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RESUMO

As plantas medicinais tém contribuido fortemente para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas. Os produtos do metabolismo secundario
possuem uma variedade de funcbes nas plantas, entre elas, protecdo contra
raios UV e ataque de herbivoros. Assim, pode-se também considerar o seu
potencial efeito medicinal para os seres humanos. Flavonoides e os compostos
fendlicos sdo classes importantes entre esses produtos de origem natural,
podendo apresentar acao antitumoral, anti-inflamatdria, antioxidante e antiviral,
revelando sua importancia farmacolégica. A planta Humulus lupulus L.,
Cannabaceae, popularmente conhecido como IUpulo, tem uma longa historia na
terapéutica para tratar uma ampla gama de enfermidades e desconfortos como
insénia, nervosismo, excitabilidade e agitacdo associadas a tensdo de dor de
cabeca, para melhorar o apetite e a digestao, aliviar dor de dente, dor de ouvido
e neuralgia. Assim, neste estudo foram avaliados teores de fendlicos e
flavonoides totais, bem como a identificacdo desses compostos, além da andlise
da atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e fracdes hexanica e
hidrometandlica das folhas dessa espécie. Assim, obteve-se como resultado da
prospeccao fitoquimica a identificacdo de flavonoides Caempferol-3-O-
rutinosideo, Quercetina-3-O-rutinosideo (Rutina), Caempferol-3-O-robinosideo-
7-raminosideo no extrato bruto das folhas do ldpulo. Na quantificacdo de
compostos fendlicos obteve-se os seguintes valores: 75,4053, -31,346 e 91,8497
mg EAG/g de amostra, para o extrato etanolico bruto e fragbes hexénica e
hidrometandlica respectivamente; na quantificacdo de flavonoides os valores
foram 0,96596, 6,6043 e 4,6712 mg ER/g de amostra para a mesma ordem das
amostras acima. Na avaliagcdo do potencial antioxidante, obteve-se a ICso de
105,60ug/mL para o extrato etandlico bruto, 675,71ug/mL para a fracdo hexanica
e 126,72ug/mL para a fragdo hidrometanodlica. Os resultados obtidos
demonshtram grande potencial terapéutico da planta adaptada no Brasil devido
a presenca de grande variedade de compostos fendlicos e flavonoides, o que
pode agregar valor as folhas do Humulus lupulus, uma vez que grande parte dela

€ descartada apds a colheita dos cones do lapulo.

Palavras-Chave: estudo fitoquimico, atividade antioxidante, Humulus

lupulus, flavonoides, fendlicos.



ABSTRACT

Medicinal plants have contributed strongly to the development of new
therapeutic strategies. Secondary metabolism products have a variety of
functions in plants, including UV protection and herbivorous attack. Thus, one
can also consider its potential medicinal effect for humans. Flavonoids and
phenolic compounds are important classes among these products of natural
origin, being able to present antitumor, anti-inflammatory, antioxidant and
antiviral action, revealing their pharmacological importance. The plant Humulus
lupulus L., Cannabaceae, popularly known as hops, has a long history in
therapeutics to treat a wide range of diseases and discomforts such as insomnia,
nervousness, excitability and agitation associated with headache tension, to
improve appetite and digestion, relieving toothache, ear pain and neuralgia.
Thus, in this study, total phenolic and flavonoid contents were evaluated, as well
as the identification of these compounds, besides the analysis of the antioxidant
activity of the crude ethanolic extract and hexane and hydrometanic fractions of
the leaves of this species. Thus, as a result of phytochemical prospecting, the
identification of flavonoids Kaempferol-3-O-rutinoside, Quercetin-3-O-rutinoside
(Rutin), Kaempferol-3-O-robinoside-7-raminoside in the crude extract of leaves
of hop. In the quantification of phenolic compounds, the following values were
obtained: 75,4053, -31,346 and 91,8497 mg EAG/g of the sample, for the crude
ethanolic extract and hexane and hydromethanolic fractions, respectively; in
guantification of flavonoids the values were 0.96596, 6.6043 and 4.6712 mg ER
/ g of sample for the same order as the above samples. In the evaluation of the
antioxidant potential, the ICso of 105.60 pg/mL was obtained for the crude
ethanolic extract, 675.71 ug/mL for the hexane fraction and 126.72 pg/mL for the
hydrometanic fraction. The results obtained demonstrate a great therapeutic
potential of the adapted plant in Brazil due to the presence of a great variety of
phenolic compounds and flavonoids, which can add value to the leaves of
Humulus lupulus, since much of it is discarded after the collection of the hops

cones.

Key-words: phytochemical study, antioxidant activity, Humulus lupulus,

flavonoids, phenolics.
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1. INTRODUCAO

O uso das espécies vegetais, na terapéutica popular e oficial, € observado
desde o inicio da civilizagdo, onde o homem despertou para um longo percurso
de manuseio dos recursos naturais em seu proprio beneficio (DI STASI, 1996).
Nesse sentido, destaca-se a importancia e relevancia em se estudar as diversas

partes da planta, em busca de novos usos terapéuticos para as mesmas.

O Humulus lupulus L. tem uma longa historia de utilizacdo medicinal para
tratar uma ampla gama de enfermidades e desconfortos. Sendo principalmente
recomendado como um sedativo suave e Util para tratar a insdnia e nervosismo
(BLUMENTHAL, 1998). Ha relatos de seu uso no tratamento de excitabilidade e
agitacdo associada a tensdo de dor de cabeca; para melhorar o apetite e a
digestdo; aliviar dor de dente, dor de ouvido e neuralgia (GRIEVE, 1971;
BARNES et al., 2002). Além disso, o lipulo tem como objetivo exercer efeitos
diuréticos, antiespasmédicos e anafrodisiacos (DUKE, 1985; WEISS, 1988;
BLUMENTHAL, 1998).

Porém atualmente, a utilizacdo e estudo do lapulo estdo voltados para
producao de cervejas, no qual sdo utilizadas as inflorescéncias femininas, parte
da planta que confere aroma e sabor caracteristicos e contribui para a
conservacgao do produto.

Sendo assim, as folhas do Humulus lupulus L. sdo um subproduto agricola
gue atualmente nédo esta sendo explorado em todo seu potencial (CEH et al.,
2007). Tanto a literatura, quanto as caracteristicas fitoquimicas da planta
indicam a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e muitas propriedades
farmacoldgicas ainda ndo descritas ou exploradas proporcionando ao organismo

humano a prevencao de diversas doencas.

A partir do extrato etandlico bruto e suas fracbes hexanica e
hidrometandlica serao feitos os estudos fitoquimicos e da atividade antioxidante

das folhas de Humulus lupulus L.



2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral:

e Avaliar atividade antioxidante da folha do Humulus Ilupulus L.
correlacionando com a presenca de classes de metabdlitos secundarios

encontrada.

