UNIVERSIDADE FEDERAL DE JUIZ DE FORA
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS

DEPARTAMENTO DE QUIMICA

Lucas Mattos Duarte

Desenvolvimento de métodos analiticos por técnicas de eletromigracao,
cromatogréficas e espectroscopicas para deteccdo e determinacdo de a e B-acidos,

terpenos e acidos graxos em amostras comerciais de Lupulo (Humulus lupulus L.)

Juiz de Fora

2018



Lucas Mattos Duarte

Desenvolvimento de métodos analiticos por técnicas de eletromigracao,
cromatograficas e espectroscopicas para detec¢io e determinacio de a e B-acidos,

terpenos e acidos graxos em amostras comerciais de Lupulo (Humulus lupulus L.)

Tese apresentada ao Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora
como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Doutor em

Quimica

Orientador: Prof. Dr. Marcone Augusto Leal de Oliveira

Juiz de Fora

2018



Ficha catalografica elaborada através do programa de geracao
automatica da Biblioteca Universitaria da UFJF,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Duarte, Lucas Mattos.

Desenvolvimento de métodos analiticos por técnicas de
eletromigracao, cromatograficas e espectroscopicas para deteccdo e
determinacdo de a e B-acidos, terpenos e acidos graxos em
amostras comerciais de Lupulo (Humulus lupulus L.) / Lucas Mattos
Duarte. - 2018.

163 p. [l

Orientador: Marcone Augusto Leal de Oliveira

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Juiz de Fora,
Instituto de Ciéncias Exatas. Programa de Pds-Graduagdo em
Quimica, 2018.

1. Lupulo. 2. a e B-acidos. 3. Terpenos. 4. Acidos Graxos. 5.
Eletroforese Capilar. |. Oliveira, Marcone Augusto Leal de, orient. Il.
Titulo.




Agradecimentos

A Deus, que por sua infinita graca tem me proporcionado muito mais do que
merego, por ter me sustentado nos momentos dificeis e por sempre estar atento as
minhas oracdes. Agradeco a Deus por ter aberto meus olhos para a vida que vale a pena

ser vivida.

Agradeco a minha familia, meu local de conforto, renovagdo de forcas e motivo
de inspiracdo a fim de continuar a caminhada e galgar postos sempre maiores. Em
especial a minha mée (S6nia) que sempre sonhou com um futuro de dedicacdo aos
estudos e que com muito esforco conseguiu me convencer que era 0 melhor caminho.
Eu devo tudo a vocé mée e atribuo grande parte dessa conquista a sua pessoa. Ao meu
pai (Romeu), que sempre cuidou de n6s com maestria e muito amor. Observar seu
carater, sua moral e sua dedicacao a familia tem sido os maiores exemplos para forjar a
minha personalidade. A minha amada irma Bibi (Gabriela), que com seu jeito peculiar e

inspirador me motivam a avancar na caminhada e chegar sempre mais longe.

Em especial e com muito amor & minha esposa (Giovanna), que passou a fazer
parte de minha vida no curso do doutoramento e se tornou minha melhor companhia.
Obrigado por toda dedicacdo ao nosso casamento, por ser essa maravilhosa amiga e
esposa, por compreender os momentos dificeis de dedicacdo aos estudos e por me

motivar a continuar. Te amo eternamente!

A nova familia que Deus me presentou (Marcio, Gil e Luma), me
proporcionando ser filho, irmdo e amigo pela segunda vez. Obrigado por todas
conversas, conselhos, risadas e por toda dedicacdo sem medidas a minha pessoa. VVocés
sdo fantasticos!

Ao meu querido, amigo, padrinho e orientador Prof. Dr. Marcone A. L. de
Oliveira pela amizade, parceira e pelas inimeras discussdes (cientificas ou ndo) que me
trouxeram enorme crescimento profissional e pessoal. Sua generosidade, paciéncia e

diligéncia me inspiram. Obrigado por todas oportunidades e puxdes de orelhal

A todos os amigos que fiz no GQAQ ao longo dos ultimos seis anos. Seria
impossivel realizar tudo que fiz e aprender tudo que aprendi se ndo fosse pela
contribuicdo de todos os GQAQuianos. Em especial, agradeco ao Luiz Henrique que

vem me ajudando nos trabalhos experimentais e discussdes cientificas, bem como a



Tatiane Amorim por toda ajuda e parceria, especialmente no ultimo ano, o que tem

resultado em varios trabalhos.

Agradeco a todos os amigos que fiz na UFJF ao longo desses aproximadamente
10 anos de graduacdo, mestrado e doutorado, incluindo colegas de turma, técnicos e
professores. Em especial agradeco a amiga e madrinha Leandra, que sempre esteve ao

meu lado. Também agradeco o técnico Fernando pela amizade e dedicagéo.

Agradeco ao Prof. Dr. Alexandre Amaral Leitdo pela primeira oportunidade na
vida cientifica, quando eu ainda era aluno de graduacdo e me encontrava desmotivado
com a area académica. Em especial ao Dr. Ary Rodrigues Ferreira Junior, que muito me
inspirou no inicio da caminhada, me ensinando sobre a seriedade e o rigor cientifico que

se deve adotar nos trabalhos.

Agradeco ao empresario Bruno Muller, que sempre me forneceu por doacédo as
muitas amostras de lpulo para realizacdo desse trabalho. Se nédo fosse sua contribuicao
seria impossivel realizar esse projeto. Agradeco também por ter confiado a mim e ao
Prof. Marcone a oportunidade de contribuir para seu TCC.

Agradeco ao Prof. Dr. Keyller Borges (UFSJ) por abrir as portas de seu
laboratério e permitir que eu tivesse acesso irrestrito as suas dependéncias para
utilizacdo do equipamento de eletroforese capilar enquanto 0 nosso se encontrava fora
de operacdo. O trabalho publicado que endossa a defesa dessa tese foi executado

durante uma semana de missao em seu laboratorio.

Agradeco ao Prof. Dr. Richard M. Grazul por todos ensinamentos envolvendo
preparos de amostra e GC-MS, pela oportunidade de envolvimento em varios trabalhos

e pelas conversas cientificas, principalmente pela maioria delas ser em inglés.

Agradeco a todos os pesquisadores envolvidos nos trabalhos de colaboracdo em

que tive a oportunidade de participar até o presente momento.



“O coragao do homem considera o seu caminho, mas 0 SENHOR Ihe dirige 0s passos”

(Biblia Sagrada, Pv 16:9)



RESUMO

O Ildpulo (Humulus lupulus L.) é uma planta complexa em sua composi¢cdo quimica,
tendo sua principal aplicacdo na indlstria cervejeira. Nesse trabalho, foram
desenvolvidas metodologias para o estudo dos principais metabdlitos que desempenham
importantes papéis no processo de producédo de cervejas. Os a-acidos sdo precursores do
amargor caracteristico da cerveja, enquanto que o0s p-acidos apresentam acao
bacteriostatica. Primeiramente, foi otimizada uma metodologia considerando a etapa de
extracdo e analise por eletroforese capilar de zona com deteccdo no ultravioleta, onde
foi possivel separar e identificar quatro o e B-acidos. A partir do perfil eletroforético de
diferentes variedades de lapulo, foi possivel classificar lGpulos arométicos e de amargor
sem a utilizacdo de padrbes analiticos, empregando analise de componentes principais.
Em uma segunda etapa, foi otimizado um método por cromatografia eletrocinética
micelar modificada com ciclodextrina e deteccdo no ultravioleta, empregando
abordagens uni e multivariada, para a separacao completa dos isdmeros e homologos de
a e B-acidos, apresentando tempo de separagdo de 7,8 minutos. O segundo metabdlito
estudado foi a classe dos terpenos. O O&leo essencial do lapulo é composto
majoritariamente por esses compostos, 0s quais Sao responsaveis pela aromatizacdo das
cervejas. Eles foram identificados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas, sendo empregado um simples método de preparo de amostras por extracao
direta com solvente assistida por ultrassom. Dezoito terpenos, entre mono e
sesquiterpenos, foram identificados. Os diferentes teores desses terpenos foram
utilizados para modelagem quimiométrica por analise de componentes principais e de
clusters, o que permitiu a classificacdo de diferentes variedades de lUpulos, podendo
diferencia-los em lapulos de aroma, amargor ou de duplo propdsito. Por fim, os acidos
graxos foram estudados no lGpulo. Esses compostos tem seu estudo mais negligenciado
em ldpulos quando comparado com os metabdlitos descritos anteriormente. Eles
desempenham importantes papéis no processo de producdo, como na etapa de
fermentagdo, no entanto, eles podem contribuir para geracdo de sabores indesejaveis na
cerveja. Diferentes metodologias analiticas foram desenvolvidas para determinacdo dos
acidos graxos em lupulos. Quatorze ésteres de acidos graxos foram determinados em
trinta amostras de lupulo por cromatografia gasosa com detec¢do por ionizagdo em
chama apds a otimizacdo das etapas de extracdo lipidica, empregando o método de

Folch e Stanley e da reacdo de transesterificacdo via catalise basica. Para esses mesmos



lUpulos foi proposto a construcdo de modelos de calibragdo multivariada por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear para o nicleo de hidrogénio associada
a regressao por minimos quadrados parciais com e sem selecdo de varidveis para a
determinacéo dos acidos graxos C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 e C22:2. Os
resultados evidenciaram a complexidade da matriz, no entanto a abordagem é vista
como promissora. Adicionalmente, foi proposta uma abordagem para determinacdo dos
acidos graxos C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 em lupulos por eletroforese capilar de zona
com deteccdo indireta no ultravioleta. O preparo de amostras foi otimizado pela reacédo
de saponificacdo direta das amostras e 0 método foi adequadamente validado levando
em consideracao os principais parametros de validacao, tais como: linearidade, preciséo,
exatidao, limites de deteccdo e quantificacdo e seletividade.

Palavras-chave: Llpulo. a ¢ B-acidos. Terpenos. Acidos Graxos. Eletroforese Capilar.

Cromatografia Gasosa. Quimiometria.



ABSTRACT

Hop (Humulus lupulus L.) is a plant with a complex chemistry composition and the
main hop application relies on brewing industry. In this work methodologies were
developed to study the main hop metabolites that plays important roles in brewing
process. The a-acids are precursors of the characteristic beer bitterness, the p-acids have
bacteriostatic effects. Firstly, a methodology was optimized considering the extraction
step followed by capillary zone electrophoresis analysis with ultraviolet detection,
which enabled the separation and identification of four o and B-acids. From the
electrophoretic profile of the different hop varieties, it was possible to classify aromatic
and bitter hops without the use of analytical standards by employing principal
component analysis. As a second step, it was optimized a method by cyclodextrin-
modified micellar electrokinetic chromatography with ultraviolet detection, considering
uni and multivariate approaches, to completely separate isomers and homologues of a
and B-acids compounds, which occurred in a separation time of 7.8 minutes. The second
metabolite studied was the terpene class. The hop essential oil is essentially formed by
these compounds, which are responsible for beer aroma. They were identified by gas
chromatography coupled to mass spectrometry, being employed a simple sample
preparation by using a direct solvent extraction assisted by ultrasound. Eighteen
terpenes, considering mono and sesquiterpenes, were identified. The different contents
of thirteen terpenes were used to perform the chemometric modeling by principal
component analysis and cluster analysis, which enabled the classification of different
hop varieties, making possible differentiate aroma, bitter and dual purpose hops.
Finally, fatty acids in hops were studied. These compounds are neglected in hops when
compared to the aforementioned metabolites. They play important roles in brewing, as
in fermentation step, however they may contributes to off flavors in beer. Different
analytical methodologies were developed to determine fatty acids in hops. Fourteen
fatty acids methyl esters were determined in thirty hop samples by gas chromatography
with flame ionization detector after the lipid extraction carried out employing Folch and
Stanley procedure and a base-catalyzed transesterification reaction. To the same hop
sample, it was proposed the building of multivariate calibration models by proton
nuclear magnetic resonance in association with partial least squares regression, with and
without variable selection, to determine the fatty acids C16:0, C18:0, C18:1, C18:2,
C20:1, C20:2 and C22:2. The results showed the matrix complexity, however, the



approach is regarded as promising. Additionally, it was proposed an approach to
determine the fatty acids C16:0, C18:0, C18:1 and C18:2 in hops by capillary zone
electrophoresis with indirect ultraviolet detection. The sample preparation was
optimized considering a direct sample saponification reaction and the method was
properly validated taking into account the main validation parameters, such as: linearity,

precision, accuracy, limits of detection and quantification and selectivity.

Keywords: Hop. a and B-acids. Terpenes. Fatty Acids. Capillary Electrophoresis. Gas

Chromatography. Chemometrics
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1 INTRODUCAO

Humulus lupulus L. é o nome boténico da planta trepadeira dioica popularmente
conhecida como ldpulo. Do ponto de vista taxondmico, o género Humus pertencente a
familia Cannabacea, da ordem das Urticales, mas que em 2003 foi incorporada a ordem
Rosales (VAN CLEEMPUT et al., 2009). Uma curiosidade ¢ que além do género
Humulus, o Unico outro género pertencente a esta familia é a Cannabis, cuja Cannabis
Sativa é a Unica representante (ALMAGUER et al., 2014).

A historia data o aparecimento do lapulo no primeiro século antes de Cristo.
Inicialmente, o lGpulo era utilizado como uma planta de jardim cujo principal objetivo
era de ornamentacdo, mas também se apresentava com finalidades alimenticias, sendo
ingerido como um tipo de aspargo (VERZELE; DE KEUKELEIRE, 1991). No entanto,
somente no século IX iniciou-se o cultivo dessa planta em monastérios, principalmente
para finalidades medicinais (MOIR et al., 2018). Com o passar dos anos, descobriu-se
outros usos para o lupulo, incluindo seu principal destino, a inddstria cervejeira.
Existem vaérias vertentes de discussdo a respeito do primeiro uso do lupulo como aditivo
crucial para a producdo de cerveja, mas pesquisadores datam o ano de 822, quando
monges da Picardia fundaram o cluster de Corbay no norte da Alemanha (VERZELE;
DE KEUKELEIRE, 1991).

O lbpulo é uma comodite em vérias partes do mundo. O cultivo do ldpulo tem
como principal motivo seu extenso uso no processo de producao de cervejas, sendo seu
principal destino a industria cervejeira. Muitos paises cultivam lapulo, principalmente
na Europa, no noroeste dos Estados Unidos da América (EUA), na Australia, na Nova
Zelandia, na Africa do Sul e na China, enquanto que os principais produtores s&o
Alemanha e EUA. A producdo de lapulo € geralmente limitada a regides com latitude
entre 35° e 55° em ambos hemisférios, sendo essa uma planta sensivel a temperatura e a
duracédo do dia para um crescimento 6timo (ROSSINI et al., 2016). No Brasil, grande
parte do produto que abastece as empresas que fornecem insumos para a industria

cervejeira é oriundo de importacéo.

A industria cervejeira é o alvo de cerca de 97% de todo cultivo mundial do
lipulo (ALMAGUER et al., 2014). O processo de producdo de cerveja é segmentado e
as etapas sdo as mesmas tanto para as convencionais industrializadas, quanto para as
chamadas artesanais. Os principais ingredientes que levardo ao produto final conhecido
como cerveja sdo: agua, malte, lUpulo e levedura (KUCK, 2008). O lupulo é adicionado
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ao processo na etapa conhecida como fervura do mosto, sendo esse mosto o produto da
interacdo dos grdos malteados secos e triturados com &gua aquecida durante
determinado tempo com temperatura controlada; a etapa de producdo do mosto da-se o
nome de mosturacdo ou brasagem (KUCK, 2008; REINOLD, 2009). Apo6s a adicdo do
lUpulo, no inicio da etapa de fervura, sdo extraidos os principais compostos relacionados
ao aroma e sabor da cerveja (REINOLD, 2009), assim elucidando seu valioso papel na
indUstria cervejeira. Para algumas receitas cervejeiras o lGpulo também pode ser
adicionado no fim da etapa de fervura com o objetivo de produzir cervejas especiais
mais aromatizadas. Os compostos que conferem o aroma e sabor caracteristicos das

cerveja sao metabdlitos secundarios da planta lapulo.

A riqueza e complexidade quimica dessa planta tem atraido a atencdo de muitos
pesquisadores. Muitos compostos encontrados no lupulo, dentre metabdlitos primarios e
secundarios, ja sdo conhecidos. Na Tabela 1 é mostrada a composi¢do béasica do lapulo.
Os compostos responsaveis pelo aroma e sabor amargo da cerveja sao o0s 06leos
essenciais e 0s iso-a-acidos, respectivamente. Durante a etapa de fervura do mosto
cervejeiro com adicdo de lupulo esses compostos sdo extraidos e gerados. No caso do
amargor, 0s iso-a-acidos sdo 0s responsaveis, sendo que Seus precursores, 0S a-acidos,
sdo os compostos presentes no lupulo. Essa transformacdo dos a-acidos a iso-a-acidos
ocorre através de um processo de isomerizacao catalisada por aquecimento (JASKULA;
AERTS; DE COOMAN, 2010; KHATIB et al., 2010). J& o aroma caracteristico é

conferido principalmente pelo 6leo essencial, cuja constituicdo basica sdo terpenos.

Tabela 1: Componentes majoritarios presentes no ltpulo

Majoritarios Concentragdo (% m/m)
Celulose + Lignina 40,0-50,0
Proteinas 15,0
a-Acidos 2,0-17,0
B-Acidos 2,0-10,0
Agua 8,0-12,0
Mineirais 8,0
Polifenois e Taninos 3,0-6,0
Lipideos e Acidos Graxos 1,0-5,0
Oleo 0,5-3,0
Monossacarideos 2,0
Pectina 2,0

Fonte: (EUROPEAN BREWING CONVENTION, 1997)
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E importante destacar que a demanda de producéo de lupulo pode ser vista de
maneira indireta através da produgdo e consumo de cerveja. O Brasil ocupa a terceira
posicdo no ranking mundial de producdo de cerveja (SINDICERV, 2018), produzindo
aproximadamente 14 bilhGes de litros em 2016 (BRASIL, 2017). A indUstria cervejeira
corresponde hoje a cerca de 1,6% do PIB nacional, além de ser um dos setores que mais

empregam no pais, gerando em torno de 2,2 milhGes de empregos (BRASIL, 2017).

Além da indispensabilidade do lapulo na industria cervejeira, outras aplicacfes
sdo encontradas para essa planta, como na medicina (CHADWICK; PAULI;
FARNSWORTH, 2006; MASEK et al., 2014; SCHAEFER et al., 2005; TYRRELL et
al., 2010), em ornamentacdo (DELYSER; KASPER, 1994), culinaria e cosmética
(MOIR et al., 2018).

