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Resumo — O lupulo (Humulus lupulus L., espécie da familia Cannabaceae)
é um dos ingredientes obrigatérios na fabricagdo da cerveja, responsavel
por boa parte das caracteristicas sensoriais do produto final. A qualidade
do lupulo é avaliada pelo teor e composigédo de seu 6leo essencial (aroma)
e pelo teor de alfa acidos e beta acidos, responsaveis pelo amargor da
bebida. Neste trabalho foi avaliada a redugao na quantidade de lipulo usada
nas analises, objetivando a redugado de custo tanto com a matéria-prima
como com o volume de solventes utilizados no processo de extragado. Foi
comparada a separagao dos alfa e beta acidos por cromatografia liquida, na
eluicao isocratica e por gradiente. Foi possivel reduzir em 90% a quantidade
de lupulo e o volume de solventes na determinacéo dos alfa acidos e beta
acidos, e de 80% a 90% a quantidade de lupulo necessaria a obtencéo
do ¢dleo essencial, sem diferengas significativas em comparagdo com os
métodos oficiais de andlise da American Brewing Chemists Society e, assim,
reduzir custos, geracao de residuos e tempo de analise. As alteragbes
propostas nestes métodos de analise da qualidade do IUpulo tém impacto
principalmente na redugao da quantidade desta matéria-prima de alto valor
agregado, beneficiando os produtores.

Termos para indexacgao: Humulus lupulus, 6leo essencial, alfa acidos, beta
acidos, humulonas, lupulonas.

Scale-down methods for hop quality analysis

Abstract — Hops (Humulus lupulus L., species of Cannabaceae family) are
one of the essential ingredients in beer production, responsible for many of the
sensory characteristics of the final product. The quality of hops is assessed by
the content and composition of their essential oil (aroma) and by the content
of alpha acids and beta acids, which are responsible for the bitterness of
the brew. This study evaluated the reduction in the quantity of hops used
in the analyses, aiming to reduce costs both in terms of raw materials and
the volume of solvents used in the extraction process, which reduces the
generation of waste for disposal. The separation of alpha and beta acids by
liquid chromatography using isocratic or gradient elution was compared. It
was possible to reduce the amount of hop and the volume of solvents used in
the determination of alpha acids and beta acids by 90%, and the amount of



hop needed to obtain the essential oil by 80 to 90%,
with no significant differences compared to the official
analysis methods of the American Brewing Chemists
Society, thus reducing costs, waste generation, and
analysis time. The proposed changes to hop quality
analysis also impact the reduction in the quantity of
this high-value raw material, benefiting producers.

Index terms: Humulus lupulus, essential oil, alpha
acids, beta acids, humulones, lupulones.

Introducgao

O lupulo (Humulus lupulus L.), uma liana da
familia Cannabaceae, € um dos ingredientes
obrigatdrios da cerveja, juntamente com o malte (ou
outra fonte de carboidratos), a agua e o fermento
(Brasil, 2019). Os maiores produtores de lupulo s&o
os Estados Unidos da América e a Alemanha com
cerca de 75-80% da produgdo mundial (Durello;
Silva; Bogus Junior, 2019). Algumas tentativas de
introdugdo do lupulo foram realizadas no Brasil
durante o ultimo quarto do século XIX, mas somente
recentemente essa cultura alcangou sucesso
comercial. Diversas variedades foram introduzidas
no sul do pais, bem como nas areas montanhosas
dos Estados de Sao Paulo e Rio de Janeiro, pois o
crescimento do mercado de cervejarias artesanais
estimulou o cultivo de lapulo (Marcondes et al.,
2024).

A qualidade do lupulo é avaliada por seu teor
de humulonas e lupulonas, mais conhecidas como
alfa acidos e beta acidos (respectivamente), que
conferem o0 amargor da bebida, bem como pelo teor
e composigao de seu 6leo essencial, responsavel
por boa parte dos aromas do produto (Durello;
Silva; Bogus Junior, 2019; Souza et al., 2024).
O lupulo produz anualmente inflorescéncias que séao
chamadas de cones e a sua composi¢gdo quimica
depende da variedade, das condigbes climaticas
e do solo, bem como das condi¢cbées de cultivo e
praticas culturais, da idade da planta, colheita e pds-
colheita (Fortuna et al., 2023).