2.2 — Objetivos especificos:

e Obter o extrato etandlico bruto da folha de Humulus lupulus L.;

e Realizar screening especifico para flavonoides;

e Obter fracdes do extrato etandlico bruto;

e Determinar o teor de fendlicos totais e flavonoides no EEB e fracdes;

e |dentificar representantes da classe de metabdlitos secundarios
investigadas anteriormente.

e Avaliar a capacidade antioxidante do EEB e fra¢des da folha de Humulus
lupulus L.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Utilizac&o de plantas medicinais

As plantas medicinais sdo utilizadas pela populacdo desde tempos
imemoriais. A busca por alivio e cura de doencas, por meio da ingestao de ervas
e folhas, talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo desses
produtos. Instintivamente, o homem primitivo buscava descobrir solugdes para
suas necessidades basicas de sobrevivéncia, como alimentacdo, moradia,
protecdo e reproducdo. Suas experiéncias e observacdes resultaram em
descobertas importantes para solucdes de tratamentos de injurias ou doencas
através do uso das plantas e ervas (VIEGAS JR. et al., 2006).

O uso de plantas medicinais, se encontra em expansao em todo o mundo
e constitui um mercado bastante promissor, movimentando cerca de US$ 22
bilhdes por ano (NASCIMENTO et al., 2004). Segundo a Organizacdo Mundial
de Saude estima que 80% da populacéo faz uso de plantas como medicamentos,

englobando a utilizacéo de cerca de 25.000 espécies (GARCIA, 1995).

3.2. Familia Cannabaceae

A familia Cannabaceae compreende varios géneros, dentre os quais se
destacam dois economicamente importantes, Cannabis e Humulus (HEYWOOD,
1985).

Caracterizada por arvores ou arbustos lenhosos, eretos ou escandentes,
monoicos ou poligamos, sem latex. Estipulas interpeciolares, livres. Folhas
simples, alternas, geralmente disticas, base geralmente assimétrica, bordo
dentado a serrado, nervura secundaria basal alongada até o tergo superior.
Inflorescéncia axilar, cimosa, fasciculada, flores estaminadas agrupadas, flores
pistiladas frequentemente geminadas ou solitarias, no apice do raque. Flores
actinomorfas, monoclamideas, 4-5 tépalas, livres ou unidas na base,
isostémone, com ou sem pistilodios ou estaminddios. Androceu com estames
opostos a tépala, retos no botdo; anteras reniformes, ditecas, dorsifixas com

deiscéncia longitudinal. Gineceu com 2 estiletes, terminais; ovarios superos,



uniloculares, uniovulares; ovulo apical, anatropo. Frutos drupas, com estilete
persistente (PEDERNEIRAS et al., 2011).

Sua importancia econdmica esta relacionada a producao de fibras (hemp),
Oleos e sementes, bem como para a producdo medicinal e recreativa de
maconha e haxixe pelo género Cannabis. O Humulus (ltpulo) é utilizado como
aromatizante de cerveja (fornecendo Oleos essenciais amargos). O
género Celtis estd relacionado a producdo de madeira e planejamento
ornamental de ambientes, além de frutos que sao ocasionalmente consumidos.

Sendo Cannabis o género typus (JUDD et al. 2009).

3.3. Humulus lupulus L.

A planta Humulus lupulus L. (Fig. 1) pertence a familia Cannabaceae e é
popularmente conhecida como lupulo, sendo uma planta florida, didica, perene
e escalada, nativa da Europa, Asia Ocidental e América do Norte
(HAUNOLD,1971; BETSON et al., 2005 ). As folhas sé@o de cor verde escura,
pecioladas e denteadas, possuindo forma de coragcdo com 3-5 l6bulos e
superficie muito rugosa (HAUNOLD,1991; HAUNOLD et al., 1993).

Figura 1: Ramos foliares com inflorescéncia de Humulus Ilupulus L.

(Cannabaceae) Fonte: http://www.maisonterre.net/hops-organic/


https://pt.wikipedia.org/wiki/Celtis

O lapulo tem uma dificil adaptacdo ao clima brasileiro, pois carece de
temperaturas reduzidas e de um tempo de exposi¢ao a luz variado (EBY, 2011),
variando entre nove e quatorze horas diérias, 0 que também ndo ocorre no
territdrio brasileiro. Porém, ha comprovacdes de éxitos no Brasil, onde os
agricultores recorreram a técnicas para aumentar o fotoperiodo, além de
produtos para estimular a brotacdo uniforme durante a estacdao (MEGA et al.,
2011; JEZEK et al., 2013). As sementes de lapulo precisam de temperaturas
baixas para induzir a germinacédo e sua producdo. Normalmente e em forma
natural, as sementes germinam na primavera quando o solo se aguece apos 0s
meses de intensos frios. O lUpulo gosta de solos bem drenados, ricos em humus,
com um pH que pode variar entre 6,0 e 6,5. O lGpulo é uma planta trepadeira e
chega a uma altura de aproximadamente 4 metros, necessitando de uma area
aproximadamente de 8 m2. O maior interesse esta nas flores femininas, onde
encontra-se as glandulas de lupulina que produzem resinas e 6leos essenciais
proporcionando amargor, sabor e aroma as cervejas (JEZEK et al., 2013; EBY,
2011).

E bem conhecida ao longo do mundo como matéria-prima na inddstria de
fabricacéo de cerveja. As inflorescéncias femininas (cones do ltpulo ou "lupulo™),
sdo amplamente utilizadas para preservar a cerveja e dar-lhe um aroma e um
sabor caracteristicos. Além disso, os cones do ltpulo tém sido utilizados ha muito
tempo para fins medicinais. Os preparativos do lupulo foram principalmente
recomendados para o tratamento de distarbios do sono, como sedativo suave,
anti-inflamatorio, para a ativagédo da fungéo gastrica e dor estomacal (ZANOLI e
ZAVATTI, 2008).

Houve um crescente interesse pelos beneficios para a saude das plantas
usadas na medicina tradicional. O Humulus lupulus recebeu particular atencéo
dos pesquisadores e, como resultado, foram publicados varios artigos. Partindo
da segunda metade do século XX, varios estudos fitoquimicos foram realizados
para investigar a composi¢cao dos cones de lUpulo e outras partes da planta,
levando ao isolamento e identificacdo de compostos farmacologicamente
relevantes, tais como flavononas, chalconas, derivados de cloroglucinol. Durante
a ultima década, muitas investigacdes farmacoldgicas in vitro e in vivo tentaram

produzir evidéncias cientificas dos usos tradicionais relatados. O efeito do lapulo

5



no sistema nervoso central e, em particular, sua eficacia nos disturbios do sono,
tém sido estudados, mas os resultados as vezes sdo contraditérios e novos
experimentos sdo necessarios (ZANOLI e ZAVATTI, 2008).

