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Resumo: O Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, perdendo apenas para China e
Estados Unidos. Contudo, uma das matérias primas essenciais para a produ¢do da bebida, o lupulo
(Humulus Lupulus L.), ainda enfrenta uma dependéncia significativa da sua importacdo. Dentro das
glandulas de lupulina localizadas nas flores fémea do IUpulo encontram-se compostos que conferem
amargor, aroma e importantes atividades biologicas. Sdo as moléculas conhecidas como a ¢ p-acidos
(Humulonas e Lupulonas), juntamente com seus 6leos essenciais que contribuem para isso. A
quantificagdo desses a e B-&cidos € importante para cervejeiros e pesquisadores, uma vez que através
deles, aprimoram-se caracteristicas sensoriais e funcionais das cervejas. Na Gltima década, através da
certificacdo de mudas desta flor no Brasil, alguns estados brasileiros vém apresentando variedades bem
adaptadas ao clima. Os estados do Sul e Sudeste, na vanguarda deste cultivo vém desempenhando um
papel crucial nesse processo de popularizacdo do Lupulo. Assim, o objetivo deste trabalho foi a
guantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), dos o e B-acidos presentes em
amostras capixabas e de outros estados do pais. Os resultados indicaram uma quantidade elevada de -
acidos na Variedade Teamaker (12,51 g 100 g, m/m), enquanto os a-acidos foram predominantes nas
variedades como Zeus (14,89 g 100 g%, m/m) e Comet (14,69 g 100 g, m/m). O estudo demonstrou
ainda que a etapa de processamento das flores (colheita, secagem e armazenamento), ainda carecem de
maior cuidado, uma vez que algumas variedades estudadas (Polaris e East Rent Golding) apresentam
uma quantidade significante de compostos j& oxidados devido a mé conservagao.

Palavras-chave: Cohumulona; Colupulona; Lupulina; Teamaker.

Abstract: Brazil is the third largest beer producer in the world, behind only to China and the United
States. However, one of the essential raw materials to produce the drink, hops (Humulus Lupulus L.),
still faces significant dependence on imports. Inside the lupulin glands located in female hop flowers
are compounds that provide bitterness, aroma and important biological activities. It is the molecules
known as a and B-acids (Humulones and Lupulones), together with their essential oils that contribute to
this. The quantification of these a and B-acids is vital for brewers and researchers, since they improve
the sensorial and functional characteristics of beers. In the last decade, through the certification of
seedlings of this flower in Brazil, some Brazilian states have been presenting varieties well adapted to
the climate. The states of the South and Southeast, at the forefront of this cultivation, have been playing
a crucial role in this process of popularizing Hops. Thus, the objective of this work was the
quantification, by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), of the a and B-acids present in
samples from Espirito Santo and other states in the country. The results indicated a high amount of j3-
acids in the Teamaker variety (12.51 g 100 g, m/m), while a-acids were predominant in varieties such
as Zeus (14.89 g 100 g'*, m/m) and Comet (14.69 g 100 g%, m/m). The study also demonstrated that the
flower processing stage (harvesting, drying and storage) still requires greater care, since some varieties
studied (Polaris and East Rent Golding) present a significant amount of compounds already oxidized
due to poor conservation.

Keywords: Cohumulone; Colupulone; Lupulin; Teamaker.
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1 INTRODUCAO

A producdo das cervejas artesanais
ou Craft beers, no Brasil, vem crescendo de
forma consideravel nos dltimos anos. O
Anuario Brasileiro da Cerveja, publicado
em 2024, com dados referentes a 2023,
apresenta um total de 1847 cervejarias
registradas no MAPA, um aumento de
947% em relacdo ao ano de 2013, 10 anos
antes (MAPA, 2024). Como resultado
disso, a demanda por ingredientes de alta
qualidade que possam proporcionar perfis
unicos de sabor, amargor e aroma sO
aumenta.