1.1 METABOLITOS ESTUDADOS

Dentre a rica gama de metabdlitos biosintetizados pelo lupulo, uma classe de
metabolitos primarios e duas classes de metabolitos secundarios foram estudadas com o
viés analitico nesse trabalho. Considerando os metabolitos secundarios, a primeira
classe de compostos avaliada foi a dos acil-floroglucinols prenilados, representados
pelas Humulonas e Lupulonas, popularmente conhecidas como o e [-acidos,
respectivamente (CHADWICK; PAULI; FARNSWORTH, 2006; KAVALIER et al.,
2011). A segunda classe de metabdlitos secundarios foram os terpenos, sendo esses 0s
principais constituintes do Oleo essencial da planta. Por fim, os &cidos graxos (AG),
metabolitos primarios, foram também avaliados no ltpulo. E importante ressaltar que o
interesse em estudar essas classes de compostos no lupulo surge, principalmente, em

decorréncia de seus importantes papéis no processo de producao de cervejas.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Essa tese tem como cerne o desenvolvimento e/ou aplicacdo de métodos
analiticos para identificacdo e/ou quantificacdo de compostos pertencentes as classes o e

[B-acidos, terpenos e AG em diferentes variedades de lupulos comerciais.

2.2 ESPECIFICOS

e Trabalhar com diferentes técnicas analiticas, como a Eletroforese Capilar (sigla
do inglés, CE), as Cromatografias Gasosa com Deteccdo por lonizagcdo em
Chama e acoplada ao Espectrometro de Massas (siglas do inglés, GC-FID e GC-
MS respectivamente), bem como a Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Nuclear (sigla do inglés, NMR);
e Otimizar parametros inerentes as técnicas analiticas utilizadas;
e Avaliar diferentes métodos de extracdo dos analitos a partir do lGpulo;

e Aplicar os métodos desenvolvidos em diferentes variedades de IGpulos

comerciais;

e Avaliar diferentes pré-tratamentos de dados como etapa prévia a modelagem

multivariada;

e Utilizar métodos multivariados como Andlise de Componentes Principais (sigla
do inglés, PCA) e a Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (sigla do inglés,
PLS) para reconhecimento de padrdes e calibracéo, respectivamente.
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3 FUNDAMENTACAOTEORICA
3.1 ELETROFORESE CAPILAR

CE é uma técnica de separacdo, que opera em meio liquido e é baseada na
migracdo diferenciada de ions solvatados, espécies ionizaveis ou neutras, em funcéo de
suas razdes carga/tamanho, quando um campo elétrico da ordem de £kV ¢ aplicado a
uma coluna capilar preenchido internamente com uma solucdo de eletrélito conveniente
(OLIVEIRA et al.,, 2016; TAVARES, 1996). Dentre os varios modos de CE
disponiveis, levando-se em consideracdo as caracteristicas quimicas dos analitos a
serem investigados, foram empregadas a eletroforese capilar de zona (sigla do inglés,
CZE), a cromatografia eletrocinética micelar (sigla do inglés, MEKC) (SIMAS VAZ;
MARTA DE OLIVEIRA; LEAL DE OLIVEIRA, 2015) e a MEKC modificada com
ciclodextrina (sigla do inglés, CD-MEKC) (HIROYUKI; TERABE, 1996). Em MEKC,
por definicdo, é adicionado um surfactante idnico ao eletr6lito em uma concentracao
superior a concentracdo micelar critica (CMC) e entdo micelas sdo formadas. Logo, seja
por MEKC ou por CD-MEKC, os analitos além de terem a diferenca intrinseca de carga
e tamanho que fornece a cada um deles uma mobilidade eletroforética (i), nesses
casos ainda se tem a vantagem da interagdo diferenciada com essas pseudo-fases
estacionarias formadas, seja por uma micela ou por um composto de inclusdo tipo a CD,

0 que pode conferir ao método uma maior seletividade (TERABE, 2009).

3.2 CROMATOGRAFIA GASOSA

Na cromatografia gasosa (sigla do inglés, GC) os componentes de uma amostra
vaporizada se separam como consequéncia da particdo entre uma fase mdvel (FM)
gasosa, que se trata de um gas inerte e uma fase estacionaria (FE) contida em uma
coluna. A eluicdo dos constituintes de uma amostra injetada em um sistema injetor
programado em alta temperatura se da mediante ao fluxo da FM, também chamado de
gas de arraste (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2008). A GC tem um excelente poder de
resolucdo, tornando possivel a separacdo e identificacdo de dezenas de substancias de
uma amostra simultaneamente em uma unica corrida cromatografica. Além disso, essa é
uma técnica de excelente sensibilidade, dependendo do sistema de deteccdo acoplado
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

Dentre uma gama de possibilidades de detectores que podem ser encontrados
nos sistemas de GC, destacam-se o detector por ionizacdo em chama (do inglés, FID —
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flame ionization detector) e a hifenacdo com a técnica de espectrometria de massas (do
inglés, MS — mass spectrometry). O FID é um dos detectores mais amplamente
utilizados em GC, devido principalmente & sua elevada sensibilidade e eficiéncia para
deteccdo de compostos organicos. Esse sistema é baseado na captacdo da corrente
elétrica gerada por ions e elétrons formados apos a aplicagdo de uma diferenca de
potencial nas extremidades de um queimador contendo os efluentes da coluna
cromatogréafica combinados a mistura de gases Ho/Ar. No entanto, o FID s6 permite
detectar os analitos, sendo necessario 0 uso padrdes analiticos para a confirmacgdo dos
compostos de interesse (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001). J& nos sistemas em que
a MS é empregado, é possivel detectar e identificar os compostos com base nos
espectros de massas gerados.

No sistema de GC-MS o fluido que elui da coluna cromatografica carreado pela
FM, agora constituida por gas Hélio, vai direto para uma camara onde ocorre a
ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV). Os compostos séo identificados com base na
relacdo massa-carga (m/z) dos ions gerados em fase gasosa apds passarem por um
seletor de massas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001), sendo o quadrupolo o mais
comum deles. Quando acoplado ao GC, o sistema de MS permite a distincdo de massas
da ordem de 5 a 10 ppm, o que faz com esse sistema seja muito sensivel e amplamente
utilizado para analises de amostras complexas (KITSON; LARSEN; MCEWEN, 1996).

3.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Nesse trabalho foi utilizada a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
para o nicleo de hidrogénio (sigla do inglés, tH NMR — proton nuclear magnetic
resonance). Essa técnica, como outras abordagens espectroscopicas, se baseia na
interacdo entre radiacdo eletromagnética e matéria. Nesse caso, 0s nucleos de
hidrogénio absorvem a energia fornecida por uma radiacdo eletromagnética com
frequéncia na regido de radiofrequéncia quando a amostra é submetida a acdo de um

campo magnético externo.

Apos a aplicacdo do campo magnético externo o movimento de precessdo dos
nacleos de hidrogénio (spin ¥2) comeca a ocorrer com determinada frequéncia angular,
sendo que o vetor do campo magnético gerado nos nucleos de hidrogénio se alinha com

0 vetor do campo magnético aplicado (externo). Assim que o foton com frequéncia
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definida encontra o nucleo de hidrogénio precessando com a mesma frequéncia, ocorre
o fenbmeno de ressonancia (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

No espectrometro pulsado, a amostra € irradiada com pulsos de radiofrequéncia
de alta poténcia sob a acdo do campo magnético externo, o que permite a excitagcdo
simultanea de todos os nucleos de hidrogénio da amostra. Apds o relaxamento, é
produzido o decaimento livre de indugdo no dominio do tempo, este que é convertido
para o dominio da frequéncia pela transformada de Fourier. Os sinais dos hidrogénios
em diferentes ambientes quimicos sdo gerados levando em consideracdo um referencial
interno (normalmente o tetrametilsilano) e a frequéncia de operacdo do equipamento
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

3.4 ABORDAGENS QUIMIOMETRICAS

A quimiometria esta consolidada com suas aplicacGes nos mais diversos campos
da ciéncia. Considerando o contexto de quimica analitica, com a modernizacdo das
técnicas instrumentais e suas utilizacdes para estudos de matrizes complexas, a geragao
de muitos e complexos dados é quase inevitavel, o que torna imprescindivel o emprego

de ferramentas de analise multivariada.

Seja na etapa prévia a aquisicao dos dados, em que no contexto de otimizacao de
um processo deseja-se avaliar a influéncia de uma ou mais varidveis sobre a variavel de
interesse ou numa etapa pos-aquisicdo de dados, em que busca-se avaliar mais de uma
resposta a0 mesmo tempo, a abordagem multivariada é de grande interesse para

quimicos analiticos funcionando como uma importante ferramenta auxiliar.

Nesse trabalho foram empregadas abordagens multivariadas para otimizacéo de
processos como o planejamento de experimentos, para classificacdo de amostras, como
a analise de componentes principais (sigla do inglés, PCA — Principal Component
Analysis) e para quantificagdo como a regressao por minimos quadrados parciais (sigla

do inglés, PLS — Partial Least Squares).

Realizou-se o planejamento experimental tipo Box-Behnken 32 (trés fatores em
trés niveis) com triplicata no ponto central, visto que nesse planejamento sdo realizados
um ndmero menor de ensaios que no fatorial completo, além de permitir a modelagem

por superficie de respostas. Essa abordagem foi empregada para a otimizacdo dos
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parametros instrumentais na otimizacdo de um método por CD-MEKC para a separacao

completa dos isdmeros e homologos dos a e B-acidos.

A PCA foi realizada em mais de uma vertente do trabalho para classificagdo de
lUpulos de diferentes variedades a partir de diferentes informacgdes instrumentais. Na
subsecdo 4.1 foram usados os perfis eletroforéticos dos extratos hidrometandlicos de
lupulo para a construcdo da matriz de dados utilizada na modelagem por PCA, enquanto
que na subsecédo 5.1 foram usadas as concentragdes dos terpenos obtidas por GC-MS
como dados de entrada. A PCA consiste na decomposi¢cdo da matriz de dados originais,
X, em uma soma de novas variaveis chamadas de componentes principais (sigla do
inglés, PC), onde a PC1 detém o maior percentual da variancia explicada considerando
as varidveis originais, seguido da PC2 (ortogonal a PC1l) e assim por diante
(BRERETON, 2003; MASSART et al., 1991). Essa matriz é construida agrupando as
varidveis do sistema nas colunas, onde para o trabalho usando os perfis eletroforéticos
(subsecédo 4.1) as informag0es de sinais referentes a cada incremento de tempo foram
tomadas como variaveis, 0 que gerou uma matriz com 3000 colunas. Ja para o trabalho
com os terpenos (subsecdo 5.1), as informacGes de concentracdo oriundas da GC para
13 terpenos foram tomadas como as variaveis do sistema, 0 que gerou uma matriz muito
menor, com apenas 13 colunas. Na linhas da matriz s&o alocadas as amostras. Logo,
para o trabalho com os a-acidos (subsec¢do 4.1) uma matriz X de ordem 32x3000 (32
amostras e 3000 variaveis) foi utilizada, enquanto que para o trabalho de classificacdo
envolvendo o perfil terpénico (subsecdo 5.1), uma matriz X de ordem 32x13 (32

amostras e 13 variaveis) foi empregada.

A PLS foi utilizada na subsecdo 6.2 para construcdo de modelos de calibragdo
multivariada para determinacdo dos acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico
(C18:1), linoleico (C18:2), eicosandico (C20:1), eicosadiendico (C20:2) e
docosadienoico (C22:2) em lGpulos. Assim como na PCA, na PLS é utilizada uma
matriz X, agora contendo as informagfes do método proposto como alternativo a um
determinado método de referéncia. Se tratando de calibracdo multivariada, normalmente
sdo propostos métodos por espectroscopia, visto que em geral eles ndo sdo destrutivos,
necessitam de uma pequena quantidade de amostras, necessitam de pouco ou nenhum
preparo de amostras e sdo mais rapidos que os de referéncia (ARMENTA;
GARRIGUES; DE LA GUARDIA, 2008). Como na PCA, as amostras sdo agrupadas nas

linhas da matriz X, enquanto que as variaveis ficam nas colunas. Para a construcdo dos
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modelos de calibracdo multivariada para os AG anteriormente citados, a matriz X
apresentou a dimensdo 30x39330. A diferenca do PLS para a PCA é que como o
objetivo é determinar um pardmetro, as informacdes de um método de referéncia séo
necessarias. Nesse caso, as informacdes quantitativas de cada AG foram oriundas da
GC-FID, cujos resultados sdo apresentados na subsecdo 6.1. Como se tratou do método
multivariado conhecido como PLS1, onde cada pardmetro € determinado por um
modelo (Andersson, 2009), as informac6es quantitativas para cada AG foram agrupadas
em um vetor y de dimensdo 30x1. Na PLS tanto a matriz X, quanto a y sdo decompostas
em uma soma de variaveis latentes (sigla do inglés, LV — Latent Variables) e essas duas

matrizes apresentam uma relacdo linear entre si (Wold et al., 2001).

Um ponto a ser destacado é que nem sempre a informacdo oriunda da técnica
instrumental utilizada para lidar com o problema estudado esta apta a ser modelada, por
mais que se tenha tido todo rigor analitico na etapa experimental e tenha sido
empregado um método otimizado. A resposta instrumental consiste da informacao
quimica acrescida de variagOes sistematicas e aleatorias. Isso leva a perturbagdes nos
sinais analiticos, muitas vezes expressos como ruidos, estes que podem influenciar
negativamente na performance da modelagem quimiométricas, visto que os modelos sdo
muito sensiveis as pequenas variacdes de sinais. Nesse sentido, uma etapa conhecida
como pré-processamento dos dados se torna indispensavel para a maioria das aplicacfes
envolvendo dados quimicos para finalidades analiticas, quando abordagens
quimiomeétricas sao empregadas (RINNAN; BERG; ENGELSEN, 2009). Uma atenc¢éo

especial a essa etapa serd dada na subsubsecéo 3.4.1.

3.4.1 Pré-processamento de dados brutos

Trés importantes etapas que devem ser avaliadas suas necessidades previamente
a modelagem quimiométrica propriamente dita sdo: o alinhamento, o ajuste ou corregéo

do sinal analitico e a selegéo de variaveis (discutida na proxima subsecao).

O alinhamento é mandatdrio quando se tem o propdsito de construir modelos
multivariados utilizando alguns tipos de sinais instrumentais, como por exemplo dados
de natureza eletroforética/cromatografica ou de NMR. Quando se trata do
processamento de sinais provenientes de sistemas analiticos de separacdo sabe-se que

deslocamentos nos tempos de retencdo ou migracdo podem ocorrer por diversos fatores

30



controlaveis, como € o caso de mudangas em parametros como temperatura e voltagem,
ou incontrolaveis, isto é, parametros inerentes ao sistema (KARABIBER, 2013).
Mesmo quando se tem todos os pardmetros controlaveis mantidos constantes, variagdes
nos tempos de retencdo ou migracdo de um ou mais analitos acontecem frequentemente
em uma analise de rotina. No caso de dados de NMR, as varia¢es nos sinais podem
ocorrer devido a pequenas mudangas de pH e por conta de interagdes intermoleculares,
principalmente se tratando de matrizes complexas (SAVORANI; TOMASI;
ENGELSEN, 2010).

Alguns métodos de alinhamento sdo encontrados na literatura, como é o caso do
COW (sigla do inglés para Correlation Optimised Warping) (NIELSEN;
CARSTENSEN; SMEDSGAARD, 1998) e do icoshift (sigla do inglés para interval
correlation optimised shifting) (TOMASI; SAVORANI; ENGELSEN, 2011), sendo
esse ultimo o método usado no presente trabalho. O algoritmo icoshift usa uma fungéo
de correcdo linear, que trabalha por partes, com base em um modelo de
insercdo/exclusdo e otimiza a correlagdo cruzada por partes usando um método
chamado de FFT (sigla do inglés para Fast Fourier Transform), que é um algoritmo
inteligente que permite a recursividade definida pelo usuario. O algoritmo nédo depende
de procedimentos automaticos, mas ao invés disso ele é baseado em procedimentos de
segmentacdo basica ou na experiéncia do analista na identificacdo dos picos ou nas

regibes a serem alinhadas.

Outra abordagem de pré-processamento apds o alinhamento é a tentativa de
melhorar o0 ajuste dos dados, cujo objetivo ¢ deixar os dados originais “mais limpos”,
tornando a informacgédo de interesse mais evidente, o que implica em um aumento
notdrio da razdo sinal-ruido (ENGEL et al., 2013). Métodos de suaviza¢do de sinais sdo
interessantes para essa finalidade, estes que tem o principal objetivo de remover ou pelo
menos reduzir os sinais indesejaveis, também conhecidos como artefatos, objetivando
alcangar modelos quimiomeétricos mais eficientes (LEE; LIONG; JEMAIN, 2017). O
método de suavizagcdo de sinal testado nos trabalhos aqui apresentados foi o filtro
derivativo Savitzky-Golay (SG), em que os sinais sdo previamente modelados por
fungbes polinomiais, seguida da aplicacdo do filtro derivativo o que permite a
diminuicdo dos ruidos e correcdo da linha base (SAVITZKY; GOLAY, 1964a)

Centrar os dados na média é o tipo de pre-processamento mais simples e muito

utilizado, este que consiste em apenas subtrair cada variavel (ponto a ponto) da média
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de seu vetor. O autoescalonamento € um método de escalonamento utilizado para
equalizar variaveis, uma vez que estas podem ser encontradas em unidades diferentes ou
até mesmo em consideraveis diferencas de escala. Por exemplo, se tratando de dados
eletroforéticos, apesar dos picos estarem na mesma escala, se houver o interesse de se
utilizar todo o sinal em uma situacdo em que haja uma diferenca discrepante na
intensidade dos picos, equalizar os sinais autoescalonando pode ser uma interessante
estratégia para se trabalhar com os dados, dando o mesmo peso a todas variaveis
(GEMPERLINE, 2006; MONAKHOVA; TSIKIN; MUSHTAKOVA, 2016). Outro
método de escalonamento que também foi testado € o pareto, que matematicamente é
muito semelhante ao autoescalonamento, mas ao invés de usar o desvio padrdo como
fator de escala, o quadrado do desvio padrdo é utilizado (MONAKHOVA; TSIKIN;
MUSHTAKOVA, 2016; VAN DEN BERG et al., 2006).

O método de transformacdo SNV também foi testado (sigla do inglés para
standard normal variate transform), sendo este principalmente usado para dados
espectroscopicos, visto que ele permite corrigir variacbes na linha de base gerados em
decorréncia de efeitos de espalhamento de radiacdo e de diferenca em tamanhos de
particulas (BARNES; DHANOA; LISTER, 1989).