Os métodos analiticos empregados na
industria sdo aqueles da American Society of
Brewing Chemists (ASBC), que descrevem extracao
seguida de analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) para os alfa acidos e beta acidos
(American Society of Brewing Chemists, 2011a), e
destilacdo (American Society of Brewing Chemists,
2011b) seguida de cromatografia em fase gasosa
(CG) para o oleo essencial (American Society of
Brewing Chemists, 2011c).
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Os métodos de determinacado de alfa e beta
acidos e o de destilagao do 6leo essencial utilizam
quantidades elevadas de Iupulo por analise, com
10 gramas (American Society of Brewing Chemists,
2011a) e 100 gramas (American Society of Brewing
Chemists, 2011b), respectivamente. Vale ressaltar
que, para ensaios em ftriplicata, essas quantidades
sdo trés vezes maiores, 0 que impacta diretamente
o custo da analise para os produtores e cervejarias,
ja que o lupulo é um produto de valor elevado. Além
disso, o método de determinacdo de humulonas
e lupulonas utiliza solventes orgénicos para sua
extracdo, com consequente geragdo de residuos
téxicos. Por conta dessas questbes, foi estudada
a redugdo de escala para os dois métodos, com
menor quantidade de lupulo e, portanto, com menor
custo da analise e geracgao de residuos toxicos.

A producéo de cones de lupulo no Brasil esta
se estabelecendo em diversas areas e muitas
variedades estdo sendo avaliadas quanto a
produtividade. A qualidade do Iupulo é avaliada
pela composi¢ao e pelos teores de 6leo essencial
e de alfa e beta acidos, que sdo determinantes nos
diferentes tipos de cerveja. Assim, 0 monitoramento
da qualidade dos cones é fundamental para a
selecdo das variedades mais promissoras, na
avaliagdo das condig¢des de cultivo, bem como na
demanda da industria cervejeira.

Material e métodos

Material

Foram utilizados como matéria-prima cones de
lupulo cultivados no municipio de Fartura, estado
de Sao Paulo (23° 23’ 38" Sul, 49° 30" 55" Oeste).
A secagem do material foi realizada em secador de
bandejas com convecgao forgada na temperatura
do ar de 40 °C, até que a umidade fosse menor que
10%. Para a realizagdo dos ensaios foi obtida uma
amostra com peso final de 1 kg.

Destilagao do éleo essencial

A destilagéo foi testada com 10 g, 15 g, 20 g
e 100 g de lupulo, esta ultima como controle, em
quatro repeticées cada. Para cada teste de redugao
de quantidade, o ldpulo (cones sem triturar) foi
adicionado em um baldo de fundo redondo de 250
mL. Em seguida, foram adicionados 150 mL de
agua destilada ao baldo. No caso do ensaio com
100 g, foi utilizado um baldo com capacidade de 3
litros ao qual foram adicionados 1500 mL de agua
destilada. Em seguida, um destilador ou aparelho
de Clevenger (Figura 1), o mesmo utilizado nos
métodos das Farmacopeias Europeia e Brasileira
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Figura 1. Destilador ou aparelho de Clevenger. Fonte:
Farmacopeia Brasileira, 62 ed.

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2019),
foi conectado ao baldo por meio da junta A. Uma
quantidade pequena de agua, cerca de 1 a 2 mL,
foi adicionada no destilador por meio da abertura K,
para evitar que o 6leo essencial ficasse preso no
fundo da vidraria.

Com a aparelhagem montada (Figura 2), a agua
do baldo foi aquecida até a ebuligdo. A destilagao foi
mantida por 2 horas. Terminada a destilagéo, e apos
o resfriamento do aparelho, o volume do 6leo foi
lido na escala do destilador. Em seguida, o éleo foi
removido do destilador pela torneira de escoamento
M. O ¢leo foi seco sobre sulfato de sédio anidro e
armazenado em frasco selado em geladeira até a
analise.

Analise do 6leo essencial por CG

Pesou-se cerca de 0,01 g do 6leo em frasco
de 2 mL, adicionou-se 50 yL de uma solugédo do
padrao interno (octanoato de metila) e ajustou-se o
volume para 1 mL com hexano. As amostras foram
analisadas em um cromatografo Agilent (Palo Alto,

Condensador

Aparelho
Tubo coletor de dleo i~ g de
" Clevenger

Torneira para escoamento
do 6leo essencial

Baldo de destilagdo
contendo lipulo e dgua

Manta de
aquecimento

Figura 2. Foto do sistema de destilagdo montado no
laboratorio.