A partir desta demanda crescente
por matérias primas de qualidade e um
paladar mais apurado dos consumidores
brasileiros, uma planta singular apareceu,
desempenhando um papel importante na
criacdo de cervejas com riqueza sensorial e
nuances extraordinérias (Silva, 2019).

Esta planta é o ltpulo, pertencente a
espécie Humulus lupulus, L. da familia
Cannabaceae (Figura l1a). Originaria de
regibes temperadas da Europa e Asia, 0
lipulo tem conquistado os paladares do
Brasil e do mundo, tornando-se um
componente indispensavel no processo de
fabricacdo de cervejas (Alonso, 2019).

Reconhecido por suas
caracteristicas Unicas, o lipulo é apreciado
ndo apenas por sua contribuicdo ao
amargor, mas também por sua capacidade
de conferir aromas complexos (Beer
Analytics, 2024) e atividades bioldgicas
significativas as cervejas (Karabin et al.,
2016; Schonberger & Kostelecky, 2011;
Hrn¢lI¢ et al., 2019; Almeida et al., 2019;
Almeida et al., 2021). Com seus cones
florais repletos de glandulas de lupulina
(Figura 1a, b e ¢), o lupulo libera humulonas
e lupulonas, mais conhecidas pelos
cervejeiros como a- e P-acidos, como
elementos que moldam o perfil sensorial e
funcional das cervejas (Almaguer, 2014,
Verissimo et al., 2022).

Contudo, o Brasil ndo produzia
oficialmente esta flor até anos atrés, por
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iSO, essa matéria-prima era exclusivamente
importada.

Felizmente, na Gltima década, o
Brasil viu florescer seus proprios campos de
ldpulo, introduzindo mudas certificadas em
plantacdes legais (Jornal o Dia, 2023).
Principalmente nos estados do Sul e
Sudeste, diversas variedades adaptadas ao
clima brasileiro tém se destacado, tais como
Comet, Cascade, Saaz, Zeus e Chinook,
dentre outros. Segundo o Mapa do Lupulo
Brasileiro (Aprolupulo, 2023) até 2023
foram  cadastrados 114  produtores,
espalhados em, aproximadamente, 112
hectares, contendo mais de 230 mil plantas
e produzindo 88 toneladas desta flor. Esse
avango marca ndo apenas uma evolucao no
cenario agricola nacional, mas também uma
expansdo significativa na produgdo de
ingredientes cervejeiros de alta qualidade.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi
a quantificacdo dos o e B-acidos presentes
nas amostras estudadas utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC - em inglés) como método de
referéncia.

Os resultados ndo apenas ajudam a
ter uma compreensdao mais profunda das
caracteristicas dessas matérias-primas em
solo brasileiro, mas tambeém fornecem
informacdes valiosas sobre a potencialidade
de variedades de Lupulo, como o teamaker,
para outras areas do conhecimento, tais
como, saude, cosmetologia, entre outras.
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Figura 1: (a) Lapulo aberto; (b) Glandulas
de lupulina; (c) e (d) Glandulas de lupulina
no microscopio éptico (ampliacdo de 40x).

2 MATERIAIS E METODOS

Para realizar as analises de a e f-
acidos em amostras de lapulos por HPLC
foi utilizada a metodologia desenvolvida
por Danenhower et al. (2008), com
adaptacoes.

2.1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE
LUPULO

As amostras utilizadas para analise
de o e B-acidos por HPLC foram as
seguintes: Flor (material fresco) variedades
Nugget (Al), Cascade (A2) e Columbus
(A3) cedidas pelo Patio de Lupulo
Experimental (HopES) produzidos em
Matilde — ES (colheita em 06/23); Flor
(material seco) variedades Zeus (A4) e
Teamaker (A5) cedidas pelo viveiro
Ninkasi produzidas em Teresdpolis - RJ
(colheita em 05/2023); Flor (material seco)
variedades Polaris (A6) e East Rent
Golding (A7) provenientes do Estado de
Santa Catarina; Flor (material fresco)

lIESCIenCIa

variedades Cascade (A8) e Comet (A9)
cedidas pelo Campo Experimental de
Ldpulo em Viana — ES (colheita em
05/2023) (Figura 2a, b).