3.4.2 Selecdo de variaveis

A avaliacdo da necessidade de se usar toda a informacdo gerada pela técnica
instrumental utilizada é uma importante etapa do processo de modelagem multivariada.
Muitas vezes, trabalhar com um nimero menor de varidveis é uma estratégia muito
eficiente e essa reducdo pode ser feita basicamente de duas formas: seja por uso de
ferramentas de selecdo de variaveis ou por recortes direcionados do sinal gerado,
realizado pelo analista devido ao conhecimento dos dados (ANDERSEN; BRO, 2010;
BALABIN; SMIRNOV, 2011; MALLI; NATSCHLAGER, 2015). Métodos de selecio
de variaveis sdo mais usuais quando se trabalha com dados espectrais de amostras
complexas e a informacdo de interesse se encontra misturada em meio a muitas outras.
Esses métodos podem ser realizados por uma varredura sistematica (NGRGAARD et
al., 2000a) ao longo de toda informag&o ou podem ser feitos por métodos baseados em
alguma informagé&o prévia do sistema, sendo estes muitas vezes baseados em principios
evolucionistas como € o caso da aplicacdo de algoritmo genético (LEARDI, 2001). Para
o trabalho envolvendo calibragdo multivariada para determinacdo dos AG nos lapulos
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(subsecdo 6.2) foram utilizados os métodos de varredura sistematica por intervalos,
conhecido como iPLS (sigla do inglés para interval PLS) e por sinergismo de intervalos,
conhecido como siPLS (sigla do inglés para, synergism iPLS). Nessas duas abordagens,
a informacdo de entrada (0 conjunto espectral) é segmentada em um numero de
intervalos designado pelo usuério e, entdo, é calculado um modelo PLS em cada um
desses intervalos. O pardmetro de comparagdo dos modelos gerados é a raiz quadrada
do erro quadratico médio de validagdo cruzada (sigla do inglés, RMSECV — root mean

squares error for cross validation).

Por outro lado, também é possivel reduzir os dados de entrada ou selecionar
faixas de trabalho baseando-se no conhecimento da informagéo gerada, como ocorreu
no caso do trabalho envolvendo a aplicacdo de CZE nos extratos hidrometanolicos do
lUpulo para identificagdo dos a-acidos (subsecdo 4.1). Nesse caso, a informacao
eletroforética ¢ por natureza “mais limpa” que uma informagao espectroscopica, visto
que todo desenvolvimento do método eletroforético direciona o resultado para a
informacdo do analito. Sendo assim, selecionar a regido dos picos referentes aos analitos
podem fornecer uma informagdo mais simples de ser tratada quimiometricamente que
pode gerar um modelo de reconhecimento de padrdes com maiores percentuais de
variancia explicada nas componentes principais (do inglés, PCs). Dessa forma, nesse
trabalho foram usadas informacGes de todo eletroferograma e também da regido de
migracdo dos analitos a partir de selecdo direcionada com base no conhecimento do
analista, com o intuito de avaliar os melhores dados para a realizacdo da modelagem

quimomeétrica.
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4  HUMULONAS E LUPULONAS

O valor do lapulo € principalmente atribuido as classes de compostos que levam
ao aroma e sabor caracteristicos da cerveja. O aroma é fornecido pelo dleo essencial da
planta, esse que € basicamente constituido de terpenos. Os acil-floroglucindis
prenilados, mais conhecidos como a e B-acidos, ou também Humulonas e Lupulonas
(CHADWICK; PAULI; FARNSWORTH, 2006; KAVALIER et al., 2011), sdo
metabolitos secundérios biosintetizados na glandula lupulina da planta fémea do lupulo
(ALMAGUER et al., 2014; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015). As

estruturas moleculares dos o ¢ B-acidos sdo mostradas na Figura 1.

Figura 1: Estruturas moleculares dos a ¢ -acidos

/ B-acidos a-acidos \

< Colupulona Cohumulona

R —< >_ Lupulona Humulona
----- Adlupulona Adhumulona
N - -

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os a-acidos sdo formados pela Humulona, Adhumulona e Cohumulona, sendo
esses 0s constituintes mais importantes das resinas. Considerando o processo de
producdo de cerveja, esses compostos sd@o precursores do amargor da cerveja
(ALMAGUER et al., 2014). Durante a etapa de fervura do mosto o lipulo é adicionado
ao processo, 0s a-acidos sdo extraidos e termicamente convertidos a iso-a-acidos por
um processo de isomerizacdo. Os iso-o-acidos s80 0s compostos responsaveis pelo
amargor da cerveja (JASKULA; AERTS; DE COOMAN, 2010; KHATIB et al., 2010).
Os B-acidos também sdo formados por trés compostos, sendo eles a Lupulona a
Adlupulona e a Colupulona. Ao contrario dos a-acidos, os B-acidos ndo contribuem para
0 amargor da cerveja. O processo de isomerizacdo ndo ocorre para as lupulonas por elas

ndo possuirem a porcao a-hidroxicetona no carbono seis (C6) (MOIR et al., 2018), em
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virtude da substituicdo desse grupo por uma prenila a mais (VAN CLEEMPUT et al.,
2009). Em virtude da presenca de um substituinte mais hidrofébico no C6, a
solubilidade dos B-acidos é menor, o que contribui para a auséncia desses compostos na
cerveja. No entanto, essa prenila a mais nos B-acidos conferem a eles uma maior
atividade antimicrobiana (SIRAGUSA et al., 2008; STEENACKERS; DE COOMAN;
DE VOS, 2015). Outra informagdo importante é o pka dos a-acidos, estes variam de 5-
5,5, sendo a cohumulona o composto mais acido dos trés a-acidos (JASKULA-GOIRIS;
GUIDO, 2010).

41 CZE EM ASSOCIACAO COM ABORDAGEM QUIMIOMETRICA PARA
CLASSIFICACAO DO POTENCIAL AMARGOR DE LUPULOS

Existem na literatura varios trabalhos lidando com o desenvolvimento de
métodos para determinacdo de a e p-acidos em ldpulos, principalmente por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (sigla do inglés, HPLC) com deteccdo no
ultravioleta/visivel (CULIK et al., 2009; JASKULA et al., 2007; ROJ et al., 2015;
VERZELE; DYCK; CLAUS, 1980a), por espectrometria de massas (sigla do inglés,
MS) (CESLOVA et al., 2009; HOFTE; HOEVEN, 1998), ou ambos (HASELEU;
INTELMANN; HOFMANN, 2009; KAO; WU, 2013) e, at¢ mesmo, por NMR
(PUSECKER; ALBERT; BAYER, 1999). Alternativamente a HPLC, a CE é uma
interessante técnica analitica para esse tipo de analise devido a sua alta eficiéncia, baixo
tempo de analise e por requerer pequenos volumes de solventes e amostras
(CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003). Também foram encontrados na literatura
estudos que visaram o desenvolvimento de métodos para essa finalidade por CE-UV
(KORNYSOVA et al, 2009), por CE-MS (ARRAEZ-ROMAN et al., 2006;
VILLALBA et al., 2006) e por MEKC com deteccdo no UV (MEKC-UV) (ROYLE et
al., 2001; VINDEVOGEL; SANDRA; VERHAGEN, 1990).

Existem varios tipos de lupulo. Dessa forma, além de desenvolver métodos que
permitam a determinacgdo dos principais compostos, uma classificacdo dessas diferentes
plantas é importante visto que elas sdo utilizadas para diferentes propdsitos
considerando a aromatizagdo e amargor da cerveja. Farag et al. trabalharam com NMR,
ESI(-)-FTICR-MS e LC-MS na tentativa de entender e identificar o perfil dos
metabdlitos do lUpulo a partir de uma anélise fingerprint com auxilio modelagem por
PCA (FARAG et al., 2012). Dois trabalhos mais recentes também envolveram o uso
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PCA para classificagdo, o primeiro usando NMR bidimensional (HMBC -
Heteronuclear Multiple Bond Correlation) (FARAG et al., 2014) e o segundo aplicando
espectroscopia Raman juntamente com NMR (KILLEEN et al., 2017). No entanto, de
acordo com a pesquisa bibliografica realizada, ndo foram encontradas abordagens
envolvendo uma classificacdo do potencial amargor de diferentes variedades IUpulos
utilizando dados oriundos de técnicas de separacdo como dados de entrada para a
modelagem quimiométrica, muito menos considerando dados de CE. Outro importante
ponto dessa parte do trabalho é a investigacdo do pré-processamento do sinal
eletroforético como uma etapa prévia a modelagem quimiométrica. Esse tipo de
abordagem é mais comum de ser encontrado quando CE é aplicada em estudos de
metaboldmica (GARCIA-PEREZ et al., 2008; SZYMANSKA et al., 2007), sendo 0s
métodos de alinhamento para os eletroferogramas os mais discutidos (KOK et al., 2014;
NEVEDOMSKAYA et al., 2009).

Nesse contexto, essa parte do trabalho traz a otimizagdo dos métodos de extracdo
e eletroforético para detec¢do dos a-&cidos no ldpulo a fim de utilizar o perfil
eletroforético caracteristico de cada ltpulo para construir um modelo de reconhecimento
de padrdes que permita classificar diferentes IGpulos de acordo com seu potencial
amargor levando em consideracdo o teor de a-acidos (% a-A). Foi mostrado que 0 uso
de padrdes analiticos ndo foi necessario para a classificacdo, o que torna a abordagem
mais interessante. Para tanto, uma avaliacdo sistematica do pré-processamento de dados
foi feita levando em consideracdo as etapas de alinhamento, correcdo de linha base e

suavizacao de ruidos e selecdo de variaveis.

4.1.1 Parte experimental

4.1.1.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes utilizados foram obtidos em grau analitico. Trabalhou-se
com agua deionizada, sendo essa purificada por um sistema de osmose reversa
(Millipore, Bedford, MA, EUA). Carbonato de amonio foi adquirido da Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, EUA), enquanto que metanol (MeOH), acetona e hidroxido de sédio
(NaOH) da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Uma solucdo estoque de carbonato de
amonio na concentracdo de 320 mmol L foi preparada e estocada a 4 °C e a cada dia
de trabalho foi realizada a diluicdo desta com &gua deionizada para a preparagao do
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eletrolito de corrida constituido de 160 mmol L™ de carbonato de aménio (pH 9). Uma

solugéo estoque de NaOH 1,0 mol L foi preparada para o condicionamento do capilar.

As amostras de lupulo de diferentes variedades (Tabela 2) se encontravam em
pellets, devidamente fechadas sob vacuo e apoOs recebidas foram mantidas em
temperatura de -20 °C até sua utilizacdo para extracdo e analise. Dezesseis amostras
foram preparadas e analisadas em duplicata genuina, o que totalizou trinta e duas
amostras de trabalho. Os resultados instrumentais gerados por essas amostras de
trabalho foram utilizados para a construcdo de modelos de reconhecimento de padréo
ndo-supervisionados. As amostras foram fornecidas pela empresa Muller Emporio do

Malte, localizada na cidade de Juiz de Fora, MG.

Na Tabela 2 sdo mostradas as variedades de Iupulo usadas, juntamente com a
massa de cada duplicata genuina, os percentuais de a-acidos (% a-A), estes que sdo
relacionados com o total de a-4cidos presentes em cada amostra de lupulo. E importante
ressaltar que o % a-A diz respeito ao teor total dos homdlogos e isémeros de a-acidos,
sendo esses: humulona, adhumulona e cohumulona. Lupulos com valores mais elevados
de % o-A apresentam maior potencial de amargor, enquanto que lGpulos com mais
baixos de % a-A podem ser classificados como de aroma ou aromatizantes. Os métodos
mais comuns para obten¢do do teor total de a-&cidos em IlGpulos sdo por
espectrofotometria, por titulacdo condutométrica ou por HPLC (KORNYSOVA et al.,
2009).
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Tabela 2: Amostras de lupulo em pellet com suas respectivas pesagens em duplicata e

seus % a-A
LGpulo m1? (mg) m22 (mg) % a-AP
Tettnang (1 e 2)° 300,4 300,2 2,2
Fuggle (3 e 4) 300,2 300,4 5,0
Nugget (5 e 6) 300,2 300,8 10,5
Columbus (7 e 8) 300,2 300,1 15,3
Galena (9 e 10) 300,1 300,3 12,6
Saaz (11e 12) 300,7 300,4 2,96
Citra (13 e 14) 300,7 300,3 12,6
Amarillo (15 e 16) 300,4 299,9 7,1
E. K. Golding (17 e 18) 300,1 300,4 57
Tradition (19 e 20) 300,5 300,1 3,8
Chinook (21 e 22) 299,9 300,1 10,8
Perle (23 e 24) 300,7 300,1 8,8
S. golding (25 e 26) 300,1 300,8 52
Hersbrucker (27 e 28) 300,7 299,8 2,5
Magnum (29 e 30) 299,9 300,1 12,1
Magnum (31 e 32) 300,5 300,1 12,1

@ my e my sdo as massas da duplicata
b 9% a-A é o percentual de a-acido fornecido pelo fabricante
¢ codigos para identificagdo na analise da PCA

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.1.1.2 Parametros de analise no CE

Mais de um método para analise de a-acidos por CE é reportado na literatura
(CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003; ROYLE et al., 2001; VILLALBA et al., 2006;
VINDEVOGEL; SANDRA; VERHAGEN, 1990). A solucdo de composi¢do do
eletrolito (BGE, sigla do inglés para Background Electrolyte) foi carbonato de aménio a
160 mmol L, pH 9 (VILLALBA et al., 2006) e os demais parametros instrumentais
foram avaliados univariadamente a fim de obter a melhor separacdo dos analitos. As
variaveis pressdo de injecdo no modo hidrodindmico e voltagem foram avaliadas. As

principais modifica¢des nessas duas variaveis sdéo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3: Testes univariados para otimizacdo dos parametros de CZE-UV para

identificacdo dos a-acidos

Teste Parametro Modificacéo

+25 kV
Voltagem +20 kV
+18 kV
50 mbar/5 s
Pressdo de injecao 25 mbar/5 s
20 mbar/5 s

OOl AWDN P

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Outras variaveis instrumentais como temperatura do cartucho e frequéncia de
pontos para construcdo do sinal eletroforético foram mantidas constantes com os valores
25 °C e 2,5 Hz, respectivamente. As corridas eletroforéticas foram realizadas em um
capilar de silica fundida externamente revestido com poliimida (Polymicro, Phoenix,

AZ, EUA) com 50 e 375 um de didmetro interno (i.d.) e externo (0.d.), respectivamente.

Considerando um novo capilar, foi feito um pré-condicionamento aplicando flush com
NaOH 1,0 mol L™ durante 1800 s, seguido de agua deionizada por 600 s e equilibrando
o sistema com BGE durante 1200 s. Entre as corridas o capilar foi lavado aplicando
flush com solucédo de NaOH 0,2 mol L, 4gua deionizada por 600 s e equilibrado com
BGE, cada um durante 120 s.

Uma importante modificacdo realizada quando comparado com o trabalho de
Villalba foi o comprimento total do capilar, este que foi reduzido de 100 cm para 62,5
cm (54,0 cm de comprimento efetivo). Os comprimentos de onda 210, 230, 250, 270,
300, 330 e 380 nm foram avaliados e foi decidido trabalhar em 230 nm, visto que foi
obtido um maior sinal analitico para os a-acidos. As andlises foram realizadas em dois
equipamentos de CE da marca Agilent, modelo 7100 (Palo Alto, EUA), localizados na
Universidade Federal de Juiz de Fora e na Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei, o
segundo localizado no laboratério coordenado pelo professor Dr. Keyller Borges. O
software HP ChemStation (rev A.06.01) foi utilizado para aquisicdo e tratamento de

dados no sistema de CE.

39



4.1.1.3 Extracoes

Na literatura sdo descritos alguns métodos de extragdo para analise de a-&cidos
em llpulo usando as técnicas de CE e HPLC (ARRAEZ-ROMAN et al., 2006;
KORNYSOVA et al.,, 2009; VILLALBA et al.,, 2006). As principais diferencas
encontradas nos metodos de extracdo foram a forma da planta, seja em cones, pellets ou
pulverizado, a massa de amostra, o solvente extrator e o tempo de extracdo. Algumas
modificagOes foram testadas incialmente de modo univariado como séo apresentadas na
Tabela 4.

Tabela 4: Métodos de extracdo testados para identificagdao dos a-acidos em amostras de
lGpulo por CZE-UV

Extragdes SE? t(min) Rep® m(mg) Filtracdo/Secagem

EXT1 MeOH 180 1 292,1 Papel+Seringa (0,45 pm)

EXT2 %??OH/HZO 180 1 3019 Papel + Seringa (0,45 pm)

EXT3 %?SOH/HZO 180 1 300,9 Papel + Seringa (0,45 pm)

EXT4 %C,eztg”amzo 180 1 207,6  VAcuo + Seringa (0,45 um)
Acetona/H.0O c

EXT5 7595 10 1 300,1  Papel

EXT6 ,70\5clezté)na/H20 10 20 3001  Papel + Seringa (0,45 um)

2 SE - Solucéo extratora
b Rep — Réplicas
¢ Utilizou-se 10 mL de solucao extratora para cada replica de extracdo

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para todos os testes, o sistema de extracdo foi montado em um béquer, pesando
cerca de 300,0 mg de lGpulo previamente pulverizado, seguido da adi¢cdo da solugédo
extratora € uma barra magnética. Apds tampar o béquer com o auxilio de um vidro
relogio para que o solvente ndo fosse evaporado, a extracdo foi realizada sob continua

agitacdo (650 rpm) usando um agitador magnético.
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4.1.1.4 Quimiometria

Os eletroferogramas dos extratos de lupulo foram utilizados para comparacao
entre si a fim de alcancar um método que permita classificar amostras de IUpulo de
acordo com as caracteristicas de amargor. Para tanto, utilizou-se a abordagem
multivariada devido ao grande e complexo conjunto de dados gerados. Como
apresentado na subsubsecdo 3.4.1, o pré-processamento é uma importante etapa prévia a
modelagem quimiométrica, sendo assim, essa parte do trabalho traz uma avaliacéo

sistematica da etapa de pré-processamento dos dados eletroforéticos.