Outros componentes do Itpulo (por exemplo, folhas, hastes) tém recebido
maior atencdo como potenciais antioxidantes e agentes antibacterianos e

antivirais, e até mesmo para a prevencao do cancer (GERHAUSER, 2005).

Alguns estudos preliminares mostraram que as concentracoes de
compostos fendlicos em extratos de folhas de IUpulo respondem bem ao seu
potencial antioxidante, dando grande importancia a esses tipos de analise (CEH
et al.,, 2007). Como somente 0s cones do lupulo sdo usados na industria de
fabricacdo de cerveja, grandes quantidades de folhas de lupulo permanecem
como um subproduto agricola, que ndo € explorado, podendo ser uma potencial

fonte de compostos fendlicos.

Figura 2 - (A) Area de cultivo de lipulo na cidade de Baependi-MG, (B)

individuo Humulus lupulus L., (C) flores do lupulo.



3.4. Metabolitos secundarios

Existem dois tipos de metabolismo nas plantas, o primario e o secundario.
O metabolismo primario é o responsavel pelas func¢des vitais da planta, ja o
metabolismo secundéario produz substancias que conferem caracteristicas de
protecédo e adaptacéo ao ecossistema onde elas estéo inseridas (SIMOES et al.,
2007).

Os metabdlitos secundarios, presentes nas plantas medicinais, tém
colaborado fortemente para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas (CALIXTO, 2005). Esses metabdlitos podem ser divididos em trés
grupos distintos quimicamente: terpenos, compostos fendlicos e componentes
contendo nitrogénio (SHAHIDI, 1997; CROTEAU et al., 2000; SHAHIDI; NACZK,
2003; SHAHIDI e HO, 2005; TAIZ e ZEIGER, 2006).

Esses metabdlitos, normalmente dotados de estrutura complexa, baixo
peso molecular, possuem atividades biolégicas marcantes e, ao contrario dos
metabdlitos primarios, apresentam-se em baixas concentracbes e em
determinados grupos de plantas (BERG e LUBERT, 2008). Embora os produtos
secundarios possuam uma variedade de fun¢Bes nas plantas, € provavel que a
sua importancia ecoldgica tenha alguma relacdo com potencial efeito medicinal
para os seres humanos. Por exemplo, produtos secundarios envolvidos na
defesa das plantas através de citotoxicidade para patdgenos microbianos podem
ser Uteis como medicamentos antimicrobianos em humanos, se ndo forem
demasiado toxicos. Da mesma forma, produtos do metabolismo secundario
estdo envolvidos na defesa contra herbivoros através de atividade neurotoxica;
portanto, pode-se considerar seus potenciais efeitos benéficos em seres
humanos através de sua ag¢do no sistema nervoso central, atuando como
antidepressivos, sedativos, relaxantes musculares ou anestésicos (KAUFMAN
et al., 1999).

3.4.1. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que inclui

uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem pelo
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menos um anel aromatico no qual, ao menos, um hidrogénio é substituido por
um grupamento hidroxila (SIMOES et al., 2000).

Existem cerca de cinco mil fendis, dentre eles, destacam-se o0s
flavonoides, acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e
tocoferdis (SHAHIDI e NACZK, 1995).

Eles contribuem para o sabor, odor e coloracdo de diversos vegetais,
sendo muitos desses importantes pela utilizagdo como flavorizantes e corantes
de alimentos e bebidas (SIMOES et al., 2000).

Para alguns derivados de &cidos fendlicos tem sido relatada atividade
antioxidante. Essas evidéncias tém sugerido que doencgas causadas pelas
reacdes oxidativas em sistema biol6gico podem ser retardadas pela ingestédo de
antioxidantes naturais encontrados na dieta, principalmente de compostos
fendlicos (SIMOES et al., 2000), reduzindo o risco de desenvolvimento de

patologias, como arteriosclerose e cancer (RAMARATHNAM et al., 1995).

A atividade anticarcinogénica dos fendlicos tem sido relacionada a
inibicdo dos canceres de colon, eséfago, pulmao, figado, mama e pele. Os
compostos fendlicos que possuem este potencial sdo resveratrol, quercetina,
acido caféico e flavonois (PIMENTEL, FRANCKI, GOLLUCKE, 2005).

3.4.2. Flavonoides

O grupo dos flavonoides é constituido por mais de 4000 compostos
naturalmente metabolizados pelo reino vegetal. S&o compostos de baixo peso
molecular e composicao polifendlica de estrutura basica C6-C3-C6, formada por
dois anéis fenil (A e B) ligados entre si por um anel pirano (C), (Figura 3) (PENG,
et al, 2005).



Figura 3: Estrutura béasica dos flavonoides adaptada de SIMOES (2010)

Os flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles
presentes nas flores, nos caules ou ramos, raizes ou frutos. O mesmo composto
ainda pode ocorrer em diferentes concentragfes, dependendo do 6rgéo vegetal
que se encontra (SIMOES et al., 2000).

Entre os produtos de origem natural, os flavonoides representam um dos
grupos fendlicos mais importantes e diversificados. Os quais apresentam
diversas func¢des, como protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios
ultravioleta e visivel, protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias, atracédo
de animais com finalidade de polinizacdo, antioxidante, controle da acdo de
horménios vegetais, acao alelopatica e inibicdo de enzimas (HARBORNE,1989;
HARBORNE e WILLIAMS, 2000).

O interesse econdmico pelos flavonoides é devido suas diferentes
propriedades, como, por exemplo, o fato de alguns apresentarem cor e poderem
ser usados como pigmentos, sua importancia no processo de tanagem do couro,
na fermentacgdo do cha-da-india, na manufatura do cacau e por conferirem valor
nutricional para alguns alimentos. Além disso, esses compostos possuem
também importancia farmacoldgica, resultado de algumas propriedades
atribuidas a alguns representantes da classe, como por exemplo antitumoral,

anti-inflamatdria, antioxidante, antiviral, entre outras (SIMOES et al. 2000).

A tabela 1 mostra as principais classes de flavonoides e um resumo de

suas propriedades farmacoldgicas importantes:



Tabela 1: Principais classes de flavonoides e algumas propriedades.

Adaptada de SIMOES (2010).

Classes Numero aproximado Caracteristicas
de estruturas
conhecidas
Flavonas, flavondis e 1660 Co-pigmentacao em

seus O-heterosideos

flores; protecao contra
raios UV em folhas

C-heterosideos 303
Antocianos 256 Pigmentacgdo do vermelho
até o azul
Chalconas 197 Pigmentacdo amarela
Auronas 29 Pigmentacdo amarela
Di-hidroflavonodis 110 Estéo presentes
frequentemente em tecido
de madeiras
Flavanonas 319 Podem apresentar sabor
amargo
Di-hidrochalconas 71 Podem apresentar sabor
amargo
Flavanas, 309 Substancias

leucoantocianidinas
e protoancianidinas

adstringentes

Isoflavonoides 630 Propriedades
estrogénicas e/ou
antifangicas
Neoflavonoides 70
Biflavonoides 134 Propriedades antifingicas
Outras estruturas 100

Os flavonoides séao classificados em varios subtipos, sendo que a sua rota

biossintética esta esquematizada na préxima pagina (Fig. 4):
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Figura 4: Biossintese de flavonoides. Adaptada de DEWICK (2009).
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Muitas técnicas de extracdo podem ser utilizadas para se obter extratos
de plantas, principalmente constituidos por compostos fendlicos como o0s
flavonoides.