Figura 2: (a) Campo Experimental em
Viana, ES; (b) amostra de Lupulo colhido;

d

Fonte: Autor, 2023.

2.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

Apbs a colheita, o lupulo apresenta
uma quantidade significativa de umidade, o
que pode favorecer o crescimento de
microrganismos indesejados, deterioracédo e
degradacdo dos compostos quimicos
desejados, como o e B-&cidos. Portanto, a
secagem em estufa com fluxo de ar foi
realizada por 24 horas a 40 °C, para reduzir
a umidade das flores de ldpulo
(aproximadamente 70% da massa inicial).
O objetivo foi atingir um nivel de umidade
aceitavel para armazenamento seguro a
longo prazo, que geralmente fica em torno
de 8% a 10%. Ap0Os a secagem, as amostras
foram estocadas a vacuo, sob o abrigo da luz
e em temperaturas baixas como indicado
por Verissimo et al., 2022. A secagem
cuidadosa e controlada ajuda a preservar a
integridade dos compostos volateis e a
minimizar a oxidacdo (Aproltpulo, 2023).

As amostras provenientes do
Viveiro Ninkasi (A4 e A5) e do Estado de
Santa Catarina (A6 e A7) foram recebidas
ja secas e embaladas a vacuo.
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2.3. EXTRACAO DOS ACIDOS

A extracdo dos o e PB-acidos foi
conduzida empregando uma solucdo
composta por 85% de metanol (grau HPLC)
e 15% de &gua ultrapura acidificada com
0,025% de acido férmico. Para isso, pesou-
se 1,00 g de lupulo, anteriormente macerado
com auxilio de grau e pistilo, aos quais
foram adicionados 30 mL da solucdo
extratora. A  mistura foi agitada
mecanicamente durante uma hora a 27 °C,
sob o abrigo da luz, em erlenmeyers com
tampa.

Posteriormente, realizou-se filtracdo
com papel filtro qualitativo, transferindo-se
os filtrados obtidos para balbes
volumétricos de 50 mL e completando o
volume com a solucdo extratora
(Danenhower et al., 2008).

2.4. ANALISES POR HPLC

As analises cromatograficas foram
realizadas em um sistema cromatografico
da marca Shimadzu (modelo LC-20AT),
equipado com uma coluna de fase reversa
C-18 Shimadzu (100 mm de comprimento x
0,3 mm de didmetro interno). O sistema
estava acoplado a um  detector
espectrofotométrico UV/visivel Shimadzu
(modelo SPD-M20A), conectado por
interface (CBM-20A) a um
microcomputador para processamento dos
dados. As condicdes de analise empregadas
compreendiam um fluxo de 0,8 mL min?,
com uma fase movel constituida por 85% de
metanol (grau HPLC) e 15% de &gua
ultrapura acidificada com 0,025% de &cido
férmico. O volume de amostra injetado foi
de 20 pL. A temperatura ambiente foi
mantida durante as analises e a deteccéo foi
realizada em comprimento de onda de 326
nm (Danenhower et al, 2008, com
adaptacdes).

Para a construcdo da curva analitica
utilizou-se 300 mg do padrdo ICE-3
(International  Calibration Extract 3)
diluidos para 50 mL de metanol acidificado
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com 0,025% v/v de &cido férmico (Solucéo
Estoque - 6 mg mL™).

O ICE-3, fornecido pela American
Society of Brewing Chemists (ASBC) é
composto por uma mistura de 13,88% de
cohumulona, 30,76% de ad+n-humulona,
13,44% de colupulona e 10,84% de ad+n-
lupulona.