Os eletroferogramas foram transportados para a plataforma MATLAB para
serem quimiometricamente tratados. Os 32 eletroferogramas foram agrupados em uma
matriz 32 x 3000. Isso significa 32 amostras arranjadas nas linhas e cada uma das 3000
varidveis dispostas em colunas, estas ultimas que se referem as respostas instrumentais
referentes a cada tempo de migracédo. Todos eletroferogramas foram alinhados pelo uso
da ferramenta icoshift (TOMASI; SAVORANI; ENGELSEN, 2011), onde o conjunto
de dados foi divido em 50 intervalos, seguido por uma reconstrugdo do sinal por uma
ferramenta interna do algoritmo. Apos o alinhamento, os pré-processamentos testados
foram: centragem na média (GEMPERLINE, 2006), autoescalonamento
(MONAKHOVA,; TSIKIN; MUSHTAKOVA, 2016), filtro derivativo Savitsky-Golay
(SG) (SAVITZKY; GOLAY, 1964a), escalonamento por pareto (MONAKHOVA,;
TSIKIN; MUSHTAKOVA, 2016; VAN DEN BERG et al., 2006) e a transformacéo
SNV (BARNES; DHANOA,; LISTER, 1989). Por fim, a selecdo de variaveis com base
no conhecimento do analista foi feita. A modelagem por PCA foi realizada utilizando
todas as variaveis dos eletroferogramas e também utilizando regibes selecionadas

contendo as informacdes do analitos.

4.1.2 Resultados e discussdes
4.1.2.1 Otimizagdo das condicdes eletroforéticas

Pardmetros como temperatura e frequéncia de aquisicdo para construcdo do sinal
eletroforético ndo apresentaram significativa influéncia nos sinais eletroforéticos nem
no perfil de separacdo dos analitos, sendo esses diretamente definidos em 25 °C e 2,5
Hz, respectivamente. A injecdo de amostra no modo eletrocinético ndo apresentou uma

boa resposta, fazendo com que o modo de injecdo hidrodindmico fosse o0 mais
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adequado. Ja o valor da pressdo aplicada no modo hidrodindmico e a voltagem se
mostraram como Vvariaveis significativas e foram avaliadas conforme mostrado na

Tabela 3; os resultados referentes a esses testes sao apresentados na Figura 2.

Figura 2: Eletroferogramas do extrato hidrometanolico (MeOH/H20 80:20 v/v) para
avaliar as modificacOes de voltagem e presséo de injecdo no modo hidrodinamico
conforme descrito na Tabela 3. A correlacéo entre a Figura 2 e a Tabela 3 é dada por:
teste 1 (A), 2 (B), 3 (C), 4(D) e 6(E). O teste 5 refere-se ao mesmo grafico B pois foi
realizado com +20 kV de voltagem e pressdo de injecdo 25 mbar/5 s. O eletrolito foi
composto de carbonato de amonio a 160 mmol L™ em pH 9 e os analitos foram

monitorados em 230 nm
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os eletroferogramas A, B e C da Figura 2 dizem respeito aos testes 1, 2 e 3 da
Tabela 3, onde foi avaliado o efeito da voltagem na separagdo dos a-acidos e 0s
eletroferogramas D, B e E aos testes 4, 5 e 6 da mesma tabela, onde a variavel presséo
de injecdo foi avaliada. Um ponto comum a todos esses testes foi a separacdo entre a e
B-acidos que sera discutida mais adiante. No que diz respeito ao parametro voltagem,
observa-se nos eletroferogramas A, B e C que com a diminuicdo da voltagem aplicada,
um significativo aumento no tempo de migracdo dos analitos foi observado, como

esperado teoricamente.
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Uma vez que os outros parametros foram mantidos constantes e variado apenas a
voltagem, chegou-se a conclusdo que trabalhar com +20 kV de voltagem era 0 mais
adequado, visto que o eletroferograma B apresentou uma melhor linha de base e boa
separacdo entre 0s picos em um tempo de analise que se teria uma boa frequéncia
analitica. Quando avaliado o parametro pressao de injecdo (eletroferogramas D, B e E),
mantendo os outros parametros fixos, percebe-se que o gréafico B (25 mbar/5 s) refere-se
ao melhor eletroferograma, visto que o0s picos estdo mais separados do que no
eletroferograma D (50 mbar/5 s), onde é visto uma comigracdo dos B-acidos. Além
disso um maior sinal analitico € obtido quando comparado com os picos obtidos no
eletroferograma E (20 mbar/5 s), onde foram obtidos picos com menores intensidades e

areas.

Sendo assim, o método otimizado consistiu na utilizagdo de 160 mmol L™ de
carbonato de aménio (pH 9) como BGE, sendo aplicada voltagem positiva de 20 kV a
um capilar de 62,5 cm de comprimento total (54 cm de comprimento efetivo), disposto
em um cartucho com temperatura constate e igual a 25 °C. As amostras foram injetadas
no sistema de CE no modo hidrodindmico aplicando pressdo de 25 mbar por 5 s. Entre
as corridas o capilar foi lavado e equilibrado aplicando flush de hidroxido de sodio
0,2 mol L, seguido de agua e eletrolito por 120 s cada um deles. A frequéncia de
aquisicao de pontos foi de 2,5 Hz e os analitos foram detectados em 230 nm.

4.1.2.2 Otimizacdo da extracdo

A extracdo dos a-acidos foi outra importante etapa otimizada nesse trabalho,
conforme descrito na subsubsecdo 4.1.1.3, sendo os testes descritos na Tabela 4. Os
resultados dos testes sdo mostrados na Figura 3. Em todos testes foram aplicados os

mesmos parametros eletroforéticos pré-definidos na subsecéo anterior.

Nos eletroferogramas A, B e C (Figura 3) sdo mostrados os resultados das
extracOes metandlicas e hidrometandlicas e nos graficos D, E e F (Figura 3) das
extragdes com acetona/dgua em diferentes tempos. Comparando todos eletroferogramas,
0s resultados dos extratos empregando metanol apresentaram melhores resultados do
que empregando acetona, tomando como parametro de avaliacdo a linha base e o perfil
de separacdo. Por exemplo, ao analisar o eletroferograma D, cuja extracdo ocorre com

Acetona/H20 75:25 v/v por 180 min, nota-se que os B-acidos ndo foram separados
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como ocorre no eletroferograma B, onde foi usado MeOH/H.0 80:20 v/v como solugéo
extratora. Comparando os gréficos B e C, nota-se que ao aumentar o percentual de dgua
de 20% para 50% (eletroferograma C) em volume, uma diminui¢do do sinal analitico
para os a-acidos é observada, além dos B-acidos serem mais dificilmente extraidos. Ja o
eletroferograma A, onde € usado 100% de metanol para a extracdo, o perfil de separacédo
na regido de interesse € mais semelhante ao do eletroferograma B, porém tendo os picos
referentes aos B-acidos com menor resolucdo, além de apresentarem picos menos

simétricos e com linha base mais variavel.

Figura 3: Eletroferogramas das extracfes descritas na Tabela 4. A correlacdo entre a
Figura 3 e a Tabela 4 é: gréfico A (Extl), B (Ext2), C(Ext3), D(Ext4), E(Ext5) e
E(Ext6). Método eletroforético: BGE — 160 mmol L™ de carbonato de aménio (pH 9);
voltagem de +20 kV; injecdo: modo hidrodindmico 25 mbar/5 s; temperatura do
cartucho de 25 °C; capilar de 62,5 cm de comprimento total (54 cm de comprimento

efetivo — 50 um i.d.), detecgdo em 230 nm (2,5 Hz)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Dessa forma, o método de extracdo considerado como mais adequado tem seu
resultado apresentado pelo eletroferograma B da Figura 3, referente a EXT2 da Tabela
4. O método consistiu na pulverizacdo dos pellets com auxilio de almofariz e pistilo,
seguido da pesagem de cerca de 300 mg de amostra em um béquer e adi¢do de 30,0 mL

da solucdo extratora, sendo a mistura MeOH/H>O 80:20 (v/v) a que trouxe melhores
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resultados. A essa mistura foi adicionada uma barra magnética, o béquer foi fechado
utilizando um vidro de relogio e a extracdo ocorreu sob continua agitacdo a 650 rpm
utilizando um agitador magnético a temperatura ambiente. Ao término das 3 h, o extrato
foi inicialmente filtrado em filtro de papel (80 g) para retirada do excesso de material
vegetal e em seguida em filtro de 0,45 um utilizando uma seringa de plastico. Cerca de
500 pL do extrato filtrado foi transferido para o vial para posterior inje¢cdo no sistema de
CE e o volume restante foi estocado em frasco ambar a uma temperatura de — 20 °C.

Um esquema € mostrado na Figura 4.

Figura 4: Esquema do método de extragcdo adotado no trabalho
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

!

O eletroferograma levando em consideracdo os métodos eletroforético e de
extracdo otimizados pode ser visto de forma ampliada no esquema da Figura 5. E
possivel discutir a ordem de migracdo dos analitos com base na literatura
(KORNYSOVA et al., 2009) e também realizando uma analise baseada nas estruturas
moleculares das duas classes de compostos. Os B-acidos migram com maior velocidade
do que os a-4cidos e, portanto sdo detectados primeiro devido ao seu maior raio de
solvatagdo, uma vez que seu volume molar € maior por ter a hidroxila do carbono 6 do
anel substituida por um radical 2-metilbut-2-eno quando comparado com os a-acidos.

Isso faz com que os B-acidos possuam menor mobilidade eletroforética (u.,) €, por se

45



tratar de uma migracdo em contra-fluxo, uma vez que os analitos estdo na forma
anionica em pH 9 (pka entre 5-5,5), ocorre uma menor resisténcia ao fluxo

eletrosmatico e a migracao se torna mais rapida.

Figura 5: Eletroferograma com ampliacé@o na regido de interesse e esquema de
separacdo no modo CZE em contra-fluxo para a e B-acidos usando os métodos de

extracdo e eletroforeticos otimizados. Condicdes eletroforéticas: Mesma descritas na

Figura 4
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Outro ponto relevante do eletroferograma mostrado na Figura 5 é que quatro
picos bem definidos séo vistos no eletroferograma, sendo os dois primeiros referentes
aos trés B-acidos e os dois tltimos ao trés a-acidos, ou seja, seis analitos e quatro picos,
0 que permite inferir duas comigracfes. As duas comigragdes ocorrem nos primeiros
picos de cada classe, isto €, o primeiro pico dos B-acidos refere-se a comigracao dos
compostos lupulona e adlupulona e o primeiro pico dos a-acidos refere-se a comigracéo
da humulona e adhumulona. Essas comigragbes ocorrem devido a isomeria
constitucional de posicdo do grupamento R das formas n- e ad- de ambas classes,

lupulonas e humulonas, o que torna o pka e o raio de solvatagcdo desses compostos
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muito proximos dificultando a separacdo. As formas co- para lupulonas e humulonas
podem ser identificadas como sendo referente ao segundo pico de cada classe no
eletroferograma, pois por possuirem um carbono a menos no grupamento R sdo mais
facilmente separadas e migram apos as formas n- e ad-, uma vez que possuem menor
raio de solvatagdo e por conseguinte maiores p.,, 0 que leva a resistir mais ao fluxo
eletrosmdtico. Os compostos isdmeros constitucionais de posicdo n- e ad- para
lupulonas ou humulonas possuem grupamento R com cinco carbonos, sendo radicais
isobutil e sec-butil respectivamente, enquanto que 0os compostos co- para lupulonas e
humulonas possuem no grupamento R um radical de isopropil. Essa discussdo também

pode ser entendida quando avaliada pelo esquema de separacdo mostrado na Figura 5.

4.1.2.3 Classificacdo dos lupulos

Definido o método eletroforético e o método de extracdo, a andlise das 32
amostras foi realizada de acordo com as otimizagBes. A partir do perfis eletroforéticos
obtidos, foi feita a modelagem quimiométrica com intuito de classificacdo das amostras

de lapulos.

Com a finalidade de utilizar os eletroferogramas como dados de entrada para a
realizacdo da PCA, o primeiro passo foi o alinhamento dos eletroferogramas. Na Figura
6A é mostrado o agrupamento dos 32 eletroferogamas referentes as amostras. Uma
expansdo da regido de 14 a 18 minutos evidencia o desalinhamento dos picos. A
ferramenta usada para a realizacdo do alinhamento foi a icoshift. Na Figura 6B é
mostrado o agrupamento dos 32 eletroferogramas ap6s o alinhamento com uma

expansdo na regido de 14 a 18 minutos para evidenciar o efeito dos picos alinhados.

Com os eletroferogramas alinhados, foi feita uma outra etapa de avaliacdo dos
sinais utilizados como dados de entrada para a modelagem. Para tanto, testes de pré-
processamento foram realizados para correcdo de sinais indesejados na informacao
analitica, permitindo que fossem utilizadas somente as informag6es mais relevantes dos

eletroferogramas.
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Figura 6: Eletroferogramas das 32 amostras sem alinhamento (A) e apds alinhamento
utilizando a ferramenta icoshift (B). Para ambos os graficos uma expansao na regido
entre 14 e 18 minutos evidencia o desalinhamento e alinhamento dos picos,

respectivamente

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O efeito da reducdo de varidveis na matriz de dados visando avaliar a
performance da modelagem foi estudado. A selecdo de varidveis foi realizada com base
no conhecimento da resposta disponivel no eletroferograma de acordo com a regido dos
picos referentes aos analitos. Uma das formas de realizar a redugdo de variaveis é
através do conhecimento da regido de interesse no eletroferograma, no entanto, existem
outras formas de buscar uma regido mais estreita e adequada para ser usada como dados
de modelagem. Inicialmente, buscou-se encontrar variaveis importantes realizando uma
PCA considerando todo eletroferograma e, entéo, avaliar o grafico de loadings com o

objetivo de encontrar as regiées de maior peso indicadas por cada PC.
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Na Figura 7 € mostrado que a PC1 e PC2, componentes com praticamente toda
explicacdo das variaveis originais, ddo maior relevancia a regido dos a ¢ B-acidos,
apontando que uma reducdo de varidveis que trabalhe somente nessa regido poderia ser
mais vantajosa do que utilizar o eletroferograma inteiro. Por outro lado, as informacoes
fornecidas pela PC3 ndo foram levadas em consideracdo, pois além de apresentar um
baixo percentual de varidncia explicada, essa PC da grande peso a regido referente ao
pico do fluxo eletrosmotico, em 9,13 min, sendo este sinal irrelevante para o proposito
da investigacdo. Ademais, a PC3 também da elevado peso a regido dos B-acidos, estes
que ndo sdo efetivamente responsaveis para o calculo do % o-A, além de apresentar um

perfil ruidoso e mais discrepante do eletroferograma das amostras.

Figura 7: Gréafico de loadings da PCA realizada com todo eletroferograma alinhado

conforme resultado disponivel na Figura 9 A
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Entdo foram feitas as modelagens por PCA dos diferentes testes propostos,
trabalhando com o eletroferograma global ou pelos cortes em regides especificas dos
eletroferogramas. Além disso, os diferentes testes de pré-processamento foram
avaliados para todas as regides a fim de obter uma classificacdo das amostras que fosse
coerente com a natureza quimica da planta e com as informagGes fornecidas pelo
fabricante. O efeito visual dos eletroferogramas apos a realizacdo dos diferentes pré-

processamentos testados nesse trabalho é mostrado na Figura 8. Os resultados das
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modelagens feitas por PCA sdo mostrados nas Figuras 9 e 10 e uma tabela completa
contendo os percentuais de variancia explicada para as trés primeiras PCs de cada teste
é mostrada na Tabela 5.

Figura 8: Efeito do pré-processamento nos 32 eletroferogramas das amostras de lupulo
quando aplicado: autoescalonamento (B), centragem na média (C), filtro derivativo SG
(D), escalonamento por pareto (E) e transformacdo SNV (F). O grafico A mostra os

eletroferogramas apenas alinhados.

mAu

0 4 g 12 16 20

t / min

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Analisando os resultados disponiveis nos graficos das Figuras 9 e 10 em
concomitancia com as informagdes de % o-A da Tabela 2, em linhas gerais, com
excecdo dos resultados pré-processados com SNV que ndo apresentaram algum tipo de
padrdo, algumas caracteristicas comuns aos demais testes foram observadas, sendo elas:
1) a separagdo em dois principais conjuntos, sendo um com amostras de mais baixo % a-
A (destacado com linha azul) e outro com amostras de mais alto % a-A (destacado com
linha vermelha); ii) o conjunto de mais baixo % a-A ficou mais agrupado, enquanto que
0 de mais alto % o-A ficou mais disperso; iii) as amostras 15 e 16 com % a-A igual a
7,1 (valor intermediario), se localizaram entre os dois grupos; iv) as réplicas ficaram

proximas indicando que as etapas de extracdo e anélise por CZE foram precisas; v) em
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todas andlises de PCA foram avaliadas 3 PCs e a variancia explicada foi sempre
superior a 90% (Tabela 5).

Tabela 5: Variancia explicada para todas as PCAs considerando os pré-processamentos

avaliados.

Regido do eletroferograma PC1% PC2% PC3% Total %

Global 86,65 11,29 0,70 98,64

Somente alinhado a + B-acidos 92,20 5,22 1,21 98,63
a-acidos 94,54 3,74 0,84 99,12

Global 79,60 9,54 3,76 92,90

Autoescalonado a + B-&cidos 72,18 10,51 7,89 90,58
a-acidos 81,62 10,48 3,99 96,09

Global 75,53 15,83 3,41 94,77

Cerr‘;gad‘ig na o+ P-cidos 0043 432 249 9724
a-acidos 92,96 3,83 1,51 98,30

Global 90,82 3,90 1,77 96,49

Filtro %eg"a“"o o+ B-4cidos 9177 388 166 97,31
a-acidos 92,84 3,77 1,43 98,04

Global 67,07 18,95 4,76 90,78

Pareto a + B-acidos 76,91 10,69 6,20 93,80
a-acidos 85,97 8,26 2,98 97,21

Global 89,60 4,43 2,83 96,86

SNV a + B-acidos 93,69 3,10 1,59 98,38
a-acidos 95,25 2,52 1,26 99,03

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 9: Anélise de componentes principais dos eletroferogramas de dezesseis tipos de
extratos hidrometandlicos de lupulo em duplicata usando toda informacé&o eletroforética
(A, B eC), aregido dos picos de a e B-acidos (D, E e F) e somente a regido dos picos
dos a-acidos (G, H e I). Também foram levados em consideracdo a PCA com dados sem

pré-processamento (A, D e G), autoescalonando (B, E e H) e centrando na média (C, F e

).
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Figura 10: Analise de componentes principais dos eletroferogramas de dezesseis tipos

de extratos hidrometanolicos de lupulo em duplicata usando toda informacéo

eletroforética (A, B e C), a regido dos picos de a e B-acidos (D, E e F) e somente a

regido dos picos dos a-acidos (G, H e 1). Também foram levados em consideracéo a
PCA com dados aplicando filtro derivativo SG (A, D e G), aplicando pareto (B, E e H)
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Olhando as trés colunas de gréaficos das Figuras 9 e 10 pode-se perceber o efeito

da reducdo de variaveis na construgdo dos modelos de classificacdo, considerando tanto

os eletroferogramas somente alinhados (A, D e G da Figura 9) quanto os pré-

processados. Da esquerda para direita temos os resultados onde foram usados todo

eletroferograma totalizando 3000 variaveis (primeira coluna de gréaficos), a regido

contemplando as informagdes de a e B-acidos com 286 variaveis (segunda coluna de

gréficos) e somente de a-acidos com 151 variaveis (terceira coluna de graficos). Um

ponto comum & reducdo das varidveis foi 0 aumento da variancia explicada pela PC1

indicando que as varidveis na regido de interesse apresentam maiores correlagdes. Uma

excecdo ocorreu quando os eletroferogramas foram autoescalonados, pois com a

redu¢do das variaveis para a regiao de o + p-acidos houve uma diminuicdo na variancia
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explicada da PC1 de 79,60% para 72,18%. Outro ponto comum a reducao das variaveis,
exceto para os dados pré-processados com filtro derivativo SG, em que as trés
abordagens apresentam resultados similares, foi a observacdo de uma melhor
classificacdo e maior agrupamento das amostras. Isso ocorreu quando deixou-se de
trabalhar com todo eletroferograma e passou-se a trabalhar na regido contendo a
informacdo de interesse, visto que na analise com o eletroferograma global (primeira
coluna de gréficos) as amostras estdo mais dispersas, enquanto que ao realizar a
primeira reducdo (segunda coluna de graficos) é mais perceptivel a separacdo em dois
grupos, um mais agrupado apresentando amostras com menores valores de % a-A
(destacado em azul) e outro mais disperso apresentando amostras com valores mais
elevados de % a-A (destacado em vermelho). Quando passou-se a trabalhar somente na
regido dos a-acidos, houve uma reducdo de 286 para 151 variaveis, quando comparada
com a modelagem realizada na regido de a e p-acidos, porém ndo observou-se diferenca
significativa no padrdo classificacdo da analise por PCA, o que permite inferir que a
regido dos B-acidos tem pouca importancia para esse tipo de classificacao.