Os métodos extrativos mais utilizados s&o: maceracdo, infusao,
percolacdo, decoccao, extracao continua quente (Soxhlet), extragcdo em contra-
corrente, extracdo assistida por microondas, ultra-som, fluido supercritico e
turbdlise. Além dos métodos extrativos, sdo diversos os fatores que influenciam
na extracao, como a parte do material vegetal utilizada, a origem deste, o grau
de processamento, o tamanho da particula, o solvente utilizado, o tempo de
extracdo, temperatura, polaridade e concentracdo do solvente (TIWARI et al.,
2011).

Para extracdo de flavonoides utilizam-se geralmente solventes com
polaridade crescente, utilizando na primeira extracao solvente apolar, para retirar
Oleos, gorduras, esteréis e pigmentos facilitando a extracdo posterior dos
flavonoides. A segunda extracao utiliza-se solvente um pouco mais polar, como
cloroférmio, diclorometano, acetato de etila ou éter etilico, permitindo recuperar
as agliconas livres pouco polares, tais como flavonas, flavondéis, flavanonas, di-
hidroflavondis, isoflavonas e outras agliconas com alto grau de metilacédo.
Aumentando a polaridade do solvente (acetona, metanol, agua) se extraem as
agliconas poli-hidroxiladas, flavonas e flavondis mais polares, auronas,
chalconas. Finalmente, a extracdo com agua quente arrastara os heterosideos
mais polares, tais como os poliglicosideos, flavonodibis, catequinas e
procianidinas, e os aclucares. Em meio acido podem-se extrair antocianinas e
antocianidinas (SIMOES et al., 2000).

Para separacao de agliconas e heterosideos uma alternativa € a extragédo
em funil de separagédo utilizando primeiramente um solvente de menor
polaridade, para separacéo das agliconas e, na sequéncia, extrair com solvente

de maior polaridade para obtenc&o de heterosideos (SIMOES et al., 2000).

Muitas técnicas podem ser empregadas para identificacdo e separacao
de flavonoides, tais como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ,
eletroforese capilar (EC), espectrometria UV-Visivel, cromatografia em camada

delgada (CCD), entre outras.
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A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método rapido e versatil,
de separacdo de substancias em misturas através da migracdo diferencial das
mesmas, no qual a amostra interage com duas fases: uma estacionaria e outra
mével (COLLINS, BRAGA e BONATTO, 1990).

A cromatografia em coluna € uma técnica bastante empregada no
isolamento de produtos naturais e purificacdo de produtos de reacdes quimicas.
A fase estacionéria pode ser de poliamida, celulose, silica-gel e os varios tipos
de Sephadex (COLLINS, BRAGA e BONATTO, 1990; ANDERSEN e
MARKHAM, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € muito utilizada e
bastante eficiente na separacao de flavonoides, mesmo em misturas complexas
(COLLINS, BRAGA e BONATTO, 1990).

O detector UV-Visivel € o mais usado em CLAE para as analises de
flavonoides, principalmente pelo fato destes compostos apresentarem duas
bandas de absorcdo bem caracteristicas no UV (YAO et al., 2004). Os espectros
em metanol de flavonas e flavonois exibem dois picos de absor¢do maximos
entre 240-400nm. Considera-se que a Banda | estd associada a absorcao devido
ao sistema cinamoil do anel B, e a Banda Il com absor¢ao envolvendo o sistema
benzoil do anel A (MABRY et al., 1970).

O CLAE pode estar acoplado a espectrometria de massas (Mass
Spectrometry - MS), CLAE-MS, sendo um dos métodos mais sensiveis de
analise molecular, uma vez que devido ao seu poder de separacdo por massas,
€ possivel obter uma alta seletividade na analise (ANDERSEN e MARKHAM,
2006).

3.5. Atividade antioxidante

Os radicais de oxigénio e o anion superoxido possuem papel importante
nas reacdes do corpo humano. Contudo, se houver excesso na producédo de

radicais de oxigénio durante os processos patofisioldgicos ou devido a fatores
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ambientais adversos e ndo existirem antioxidantes disponiveis in vivo, podem

ocorrer doencgas e danos profundos em tecidos (MOLYNEUX, 2004).

Os flavonoides e outros derivados fenodlicos sdo conhecidos por atuarem
na captura e neutralizacédo de espécies oxidantes como anion superéxido (0?%),
radical hidroxila ou radical perdxido, atuando por sinergismo com outros
antioxidantes como vitaminas C e E. Alguns flavonoides sao capazes de se ligar
a ions metalicos, impedindo-os de atuarem como catalizadores na producédo de
radicais livres. Esta atividade € o resultado de um conjunto de propriedades, tais
como atividade quelante de ferro, atividade sequestrante de radicais livres,
inibicdo das enzimas cicloxigenase, lipoxigenase, NADPH-oxidase, xantina-
oxidase e fosfolipase, e estimulacdo de enzimas com atividade antioxidante
como a catalase e a superoxido-dismutase. Assim, os flavonoides podem
interferir nas reacdes de propagacao e formacéo de radicais livres (TRUEBA e
SANCHEZ, 2001). Sendo considerado um importante grupo antioxidante capaz

de atuar no tratamento de doencas crénicas como aterosclerose e cancer.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material vegetal e obtencao do extrato

Foram coletadas folhas de H. lupulus em uma éarea de cultivo para a
producdo cervejeira localizada no bairro do Gamarra em Baependi - MG, em
seguida foi confeccionada a exsicata e depositada no herbario Professor José
Badini, DEBIO/ICEB/UFOP, sob o numero de identificacdo OUPR 29768. A
identificacdo da espécie foi realizada pelo Prof. Dr. Gustavo Henrique Bianco de

Souza.

As folhas coletadas foram previamente secas em estufa de ar circulante
Nova Etica® a 40°C, e posteriormente levadas & moagem em moinho de facas
Manesco e Ranieri® LTDA; modelo MR 340, obtendo-se 119,5¢g. Apds a pesagem
foram submetidas a extracdo em ultrassom Unique® Ultra Cleaner 1600
utilizando o solvente etanol Alfatec® em ciclos de 30 minutos até a completa
extracdo. Ao final de cada ciclo o solvente foi recuperado em rotaevaporador
Fisatom®, sob presséo reduzida a 40°C. Ao final do processo extrativo, reuniu-
se as fracOes e, apis secagem em dessecador o material foi pesado para célculo
do rendimento. Em seguida, 10,399 do extrato foi submetido a uma particdo com
hexano e metanol:agua para obtencdo das fracbes hexanica (7,10g) e

hidrometandlica (3,279).

