composi¢do quimica mais complexa,
contendo ndo apenas a- e f-acidos, mas também compostos fenolicos, flavonoides
prenilados e outros metabolitos secundarios menos volateis (Figura 20). Essa diversidade
quimica pode reduzir os efeitos deletérios provocados por compostos isolados,
favorecendo uma resposta celular menos toxica. Entre esses metabolitos, destaca-se o
xantohumol, considerada um dos principais prenilflavonoides do lapulo, cuja baixa
toxicidade em células de mamiferos tem sido demonstrada em diferentes modelos
experimentais, além de apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
antivirais (Stevens; Page, 2004; Knez Hrn¢ic et al., 2019).

Outro aspecto relevante ¢ que os teores de a- e f-acidos determinados nos EEs

apresentaram variagdes entre os cultivares, podendo contribuir para diferengas na



84

resposta biologica observada. Os a-acidos (humulonas) e f-acidos (lupulonas) possuem
reconhecida atividade antimicrobiana ¢ t€ém sido associados também a inibicdo da
replicacdo de alguns virus envelopados. Entretanto, esses compostos apresentam carater
anfifilico, podendo interagir com membranas celulares quando utilizados em
concentragdes elevadas. Assim, concentragdes moderadas podem favorecer a atividade
antiviral, enquanto concentragdes excessivas tendem a aumentar a citotoxicidade,
reforgando a importancia da determinacao prévia dos valores de CCzo e CCs para selecao
das concentragdes empregadas nos ensaios antivirais (Knez Hrnci€ et al., 2019). Diante
disso pode-se concluir que o EE de lupulo menos téxico foi o Cascade e o EE de lupulo

mais toxico foi o Zeus.

Figura 20. Citotoxicidade em célula Vero dos EEs dos lupulos (Cascade, Comet,

Magnum e Zeus).
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A triagem antiviral (Figura 21) demonstrou diferengas importantes entre os OEs
e EEs dos lupulos, evidenciando que a atividade antiviral ndo depende exclusivamente da
presenca de compostos bioativos, mas também da concentracdo em que estes podem ser
utilizados sem causar danos as células hospedeiras. De maneira geral, os EEs
apresentaram menor citotoxicidade quando comparados aos OEs, permitindo sua
avaliagdo em concentra¢cdes mais elevadas durante os ensaios antivirais. Esse
comportamento pode ser atribuido a composi¢ao quimica dos EEs, que contém uma
mistura de a-acidos, f-acidos, flavonoides prenilados, como o xantohumol, e outros
compostos fenolicos, enquanto os OEs sdo constituidos predominantemente por
monoterpenos e sesquiterpenos altamente lipofilicos. Esses terpenos, embora apresentem
reconhecida atividade antimicrobiana e antiviral, podem promover alteracdes na
permeabilidade da membrana plasmatica e desencadear efeitos citotoxicos em
concentragdes elevadas, reduzindo a janela terapéutica disponivel para avaliagdo
antiviral.

Por outro lado, compostos fendlicos presentes nos EEs apresentam, em geral,
menor toxicidade celular e sdo capazes de exercer atividade antiviral por diferentes
mecanismos, incluindo a inibicdo da adsor¢ao viral, interferéncia na replicagdo e
modulacdo da resposta oxidativa celular. Assim, a observagdo de maior seguranca dos
EEs em relacdo aos OEs representa um aspecto relevante para o desenvolvimento de
agentes antivirais de origem natural, uma vez que a eficacia terapéutica depende do
equilibrio entre elevada atividade antiviral e baixa citotoxicidade, refletido em um maior
indice de seletividade. Adicionalmente, o maior rendimento de obtencao dos EEs em
relagdo aos OEs representa uma vantagem do ponto de vista de aproveitamento da
matéria-prima, podendo tornar sua produg¢do mais vidvel e ampliar as perspectivas de
aplicagdo desses extratos (Stevens; Page, 2004; Knez Hrnéic€ et al., 2019; Almaguer et
al.,2014).

Nesse contexto, o OE de lupulo da variedade Magnum destacou-se por apresentar
o maior CCy entre os OEs (0,0310% v/v), possibilitando sua avaliacdo em concentragdes
superiores as dos demais OEs, porém esse parametro (maior CCz) ndo se refletiu
diretamente na maior atividade antiviral, observada para o OE do lupulo da variedade
Cascade. Isso evidencia que a eficdcia antiviral depende ndo apenas da seguranga de uso,
mas também da composi¢ao quimica especifica de cada extrato e dos mecanismos de a¢ao

de seus metabolitos bioativos.
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Os EEs de lupulos Cascade e Comet apresentaram os maiores valores de CCao
(0,062% v/v), permitindo sua avaliagdo em concentragdes superiores as dos EEs de
lupulos Magnum e Zeus. Entretanto, apenas o EE de lupulo da variedade Comet
apresentou elevada atividade antiviral na triagem, enquanto o EE de lipulo da variedade
Cascade exibiu menor capacidade de reduzir a infec¢ao viral. Esses resultados indicam
que o CCy representa um parametro de seguranga experimental, mas nao determina,
isoladamente, a eficacia antiviral. Assim, a maior atividade observada para os EEs de
lupulos Comet, Magnum e Zeus provavelmente estd relacionada as diferencas na
composicdo quimica e na interagdo entre seus metabdlitos bioativos, e ndo apenas a

possibilidade de utilizacdo em concentragdes mais elevadas.