Considerando 0s outros pré-processamentos, 0 primeiro ponto a ser destacado é
que os eletroferogramas pré-processados com SNV (Figura 10, graficos de scores C, F e
I) ndo favoreceram a classificacdo, tanto com ou sem selecdo de varidveis. O SNV é
amplamente utilizado para aplicacfes diretas em espectroscopia, especialmente em
infravermelho proximo (NIR, sigla do inglés para near infrared), visto que ele tem o
poder de corrigir variacdes na linha de base originadas principalmente por efeitos de
espalhamento e diferenca em tamanho de particula, sendo também utilizado para
problemas de multicolinearidades (BARNES; DHANOA; LISTER, 1989). No entanto,
para essa aplicacdo em eletroforese melhores resultados foram atingidos com outros
pré-processamentos. O efeito dos outros pré-processamentos, usando o modelo global
ou com selecdo de varidveis, pode ser observado nas demais linhas de graficos das
Figuras 9 e 10.

Dentre os métodos de escalonamento, os dados pré-processados com pareto
(Figura 10, gréaficos de scores B, E e H) levaram a melhores resultados quando
comparado com a aplicagdo do autoescalonamento (Figura 9, gréficos de scores B, E e
H). Para ambos os casos, usando os modelos globais, ndo foi possivel observar uma
separacdo entre os dois grupos de Iupulos, mas quando a selecdo de variaveis foi feita

foi possivel observar uma melhor classificacdo, principalmente quando somente a
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regido de o-acidos foi considerada. Comparando os dois métodos, pareto apresentou
melhores resultados, fornecendo maiores percentuais de variancia explicada em suas
PCs, sendo 97,21% contra 96,09% na abordagem com autoescalonamento. Outro ponto
é que uma melhor separacdo entre os dois grupos de ldpulo foi observada aplicando
pareto. Além disso, comparando o perfil dos eletroferogramas apos a aplicacao dos pre-
processamentos, com pareto (Figura 8 E) o perfil eletroforético € menos desconstruido
do que quando aplicado o autoescalonamento (Figura 8 B). Pré-processando com o
filtro derivativo SG, incialmente avaliando o perfil eletroforético apos a aplicacdo do
filtro (Figura 8 D), é possivel notar um efeito de maior suavizacdo da linha base com
diminuicdo dos ruidos para o conjunto de eletroferogramas, além de poder evidenciar a
regido contendo a informacdo analitica, o que implica em um significativo aumento da
razdo sinal ruido. Os resultados da modelagem por PCA sdo mostrados na Figura 10
(gréficos de scores A, D e G). Pode ser visto que ndo ha diferenca significativa entre a
modelagem com ou sem reducdo de varidveis, mostrando que o efeito do filtro
derivativo suprime a informacéo irrelevante quando todo eletroferograma é utilizado,
dando énfase somente a regido de interesse. Para esses trés modelos o perfil de
separacdo dos grupos € o mesmo, apresentando boa discriminacdo na PC1 entre os
grupos com mais baixos e mais elevados valores de % a-A, Vvisto que mais de 90% da
variancia é explicada considerando as trés abordagens. As PCAs com o filtro SG
mostram as amostras com baixo % o-A (linha azul) altamente agrupadas como em
alguns outros pré-processamento, mas diferentemente das outras abordagens, o grupo de
amostras com valores mais elevados de % a-A (linha vermelha) aparecem menos
dispersos. No entanto, quando as amostras com alto % a-A sdo avaliadas, a amostra 29
é ligeiramente separada do conjunto principal e as amostras 13, 14 e 23 sdo ainda mais
dispersas, como um resultado do efeito da PC2 na modelagem. Outro importante ponto
que evidencia o poder do filtro SG nos dados, mesmo utilizando todo o eletroferograma,
foi a variancia explicada para as 3 PCs serem muito proximas considerando as trés
abordagens, sendo os percentuais iguais a 96,49%, 97,31% e 98,04% quando modelado
com todas as variaveis (todo eletroferograma), usando a regido de o + B-&cidos e

somente a regido dos a-4cidos, respectivamente.

A modelagem com os dados centrados na média € mostrada na Figura 9
(gréficos de scores C, F e 1) e o efeito visual desse pré-processamento na Figura 8 C,

onde é possivel perceber que ndo ha distor¢Ges significativas no perfil eletroforético
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quando comparado com os eletroferogramas somente alinhados (Figura 8 A). Essa
simples transformacdo matemaética foi atribuida como o melhor pré-processamento para
os dados eletroforéticos do llpulo, devido a sua simplicidade e por promover uma boa
separagdo entre os grupos de ldpulos com baixo e elevado valor de % a-A. ESses
resultados foram significativos para utilizacdo de todo eletroferogramas e,
principalmente, quando trabalhado somente com a regido que continha os picos dos
a-acidos. Esta ultima abordagem que apresentou melhoras significativas na separacdo
dos grupos (Figura 9 1) e também no percentual de explicacdo das variaveis originais.
Portanto, o resultado da PCA usando os dados alinhados, centrados na meédia e
trabalhando somente com as varidveis da regido dos a-acidos foi tido como o mais
adequado. O gréfico de scores referente a essa abordagem € ampliado e mostrado na

Figura 11 para uma discussdo mais detalhada das amostras.

Figura 11: Analise de componentes principais dos eletroferogramas alinhados e
centrados na média de dezesseis tipos de extratos hidrometandlicos de lGpulo em

duplicata usando a regido dos picos dos a-acidos
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Avaliando a Figura 11, inicialmente percebe-se que a PC1 com 92,96% de
explicacdo permite a separacao entre os grupos lupulo com baixo % a-A (linha azul) e
com alto % a-A (linha vermelha). Algumas amostras com valor intermediario de % a-A

aparecem mais ao centro, como é o caso das amostras 15 e 16 (7,1 de % a-A). O grupo
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mais compacto (linha azul), com baixos valores de scores na PC1, é 0 grupo com mais
baixo % o-A, onde as amostras 1 e 2, 3 e 4, 11 e 12,19 e 20, 25 e 26 e 27 e 28
apresentam os valores de 2,2, 5,0, 3,0, 3,8, 5,2 e 2,5 respectivamente para 0 % a-A. J4 0
grupo mais disperso a direita (linha vermelha) apresenta valores mais altos de % o-A,
onde as amostras 5e 6, 7e 8,9 e 10, 13 e 14, 23 e 24, 29 e 30 e 31 e 32 apresentam 0s
valores 10,5, 15,3, 12,6, 12,6, 8,8, 12,1 e 12,1, respectivamente, para 0 % o-A. E
importante destacar que a maior dispersdo no conjunto de amostras com mais alto
% a-A € um resultado da contribuicdo da PC2. Algumas amostras apresentaram-se com
leves desvios de posicdo de acordo com a logica apontada pelo método classificatorio e
pela comparacdo de posicdo com sua réplica. Esse é o caso da amostra de nimero 17
com 5,7 % a-A, essa que ndo apareceria tdo ao centro da PC1 como as amostras 15 e 16.
Caso semelhante ocorre com a amostra de nimero 6, mas para o lado positivo dos
scores da PC1. Por outro lado, nessa analise temos uma amostra que pode ser dita como
um outlier, pois suas réplicas de nimero 21 e 22 com valor de 10,8 de % o-A, aparecem
na regido que o modelo tem apontado como sendo de baixos valores de % a-A. A essa
disparidade pode-se tentar atribuir erros do analista durante a etapa de processamento
inicial dos dados, erro de codificacdo da amostra ou ainda erro na informacdo do

fabricante.

4.1.3 Conclusao

Essa parte do trabalho mostrou o estudo e otimizacdo de alguns parametros para
identificacdo de a-acidos no lupulo, bem como a classificagdo de lGpulos de amargor e
aroma a partir de seus perfis eletroforéticos com o auxilio de ferramentas
quimiométricas. Com relacdo aos aspectos mais praticos, esse trabalho traz duas
principais contribuicGes. A primeira, de interesse para a industria de alimentos,
cervejeira e para pesquisadores na area de produtos naturais e de plantas, pois uma
abordagem foi proposta para a classificacdo de amostras de lGpulo de diferentes
variedades com baixo e elevado % a-A a partir de uma extragcdo hidrometandlica
simples sem ser necessario o uso de padrdes analiticos de elevado custo. Em segundo
lugar, foi proposto o desenvolvimento de uma cuidadosa sequéncia de passos para 0 uso
da informacao eletroforética como dados de entrada para modelagem multivariada. Para
isso, a sequéncia de etapas proposta envolve a avaliacdo e otimizacdo da: i) etapa

experimental para aquisicdo de uma informacgdo eletroforética de alta qualidade
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analitica; ii) etapa de avaliacdo dos métodos de pré-processamentos, onde é necessario
investigar a necessidade do alinhamento, da correcdo de linha base e eliminacdo de
artefatos, e da selecdo de variaveis levando em consideracéo a experiéncia do analista
ou utilizando algum algoritmo especifico; iii) a etapa de modelagem propriamente dita.
E importante ressaltar que esse protocolo pode ser Gtil para aplicacbes em varios tipos

de trabalhos envolvendo eletroforese.

4.2 SEPARACAO EM LINHA DE BASE DOS HOMOLOGOS E ISOMEROS DAS
HUMULONAS E LUPULONAS EM LUPULO POR CD-MEKC-UV

Considerando a releviancia dos o e p-acidos (humulonas e lupulonas
respectivamente), o desenvolvimento de métodos analiticos eficientes para identificacéo
ou determinacdo desses analitos tem sido um grande desafio. Nesse sentido, existem
disponiveis na literatura métodos que permitem discriminar a e $-acidos. A técnica mais
amplamente empregada para esse proposito é a HPLC (CULIK et al., 2009; HOFTE;
HOEVEN, 1998; PUSECKER; ALBERT; BAYER, 1999; ROJ et al., 2015; VERZELE;
DYCK; CLAUS, 1980b). No entanto, a separacao total dos seis principais homologos e
isbmeros dos a e B-acidos ndo € uma tarefa simples e dos métodos disponiveis na
literatura, poucos conseguem uma separagcdo em linha de base para esses compostos.
Além disso, os métodos onde todos os seis homologos e isbmeros foram separados,
longos tempos de analise foram reportados. Ceslova et al. (2009) e Kao et al. (2013)
alcancaram a separacdo completa desses compostos usando a HPLC com tempos de

analise de 32 e 28 minutos, respectivamente.

Outra importante técnica para analise de ldpulo com intuito de separar 0s
o e B-4cidos é a CE (CORTACERO-RAMIREZ et al., 2003). Dentro dos diferentes
modos de CE, alguns trabalhos envolvendo CZE (ARRAEZ-ROMAN et al., 2006;
DUARTE; ADRIANO; DE OLIVEIRA, 2018; KORNYSOVA et al., 2009;
VILLALBA et al.,, 2006), Eletrocromatografia Capilar (sigla do inglés, CEC)
(VANHOENACKER et al., 2001) e a MEKC (FORMATO et al., 2013; ROYLE et al.,
2001; VINDEVOGEL; SANDRA; VERHAGEN, 1990) foram encontrados para
determinacdo de a e B-acidos em amostras de lGpulo. A separacdo dos seis compostos
por CE ndo e um simples desafio. Utilizando CZE, alguns trabalhos mostraram

eletroferogramas contendo quatro picos para as seis humulonas e lupulonas, ou seja,
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duas comigracdes ocorreram sendo uma entre os isdmeros de posi¢do n- e adhumulona

e outra entre os também isdmeros de posi¢do n- e adlupulona.

Para a completa separagéo dos seis compostos, foi utilizado MEKC contendo o
surfactante dodecil sulfato de sodio (SDS) como constituinte do BGE. O SDS ao atingir
a concentracdo micelar critica resulta na formagdo de micelas, essas que funcionardo
como fases pseudo-estacionarias (DEEB; IRIBAN; GUST, 2011). Dentre os métodos
disponiveis por MEKC, Vindevogel et al. (1990) reportaram a separacao total dos seis
compostos com um tempo de analise de 30 minutos; Royle et al. (2001) puderam
identificar cinco compostos em uma corrida eletroforética de 30 minutos, sendo a
identificacdo dos isdbmeros n- e adhumulona ndo conclusiva e Formato et al. (2013)

também trabalharam com MEKC, mas sem conseguir separar os trés a-acidos.

Um outro modo de CE é a MEKC modificada com ciclodextrina (sigla do inglés,
CD-MEKC), este que foi introduzido por Terabe no inicio dos anos 1990, com o
objetivo principal de aumentar o poder de separacdo de compostos hidrofébicos e
enantioméricos quando comparado com a MEKC convencional (TERABE et al., 1990).
Nesse modo de CE, além das micelas, a CD é adicionada ao BGE e os analitos,
incialmente dispostos no meio tamponado, vao interagir de forma diferenciada com os
dois seletores, sendo eles a micelae a CD (TERABE et al., 1993).

Nessa parte do trabalho, é proposto o desenvolvimento de um método réapido e
eficiente que permite alcancar a separacdo em linha de base para todos os isdbmeros e
homologos dos a e B-acidos. Dentro do nosso conhecimento, essa € a primeira vez que
esse modo de CE € utilizado para esse propdsito. De posse do método otimizado, o
mesmo foi aplicado para andlise de vinte e uma diferentes variedades de lGpulo.

4.2.1 Parte experimental

4.2.1.1 Reagentes solucgdes e amostras

Os reagentes foram obtidos em grau analitico e a agua utilizada foi purificada
empregando o sistema de osmose reversa (Milli-Q; Milipore, Bedford, MA, EUA).
Tetraborato de Sédio (TB), SDS, acetonitrila (ACN), metanol (MeOH) e hidréxido de
sodio (NaOH) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). B-CD foi
comprada da Sigma-Aldrich. (St. Louis, MO, EUA). Solucdes aquosas estoques de
150 mmol L TB e 120 mmol L SDS foram preparadas usando agua deionizada. O
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BGE foi preparado diariamente em um baldo volumétrico de 2,0 mL, ao qual foram
adicionados sequencialmente 0,0454 g de B-CD (20 mmol L), seguido de aliquotas
tomadas dos respectivos estoques de 0,4 mL de TB (30 mmol L™?) e 0,75 mL de SDS
(45 mmol L) e, por fim, 0,2 mL de ACN (10% v/v). Os lGpulos comerciais de
diferentes variedades foram fornecidos pela empresa Muller Emporio de Malte,
localizada na cidade de Juiz de Fora, MG. Apesar da maioria das amostras utilizadas
nessa parte do trabalho serem da mesma variedade das plantas utilizadas no trabalho
anterior, mostradas na Tabela 2, essas sdo de novos lotes visto que a estocagem por
longos periodos de amostras ja abertas pode levar a formacdo de subprodutos; os
compostos estudados sdo fotossensiveis e passiveis de oxidacdo. Além disso, novas
amostras foram estudadas quando comparadas com o trabalho anterior, como é o caso

dos lupulos Cascade e Mosaic, entre outras.

4.2.1.2 Extracao

O procedimento de extracdo foi 0 mesmo otimizado no trabalho anterior
(DUARTE; ADRIANO; DE OLIVEIRA, 2018). Aproximadamente 300,0 mg de lupulo
pulverizado foi submetido a extracdo soélido-liquido empregando 30,0 mL de
MeOH/H>0 80:20 v/v durante 3 h sob continua agitacdo; mais detalhes podem ser
vistos na subsubsecdo 4.1.2.2. No total, vinte e uma diferentes variedades de lGpulo
foram utilizadas para a realizacdo do trabalho, as quais sdo listadas na Tabela 6
juntamente com suas respectivas massas. Os extratos foram inicialmente filtrados
utilizando papel de filtro (80 g) e, entdo, novamente filtrados com filtro de seringa 0,45
pum. Apos isso, 400 pL do extrato filtrado foi transferido para um vial de CE, o qual
teve seu volume completado para 500 uL com MeOH/H,O 80:20 v/v. Por fim, uma
rapida homogeneizacdo da solucdo final foi feita em vortex e esta foi diretamente

injetada no sistema de CE.
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Tabela 6: Lupulos comerciais submetidos ao procedimento de extracdo e posteriormente
analisadas por CD-MEKC-UV.