CA) modelo 7890B equipado com um detector de
ionizacdo de chama e um amostrador automatico
Agilent 7693B. Utilizou-se uma coluna capilar de
silica fundida HP5-MS (5% fenil-95% metilsilicone,
30 m x 0,25 mm x 0,25 ym). A temperatura do forno
foi programada para variar de 60 °C a 240 °C,a 3 °C/
minuto. O detector foi operado a 280 °C e o injetor a
250 °C. O hidrogénio foi usado como gas carreador
(1,5 mL/minuto). Foi injetado 1,0 puL da solugéo da
amostra no modo split (1:50). As areas da resposta
do sinal do detector de ionizacdo por chama foram
normalizadas pelo padréo interno e corrigidas pelos
fatores de resposta tedricos (Cachet et al., 2016).
Para a identificacdo dos constituintes,
as amostras foram também analisadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) em um sistema Agilent 7890A com
detector seletivo de massas Agilent 5975C, utilizando
a mesma coluna capilar e condi¢gdes de operagao
descritas anteriormente, substituindo-se o gas
carreador por hélio (1,0 mL/minuto). O detector de
massas foi operado no modo de ionizagao eletrénica
a 70 eV. Allinha de transferéncia foi aquecida a 260

Foto: Marcelly C.S. Santos



°C. A fonte de ionizagdo e o analisador operaram
a 200 °C e 150 °C, respectivamente. Foram
monitoradas as massas de 40 a 350 Da, com taxa
de 3,15 varreduras/segundo.

Os constituintes foram identificados por
comparagao de seus espectros de massas com
aqueles da biblioteca NIST do equipamento, bem
como por seus indices de retencdo, calculados
apos a injegdo de uma solugdo de alcanos nas
mesmas condi¢cdes (Van den Dool; Kratz, 1963).
Os calculos utilizaram planilhas Excel programadas
no laboratério (Bizzo et al., 2020).

Extragdo dos alfa acidos e beta acidos

A analise foi realizada de acordo com a norma
da ASBC (American Society of Brewing Chemists,
2011a), pesando-se 10 g de ldpulo finamente
triturado em Erlenmeyer, ao qual foram adicionados
20 mL de metanol (grau HPLC) e 100 mL de éter
etilico PA. O frasco foi tampado e a agitagao foi
realizada em agitador orbital (shaker) a temperatura
ambiente, durante 30 minutos. O Erlenmeyer foi
cuidadosamente aberto eforamadicionados40mLde
solugéo de acido cloridrico 0,1 M, seguindo-se mais
10 minutos de agitagao. Apos 10 minutos em repouso
para a separacao de fases, 5 mL do sobrenadante
foram transferidos para baldao volumétrico de 50 mL
e o0 volume do baldo foi completado com metanol.
Os extratos foram homogeneizados e uma aliquota
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foi centrifugada e transferida para um frasco para
injegdo no cromatografo.

Na analise com redugao de massa de amostra
e volume de solvente, foram testados dois
procedimentos de extracdo. No primeiro, 1 g de
lupulo triturado foi pesado em tubo Falcon de 50 mL
ao qual foram adicionados 2 mL de metanol e 10 mL
de éter etilico. A amostra foi agitada por 30 minutos
em agitador orbital, a temperatura ambiente. Foram
adicionados 4 mL de acido cloridrico 0,1 M e agitou-
se por mais 10 minutos. A amostra permaneceu
em repouso por 10 minutos e uma aliquota de 0,5
mL foi transferida para baldo volumétrico de 5 mL
completando-se o volume com metanol. O extrato
foi homogeneizado e uma aliquota foi centrifugada
e transferida para um frasco para injecdo no
cromatografo.