Figura 21. Triagem Antiviral dos OEs e EEs (Cascade, Comet, Magnum e Zeus) frente

ao virus Mayaro.
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6 Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que as variedades de lupulo Cascade, Comet,
Magnum e Zeus, cultivadas na Zona da Mata Mineira, apresentam composi¢do quimica
compativel com a descrita para lapulos comerciais, evidenciando o potencial de
adaptacao da cultura as condigdes edafoclimaticas brasileiras. A caracterizagdo dos OEs
revelou diferengas qualitativas e quantitativas entre as variedades, destacando-se o OE da
variedade Zeus, que apresentou composicdo quimica distinta das demais, conforme
evidenciado pela andlise de componentes principais (PCA). Da mesma forma, a

quantificagdo dos a- e f-acidos e dos compostos fendlicos totais revelou variagdes entre
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as variedades, demonstrando a influéncia do genotipo sobre a composi¢do quimica dos
pellets e dos EEs.

Os ensaios biologicos evidenciaram o potencial dos OEs e EEs como fontes de
compostos bioativos. Os OEs ¢ EEs nao foram téxicos para células de macrofagos,
destacando-se o OE da variedade Zeus, apresentando a menor CIM e expressiva
capacidade de inibicdo da formacdo de biofilme contra S. epidermidis e S. aureus. De
modo semelhante, o EE da variedade Zeus apresentou a menor CIM contra S. epidermidis,
S. aureus e E. coli, além de expressiva capacidade de inibicao da formagao de biofilme
de S. aureus e E. coli. Por sua vez, o OE da variedade Magnum apresentou os melhores
resultados nos ensaios de combinag¢ao com antibioticos, evidenciando o potencial dessas
associacdes para estudos voltados ao desenvolvimento de estratégias antimicrobianas
combinadas.

Além da atividade antibacteriana, os OEs e EEs apresentaram atividade antiviral
contra o virus Mayaro em concentragdes ndo citotoxicas para células Vero, ampliando as
perspectivas de investigagdo desses produtos naturais como potenciais agentes antivirais.
Embora o OE da variedade Magnum tenha apresentado o maior valor de CCa, esse
parametro nao esteve diretamente relacionado a eficacia antiviral, uma vez que o OE da
variedade Cascade apresentou a maior atividade contra o virus Mayaro. Comportamento
semelhante foi observado para os EEs, visto que maiores valores de CCy ndo
corresponderam necessariamente a uma maior eficicia antiviral, destacando-se o EE da
variedade Comet como o mais ativo. Esses resultados indicam que a atividade antiviral
ndo depende apenas da concentragdo nao citotoxica empregada, mas também da
composi¢do quimica de cada OE ou EE.

Em conjunto, os resultados demonstram que os ltpulos produzidos na Zona da
Mata Mineira constituem uma fonte relevante de metabodlitos secundérios de interesse
tecnologico e farmacoldgico. Dessa forma, o aproveitamento dos OEs e EEs avaliados
neste trabalho representa uma alternativa promissora para agregar valor a cadeia
produtiva do lupulo no Brasil, ampliando suas possibilidades de aplica¢do para além da
indlstria cervejeira, especialmente nos setores farmacéutico, alimenticio e
biotecnoldgico. Adicionalmente, o maior rendimento de obtencao dos EEs em relagdo aos
OEs representa uma vantagem do ponto de vista do aproveitamento da matéria-prima,
podendo tornar sua producdo mais vidvel e ampliar as perspectivas de aplicacdo desses

extratos. Estudos futuros envolvendo o isolamento e a identificacdo dos compostos
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responsaveis pelas atividades observadas, a elucidagcdo de seus mecanismos de agdo e
avaliagdes in vivo poderdo contribuir para a consolidagdo dessas aplicagdes e para o

desenvolvimento de novos produtos de origem natural.
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Declaracio de uso de ferramentas de Inteligéncia Artificial

Durante a elaboragdo desta dissertagdo, foram utilizadas ferramentas de inteligéncia
artificial generativa, especificamente ChatGPT (OpenAl) e Gemini Pro (Google),
exclusivamente como recursos auxiliares para revisdo gramatical, aprimoramento da
clareza e fluidez textual e apoio a tradugdo de trechos entre os idiomas portugués e inglés.
Todas as sugestdes fornecidas por essas ferramentas foram analisadas criticamente pela
autora antes de sua eventual incorporagao ao texto. As ferramentas de inteligéncia
artificial ndo foram utilizadas para geracdo, andlise ou interpretacio de dados
experimentais, elaboragdo de resultados ou definicdo das conclusdes cientificas deste
trabalho. A autora assume integral responsabilidade pelo contetdo, pela precisdo das

informacdes e pela versao final da dissertagao.
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Apéndice A. Cromatogramas de ions totais para os OEs das variedades: A- Cascade, B-

Comet, C- Magnum, D- Zeus.
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Apéndice B. Cromatogramas obtidos do padrao ICE-4 extraido com metanol, acidificado

com 0,025% de acido férmico nas seguintes concentragdes: 0,187 mg/mL (A); 0,375

mg/mL (B); 0,75 mg/mL (C); 1,5 mg/mL (D); 3,0 mg/mL (E) e 6,0 mg/mL (F).
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Apéndice C. Cromatogramas dos pellets dos lapulos extraidos com 85% metanol, 15%
agua Milliq, acidificado com 0,025% &cido formico: A-Cascade, B-Comet, C-Magnum e
D-Zeus.
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Apéndice D. Cromatogramas dos EEs dos lupulos. A- Padrdo ICE-4 solubilizado em

etanol na concentragdo de 6 ppm. B- EE da variedade Cascade. C- EE da variedade

Comet. D- EE da variedade Magnum. E- EE da variedade Zeus.
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