Foram empregadas as seguintes
concentracdes de ICE-3 para a construcao
das curvas analiticas: 0,26 mg mL™ (2,2 mL
da solucdo estoque completados com
metanol acidificado em um baldo de 50
mL), 0,60 mg mL?; 0,96 mg mL; 1,38 mg
mL?t e 1,68 mg mL?. Todas as solugdes
(amostras e padrbes) foram submetidas a
filtracdo usando um filtro de seringa de
nylon com porosidade de 0,45 pm e
dispostas em vails para em seguida serem
analisadas por HPLC.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O isdbmero principal dentre os o-
acidos encontrados no lapulo (n-humulona,
cohumulona e ad-humulona) ¢é a
cohumulona, responsavel pela formacéo da
iso-cohumulona, via isomerizacgdo, durante
a fervura do mosto cervejeiro. Segundo
Durello et al., 2019, a maior parte do
amargor das cervejas ¢ vinculado a cis-iso-
cohumulona. As lupulonas (n-lupulona,
colupulona, ad-lupulona), por sua vez, ndo
influenciam de forma significativa para o
amargor, contudo, suas importantes
atividades bioldgicas tornam a
quantificacdo desta classe de compostos
importante também.

Geralmente, as humulonas e
lupulonas mostram uma afinidade por fases
estacionarias apolares, porém com tempos
de retencdo distintos. E a partir dessa
diferenca no tempo de retencdo que é
possivel separar, identificar e quantificar os
acidos a ¢  (Degani, 1998).
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3.1. CURVAS ANALITICAS (ICE-3)

Ao construir curvas analiticas com
concentragdes conhecidas do padrao ICE-3,
pode se criar uma relacdo direta entre a
quantidade do(s) composto(s) presente(s) e
a resposta do detector (Area do pico). Ao
calcular as éareas dos picos das amostras
reais e usa-las na equacéo da reta construida
a partir da curva analitica, podemos
quantificar a concentracao de a e B-acidos
presentes nas amostras. A Tabela 1
apresenta as equacdes construidas para cada
composto seguido de seu coeficiente de
correlagéo (r?).

Tabela 1: Equacbes da reta e coeficientes de
correlacdo obtidos para cada composto de interesse.

Compostos Equacdo da reta r2
Cohumulona 3x107x - 160228 0,9845
Ad+n-humuona 3x107x - 237677 0,9908
Colupulona 3x107x - 16075 0,9755
Ad+n-lupulona 3x107x - 29675 0,9773

A Figura 3 apresenta  0S

cromatogramas  obtidos  para  cada
concentracdo utilizada na construcdo das 4
curvas analiticas.

Figura 3: Cromatogramas sobrepostos para
as diferentes concentracdes do padrao ICE-
3.
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Fonte: Autor, 2023.
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3.2. QUANTIFICACAO DOS o E B-
ACIDOS DAS AMOSTRAS

Foram atribuidos numeros de 1 a 9
as variedades de lupulo. O resultado da
quantifica¢do dos a-acidos (cohumulona e
ad+n-humulona) e dos [B-acidos
(colupulona e ad+n-lupulona) das amostras
estdo dispostas nas tabelas 2 e 3, assim
COMO Seus respectivos cromatogramas
(Figura 4).

Tabela 2: Quantificagdo dos a-acidos (cohumulona,
ad+n-humulona) das 9 variedades de lapulo e
percentual de cohumulona de acordo com Heale
(2016).

a - 4cidos
Variedade Cohum. ad+n-hum.(%) Cohum.

(%) (%0)*
Al Nugget 15,45 39,66 95-14
A2 Casc 5,92 14,99 45-89
A3 Colum 8,58 20,54 14-18
A4 Zeus 14,89 31,39 13-175
A5 Tea 0,80 0,68 06-18
A6 Polaris 6,46 12,62 18-23
AT East 0,64 1,53 4-6
A8 Casc 7,16 17,83 45-89
A9 Comet 14,69 30,47 94-124

*Valores obtidos em Heale (2016).