No segundo procedimento com redugédo de
massa e volume de solvente, 1 g de lupulo triturado
foi pesado em tubo Falcon de 50 mL, ao qual
foram adicionados 2 mL de metanol e 10 mL de
éter etilico. A amostra foi entdo agitada em vortex
por 1 minuto, € o tubo foi mantido em banho de
ultrassom a temperatura ambiente por 5 minutos.
Foram adicionados 4 mL de &cido cloridrico 0,1 M,
seguido de agitagdo em vértex por 30 segundos e
banho de ultrassom por 1 minuto. Apds 10 minutos
de repouso, uma aliquota de 0,5 mL foi transferida
para baldo volumétrico de 5 mL e completou-se o

Extrato de 10 g de lupulo 1 g de lupulo Extrato de
10 g de lapulo em 160 mL de 10 g de 1gde em 16 mL de 1 g de ldpulo
para 50 mL de solugéo de lupulo lapulo solugao de para 5 mL de

solvente extragao extragao solvente

Figura 3. Comparagéao entre condigdes de extragao de lupulo com 10 e 1 grama.

Foto: Maria de Lourdes M. Souza
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volume com metanol. O extrato foi homogeneizado
e uma aliquota foi centrifugada e transferida para um
frasco para inje¢cdo no cromatégrafo. As diferencas
entre pesos e volumes de solvente utilizados nesta
comparacao podem ser avaliadas na imagem da
Figura 3.

Analise de alfa acidos e beta acidos por CLAE

As analises foram realizadas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia em equipamento Alliance
Waters modelo 2695, com detector de arranjo de
fotodiodos Waters modelo 2996 (comprimento de
onda de 330 nm), controlado por software Empower.
Foi utilizada uma coluna Thermo BDS Hipersil C18
(100 mm x 4,6 mm com particulas de 2,4 um). O fluxo
da fase movel foi de 1 mL/minuto, a temperatura da
coluna foi 40°C e o volume de injegdo de 10 pL.
Foi avaliada, inicialmente, uma fase mével similar a
recomendada na norma do ASBC (American Society
of Brewing Chemists, 2011a), com eluigao isocratica
na seguinte composicdo: agua:metanol:acido
fosforico 85% (24:75:1 viviv).

A separacéo cromatografica foi otimizada para
eluicdo com gradiente utilizando-se fase movel
A, agua:metanol: acido fosférico 85%: trietilamina
(30:70:1:1,5; viviviv) e fase movel B (metanol),
com a seguinte programacédo: concentragéo inicial
da fase movel B 20%, aumentando até 35% em 18
minutos.

Para quantificagao dos alfa acidos e beta acidos
utilizou-se uma solugao de um padrdo adquirido
diretamente da ASBC identificado como ICE
(International Calibration Extract), que € um padréo
de referéncia que apresenta valores declarados
de concentracdo destes compostos. A partir das
massas do padrdo e das amostras, das diluicdes
utilizadas e da area dos picos, foram calculadas as
concentragbes dos constituintes das amostras, de
acordo com as seguintes formulas:

massa do concentragao do
Fator de ICE (g) componente no ICE (%)
resposta =
(RF) area do componente no ICE
FD X area do componente
Componente na amostra x RF
(%)~

massa da amostra (g)

Sendo: FD — fator de diluicao = 1 para extratos
de lupulo com massa inicial de 10 g e 0,1 para
extratos de lupulo com massa de 1 g.

ICE — padrao de referéncia fornecido pela ASBC
(American Society of Brewing Chemists).

Resultados e discussao

Oleo essencial

Os rendimentos obtidos das destilagbes e a
composicao do oleo essencial de lupulo sado apre-
sentados na Tabela 1.

N&o foi observada diferencga significativa no ren-
dimento de 6leo essencial para as diferentes mas-
sas de lupulo variando de 10 g a 100 g (p<0,05).
O mesmo ocorreu para 0s principais componentes
do dleo essencial apresentados na Tabela 1. Assim,
nao houve alteragdo da composi¢ao do 6leo redu-
zindo-se o peso de lupulo (p<0,05). Desse modo,
para a destilagdo do 6leo essencial sugere-se a re-
dugcdo de massa de lupulo de 100 g para 10 g a
20 g. Na destilagao de 100 g se utilizou 1,5 litros
de agua, que foi aquecida a ebulicdo, gerando uma
carga térmica muito elevada, o que requer banhos
de resfriamento de alto desempenho, ndo disponi-
veis em todos os laboratorios. Por outro lado, a des-
tilagdo de 10 g a 20 g utilizou 150 mL de agua, que
corresponde a 10% do volume de agua original, o
que permite a utilizagdo de agua corrente para res-
friar o condensador, quando banhos termostaticos
nao estao disponiveis. Este volume é igual para as
massas menores porque isto depende do volume do
baldo utilizado.