4.2. Determinacédo do perfil cromatografico

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi empregada para a
identificagdo dos flavonoides totais no extrato bruto e nas as fracdes
hidrometandlica e hexanica das folhas do Humulus lupulus L., utilizando como
fase estacionéaria a placa de silica gel Carvalhaes® e como fase moével hexano
Impex® e acetato de etila Alphatec® (6:4). As revelaces foram feitas através de
luz ultravioleta (254 e 366 nm) e NP-PEG (WAGNER e BLADT 1997).

A identificacdo do composto de interesse pode ser realizada através da
comparacao com um padrao e do fator de retencdo Rt (COLLINS et al. 1990).

Neste caso foi utilizada a rutina como padréo de comparacao.
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O extrato bruto das folhas do Humulus lupulus L. foi submetido a técnica
CLUE/MSMS para identificacao de flavonoides. A amostra foi filtrada em filtro de
seringa de 0,2um de porosidade e encaminhado para andlise em um
cromatografo liguido UPLC Acquity Waters® acoplado com espectrometro de
massas de captura de elétrons e ionizador quimico a pressao atmosférica
(APCI). A separacao cromatogréfica foi feita em coluna Acquity UPLC® BEH
(1,7um, 50x2mm d.i.) (Waters®). A fase movel utilizada era composta de
agua:acido férmico 0,1% (solvente A) e acetonitrila:acido formico 0,1% (solvente
B), com protocolo de eluicdo 0-11minutos em gradiente linear de 5-95% B. O
fluxo foi 0,3mL/min., e o volume de injecdo da amostra de 4,0uL. Registrou-se o
espectro de UV de 190-450nm.

As andlises em espectrometria de massas foram realizadas com
equipamento operando em modo negativo; voltagem do capilar, 3500 V;
temperatura do capilar, 320°C; voltagem da fonte, 5kV; temperatura do
nebulizador 320°C; corrente elétrica, 5 mA e gas de arraste nitrogénio, com
presséo de 27 psi. As andlises foram realizadas no modo full scan (100-2000 u).
As analises ESI MS/MS foram feitas em um UPLC Acquity Waters®, com hélio
como gas de colisdo, com energia de colisdo de 30eV. A analise em
espectrometro de massas foi feita em um analisador quadrupolo acoplado com
uma fonte de eletronspray no modo negativo. Voltagem do ion spray: -4kV e
voltagem da fenda -60V.

A deteccdo da presenca e identificagcdo de flavonoides no extrato
etandlico bruto de folhas de H. lupulus foi realizada através da avaliacéo
espectral dos principais picos eluidos, sendo selecionados aqueles com bandas

de absorcéo no ultravioleta caracteristicos de flavonoides (MABRY, et al 1970).

O fluxograma da metodologia esta descrito a seguir na figura 5.
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Figura 5: Fluxograma da metodologia de obtencao e analise fitoquimica

do extrato etandlico bruto e fracdes de folhas de Humulus lupulus.

4.3. Determinacao do teor de fendlicos totais

A determinacéo do teor de compostos fendlicos foi realizada de acordo
com metodologia descrita por Bonoli et al. (2004) adaptada, utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocalteu, em microplaca em triplicata. A leitura da
absorbéancia foi realizada em leitor de ELISA a 650nm.

O meétodo Folin-Ciocalteu tem como base a reducdo do acido
fosfomolibdico-fosfotungstico pelos grupos hidroxila dos compostos fendlicos,
que produz um complexo de coloragdo azul, o qual absorve a 650nm. A

intensidade da cor formada esta diretamente correlacionada com o nimero de
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grupos hidroxila ou grupos potencialmente oxidaveis presentes, sendo que as
moléculas reduzidas dao a solucdo uma coloracdo azul, e as ndo reduzidas
produzem a cor amarela. Para que os anions molibdano e tungsofosfato
produzam a oxidacdo é necessario que o grupo fendlico esteja na forma de
fenolato. Para que isso seja possivel, 0 meio deve ser alcalino e, para esse fim,
o carbonato de sodio (Na2COs) é adicionado. Apesar de ser largamente utilizado,
esse método ndo é especifico, ja& que detecta todos os grupos fendlicos
presentes no extrato, incluindo proteinas extraiveis. Além disso, a interferéncia
pela reducéo de substancias como o acido ascorbico pode ser considerada uma
desvantagem (NACZK e SHAHIDI, 2004, com adaptagdes).

Para andlise do teor de fendlicos foram preparadas, em triplicata, a partir
dos extratos bruto e fracdes hexanica e hidrometandlica da folha de H. lupulus,
solucdes diluidas com etanol com a concentracao de 2,5 mg/mL. Para a reacéo
na microplaca, foram adicionados, nos pocos destinados as amostras, 30 pL de
agua destilada, 80 pL de amostra, 10 pL do reagente de Folin-Ciocalteu agitando
suavemente por 1 minutos, por ultimo foram adicionados 40 puL de Na2COs e 40
uL de agua destilada completando o volume do poco. Em seguida foram feitos
brancos para todas as concentracdes, 0s quais eram constituidos somente por
120 pL de agua destilada e 80 pL de amostra. E por fim construida uma curva
padrdao com concentra¢des de 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300 e 350
ug/mL, sendo para isso necessario a adi¢éo de acido galico e agua destilada em
diferentes volumes de modo a obter a concentragdo determinada, finalizando
com a adicao de 10 pL do reagente de Folin-Ciocalteu, 40 pL de Na2COs e 40
ML de agua. O teor de fendlicos totais pOode ser determinado através da
interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo

construida com padrdes de acido galico.
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Figura 6: Microplacas para quatificacdo do teor de fendlicos totais das

folhas de Humulus lupulus.