Tabela 3: Quantificagdo dos B-acidos (Colupulona e
ad+n-lupulona) das 9 variedades de lapulo e
percentual de colupulona de acordo com Heale
(2016).

B-acidos
Variedade Colup(%)  ad+n-lup(%o) Colup
(%0)*

Al Nugget 12,38 11,39 42-58
A2 Casc 6,79 5,29 36-75
A3 Colum 11,98 9,69 45-6
A4 Zeus 9,32 6,05 4-65
A5 Team 12,51 14,35 53-13,.2
A6 Polaris 5,75 4,66 45-6
AT East 0,95 1,59 2-3
A8 Casc 10,40 9,43 36-75
A9 Comet 8,81 6,27 3-61

*Valores obtidos em Heale (2016).
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Figura 4: Cromatograma sobrepostos de
todas as variedades analisadas.
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A diversidade nas concentracfes de
a e B-acidos, classes de compostos quimicos
cruciais para o perfil gustativo da cerveja, é
resultado de uma interagdo complexa entre
diversos fatores (variedade, condicdes de
cultivo, clima, exposicao a luz solar, etc). E
exatamente por esse motivo que analises
realizadas com amostras nacionais e
comparacdo de seus resultados com
amostras internacionais torna-se téo
importante.

A variedade de lupulo, por exemplo,
exerce uma influéncia significativa na
construcdo de receitas cervejeiras. Cada
uma delas apresenta caracteristicas Unicas,
com algumas sendo conhecidas por seus
elevados niveis de a-&cidos, conferindo
amargor intenso, enquanto outras se
destacam por propor¢des distintas entre
acidos a e B-acidos, moldando o perfil
sensorial de forma Gnica.

Podemos citar como grandes
exemplos de ldpulo de amargor as
variedades Columbus (A3), por seu alto teor
de  a-&cidos, conferindo  amargor
pronunciado, além de notas resinosas e
citricas, e a variedade Nugget (Al), que
também oferece amargor intenso e notas
verdes e herbais. Por outro lado, variedades
como o Cascade (A2 e A9) proporcionam
amargor moderado, além de contribuir com
aromas florais, citricos e de toranja. Uma
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variedade que merece destaque especial é
Teamaker, conhecida como um ldpulo sem
amargor e com propriedades bioldgicas
interessantes (Schaeffer et al., 2023), uma
vez que apresenta valores elevados de -
acidos (5,4-13,2%) e teores muito baixos de
a-acidos (0,6-1,8%) (Heale, 2016).

As condicbes de cultivo emergem
como outro determinante essencial na
composicao dos acidos. O solo, o clima e
outros fatores ambientais interagem de
maneira intrincada, afetando 0
desenvolvimento dos lGpulos. A quantidade
de luz solar, temperatura, umidade e a
composicdo do solo sdo varidveis que
podem ser cuidadosamente ajustadas para
otimizar as propriedades desejadas nos
IUpulos. No Brasil, como a incidéncia de luz
solar varia, em torno de 12 horas/dia, faz-se
necessario a complementacdo de horas de
luz com sistemas artificiais (3 até 5 horas a
mais). Este fator é determinante para o
crescimento dos cones.

Além disso, as nuances climéticas
especificas de cada regido de cultivo tém
um impacto marcante. Variag0es sazonais,
como temperatura e precipitacdo, podem
influenciar significativamente 0
crescimento e a maturacdo dos lupulos,
refletindo-se nas concentracdes finais de a
e B-acidos. Essa diversidade climatica entre
regides produtoras contribui para a riqueza
de opcdes disponiveis para 0s cervejeiros,
que podem explorar uma variedade de
lUpulos para criar cervejas distintas em
termos de amargor e perfil de sabor (Lahnel
& Fagherazzi, 2019). Um ponto positivo ja
notado nos cultivos espalhados pelo Brasil
é que a temperatura média mais alta e a falta
de estacOes do ano bem definidas faz com
que as plantas florescam de 2 a 3 vezes ao
ano, condigdo contraria aos paises de onde
aplanta € originaria, pois neles, devido aum
inverno rigoroso e verdo de 3 meses, a
planta  floresce apenas uma vez
(Aproluapulo, 2023).