Amostras m (mg)
Galena 300,0
Columbus 300,0
Styrian Golding 300,1
Saaz 300,8
Magnum 300,1
Fuggle 300,8
Target 300,2
Simcoe 300,6
Amarillo 300,5
Hersbrucker 300,8
Cascade 300,0
Mosaic 300,4
Chinook 300,6
El Dorado 300,1
ER Golding 300,1
Citra 299,9
Herkules 300,3
US Golding 300,0
Northern Brewer 300,0
Nugget 300,5
Mittelfruh 300,0

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
4.2.1.3 Instrumentacao

As analises foram realizadas em um equipamento da Agilent 7100 CE (Palo
Alto, EUA) equipado com DAD. O software HP ChemStation (rev A.06.01) foi
utilizado para aquisicéo e tratamento de dados. Pardmetros como o comprimento total
de 48,5 cm (40,0 cm de tamanho efetivo), i.d. de 50 um (375 um de o.d.), frequéncia de
aquisicdo de pontos de 5 Hz e pressédo de injecdo de 25 mbar foram mantidos constantes
para todos os testes. Alem disso, o capilar de silica fundida externamente revestido com
poliimida foi adquirido da Polymicro (Phoenix, AZ, USA). Quando um capilar novo foi
usado, foi feito um pré-condicionamento com: flush de NaOH 1,0 mol L durante 1200
s, flush de agua deionizada durante 1200 s e flush com BGE durante 1200 s. Entre as
corridas, o capilar foi lavado e recondicionado com NaOH 1,0 mol L, 4gua deionizada
e solucdo de BGE; todos durante 120 s.
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4.2.1.4 Otimizacdo dos parametros instrumentais de CE

Uma abordagem por planejamento de experimentos pode ser uma elegante e
poderosa forma de otimizar varidveis e seus niveis de um sistema de estudo (ASLAN;
CEBECI, 2007). Dentro desse contexto, a fim de encontrar as melhores condicdes
empregando o minimo de experimentos, um planejamento experimental Box-Behnken
3% (trés fatores em trés niveis) com triplicata no ponto central foi aplicado para
otimizagdo dos paradmetros instrumentais do CE. Os fatores avaliados nessa etapa
foram: voltagem (x1), tempo de injecéo (x2) e temperatura do cartucho (xs), sendo seus
niveis -1 (baixo), 0 (médio) e 1 (alto) mostrados na Tabela 7. Esses ensaios foram
realizados em ordem aleatéria, respeitando o principio da independéncia, utilizando um
extrato de lupulo. A razdo entre a resolu¢do média (Rmed), considerando todos os pares
de picos, e o0 tempo de migracdo para o Ultimo analito (t.3) foi usada como resposta (R),
como dado pela equagéo 1:

Rmed
Lo

R = (1)

3

Para calcular os estimadores dos coeficientes de regresséo (bi) juntamente com

seus respectivos erros, as equacdes 2 e 3 foram usadas como descrito a seguir:

b, = (XtX)"L.(XtY) (2)

erro = [(XtX)~ L. (SZ)]% (3)

onde X é matriz codificada, X' é a transposta de X, as quais apresentam seu produto
como uma matriz inversivel (elevado a -1), e s? é a estimativa da variancia calculada a

partir da triplicata no ponto central.

Tabela 7: Fatores estudados e seus niveis para o design experimental Box-Behnken 33

Fator Simbolo Niveis

-1 (baixo) 0 (medio) 1 (alto)
Voltagem (kV) X1 17 20 23
Tempo de injecéo (s) X2 3 5 7
Temperatura do cartucho (°C) X3 23 25 27
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4.2.2 Resultados e discussao
4.2.2.1 Otimizacgéo do BGE

Inicialmente, o BGE para um sistema MEKC foi avaliado submetendo seus
constituintes a variacGes de concentracdo a fim de entender melhor seus efeitos no
mecanismo de separacdo. Para esse proposito, 0 mesmo extrato de lupulo foi usado
como amostra. Ademais, para todos os testes de BGE, os seguintes parametros foram
mantidos constantes: temperatura do cartucho (25 °C), voltagem (+20 kV), injecdo (25
mbar/5 s) e capilar (48,5 cm de comprimento total e 40,0 cm de efetivo; 50 um i.d.). A
otimizacdo foi conduzida por uma abordagem univariada, tomando os componentes TB,

SDS e ACN como variaveis.

Vaérios testes foram realizados, sendo 0s mais representativos mostrados na
Figura 12. Mais de um comprimento de onda foram investigados, mas 0s comprimentos
de onda 230 nm (linha cheia) e 0 360 nm (linha pontilhada) foram definidos como os
mais adequados para 0 monitoramento dos analitos. Mesmo o DAD nédo sendo um
sistema de deteccdo que forneca uma informacdo inequivoca, os perfis dos espectros
eletronicos de cada uma das classes de compostos (a ¢ B-acidos) apresentam diferencas
caracteristicas. Nesse sentido, o espectro eletronico fornecido por cada pico
eletroforético foi utilizado para agrupar os compostos dentro da classe correta e,
consequentemente, diferenciar os a de B-&cidos. Outro ponto interessante, é que 0
monitoramento dos analitos pode ser feito nos dois comprimentos de onda, mas em cada
um deles existem diferencas peculiares que podem se tornar vantagens: em 230 nm, a
linha base foi um pouco mais ruidosa, mas o a-acidos apresentam maiores sinais de
acordo com seus espectros na regido do ultravioleta. Por outo lado, em 360 nm, os
eletroferogramas apresentam uma linha base mais estavel, o que pode ser visto como
um efeito de seletividade, pois uma menor energia € empregada, mas 0s sinais dos
a-acidos sdo atenuados quando comparados com os resultados em 230 nm. Os B-acidos
ndo apresentam essa atenuacédo de sinal, o que indica que 360 nm € um comprimento de

onda alternativo para o monitoramento dos B-acidos.

Na Figura 12 A e B, a primeira linha de graficos mostra o efeito do TB, onde
30,0 e 50,0 mmol L de TB foram usados, respectivamente. A partir dessa comparacao,
é possivel observar cinco picos para ambos 0s resultados e um aumento no tempo de
analise de acordo com o aumento da concentracdo de TB. Isso é esperado devido ao
aumento da forca i6nica do meio (CIFUENTES; POPPE, 1995), o que poderia também

63



melhorar a resolucdo, mas que para esse caso nenhuma melhora significativa foi

observada.

Figura 12: Efeito dos constituintes do BGE na separacéo de a ¢ B-acidos em extratos de
IGpulo por MEKC. Efeito do TB (A e B): de 30,0 para 50,0 mmol L; SDS (C e D): de
36,0 para 54,0 mmol L!; ACN (E e F): de 0 para 20% v/v. BGE otimizado por MEKC
(G): 40,0 mmol L de TB, 45,0 mmol L de SDS e 10% v/v de ACN. Pardmetros
constantes: temperatura do cartucho (25 °C), voltagem (20 kV), injecdo (25 mbar/5 s) e

capilar (48,5 cm de comprimento total, 40,0 cm de efetivo; 50 um i.d. e 375 um o.d.).
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A segunda linha de eletroferogramas (Figura 12 C e D) mostra o efeito do SDS.
Mesmo aumentando a concentracdo do surfactante de 36,0 para 54,0 mmol L? (Figura
12 C e D, respectivamente), cinco picos foram identificados, mas um aumento no tempo
de migracdo dos analitos foi observado. Isso pode ser explicado pelo maior nimero de
micelas no meio, o que também aumentaria a forca i6nica, além do aumento do nimero

de interagdes do tipo analito-micela por conta do maior nimero de sitios disponiveis. A
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ultima linha de eletroferogramas mostra o efeito da ACN. Na Figura 12 E, o0 BGE nao
continha ACN, sendo constituido apenas de 30,0 mmol L de TB e 45,0 mmol L* de
SDS, enquanto que na Figura 12 F, 20% v/v de ACN foi adicionado ao BGE. Com 20%
v/v de ACN, o tempo de migracdo dos analitos aumentou consideravelmente, devido a
mudangas na viscosidade e na constante dielétrica do meio (PRANAITYTE;
PADARAUSKAS, 2006). No entanto, seis picos agora foram observados como pode
ser visto pelo eletroferograma com linha pontilhada (360 nm) na Figura 12 F. Em 230
nm ndo foi possivel observar os seis picos por conta de uma aparente comigracgdes entre

B3 e a1.

E importante observar, que nos eletroferogramas A, B, C, D e E (Figura 12)
cinco picos foram identificados, enquanto que somente ap6s a adicdo de um
determinado percentual de ACN, o sexto pico foi encontrado. Esse ultimo pico foi
atribuido ao B-acido Bs (adlupulona). Contudo, um elevado tempo de analise foi obtido,
além de um perfil eletroforético com linha base menos estavel em 230 nm. Sendo assim,
a concentracdo de ACN foi reduzida para 10% v/v para os proximos testes. Portanto, a
Figura 12 G mostra o BGE para o0 sistema MEKC, composto por 40,0 mmol L de TB,
45,0 mmol Lt de SDS e 10% v/v de ACN. Nesse Gltimo eletroferograma é mais nitida a
identificagdo do Ba. As classes a e B-acidos foram identificadas e diferenciadas entre si
pela avaliacdo do perfil do espectro eletrénico na regido do UV como mostrado na

Figura 13.

O sistema MEKC foi adequado para a completa separagdo dos o e B-acidos no
extrato de lupulo como mostrado na Figura 12 G, mas isso ainda poderia ser melhorado,
principalmente no que diz respeito a separacdo do par mais critico B2/B3. Outrossim, o
modo CD-MEKC néo havia sido testado anteriormente para esse tipo de separagdo e a
inclusdo da B-CD poderia ainda melhorar a separacdo de todos homologos e isémeros
presentes no ldpulo. Dessa forma, 20,0 mmol L de B-CD foi adicionado ao BGE
previamente desenvolvido para MEKC. Com a inclusdo da -CD (Figura 13A), o tempo
de analise diminuiu quando comparado com sistema por MEKC (Figura 12 G) e a
resolucdo do par critico P2/ps aumentou. E importante destacar que os eletroferogramas
mostrados na Figura 13 dizem respeito a dois lupulos diferentes. Por conta disso, 0s
teores de o e B-acidos séo diferentes, o que pode ser percebido quando as areas dos
a-acidos dos eletroferogramas da Figura 13A e Figura 12 G sdo comparados, visto que a

diluicdo e os pardmetros instrumentais sdo os mesmos. A diferenca no tempo de
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migracdo dos analitos quando comparado esses dois eletroferogramas pode ser por
conta de efeito de matriz entre as duas plantas, mas também por variagdes instrumentais
Vvisto que esses testes foram executados em dias diferentes e o sistema ainda ndo estava

completamente otimizado.

Figura 13: (A) Inclusdo de 20,0 mmol L de B-CD no BGE criando 0 modo CD-
MEKC-UV; (B) Efeito do TB quando 30,0 mmol L™ é usado no BGE em comparagio

com 40 mmol L do eletroferograma A. Os espectros eletronicos na regifo do UV sdo

mostrados para todos analitos.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

No BGE para o sistema CD-MEKC-UV, a concentragcdo de TB foi de 40,0
mmol L%, mas considerando o teste do efeito da concentracio de TB no sistema MEKC,
Figura 12 (A e B), a diminuig¢do da concentracdo de TB poderia ndo comprometer a
separagdo dos compostos, mantendo a resolucgdo entre os picos e diminuindo o tempo de

analise. Portanto, o0 mesmo teste foi feito para o sistema CD-MEKC-UV, agora
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diminuindo a concentracdo de TB para 30,0 mmol L™ e mantendo os teores de B-CD,
SDS e ACN em 20,0 mmol L, 45,0 mmol L? e 10% v/v, respectivamente. Houve um
ganho significativo no tempo de analise e o poder de separacdo do método nao foi
alterado como é mostrado na Figura 13 B. Além disso, os sinais para o ¢ -acidos foram

maiores quando 30,0 mmol L™ de TB foi usado no BGE.

A identificacdo dos picos eletroforéticos foi feita pela avaliagdo dos espectros
UV das classes de o e B-acidos, os quais sdo bem conhecidos e descritos na literatura.
Os primeiros trés picos eletroforéticos correspondem aos B-acidos, 0s quais podem ser
confirmados pelos trés espectros superiores da Figura 13. Os trés ultimos picos
eletroforéticos dizem respeito aos a-acidos, estes que podem ser confirmados pelos trés
espectros inferiores da Figura 13.

Para o melhor entendimento da ordem de migracdo dos analitos, uma discussao
mais aprofundada levando em consideracdo a proposta de um mecanismo de separacao
por CD-MEKC-UV ¢ introduzido na Figura 14. Quando o capilar é preenchido com o
BGE para CD-MEKC-UV, temos uma fase contendo o meio tamponado pela solucéo de
TB e os seletores que funcionam como pseudo-fases estacionarias, sendo eles: as
micelas anidnicas e as B-CDs neutras. Quando a voltagem é aplicada, os analitos
anidnicos que se encontram no meio tamponado migram em contra-fluxo em sentido ao

detector de acordo com suas ., mas também interagem de maneira diferenciada com
os seletores de maneira que a p,, se torne diferente, o que € percebido pela completa

separacao e detecc¢do diferenciada dos analitos. Um esquema é mostrado na Figura 14C.

Uma explicagdo a nivel molecular da interacdo dos analitos aniénicos com 0s
seletores ndo é tarefa simples de ser feita, principalmente envolvendo a interagdo do
analito aniébnico com a micela aniénica. Uma elegante forma de entender melhor essas
interacdes seria por meio de modelagem computacional, realizando calculos quanticos e
de dinamica molecular. No entanto, uma possivel explicacdo leva em consideracdo que
o interior da micela e da B-CD sé&o hidrofdbicas e que os compostos, dentro de cada
classe (a e B-acidos), apresentam diferentes substituintes alquilas no grupo R (Figura 1),
apesar do nucleo de suas estruturas moleculares serem 0 mesmo. Os homélogos co-,
para ambas as classes, sdo mais facilmente separados visto que eles apresentam um
carbono a menos, mas 0s isdmeros posicionais n- e ad- apresentam uma mobilidade

eletroforética muito parecida, o0 que torna necessaria a interacdo desses compostos com
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algum seletor. Apds as interacGes analito/seletor, considerando as caracteristicas
intrinsecas dos compostos, 0s compostos alcancam o detector em diferentes tempos,
sendo a ordem de migracdo (Figura 14A e B) dada por: colupulona (B1), lupulona (B2),

adlupulona (B3), conumulona (a1), adhumulona (az2) and, humulona (o).

Figura 14: (A) Eletroferograma de um extrato lipidico por CD-MEKC; (B) ordem de
migracdo dos analitos; (C) esquema do mecanismo de separacdo para CD-MEKC-UV
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.2.2.2 Otimizagao instrumental

Apos a otimizagdo do BGE para o sistema CD-MEKC, um ajuste fino dos
pardmetrosinstrumentais  foi  feito utilizando o planejamento  experimental
Box-Behnken 3% Trés fatores em trés niveis foram investigados como mostrado na

Tabela 7 e as resposta calculadas para selecionar os melhores experimentos (equagao 1),
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sdo mostradas na Tabela 8. Os estimadores dos coeficientes de regressdo e os efeitos

dos fatores estudados, bem como os de suas interagdes, s&éo mostrados na Tabela 9.

Tabela 8: Matriz do planejamento Box-Behnken 32 codificada. Voltagem, tempo de

injecdo e temperatura do cartucho foram usados como fatores em trés niveis.

X2 XaP X3° R¢
1 -1,0 -1,0 0,0 0,1730
2 1,0 -1,0 0,0 0,2364
3 -1,0 1,0 0,0 0,1555
4 1,0 1,0 0,0 0,2358
5 -1,0 0,0 -1,0 0,1340
6 1,0 0,0 -1,0 0,2053
7 -1,0 0,0 1,0 0,1621
8 1,0 0,0 1,0 0,2265
9 0,0 -1,0 -1,0 0,1954
10 0,0 1,0 -1,0 0,1690
11 0,0 -1,0 1,0 0,2111
12 0,0 1,0 1,0 0,1848
13 0,0 0,0 0,0 0,1994
14 0,0 0,0 0,0 0,1934
15 0,0 0,0 0,0 0,1868

X1 -V (KV): (-1) 17 (0) 20 (1) 23 | Xz -t (5): (-1) 3 (0) 5 (1) 7| X - T (°C): (-1) 23 (0) 25 (1) 27
d R:Rmed/tu3
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Do ponto de vista estatistico, considerando 95% de confianca, trés dos
coeficientes calculados foram significativos, incluindo a média, visto que eles nédo
contém o zero em seus intervalos (Tabela 9). Todos os estimadores dos coeficientes de
regressdo foram usados para construir o modelo, sendo este avaliado pela analise de
variancia (ANOVA) para atestar sua validade. Como o p-valor foi maior que a
significancia do teste aplicado (p-valor=0,3999), considerando um nivel de confianca de
95%, 0 modelo ndo apresentou falta de ajuste, o que permite a construcdo de um grafico
de superficie de respostas. A significancia do modelo (Fcac=24,64) foi pelo menos cinco
vezes superior ao Ferit (4,77) e 0 maximo da variancia explicada foi de 99,35%. Como X1

(V) e x2 (T) foram significativos, esses parametros foram avaliados em modelagem de
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superficie de resposta contra a resposta calculada, como mostrado pela Figura 15. A
superficie de resposta mostra mais altas respostas para o nivel alto de voltagem e
intermediério de temperatura. Juntamente com a andlise da superficie de respostas, 0s
eletroferogramas relacionados aos ensaios feitos no planejamento Box-Behenken 3° so
mostrados na Figura 16, sendo que em todos eles a separacdo completa dos a e p-acidos

foi alcancada.

Figura 15: Superficie de respostas para avaliacdo de temperatura e voltagem na

otimizacao de parametros instrumentais de CE

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Portanto, avaliando a superficie de respostas (Figura 15), os eletroferogramas
(Figura 16) e as melhores resposta dadas na Tabela 8, os ensaios 2 e 4 providenciaram
os melhores resultados. Ambos estdo de acordo com os niveis que a superficie indica
como melhores, visto que os niveis alto e intermediario foram considerados paraVe T,
respectivamente. No entanto, avaliando pela Tabela 8, os valores de resposta sdéo muito
préximos e ndo é possivel decidir entre o melhor experimento. Comparando 0s
eletroferogramas (Figura 16), as condices do ensaio 4 foram definidas como 6tima,
visto que para 0s ensaios 2 e 4 um tempo similar foi observado, a separacao total foi
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alcancada, mas no ensaio 4 maiores sinais foram observados sem comprometer a

resolucéo eletroforética.

Assim, as condicGes finais otimizadas para o metodo por CD-MEKC-UV foram:
BGE composto de 30,0 mmol L de TB, 45,0 mmol L de SDS, 20,0 mmol L* de
B-CD, 10% v/v de ACN; temperatura do cartucho de 25 °C; voltagem positiva de
23 kV; injecdo hidrodindmica aplicando 25 mbar durante 7,0 s; comprimento total do
capilar de 48,5 cm (40,0 cm de comprimento efetivo), 50 um i.d. e 375 um o.d. Para as

vinte e uma amostras analisadas, os analitos foram monitorados em 230 nm (5 Hz).