4.4. Determinacao do teor de flavonoides

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método descrito por
Chang et al. (2002), com algumas modificacdes. A técnica baseia-se na medida
da absorbancia, a 450 nm, no leitor de ELISA do complexo formado entre o
flavonoide e o aluminio do reagente de cor, formando compostos de coloracdo
amarelada. O teor de flavonoides foi calculado a partir da equacado da curva de

calibracao obtida através de dez diluicdes do padrdo de rutina.
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Para analise do teor de flavonoides foram preparadas, em triplicata, a
partir do extrato bruto e frac6es hexanica e hidrometandlica da folha de H.
lupulus, solucdes diluidas com etanol com a concentracao de 2,5 mg/mL. Para
a reacao na microplaca, foram adicionados, nos pocos destinados as amostras,
40 pL de etanol, 100 pL de amostra, 4 pL de AIClIs, 4 pL da solugéo de CHsCOOK
e 52 pL de &gua destilada completando o volume do poco. Em seguida foram
feitos brancos para todas as concentracdes, 0s quais eram constituidos por 100
pL de amostra, 44 pL de etanol, 4 uL CH3COOK e 52 pL de agua destilada. E
por fim construida uma curva padrdo com concentragdes de 2, 5, 10, 1, 20, 25,
30, 35, 40 e 45 pg/mL, sendo para isso necessério a adicdo de rutina e etanol
em diferentes volumes de modo a obter a concentracao determinada, finalizando
com a adicdo de 10 pL do reagente de Folin-Ciocalteu, 40 pL de Na2COs e 40
pUL de adguad pL de AICl3, 4 pL da solucdo de CH3COOK e 52 pL de agua
destilada. O teor de flavonoides totais p6de ser determinado através da
interpolacdo da absorbancia das amostras contra a curva de calibracdo

construida com padrdes de rutina.

 Hex Hex Hex

Figura 7: Microplacas para quatificacdo do teor de flavonoides totais das

folhas de Humulus lupulus.
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4.5. Determinacédo da atividade antioxidante

A determinacéo da atividade antioxidante foi realizada a partir do método
descrito por Rufino et al. (2007), que constitui na transferéncia de elétrons onde,
por acdo de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar, o DPPH que possui
cor purpura é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela,
com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos foi
determinada a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de

radicais livres.

Primeiramente foram preparadas as solu¢fes diluidas em etanol com
concentracdo de 400 pL/mL dos extratos bruto e das fracbes hexanica e

hidrometandlica em baldes volumétricos de 25 mL.

Para a elaboracdo do DPPH, foi preparada uma solucdo de 0,002g de

DPPH, em etanol p.a. utilizando um baldo de 50 mL protegido da luz.

Para determinar a linearidade foi construida a curva padrdo com as
concentracdes 200, 180, 160, 140, 120, 100, 80, 60, 40 e 20 pug/mL, sendo para
isso necessario a adicdo do padrdo rutina e etanol em diferentes volumes de
modo a obter a concentracdo determinada, finalizando com a adicdo de 100
pL/mL de DPPH.

Também foi preparado o branco para todas as concentra¢des, onde os
100 pL/mL de DPPH foram substituidos por etanol. E um controle negativo foi
feito em triplicata pela adicdo de 150 puL/mL etanol e 100 pL/mL da solucéo de
DPPH.

Todas as concentracOes foram realizadas em triplicata. As amostras
foram incubadas por 30 minutos apods a adicdo do DPPH. Na sequéncia foram
feitas as leituras das absorbancias no comprimento de onda de 490nm em leitor
de ELISA. O célculo da porcentagem de atividade antioxidante foi realizado

através da determinacéo de ICso.
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Figura 8: A e B: Microplacas da determinagéo da atividade antioxidante

das folhas de Humulus lupulus.
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5. RESULTADOS

O revelador NP/PEG, sob irradiacdo a 366 nm, permitiu observar na placa
a fluorescéncia de cor amarela presentes no extrato bruto e na fracéo
hidrometandlica conforme a placa 1 na figura 9. O ganho de fluorescéncia apés
a aplicacao do revelador é determinado pelo numero e posicao dos substituintes
dos flavonoides. A cor amarela indica a presenca do grupo OH nas posi¢des 3’
e 4’ (PEREIRA, 2002).

o¢ e

EEB HEX HID

PLACA 1

Figura 9: Analise por CCD do extrato etandlico bruto e fragbes. Eluente:

hexano:acetato de etila (6:4) e revelador: NP/PEG.

O extrato etanodlico bruto foi filtrado e enviado para andlise em

UPLC/MSMS. O espectro full scan estd demonstrado a seguir (Figura 10).
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Figura 10: Cromatograma do extrato etanolico bruto de folhas de Humulus

lupulus L..
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Os tempos de retencao (TR) selecionados para posterior analise foram
2,832, 2,618 e, 2,628 min., devido seus espectros de UV serem caracteristicos
de flavonoides. Segundo SIMOES et al. (2000), os flavonoides possuem
espectros de absorcdo caracteristicos no ultravioleta, determinado pelo nucleo
comum da benzopirona, com dois maximos de absor¢cdo: um ocorrendo entre
240-285 nm (banda 1) e outro entre 300-400 nm (banda ).

O tempo de retengao 2,832 min. foi selecionado devido a presenga de um
espectro UV caracteristico de flavonoides como se pode observar na figura

abaixo.
MM 593 H lupulus 23 10 17
MM 583 H lupulus 23 10 17 3368 (2.832) 2: Diode Array
_215.45804 2.705

222 4604

Bandalll

<

Bandal

Y

351.4604

AU

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 nm
220 240 280 280 300 320 340 360 380 400

Figura 11: Espectro de UV da substancia 1 de TR: 2,832 min do extrato

etandlico bruto de folhas de Humulus lupulus L..
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O espectro de UV demonstrado anteriormente (Figura 11), sugere se
tratar de um flavonol, uma vez que a banda | para flavonois ocorre entre 352-385
nm, segundo SIMOES et al. (2000).

O espectro de massas mostra (Figura 12), devido a fragmentacao, o
flavonol canferol-3-O-rutinosideo. Em sua fragmentacdo ocorre a perda de
acucar, o que caracteriza um flavonoide O-heterosidico. Como sua
fragmentacao foi no modo negativo no espectrometro de massas, e sua m/z foi

593, pode-se concluir que sua massa molecular é 594 g/mol.

MM 593 H lupulus 23 10 17
MM 583 H lupulus 23 10 17 111 (2.832) 1: Daughters of 583ES-
< 2841328 1.97e8
100+
D34 2582
284.0074
N
P24 5080
3
£
25409815
226.0579
2268324
54,8850
V
0 285.0731
285.3858 357 o744
162.8197
057551 Ll’h 221 H " 487.7088
o ll | l l - - - T l T T T T T T T m/z
50 200 250 300 350 400 450 500

Figura 12: Espectro de massas TR: 2,832 min do extrato etandlico bruto

de folhas de Humulus lupulus L..
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A proposta de fragmentacgdo da substancia de m/z 593 esta demonstrada

abaixo:

0]
OH

OH OH

— Férmula quimica: Cy7H;3(O 5
m/z 594,16

OH
0] OH
OHO OH
OH OH
Formula quimica: Cy,H,(Oq
m/z 308

Férmula quimica: C;5HgOgq
m/z 284,03

Férmula quimica: C¢H,4O,
Y m/z: 126,03

z

Z “OH
OH

Férmula quimica: CgHgO5
m/z 164,05 —

Figura 13: Proposta de fragmentacao da substancia 1, com TR: 2,832 min

do extrato etandlico bruto de folhas de Humulus lupulus L..