A comparacdo meticulosa entre os
dados obtidos nos experimentos e as
informacgdes documentadas na literatura
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(Heale, 2016) permite uma analise
abrangente das caracteristicas especificas
de cada variedade de ldpulo. Essa
abordagem facilita a identificacdo de
variedades que ndo apenas atendem, mas
muitas vezes superam as expectativas em
termos de concentracfes ideais de &cidos
alfa e beta.

Quando o0s cervejeiros utilizam
valores de “a-acidos” para calcular o IBU
(indice de amargor de uma cerveja) de suas
receitas, os dados encontrados nos rotulos
dos lupulos comercializados e interessantes
para eles sdo referentes a cohumulona.
Neste caso, podemos perceber que as
amostras Al, A4 e A9 apresentam o0s
maiores  valores, confirmando suas
utilizacdes como lupulos de amargor.
Comparando estes resultados com dados da
literatura, as amostras Al e AQ9,
apresentaram valores ligeiramente elevados
de cohumulona, enquanto a A3, um valor
mais baixo, ja& a amostra A4 encontra-se
dentro da faixa descrita na literatura (Heale,
2016).

As amostras A6 e A7, provenientes
do Estado de Santa Catarina apresentaram
seus teores de a e B-acidos muito abaixo do
descrito pela literatura. Isso ocorreu
provavelmente devido a forma como elas
foram  processadas no  pds-colheita.
Observando a Figura 4, estas duas amostras
apresentam picos significativos (entre 2,5 e
7,5 minutos de corrida) dos compostos
provenientes da oxidagdo dos o e B-acidos
(humulinonas e huluponas) (Taniguchi et
al., 2013).

Ja para B-4cidos ou colupulonas, as
variedades Al, A3, A4, A8 e A9,
apresentaram valores acima que 0s da
literatura. As variedades A2, A5 e A6
obtiveram valores dentro do esperando e a
variedade A7 apresentou valor abaixo que o
da literatura.

Uma variedade de lupulo pouco conhecida,
mas que chamou a atencéo neste estudo foi
a A5 (teamaker) que apresentou valores
elevados de colupulonas (12,51%(m/m)),
confirmando sua possivel utilizagdo como
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agente antimicrobiano em contraponto ao
seu baixo poder amargor, contendo apenas
0,80%(m/m) de cohumulona. Estas
caracteristicas tornam esta variedade
interessante  para outras areas do
conhecimento, tais como  salde,
farmacologia, cosmetologia, etc (Betancur
et al., 2023; Pereira et al., 2022).

5 CONCLUSAO & PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesta anélise
das variedades de lapulo em relacdo aos
teores de a e p-acidos refletem a
complexidade, singularidade e diversidade
para cada variedade de Ilupulo. Vale
ressaltar que as variedades A2 Cascade e
A5 Teamaker se destacaram ao alcancgar
resultados satisfatorios de cohumulona e
colupulona, apresentando 5,92% (m/m),
0,80%(m/m) e 6,79% (m/m), 12,51%
(m/m), respectivamente. J& as variedades
Al Nugget e A9 Comet superando os teores
para ambos os acidos (15,45% / 12,38% e
14,69% / 8,81%, respectivamente). Os
dados coletados sugerem que os lupulos
cultivados no Espirito Santo e outras partes
do Brasil ndo apenas atendem, mas superam
as expectativas, revelando-se ndo apenas
como um ingrediente de alta qualidade, mas
também como uma commodity de destaque,
desenhando um horizonte promissor para a
indUstria cervejeira brasileira.
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