Para a amostra analisada, o mirceno (~64%) se-
guido de B-cariofileno (~7,8%) e B-selineno (~4,2%)
foram os principais constituintes, e estes resultados
correspondem ao percentual destes componentes
para o total de cerca de 30 substancias identifica-
das. Comparando-se os resultados obtidos com lu-
pulos cultivados no Brasil, Marcondes et al. (2024),
reportaram resultados para variedades cultivadas
no Estado do Rio de Janeiro, com rendimento de
Oleo (base seca) de 4,1% para a variedade Comet
e de 2,0% para a variedade Triumph. Os principais
constituintes do 6leo da variedade Comet foram
mirceno (64,9%), B-cariofileno (8,3%), a-selineno
(3,7%), p-selineno (3,5%) e (E)-B-ocimeno (1,8%),
enquanto que para o 6leo essencial da variedade
Triumph, o a-humuleno foi o principal constituinte
(41,7%), seguido por mirceno (28,5%), B-cariofileno
(11,5%), 6-cadineno (2,1%) e epdxido de humuleno
Il (1,5%). Para as variedades Columbus, Chinook,
Nugget, Cascade e Hallertau, cultivadas em Botu-
catu, estado de Sdo Paulo, o rendimento de 6leo
essencial variou de 0,8 a 4,5 mL/100 g de lupulo
e os principais componentes foram o mirceno (14%
a 58%), B-farneseno (17% a 38%) e ledeno (7% a
11%) (Fortuna et al., 2023). As variedades Cascade
e Chinook, cultivadas na cidade de Ribeirdo Preto,
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Tabela 1. Rendimento de 6leo essencial (%) e da composigao do éleo* (mg/g) quanto a variagéo da quantidade de ltpulo

Massa de lupulo utilizado no método de extragao do 6leo essencial

Parametros

10 gramas 15 gramas 20 gramas 100 gramas
Teor de dleo essencial (%, peso 4,75+0,4 a 550+0,5a 575+04 a 415+0,1a
Oleo/peso lupulo) base seca
Mirceno (mg/g) 400+ 88 a 478 + 73a 482 +21a 550+ 217 a
2-MBIB (mg/g)** 401+x1a 41+03a 42+03a 54+2a
B-cariofileno (mg/g) 50,4+7,7a 55,9+04 a 552+57a 70,2 +28,2 a
a-humuleno (mg/g) 52+29a 47+16a 59+15a 54+30a
B-selineno (mg/g) 32,3+3,6a 299+21a 295+34a 30,8+11,1a

Resultados de médias e desvio padrdao de quatro repeticdes. Resultados seguidos de letras iguais na mesma linha ndo apresentam

diferenca significativa (p<0.05) pelo Teste de Tukey

* Composigéo do dleo essencial expresso em mg componente/g do 6leo essencial

**MBIB: isobutirato de 2-metil-butila.

apresentaram teor de 6leo essencial de 0,39% a
1,43%, sendo que os principais componentes do
Oleo essencial foram o mirceno (29% a 70%), a-hu-
muleno (18% a 29%) e B-cariofileno (5% a 12%),
apresentando variagao significativa em dois anos de
analise (Souza et al., 2024).

Estes resultados indicam que ha variabilidade
entre variedades tanto nos teores quanto na compo-
sicao do 6leo e confirmam a importancia da avalia-
¢ao de qualidade do lupulo.

Alfa acidos e beta acidos

Quanto aos teores de alfa e beta acidos, os re-
sultados estao apresentados na Tabela 2.

Na analise por CLAE foram quantificados os
alfa acidos (co-humulona, n-humulona + ad-humu-
lona) e os beta acidos (co-lupulona e n-lupulona

+ ad-lupulona). Estes resultados foram obtidos na
analise por CLAE utilizando-se gradiente de elui¢ao,
que permite a separagao de todos estes compostos.
No entanto, no certificado do ICE, ndo ha resulta-
do em separado para n-humulonas e ad-humulona,
bem como para n-lupulona e ad-lupulona, apenas
da soma, assim esses resultados foram apresenta-
dos como a soma.