A substéncia de tempo de retencao 2,618 min. se trata da substancia com

m/z 609, e massa molar 610 g/mol pois sua fragmentacdo ocorreu em modo

negativo no espectrometro de massas.

O espectro UV (Figura 14), é caracteristico de flavonoide do tipo flavonol,

uma vez que a banda | para flavonois ocorre entre 352-385 nm, segundo

SIMOES et al. (2000).
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Figura 14: Espectro de UV da substancia 2, com TR: 2,618 min do extrato

etandlico bruto das folhas de Humulus lupulus L..
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O espectro de massas mostra (Figura 15), devido a fragmentacao, a
Quercetina-3-O-rutinosideo (Rutina). Em sua fragmentacdo ocorre a perda de

acucar, o que caracteriza um flavonoide O-heterosidico.

MM 609 H lupulus 23 10 17
MK4 808 H lupulus 23 10 17 103 (2.828) 1: Daughters of BOBES-
. 3002817 1.80e8
100
200 0764 @
2p0.8510)
271.0808
#
270.054d}
g
255 2150
b
254 0G4 1
253 0588]
1080743 1502281 01 2950 513 4454
|
1511420 226-"3333 301.4278 §06.2712
o — T ‘ll ‘I""Ii ll' T I| L miz
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 BOOD

Figura 15: Espectro de massas TR: 2.618 min do extrato etandlico bruto

de folhas de Humulus lupulus L.
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A proposta de fragmentagdo da substancia de massa 609 m/z esta

demonstrada abaixo:

Férmula quimica: Cy7H3004¢
m/z 609

m/z 309,12

Férmula quimica: C;5H;(O7
m/z 301

Férmula quimica: C,,H,,0,

0 OH
0. _0 OH
HO OH OH
OH

Formula quimica: C,H,,0¢’
m/z 309,12

N

Y

|

OH O

Foérmula quimica: C;H¢0,
m/z: 154,03

N

Férmula quimica: Cy7H3004¢
m/z 299

OH
OH

z
D
6]

Foérmula quimica: CgHgO5
m/z 151

Figura 16: Proposta de fragmentacéo substancia 2, com TR: 2,618 min da

fracdo do extrato bruto da folhas do Humulus lupulus L.
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A substancia 3 € aquela com TR 2,628 min e razdo m/z 739 g/mol. Seu

espectro de UV é demonstrado abaixo (Figura 13):

MM 739 H lupulus 06 11 17

MM 738 H lupulus 08 11 17 3155 (2.828) 2: Diode Array
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Figura 17: Espectro de UV da substancia 3, com TR: 2,628 min do extrato

etandlico bruto das folhas de Humulus lupulus L.
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O espectro de UV da substancia 3, m/z 739 demonstra que pode se tratar
de uma flavona, uma vez que a banda | para flavonas ocorre entre 304-350 nm,
segundo SIMOES et al. (2000).

No espectro de massas da substancia 3 (Figura 18) é possivel observar
que se trata de um O-heterosideo denominado Caempferol-3-O-robinosideo-7-
raminosideo, devido a suas fragmentacBes caracteristicas, como perda de
molécula de aclUcar. Como sua fragmentacdo foi no modo negativo no
espectrometro de massas, e sua m/z foi 739, pode-se concluir que sua massa

molecular € 740 g/mol.

MM 739 H lupulus 06 11 17

MM 738 H lupulus 06 11 17 105 (2.879) 1: Daughters of T3IBES-
284 3400 2.52e0

100+
25840245, @

2837021
*
283 5124
L 7380314
24 6738
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= 5 |==s1004 735,282
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151-353€| \ J 311.09344 574.0280 733.1104 7405022
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[=]
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Figura 18: Espectro de massas TR: 2,628 min do extrato etandlico bruto

de folhas de Humulus lupulus L.
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A proposta de fragmentagdo da substédncia de massa m/z 740 esta

demonstrada abaixo:

HsC _O_ _O
HOI(\EOH
OH

HsC O _O

OH

HO OH
OH

Formula quimica: C33Hy009
- m/z 739

OH
0]
®
HiC O HsC._O0._O o
H
HO OH HOI|/\[OH °
Formula quimica: C¢H,,0," Formula quimica:: C,,H,,0q
m/z 147,07 m/z 310,13

0
|
OH O
HO Formula quimica: C;H,0,%
m/z: 136,02

NI

Férmula quimica: CsHgOg¢
m/z 283 —

OH

OH

Férmula quimica: CgHgO5%"
m/z 152,05

Figura 19: Proposta de fragmentacéo substancia 3, com TR: 2.628 min da

fragcdo do extrato bruto da folhas do Humulus lupulus L.
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7.2. Determinacao do teor de fendlicos totais

Para a quantificacdo dos fendlicos utilizou-se os valores de absorbancia
encontrados para as diferentes concentracdes do padréo de 4cido galico para a
construcdo da curva analitica. A equacao encontrada foi Y= 0,0063x + 0,1277
tendo R2 = 0,9978. A patrtir disso o valor de concetracdo média para o extrato
etandlico bruto foi 75,4053 + 8,04 mg EAG/g de amostra, para hidrometandlica

91,8497 + 7,29 mg EAG/g de amostra e para fracdo hexanica nao foi significativo.

Teor de Fendlicos H. lupulus

Absorbanc i
4
\

50 100 150 200 250 300 350
Concentragdo pg/mL
Figura 20: Gréfico - Curva analitica de acido galico para determinacéo do
teor de fendlicos no extrato etandlico bruto e frac6es hexanica e hidrometandlica

das folhas de Humulus lupulus L.

7.3. Determinacgéo do teor de flavonoides totais

Para a quantificacédo dos flavonodides utilizou-se os valores de absorbancia
encontrados para as diferentes concentragdes do padrédo de rutina para a
construgdo da curva analitica. A equagéo encontrada foi Y= 0,0094x + 0,0383,
tendo R2 = 0,9884. A partir disso o valor de concetracdo média para o extrato
etandlico bruto foi 0,96596 + 0,12 mg ER/g de amostra, para hidrometandlica

4,6712 + 0,67 mg ER/ g de amostra e para fracdo hexanica nao foi significativo.
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Figura 21: Grafico - Curva analitica de rutina para determinacao do teor
de flavonoides no extrato etandlico bruto e fracdes hexanica e hidrometandlica

das folhas de Humulus lupulus L..

7.4. Determinacao da atividade antioxidante

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos constituintes do extrato
etandlico bruto e fracdes da folha de H. lupulus em capturar radicais livres
(DPPH) foi realizada andlise da solucdo destes com DPPH. Os resultados foram
expressos em percentagem de inibicdo de oxidacao, ou seja, a porcentagem de
atividade antioxidante € correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua
atividade antioxidante (AA%) (ALVES et al., 2007).