Tabela 9: Coeficientes de regressdo e avaliacao dos efeitos através de calculos através

do intervalo de significancia

Estimadores Significancia do intervalo
dos coeficientes Significancia?

de regressao De At
b0 0,193220 0,177616 0,208824 *
bl 0,034926 0,025371 0,044482 *
b2 -0,008850 -0,01841 0,000705 )
b3 0,010098 0,000543 0,019654 *
b1l -0,000574 -0,01464 0,013492 )
b22 0,007515 -0,00655 0,02158 )
b33 -0,010669 -0,02473 0,003396 )
b12 0,004218 -0,0093 0,017732 -
b13 -0,001727 -0,01524 0,011786 -
b23 0,000037 -0,01348 0,01355 )

2 (+) Fatores significativos | (-) Fatores ndo significativos
* terit=4,303 (dois graus de liberdade)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 16: Eletroferogramas do planejamento experimental Box-Behnken 32 para
otimizacdo dos parametros instrumentais. Condiges fixas: BGE composto de 30 mmol
L de TB, 45 mmol L de SDS, 20 mmol L™ de B-CD e 10% v/v de ACN; 25 mbar;

comprimento total do capilar de 48, cm (40 cm efetivo), 50 um i.d. e 375 um o.d.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

4.2.2.3 Estado da arte em separacéo de a e f-acidos

Considerando a separacdo dos homdlogos e isémeros dos a e B-acidos, uma
comparacdo dos resultados obtidos nesse trabalho com alguns trabalhos encontrados na
literatura foi feita como mostrado na Tabela 10. Trabalhos considerando as técnicas de
CE e LC foram avaliadas. Os mais importantes parametros, tais como preparo de

amostras, constituintes da fase mével (FM) ou BGE, tempo de separagdo e numero de
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amostras foram levados em consideracdo. Outro interessante parametro de comparagéo
foi o de nimero de picos resolvidos referentes aos analitos (a. e p-&cidos). Em outras
palavras, nimero de picos igual a seis significa a separacdo total dos compostos,
enquanto que quando esse valor foi igual a quatro por exemplo, relacionou-se com a

comigracao entre os isbmeros n- e ad-, para a e B-acidos.

Considerando os trabalhos envolvendo CE, utilizando CZE néo foi possivel uma
separacgdo de todos 0s homologos e isdbmeros de a e B-&cidos. Para os trabalhos de CZE,
0s tempos de separacdo foram superiores aos obtidos nesse trabalho e 0 nimero maximo
de picos foi igual a quatro, como descrito por Duarte et al. (2018) e Kornyzova et al.
(2009), o que leva a duas comigragOes entre os isdbmeros n- e ad- para ambas as classes.
O trabalho de Villalba et al. (2006) mostra picos ndo resolvidos no eletroferograma de
pico base, mas pelo eletroferograma de ions extraidos no detector de MS foi possivel
identificar quarto homologos de a e B-acidos, visto que os isdmeros n- e ad- apresentam
a mesma férmula molecular. Por MEKC, trabalhos empregando SDS como surfactante
para geracdo de micelas foram encontrados e em todos eles, cinco picos foram
identificados. O trabalho de Vindevoguel et al. (1990) descreve que a identificacdo do
sexto pico (adlupulona) ndo foi reprodutivel. O trabalho desenvolvido por Royle et al.

(2001) atribui 0 segundo pico eletroforético como “n- e/ou adlupulona”.

Considerando os métodos por LC, foram encontrados trabalhos com duas
coeluicbes (4 picos) e trabalhos em que a separacdo total foi conseguida (seis picos).
Diferentes colunas, FM e programas foram testados. Os trabalhos de. Verzele i. (1980b)
e 0 primeiro sistema testado por Ceslova et al. (2009) identificaram 4 picos (confirmado
por MS), ou seja, coeluicdo entre os isOmeros n- e ad-. Apesar do trabalho de Pusecker
et al. (1999) também ter identificado 4 picos na etapa cromatogréafica, os isbmeros n- e
ad- foram inequivocamente identificados no sistema de deteccdo de H NMR,
permitindo a diferenciacdo do substituinte alifatico do grupamento acil. No trabalho de
Vanhoenacker et al. (2001), cinco picos foram identificados para a e B-acidos, sendo
que o primeiro B-acido foi somente apontado, visto que apresentava coeluicdo com o
ultimo a-acido; o foco desse trabalho foi nos o-acidos isomerizados, uma vez que
cerveja foi a amostra analisada. Uma separacéo total dos homoélogos e isomeros dos a e
B-acidos por LC foi alcangada por Ceslova et al. (2009) e Kao et al. (2013). Esses
trabalhos utilizaram colunas de fase reversa (C8 e C18, respectivamente) e ap0s um
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gradiente de eluicdo, apesar de terem sido usadas diferentes FM, picos bem resolvidos

foram encontrados em uma corrida cromatografica em torno de 30 minutos.

Avaliando e comparando o método proposto por CD-MEKC-UV com o0s
disponiveis na literatura e listados na Tabela 10, algumas vantagens podem ser
apontadas, tais como: seletividade na separacdo, visto que todos os homdlogos e
isdbmeros foram adequadamente identificados; elevada frequéncia analitica, visto que 0s
tempos de separacdo considerando a separagdo total dos analitos foram mais baixos;
ampla aplicabilidade, pois vinte e uma diferentes variedades de lupulo foram avaliadas
(discutido na proxima secdo); elevada precisdo do método, pois baixos erros relativos
para tempo de migracdo e area dos analitos foram obtidas (Tabela 11); as duplicatas de
todas as amostras foram muito semelhantes (Figura 17).
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Tabela 10: Comparacéo entre 0 método proposto e literatura para separacdo de a e B-acidos considerando as técnicas de CE e LC.

Técnica de Condigdes de Tempo Namero
Ref Amostra Preparo de amostra x Coluna/Capilar FM/BGE §es Deteccéo np Picos de Ano
Separacao/Modo Separagéo (min)
amostras
. i Temperatura 25 °C;
. x Capilar: 48,5 cm BGE: 30,0 mmol L™ Na,B,O», . .
Awal  HUOEM - EMracdocom - CEICD-MEKC tol/400cm 45,0 mmol L™ SDS, 10v vy VOIgemn £33 kv l(%o%ﬂ? 78 6 21 2018
20 &l efetivo (50 pmi.d)  ACN, 10 mmol L** B-CD 1€
25 mbar/7 s
Capilar: 80,0 cm . 4 .
28 Extrato Néo informado CE/CZE total/50 cm efetivo BGE: 50,r'{1moll L Voltagem +23 kV UV-DAD 16 2 - 1990
: TRIS/Acético &cido (220 nm)
(100 pm i.d.)
ESI-MS
(sheath liquid
. x o BGE: 160 mmol L™ carbonato Voltagem +20 kV; - Nao
24 Lipulo em Extragdo Co,m CE/CZE Capilar: 100 cm de aménio / hidroxido de Hidrodinamica inje¢do  propanol/H,O 25 resolvido 2 2006
Pellets Acetona/H,0 75:25 viv total (50 um i.d.) J - .
aménio 0,5 psi/7 s 50:50 v/v com na CE
0,1%
triethilamina)
ESI-MS
sheath liquid
. Clean up com Hexano / A . 4 Voltagem +25 kV; 2-
25 Lapulo em Extragdo com MeOH CE/CZE Capilar. 100 tm BGF'. 80 ”.‘mF" .L acetatq d'e Injecéo Hidrodindmica  propanol/H,O 35 3 4 2006
Pellets o total (50 umi.d.) amdnio/ Hidréxido de aménio . .
(triplicata) 0,5 psi/10 s 60:40 v/v com
0,1%

triethilamina)
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NUmero

Ref Amostra Preparo de amostra Tecn|~ca de Coluna/Capilar FM/BGE Condl(;oesﬂ de Detecgéo Te“.“po Picos de Ano
Separacao/Modo Separacao (min)
amostras
. Temperatura 20 °C;
, Capilar: 68,5 cm . a N UV-DAD
3 Lpuloem i ocdo com MeOH CE/CZE total/60,0cm ~ BCE: 25 mmol L NaH;PO, +  Voltagem +30kV; gy o545 9 4 15 2009
Cones . . 60 mmol L* Na,B,O; Hidrodinamica injegéo
efetivo (50 pmi.d.) nm)
150 mbar/1 s
. Temperatura 25 °C;
. x Capilar: 62,5 cm BGE: 160 mM 7
26 Lapulo em Extragdo C‘Tm CE/CZE total/54 cm efetivo carbonato de V oltqggm .+29 KVL UV-DAD 16,5 4 16 2018
Pellets MeOH/H20 80:20 v/iv (50 um i.d.) aménio Hidrodindmica injegao (230nm)
Hm1.d. 25 mbar/5 s
Capilar: 100,0 cm : .
28 Extrato Néo informado CE/MECK total/50 cm efetivo BGE: 25mM TRIS/HAC + 25 Voltagem +12 kV UV-DAD 18 5 - 1990
- mM SDS (220 nm)
(100 pm i.d.)
Extra¢do com fluido Capilar: 64,5 cm . 1 Voltagem +25 kV; .
29 Ettgatﬁgie supercritico com CO; (6 CE/MECK total/54 cm efetivo BGE: ri(r)nrgln:_oll IS_D;- B, 40 Hidrodindmica injegao 'Ejz\éoDn'?‘n? 30 5 4 2001
P MPae 10°C (50 umi.d.) 50 mbar/5 s
Lapulo em Extracéo com fluido Capilar: 60 cm BGE: 50 mmol L TB. 40 Voltagem +25 kV; UV-DAD eisglla
30 (F:)ones supercritico com CO, CE/MECK total/56 cm efetivo .mmol L SDS ' Hidrodindmica injecéo (200 nm) de 2 1 2013
(350 bar e 35° C (50 umii.d.) 320 mbar/0,2 s
tempo
15 Lopuloem  Extracdo com Tolueno + HPLC Rsil-C18 (17%) O 025 L HiPO: Bovg s lsocrtico: Taxa de UV@EL4Nm) 10 4 5 1980
Pellets 1% BHT 0 22T ST fluxo de 2,0 mL min

1gBHT

76



NuUmero

Ref Amostra Preparo de amostra Tecn|~ca de Coluna/Capilar FM/BGE Condl(;oesﬂ de Deteccéo Te“.“po Picos de Ano
Separacao/Modo Separagao (min) amostras
FM: (A) ACN/H,0 20:80 v/v
- Dissolugdo em ACN/H,O ) com 0,05 mol L* acetato de . 4
16 fsgl‘:g(')‘i"s 80:20 viv com 1% de HPLC PRPL (nls’o x4 amonio flffgﬁ‘;'g"é If‘i‘?n(fﬁl ESI-MS 25 (resolvido - 1998
4cido acético (B) ACN/H20 90:10 v/v com ' no MS)
0,05 mol L acetato de amdnio
. Dissolugio em ACN/H,O ) . 4
16 @epacidos o) 00" com 1% de HPLC C8(150 x 46mm)  FM: MeOH/H20 90:10 viv - ESI-MS 9 (resolvido - 1998
isolados o " com 1% of acético &cido
acido acético s no MS)
Isocrético: (A:B) 60:40 isgn(widr;)s
19 Extrato de Extragdo com fluido HPLC ODS-0 AB (250 x4  FM: (A) ACN (0,05% H3POy) viv NMR Acima resolvidos 1 1998
Lapulo supercritico (COy) mm; 5 pm) (B) D20 (0,05% H3PO,) Taxa de fluxo de 0,3 de 100 por 1H
il
mL min NMR)
Isocratico: Taxa de
Lapulo em Extragdo pressurizada C18 (250 x4 mm; 5 850 mL MeOH + 190 mL H,O  fluxo de 0,9 mL min™ Néo
17 Pellets com solvent (EtOH) HPLC um) + 5 mL 4cido ortho-fosfoérico  Coluna Temperatura de DAD (314nm) 23 mostrado 9 2009
35°C
Gradiente: 0-40 min
(A:B) 40:60 v/v; a
artir de 40 min 100%
5 . FM: (A) ACN:H,O (40:60) P UV-DAD
o BuEnd  Bldenloo e USERORSOS Comwmwo im0 1l GOMI 3 4 7
P P 2 2 mm; 5 p (B) ACN X00e L0 APCI-IT-MS
mL min
Temperatura das

Colunas de 40° C
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Tempo

Numero

Ref Amostra Preparo de amostra Tecn|~ca de Coluna/Capilar FM/BGE Condlgoes~ de Detecgéo - Picos de Ano
Separacao/Modo Separagéo (min)
amostras
Gradiente: 0-40 min
(A:B) 40:60 v/v; a
i i 0,
Extrato de - C8 (250 x 4 mm; 5 FM: (A) ACN:HZO (40:60) partir g€ AE%?"” o oy DAD
20 Lapulo Extragdo alcodlica HPLC um) ' com 0,3% de &cido férmico Taxa de fluxo de 1.0 (330nm) / 35 6 7 2009
(B) ACN fathadet APCI-IT-MS
mL min
Coluna Temperatura
40°C
Gradiente: (A:B) 100:0
até 3 min; (A:B) 84:16
v/v até 4 min; (A:B)
60:40 v/v até 54 min; UV-DAD
" . FM: (A) 5 mmol L Acetato de  (A:B) 5:95 v/v até 57 330nm) /
g7 Padrao/Cervej - Lc c18 (1‘20 X 4,6 mm; Ansﬁrzio em 20% etanol viv (min;) (A:B) 5:95 /v Af’CI-IT-)I\/IS 55 5 - 2009
a um) (B) ACN/etanol 60:40 v/v manter até 65 min (modo
Taxa de fluxo de 1,0 negativo)
mL min*
Coluna: Temperatura
35°C
Gradiente: (A:B) 65:35
até 3 min; (A:B) 45:55
v/v até 6 min; manter
por 4 min; (A:B) 40:60
wiol ( () Acido fost vivem /15 min; (A:B) (%YAEQ)D/
Padrao/Cervej C18 (250 x 4,6 mm; FM: (A) Acido fosférico 30:70 v/v em 20 min;
2 a ) HPLC 5 um) (B) CAN (A:B) 25:75 v/v em 30 AP(&:{{;{;MS 38 6 ) 2013
min L
Taxa de fluxo de 1,5 positivo)
mL min?
Coluna: Temperatura
35°C
Gradiente: (A:B) 35:65
FM: (A) H,0 com 0,1% até 14 min; (A:B)
, Extracéo com fluido . trifluoroacético acido 0:100 v/v em 20 min;
18 Lulfeul:gtsm supercritico com CO, (30 HPLC C18 (2108 Xri’l mm, (B) (ACN:H;0 com 0,1% (A:B) 35:65 v/vem 24 Ue\,llﬁﬁD - 5 2015
/9 um) acido trifluoroacético) 90:10  min; manter por 6 min ( )

MPa e 50° C)

viv

Taxa de fluxo de 0,4
mL min’?
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4.2.2.4 Aplicando o método otimizado por CD-MEKC a outras variedades de ltpulo

Com o método otimizado por CD-MEKC-UV, vinte e uma amostras de lpulo
foram submetidas a extragdo e entdo analisadas. As amostras foram injetadas em
duplicata no sistema de CE. Na Figura 17 séo exibidos os eletroferogramas de todas as
amostras de ldpulo em uma mesma escala, de maneira que seja possivel uma

comparagao direta entre os teores de o e B-acidos.

Cada variedade de lupulo apresenta caracteristicas proprias, sendo mais comum
classificar os lapulos em “lupulos de amargor” ou “lupulo de aroma”, basicamente
devido ao teor de a-&cidos. Para o produtor de cerveja, essa € uma importante
informacdo, visto que uma cerveja mais amarga ou mais aromatizada pode ser
produzida pela utilizacdo de lGpulos especificos. Assim, quando aplicado o método
otimizado as diferentes variedades de planta, foi possivel notar o potencial perfil de

amargor que cada uma produz.

Como ja estabelecido no mercado mundial, alguns lGpulos de amargor sdo:
Galena, Columbus, Herkules e Nugget (ALMAGUER et al., 2014). Os eletroferogramas
dessas amostras (Figura 17) estdo de acordo com a literatura, visto que areas com
elevados valores para os a-acidos foram observadas. Por outro lado, alguns lapulos mais
aromaticos podem ser exemplificados por Saaz, Hersbrucker e Mittelfruh
(ALMAGUER et al., 2014), sendo que os eletroforegramas mostram baixos valores de
area para os a-acidos. Além dos ldpulos previamente mencionados, outros com a
finalidade aromatizante e de amargor foram analisados e as diferencas entre 0s a e B-

acidos podem ser observadas.

Outra observacdo importante foi com relagdo a grande similaridade das
replicatas para todas as amostras, o que pode ser visto quando comparados 0s
eletroferogramas com linhas cheias e pontilhadas na Figura 17; as areas e tempos de
migracdo foram muito semelhantes. Para confirmar a preciséo do método por
CD-MEKC-UV, testes para precisdo intradia e interdia foram realizadas em
quadruplicatas. Os dados para area e tempos de migracao para os seis a ¢ 3-acidos séo
reportados na Tabela 11. A mesma amostra de lGpulo (Galena) foi usada para realizar
esses testes. Considerando os testes intradia, em geral, no dia 1, o desvio padrao relativo
(DPR) para area e tempos de migracdo foram mais elevados que para o dia 2. Os
maiores valores de DPR considerando area e tempos de migragdo foram 5,16% (dia 2
para B3) e 1,62% (dia 1 para (3) respectivamente, enquanto que os menores DPR foram
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0,44% (dia 2 para P1) e 0,34% (dia 1 para 1) respectivamente. Para os testes interdia, os
maiores valores de DPR para areas e tempos de migracdo foram 6,92% para az e 1,33%
para P3, enquanto que os menores valores de DPR foram 1,46% e 0,50%
respectivamente, ambos para o1. E interessante destacar que, os maiores DPR foram

encontrados para s, este que apresenta 0s menores sinais e a mais dificil a separacéo.
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Figura 17: Eletroferograma de vinte e uma amostras de ltpulo injetados em duplicata.