N&o houve diferencga significativa para os com-
ponentes do extrato e a soma dos alfa acidos e beta
acidos para as trés condigdes de extracao avalia-
das, seja pela reducdo da quantidade de amostra
ou quanto as diferengas de condigbes de agitagao
ou contato entre as fases (p<0.05).

No método oficial utilizam-se 10 g de lupulo por
replicata e a quantidade inicial de solvente para

Tabela 2. Teores de alfa e beta acidos quanto a variagdo da quantidade de lupulo na extragéo e do tipo de contato

Método de extracao e condigdes de agitagao

Método reduzido

Compostos (g/100g) Método oficial Método reduzido 1 grama
10 gramas 1 grama vortex + banho de
agitador orbital agitador orbital ultrassom

co-humulona 7,78+ 1,257 7,43 +£0,96° 7,53 £1,47 2
n-humulona + ad-humulona 10,01 +£1,712 9,57+1,322 9,71+2,01°
Soma de alfa &cidos 17,91 £2,99° 17,112,312 17,36 + 3,52 @
co-lupulona 4,30+0,742 412 +0,58¢2 419+0,86°2
n-lupulona + ad-lupulona 2,28+0,43¢2 2,18+0,352 2,16 £ 0,47 2
Soma de beta acidos 6,55+ 1,20 @ 6,28 +0,94 2 6,32+1,322

Resultados expressos como média e desvio padrdo de 12 replicatas.
Resultados seguidos com mesma letra na mesma linha n&o diferem entre si (p<0,05), pelo teste de Tukey
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extragdo € de 120 mL, depois adiciona-se mais
40 mL de solucdo de HCI, o que requer o uso de
uma vidraria de maior tamanho e que o frasco com
amostra fique tampado, para evitar a evaporagao do
solvente. Neste estudo foi escolhido um frasco Er-
lenmeyer. O tipo de agitacdo ndo é mencionado no
método da ASBC. Poderia-se utilizar agitagdo com
barra magnética, mas seriam necessérias diversas
placas de agitacdo para executar varias amostras
ao mesmo tempo. Assim, para a quantidade de 10
g optou-se por banho de agitagéo orbital ou shaker,
que permite a agitacédo de diversas amostras e repli-
catas ao mesmo tempo. Nesta quantidade de amos-
tra, o volume total de solvente foi de 170 mL, e o
volume de solvente para descarte é de aproximada-
mente 210 mL, por replicata.

Nos ensaios com massa de amostra de 1 g, foi
possivel utilizar tubos Falcon de 50 mL (conforme
indicado na Figura 3) e volume total de solvente por
replicata foi de 17 mL, com volume de descarte de
21 mL. Ou seja, houve uma redugéo de 90% do vo-
lume de solvente empregado. Isto significa menor
custo com solventes e com o descarte, uma vez que
nao é possivel nenhum tipo de recuperagéo da mis-
tura de solventes ao final da analise.

A reducéo para 1 g, seja com agitacao em agi-
tador orbital ou em vértex/banho de ultrassom, foi
eficaz para a quantificagéo dos alfa &cidos e beta
acidos em relagédo ao método com 10 g, mas ha di-
ferenga quanto ao tempo de anadlise. Na analise com
agitador orbital, o tempo utilizado nas extragdes foi
de 50 minutos. No ensaio com agitagéo por vortex/
banho de ultrassom, o tempo foi menor que 9 minu-
tos, o que representa, além do menor tempo, a pos-
sibilidade de executar maior numero de amostras.

Resultados semelhantes foram obtidos por Sou-
za et al. (2021), em estudo inicial realizado pelo
nosso grupo de pesquisa na reducao de 10 g de
lupulo e agitador orbital para 1 g (vortex/banho de
ultrassom), sendo que os teores de alfa e beta aci-
dos foram de 1,54% e 1,52% e de 1,41% e 1,40%,
respectivamente, sem diferenga significativa entre
0S ensaios.

Quanto a andlise cromatografica, ha uma su-
gestéo no método oficial para analise isocratica com
fase movel composta por agua:metanol:acido fos-
férico 85%, cujo cromatograma € apresentado na
Figura 4. Nestas condigdes ndo ocorre separagao
completa dos alfa acidos e beta acidos.