Com os valores obtidos foi construido um grafico de porcentagem (%) de
inibicdo X concentracdo em pg/mL. Para o célculo do ICsofoi utilizada a equacao
da reta, substituindo o valor de y por 50 para obtencdo da concentracdo da

amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.

A correlagdo entre a porcentagem de inibicdo e a concentracdo do extrato
bruto resultou em um gréafico com equacéo da reta Y= 0,3870x + 9,1316 e R°=
0,932, o que forneceu um ICso de 105,60ug/mL, que € a concentragdo de extrato

necessaria para reduzir em 50% a acéo oxidante do DPPH.
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+ 10,817 e R?2 = 10,9252, o que forneceu um ICso de 126,72ug/mL.

Para a fracdo hidrometandlica a equacéo da reta resultante foi Y= 0,3092x

A equacao resultante da fragdo hexanica foi Y = 0,0705x + 2,3623 e R2 =

0,9057, o que forneceu um de ICso= 675,71pg/mL.
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Figura 22: Gréafico - Curva analitica de DPPH para quantificacdo do 1Cso

do extrato bruto e frag6es hexanica e hidrometandlica das folhas de Humulus

lupulus L..
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6. DISCUSSAO

Segundo ANDERSEN e MARKHAM (2006), os flavonoides de menor
polaridade, como isoflavonas, flavanonas, flavonas metiladas e flavonadis, séo
extraidos com cloroférmio, diclorometano, éter dietilico ou acetato de etila,
enquanto que flavonoides glicosilados e agliconas de maior polaridade sao
extraidos com alcoois ou com misturas de alcool-agua. Na extracdo, o solvente
€ escolhido segundo a subclasse de flavonoide pesquisada. Sendo assim, os
flavonoides foram encontrados no extrato bruto e na fracdo hidrometandlica
devido a sua polaridade. A fracdo hexanica, por possuir baixa polaridade n&o
permitiu a extracdo dessa classe de metabdlitos secundarios, isso péde ser
observado pela revelacédo da placa cromatografica com NP/PEG sob irradiacéo
da luz UV.

O NP/PEG permite a identificacdo de flavonoides (WAGNER e BLADT,
1997). O ganho de fluorescéncia apo6s a aplicacdo do revelador € determinado
pelo numero e posicao dos substituintes dos flavonoides. A cor amarela indica a

presenca do grupo OH nas posicoes 3’ e 4’ (PEREIRA, 2002).

Os flavonoides mais comumente identificados em H. lupulus, sobretudo
em seus cones, sao chalconas e flavonoides glicosilados, como caempferol,
quercetina, quercitrina e rutina (SAGESSER & DEINZER, 1996). Flavonoides
prenilados também foram identificados nos cones do lupulo, dando destaque a
chalcona xanthohumol (cerca de 1% do peso seco) (STEVENS et al., 1999), que
pode ser convertida em isoxanthohumol, em decorréncia de reacdes de
isomerizacdo em consequéncia do tratamento térmico aplicado durante o
processo de fervura empregado na fabricacéo da cerveja (STEVENS et al., 1998,
1999). Outras chalconas ocorrem em menor propor¢cdo, como xanthogalenol,
mas também sofre isomerizacdo formando sua flavanona correspondente
(STEVENS et al., 2000).

Nesse trabalho, os flavonoides encontrados foram Caempferol-3-O-
rutinosideo, Quercetina-3-O-rutinosideo (Rutina), Caempferol-3-O-robinosideo-

7-raminosideo, que coincidem com os descritos na literatura.
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Em um estudo fitoquimico realizado anteriormente (PROESTOS, 2006) foi
encontrado um teor de fendlicos de 2,9 + 0.1 mg EAG/g de amostra nas folhas

de Humulus lupulus. Valores inferiores aos encontrados no presente estudo.

Tem sido demonstrado que as diferentes cultivares, ambientes,
parametros agro-técnicos podem afetar o acumulo de compostos fendlicos em
plantas de lapulo (CEH™ et al., 2007), o que explica a diferenca de resultado

encontrada.

No mesmo estudo, nao foi detectado teores de flavonoides utilizando a

rutina como padréo.

Ja no estudo feito por ARSENE (2015), o teor de flavonoides foi realizado
utilizando as flores do Humulus lupulus, coletados em campos do sul da
Romeénia. O valor encontrado foi de 26.46 + 2.03 mg ER/g de amostra, valores
superiores que 0s encontrados nesse estudo, o que pode ser explicado devido
ao fato de que os flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes
daqueles presentes nas flores, nos caules ou ramos, raizes ou frutos. O mesmo
composto ainda pode ocorrer em diferentes concentracdes, dependendo do

6rgéo vegetal que se encontra (SIMOES et al., 2000).

Nos estudos de ABRAM (2007), onde foi realizada a atividade
antioxidante pelo método de reducdo do radical DPPH das folhas de dois
cultivares de Humulus lupulus, foi possivel verificar uma maior atividade
antioxidante (ICso de aproximadamente 0,020 mg/ml) do que as encontradas no

presente estudo.

Sabe-se que 0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante dos
vegetais, geralmente sdo provenientes do metabolismo secundario, que é
responsavel pelas relacbes ecoldgicas, adaptacdo e pelos mecanismos de
defesa da planta, e que esses metabdlitos podem ser mais produzidos em
condi¢cbes de estresse (SOUZA, 2013). Portanto, esse resultado poderia ser
justificado pela diferenca da época em que as folhas foram coletadas, tempo de
vida da planta, variacbes climaticas, de solo e diferentes técnicas agricolas
aplicadas. Lembrando que o lupulo tem uma adaptacéo dificil ao clima brasileiro,

por necessitar de baixas temperaturas e de um tempo de exposicéo a luz variado
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(EBY, 2011), oscilando entre nove e quatorze horas diarias, o que também nao

ocorre no territério brasileiro.
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7. CONCLUSAO

Com base no estudo fitoquimico, foi detectada a presenca de compostos
fendlicos e flavonoides, sendo identificado flavonoides caracteristicos:
Caempferol-3-O-rutinosideo, Quercetina-3-O-rutinosideo (Rutina) e
Caempferol-3-O-robinosideo-7-raminosideo. Nesse sentido, a quantificacéo
desses compostos e a andlise de sua capacidade antioxidante, trouxe
informacdes acerca das possiveis atividades das folhas de Humulus lupulus, em
valores considerados satisfatorios, levando em conta que a planta em questao
possui dificil adaptacdo em territério brasileiro. Portanto, pode-se concluir que as
folnas de ldpulo produzidas no Brasil possuem teores significativos de
compostos fendlicos e flavonoides, podendo ser utilizada também par a
obtencdo de moléculas biologicamente ativas; isso pode agregar valor as folhas
do Humulus lupulus, uma vez que grande parte dela é descartada apds a colheita

dos cones do lupulo.
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