Por outro lado, quando se usou gradiente com
alteracado da composicao da fase mével (Figura 5),
foi possivel separar todos os analitos de interesse,
bem como reduzir o tempo da corrida cromatografi-
ca. Estes resultados indicam que é possivel otimizar

a separagao cromatografica, se houver interesse na
obtencgao das concentragdes individuas de todos os
alfa acidos e beta acidos.

Os resultados obtidos estdo na faixa de valores
observados para diferentes variedades de Iupulo e,
em geral, os alfa acidos apresentam resultados su-
periores aos beta acidos.

A variabilidade nos teores de alfa acidos e beta
acidos foi observada tanto para variedades quanto
em relacado a diferentes anos de cultivo. Em estu-
dos realizados com variedades da Republica Tche-
ca, entre os anos 2005 e 2024, os teores de alfa e
beta acidos variaram de 1,9% a 8,7% e de 1,2% a
8,6% (Nesvadba et al., 2024). Para variedades de
lupulo consideradas amargas (bitter), Nesvadba
et al. (2023) encontraram resultados de teores de
alfa e beta acidos variando de 8% a 16% e de 3,7%
a 7,3%, respectivamente, sendo que para todas as
variedades houve redugado nestes teores ao longo
de 13 anos de cultivo.

Existem poucos resultados de andlise de alfa e
beta acidos de Iupulo do Brasil e para as variedades
Columbus, Chinook, Nugget, Cascade e Hallertau,
cultivadas em Botucatu, estado de Sao Paulo, o teor
de alfa e beta acidos variou de 0,43% a 4,31% e
de 0,58% a 1,23%, respectivamente (Fortuna et al.,
2023).

Estas alteragcdes nos métodos oficiais atendem
parcialmente as normas de validagdo de métodos
de analise (INMETRO, 2020), ja que ensaios interla-
boratoriais, ensaios de proficiéncia e materiais cer-
tificados de referéncia ndo estao disponiveis para
esta matriz. A comparacéao entre os métodos oficiais
e 0s métodos propostos foi realizada e ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos.
Quanto a repetitividade, o coeficiente de variagdo
ou desvio padrao relativo variou de 15% a 20%, que
foi considerado aceitavel devido a heterogeneidade
dos cones. A seletividade dos métodos cromatogra-
ficos foi avaliada pela alteracdo da fase moével na
cromatografia liquida (para alfa e beta acidos), atin-
gindo resolugéo de 100% entre os analitos avaliados
e pela analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, para o 6leo essencial.

Conclusoes

Quanto ao método de destilagao do 6leo essen-
cial de lupulo, foi possivel reduzir a quantidade de
lupulo de 100 gramas para 10 a 20 gramas, o0 que
representa uma economia de matéria-prima de 80%
a 90%, sem prejuizo para quantidade de dleo es-
sencial recuperada, e sem alteragdes na composi-
¢ao do oleo essencial. Nestas condi¢des propostas,
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o volume de agua necessaria e 0 consumo de ener-
gia também séo reduzidos.

Para o método de analise de alfa e beta acidos,
foi possivel reduzir em 90% a quantidade de lupulo
necessario a realizagdo dos ensaios de extracao,
sem diferengas nos teores destes compostos. Com
a reducao de 10 gramas para 1 grama de lUpulo,
foi possivel reduzir em 90% o volume de solvente
utilizado e, consequentemente, o volume de descar-
te de residuos de solventes. Além disso, o uso de
agitacao com vortex/banho de ultrassom reduziu o
tempo de extragdo de 50 minutos para menos de
10 minutos.

Quanto a analise dos alfa e beta acidos por cro-
matografia liquida utilizando-se gradiente de elui-
¢ao, foi possivel atingir a separacédo completa en-
tre os picos de humulona e ad-humulona, nos alfa
acidos, e lupulona e ad-lupulona, nos beta acidos,
0 que nao ocorre para as condigdes de eluigao iso-
cratica recomendadas no método oficial da ASBC.

As alteragdes propostas nestes métodos de
avaliagédo da qualidade do lupulo representam uma
economia tanto para os produtores quanto para as
cervejarias, ja que se trata de uma matéria-prima de
alto valor agregado.
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