Condicdes eletroforéticas: BGE composto de 30,0 mmol L™ de TB, 45,0 mmol L de
SDS, 20,0 mmol L de B-CD e 10% v/v de ACN; temperatura do cartucho de 25 °C;

voltagem positiva de 23 kV; injecao hidrodinamica de 25 mbar/7,0 s; comprimento total

44 mAU

44mAU

44 mAU

44 mAU

44 mAU

do capilar de 48,5 cm (40,0 cm efetivo), 50 pm i.d. e 375 um o.d

58

5.8

r
58

58

Galena Columbus Styrian Golding Saaz
s
a
B.
l31 I31 [+ 5}
Baal o,
5.8 6.8 78 5.8 6.8 7.8 5.8 6.8 7.8
t/ min t/ min t / min
Fuggle Target Simcoe
B. B, o s B, %1 o o
3
% g B BB, o 3
RA A _U\EJ\JZ.L
6.8 7.8 5.8 6.8 78 5.8 6.8 7.8 5.8 6.8 7.8
t/ min t/ min t/ min t / min
Amarillo Hershrucker Cascade Mosaic %
[}
B B, o, 3
B,
B. B a3
ﬁl*uz
6.8 78 5.8 6.8 7.8 5.8 6.8 7.8
t/ min t/ min t/ min
Chinook a El Dorado ER Golding
3
o, o
a
a, 3
B,
B a,
3
6.8 7.8 5.8 6.8 78 58 6.8 78 5.8 6.8 78
t/ min t/ min t/ min t/ min
Herkules US Golding Northern Brewer Nugget
o, as
o5
B, B, ™
o,
3|
6.8 7.8 5.8 6.8 78 58 6.8 78 5.8 6.8 78
t/ min t/ min t/ min t/ min
Mittelfruh
5 Linha sélida (réplica 1)
<
£ . . FORT
3 6 B. a, Linha pontilhada (réplica 2)
1
* .
mﬂ_{ desconhecido
58 6.8 78
t/min

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 11: Testes de precisao intradia e interdia para avaliacdo da precisdo do método considerando areas e tempo de migracdo para todos os seis

a e B-acidos
Dial
B1 B2 Bs a1 o 03

A (MAU) tm(min) A(MAU) tm(min) A(MAU) tm(min) A(MAU) tn(min) A(MAU) tn(min) A (MAU) ty(mMin)
Galena 1 91,81 6,08 42,65 6,52 11,41 6,68 1224 6,86 31,91 7,36 131,41 7,68
Galena 2 87,45 6,11 41,21 6,56 11,72 6,72 118,55 6,9 30,89 7,42 132,22 7,74
Galena 3 84,77 6,14 40,22 6,59 11,41 6,76 118,07 6,94 31,79 7,46 121,33 7,79
Galena 4 89,85 6,14 42,29 6,58 10,47 6,93 120,72 6,93 29,99 7,45 129,46 7,78
Intradia 1 DPR (%) 3,44 0,47 2,65 0,47 4,81 1,62 1,67 0,52 2,87 0,61 3,88 0,64

Dia 2
Galena 1 98,68 6,088 45,25 6,554 10,68 6,72 118,71 6,917 32,23 7,458 143,55 7.8
Galena 2 98,08 6,06 45,66 6,515 11,92 6,68 122,4 6,87 31,2 7,4 145,97 7,74
Galena 3 98,07 6,05 45,9 6,51 11,96 6,67 118,85 6,87 33,94 7,39 143,62 7,73
Galena 4 98,94 6,04 44,54 6,49 11,53 6,65 119,14 6,85 32,82 7,36 147,21 7,69
Intradia 2 DPR (%) 0,44 0,34 1,31 0,41 5,16 0,44 1,47 0,41 3,52 0,55 1,25 0,59
Interdia DPR (%0) 6,10 0,64 4,98 0,55 4,79 1,33 1,46 0,50 3,80 0,56 6,92 0,57

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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4.2.3 Conclusao

Foi proposto um método por CD-MEKC-UV para a separa¢do dos homdlogos e
isbmeros a e B-acidos em amostra de lapulo. O método por CD-MEKC-UV foi
otimizado levando em consideracdo o estudo do BGE e pela aplicacdo da abordagem
multivariada por meio de um planejamento experimental Box-Behnken 32 para um
ajuste fino dos parametros instrumentais de CE. Quando comparado com outros
métodos disponiveis (por CE e LC) para a separacdo total dos homologos e isomeros
dos a e P-&cidos, o proposto método provou ser mais rapido e de mais ampla
aplicabilidade, visto que menores tempos de analise foram obtidos e diferentes
variedades de lupulo foram levadas em consideracdo. Ademais, 0 método apresentou
baixos valores de DPR para os tempos de migracdo e areas dos analitos estudados,
considerando testes intradia e interdia. O método otimizado foi aplicado a vinte e uma
diferentes variedades de lapulo com alta eficiéncia. O método proposto é simples,
rapido, reprodutivel e segue as premissas da quimica verde, visto que usa baixas
concentracdes de um simples sistema tampao, do surfactante, da ACN e do B-CD. Nesse
sentido, esse método pode ser interessante para controle de qualidade considerando

produtores de lGpulo e para pesquisadores da industria cervejeira.
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5 TERPENOS

O oleo essencial sintetizado pela planta lupulo é extraido juntamente com o0s
compostos precursores do amargor na cerveja durante a etapa de fervura do mosto.
Lapulos secos contém cerca de 0,5-3,0% de dleo essencial, sendo que esse 6leo pode ser
constituido por mais de 1000 compostos (ALMAGUER et al., 2014). Sua composicéo é
dada em maior parte por terpenos (~70%), sendo os demais 30% correspondentes a
compostos oxigenados como ésteres, aldeidos, cetonas, &cidos e alcoois (GONCALVES
et al., 2012). Os terpenos, embora sejam hidrocarbonetos e, portanto, ndo apresentando
elevada solubilidade na cerveja, sdo 0s principais contribuintes para o aroma da cerveja
em virtude de seu alto poder de deteccdo sensorial. Diferentes variedades de lUpulos
produzem diferentes Oleos essenciais, estes que por sua vez, podem diferir

drasticamente em aroma, sabor e odor, de acordo como a sua constituicdo quimica.

Os lupulos podem ser classificados entre lGpulos de amargor e aroma quando
julgados somente pelo teor de a-&cidos, mas também pode ser feita uma classificagdo
mais fina levando em consideracdo o perfil aromatico, onde trés classes podem ser
separadas, sendo elas: aroma (AR), alto amargor (AM) e amargor com caracteristicas
aromaticas, também chamadas de duplo propésito (DP) (DE COOMAN; EVERAERT;
DE KEUKELEIRE, 1998; SHELLIE et al., 2009). Uma outra classificacdo dentro do
conjunto de aroma pode ser feito, considerando lipulos com “fino aroma” ou somente

de “aroma” (LEONARDI et al., 2013).

Os principais terpenos encontrados nos ltpulos s&o 0 monoterpeno B-mirceno e
0s sesquiterpenos P-cariofileno e a-humuleno. No entanto, algumas variedades de
lupulos sintetizam teores significativos de outros terpenos como farneseno, selineno,
bergamoteno, entre outros, além de sesquiterpenos oxigenados (BERNOTIENE et al.,
2004).

51 DETERMINACAO DE TERPENOS EM LUPUMOS POR GC-MS E
CLASSIFICACAO DAS AMOSTRAS EMPREGANDO MODELAGEM
MULTIVARIADA

O estudo da composicdo dos terpenos do Oleo essencial de lupulo é algo
amplamente discutido na literatura. Diferentes métodos de extracdo e cromatograficos ja

foram empregados para essa finalidade. O método de extragdo mais comumente
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utilizado é a destilacdo por arraste de vapor, sendo a hidrodestilagdo seu principal
representante. Via de regra, esse processo requer uma grande quantidade de material
(~50 g), podendo totalizar um tempo de extracdo de até 4 h por amostra (SHELLIE et
al., 2009). No entanto, massas menores tambeém podem ser utililizadas em sistemas de
arraste de vapor adaptados (DE COOMAN; EVERAERT; DE KEUKELEIRE, 1998).

Outros métodos para a obtengcdo de uma fragdo que contenha os terpenos sdo
empregados, sendo eles a extracdo direta com solvente (STEINHAUS; SCHIEBERLE,
2000), a extracdo por fluido supercritico (VAN OPSTAELE et al., 2012a; ZEKOVIC;
PFAF-SOVLJANSKI; GRUIJIC, 2007) e a extracdo em fase solida usando barra
magnética sortiva (KISHIMOTO et al., 2005; STEYER; CLAYEUX; LAUGEL, 2013).
Além desses, ainda sdo encontrados trabalhos por micro extracdo em fase sélida usando
headspace direto no sistema de GC-MS (sigla do inglés, HS-SPME-GC-MS)
(GONGALVES et al., 2012; JORGE; TRUGO, 2003; VAN OPSTAELE et al., 2012b).

Essa parte do trabalho tem como objetivo utilizar um método simples e rapido de
extragdo que permita obter uma fracdo adequada contendo os terpenos constituintes de
diferentes variedades de lapulos comerciais com a mesma eficiéncia do método
convencional por hidrodestilacdo. Os extratos foram caracterizados por GC-MS, 0s
terpenos foram propriamente identificados e, a partir dos diferentes perfis aromaticos
dos ldpulos estudados foi feita uma tentativa de classificagdo por abordagem

multivariada.

5.1.1 Parte experimental
5.1.1.1 Reagentes e amostras

Os reagentes utilizados foram adquiridos em grau analitico. O hexano (HEX)
grau GC e o sulfato de sddio foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA),
enquanto que o diclorometano (DCM) foi comprado junto a Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). Como o DCM ndo apresentava pureza adequada para ser utilizado em sistema
de GC-MS, o mesmo foi destilado para retirada de graxas e outras impurezas. O padrdo
de n-alcanos (C8-C30) foi adquirido da SigmaAldrich (St. Louis, MO, EUA), sendo
esse utilizado para o calculo do indice de retencdo para auxiliar na identificacdo dos
terpenos no ldpulo. As amostras de lupulo foram fornecidas pela empresa Muller
Emporio do Malte, localizada na cidade de Juiz de Fora, MG. Trinta e duas amostras de
lUpulos de diferentes variedades foram utilizadas, sendo estas listadas na Tabela 13.
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5.1.1.2 Extracg0es

O primeiro preparo de amostras foi o processo de hidrodestilagéo, obtendo o
6leo essencial do lupulo como produto final. Partindo do lGpulo em pellets, obteve-se
uma amostra sélida com granulometria bem fina apds a pulverizagdo com o uso de
almofariz e pistilo. Cerca de um grama (1 g) dessa amostra foi pesada em um vidro de
relégio e transferido para um baldo de extracdo. A esse mesmo baldo, foi adicionado
uma barra magnética e 50,0 mL de &gua deionizada. O baldo foi levado a uma manta de
aquecimento com agitacdo magnética. O aparato para a realizacdo da destilacdo foi
montado apenas com conectores (juntas) de um aparato de destilacdo convencional.
Foram usadas uma junta curva em 75° e um tubo adaptador em 105° com saida para
vacuo. Ambos foram conectados e fixos com um grampo e encaixados ao baldo de
extracdo. Para recolher o hidrodestilado foi utilizada uma proveta de 50,0 mL. O
sistema foi arrefecido com toalhas de papel umidificadas em banho de gelo. E
importante destacar que em um procedimento convencional de destilagdo uma grande
quantidade de amostra é requerida, muitas vezes superior a 50 g, e um longo tempo de
destilacdo também é empregado (~3 h) (SHELLIE et al., 2009). No sistema proposto,
foi usado 1 g de amostra e 0 processo aconteceu em torno de 50 min. Ao término da
hidrodestilacdo, o hidrolato foi descartado e ao hidrodestilado foi adicionado 5,0 mL de
hexano para o recolhimento do 6leo essencial. A fase organica (superior) foi retirada
com o auxilio de uma pipeta de pasteur e esta foi vertida em um béquer. Esse
procedimento de extracdo liquido-liquido com hexano foi realizado em triplicata. Ao
béquer foi adicionada uma porcdo de Na>SO4 para a secagem da agua residual e entdo
realizou-se a filtragdo novamente em bal&o de extracdo usando um filtro de papel. Esse
baldo foi levado ao rotaevaporador para a evaporacdo do solvente a 50° C. Apds a
evaporacdo do solvente a amostra de 6leo essencial foi transferida para um vial de GC e
lacrado com tampa de teflon. O Gltimo procedimento foi a troca de atmosfera para evitar
a oxidacdo de compostos purgando nitrogénio diretamente sobre a amostra. Esse

amostra foi estocada a 4 °C até o momento da anélise.

Os outros dois sistemas para obtencéo de fragdes contendo os terpenos do lupulo
foram realizados por meio de extracOes diretas com solvente assistidos por ultrasson.
Apbs a pulverizacdo do lapulo e obtencdo de um po fino, cerca de 200 mg de amostra
foi transferida para um tubo de vidro com tampa de teflon, ao qual foi adicionado 1,0

mL de solvente (HEX ou DCM). Esse sistema foi levado ao banho ultrassdnico por 1 h
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a temperatura de 25° C. Ao término, o extrato em solvente organico foi transferido para
o vial de GC apds passar por um sistema de secagem de agua residual e filtracdo
preparado em pipeta de pasteur. Esse sistema em pipeta consiste da imobilizagdo um
pequeno pedaco de algodao e sobre ele uma pequena porcédo de sulfato de sodio. Apos o

preparo, o extrato foi diretamente injetado no sistema de GC-MS.

5.1.1.3 Parametros instrumentais

A separacdo dos componentes volateis do Oleo essencial e do extrato com
solvente de lapulo foi feito em um cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de
massas da marca Shimadzu (GC-MS-QP2010Plus) contendo um autoinjetor modelo
AOC-5000. O equipamento foi equipado com uma coluna Rtx-5ms (5% difenil/95%
polidietilsiloxano — 30 m x 0,25 mm i.d. — 0,25 um de espessura), trabalhando com o
injetor no modo split, usando hélio como géas de arraste com fluxo na coluna de 1,0 mL
min‘’. Para todas as analises foi injetado 1 pL de amostra no modo split com razéo 1/10.
A temperatura do injetor foi mantida em 200 °C. A programacgédo do forno iniciou a
50 °C (mantendo por 5 minutos) e a programacao de temperatura foi feita aquecendo o
forno a uma taxa de 4,0 °C min? até atingir a temperatura de 200 °C, esta que foi
mantida por 9 minutos; totalizou uma corrida cromatogréafica de 47,50 minutos. O
espectrdmetro de massas é equipado com uma fonte de impacto de elétrons operando a
70 eV e a faixa de massas foi avaliada de 40 a 700 m/z. As temperaturas da fonte de
ions e da interface foram ajustadas em 200 °C e 220 °C, respectivamente. O tempo de
corte do solvente foi ajustado em 5 minutos. Em um primeiro momento, todos 0s picos
passiveis de integracdo foram levados em consideracdo e integrados manualmente para
uma analise qualitativa. Uma vez feita a identificacdo dos terpenos, o tempo de retencao

dos analitos foi levado em consideracdo para o trabalho com novas amostras.

A identificacdo dos compostos foi baseada no tempo de retengdo, na comparagéo
de seus espectros de massa com as bibliotecas NIST08 e NIST08s disponiveis no
equipamento de GC-MS, no célculo do indice de retencdo (IR) e também pela
comparacao do perfil de terpenos para ltpulos de acordo com referéncias bibliograficas
disponiveis na literatura. N&o foi calculado o indice de Kovats (IK) (KOVATS, 1958)
por conta do uso de um programa de temperatura, sendo que o IK ¢é calculado para
isotermas. Sendo assim a equacdo de Van den Dool e Kratz foi utilizada (VAN DEN
DOOL; KRATZ, 1963). Para o célculo do IR, inicialmente foi injetada uma mistura de
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padrdo de hidrocarbonetos (C8-C30), identificados os picos e anotados os tempos de
retencdo dos n-alcanos. Tendo essas informagdes, juntamente com os tempos de
retencdo dos analitos no cromatograma da amostra, o célculo do IR foi baseado na

equacao 4

th—th
IR =100n + <m + n> x 100 (4)
onde, IR refere-se ao indice de retencdo, t! diz respeito ao tempo de retencdo do
composto de interesse no cromatograma da amostra, t;* € o tempo de retencdo do
hidrocarboneto na mistura de n-alcanos que precede o tempo de retengdo do composto
de interesse, t**! é o tempo de retencdo do hidrocarboneto na mistura de n-alcanos
posterior ao tempo de retencdo do composto de interesse e n € o numero de carbonos do
hidrocarboneto que precede o composto de interesse. De posse desse valor é possivel
comparar com dados da literatura dispostos em artigos e, principalmente, com bancos de
dados disponiveis na literatura (ADAMS, 2007), para juntamente com 0s espectros de
massa e com o percentual de similaridade fornecido pela biblioteca de espectros inferir

sobre 0 composto de interesse.

5.1.2 Resultados e discussdes

5.1.2.1 Comparacdo dos méetodos de extracdo

Com o objetivo de avaliar a performance dos métodos para a obtencdo de uma
fracdo que contivesse os terpenos do lupulo, os principais resultados entre as
abordagens foram comparados. A hidrodestilacdo leva a obtencdo do 6leo essencial,
esse que se trata de uma fracdo mais limpa, o que gera um cromatograma com linha
base estavel ao longo de toda corrida cromatogréfica, sem ruido, de facil identificacdo e
integracdo dos picos. O cromatograma caracteristico para o oleo essencial do lupulo
apos a preparacdo de uma amostra através da diluicdo com HEX na concentracdo de
1 mg mL? é mostrado na Figura 18 A. Para as extragdes com solvente assistidas por
ultrasson, um perfil cromatografico (Figura 18 B e C, HEX e DCM, respectivamente)
muito semelhante é obtido para a regido em que 0s monoterpenos e sesquiterpenos sao
identificados (até 35 minutos). Apos 40 minutos, outros picos que ndo apareciam no

cromatograma do 6leo essencial comecam a ser identificados, sendo esses compostos de
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mais elevado peso molecular como graxas que foram extraidos pelo solvente apolar,

mas que ndo sdo de interesse para caracterizacao do perfil aromatico dos lGpulos.

Figura 18: Cromatogramas obtidos por GC-MS para um 06leo essencial (A), para um
extrato em HEX (B) e para um extrato em DCM (C). Identificacdo dos compostos — 1:
B-Mirceno; 2: Limoneno; 3: Linalol; 4: Geraniol; 5: a-Copaeno; 6: B-Cariofileno; 7: B-
Cubebeno; 8: a-Bergamoteno; 9: a-Humuleno; 10: y-Muroleno; 11: B-Selineno;12: a-

Selineno; 13: a-Muuroleno; 14: a-Farneseno; 15: y-Cadineno; 16: 8-Cadineno; 17:
Eremofileno; 18: Eudesma-3,7(11)-dieno
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os picos foram identificados a partir da sequéncia de passos discutida na secdo
anterior. Inicialmente partiu-se do percentual de similaridade apontado pela biblioteca
espectral NIST, mas o calculo do IR a partir da injecdo da mistura de hidrocarbonetos e
avaliacdo com a literatura também foi feita. Em linhas gerais, dezoito terpenos foram
identificados no 6leo essencial e na extracdo com HEX, sendo 4 monoterpenos e 14
sesquiterpenos. Os cromatogramas, com aproximagdes na regido mais complexa entre
27 e 33 minutos evidenciam os picos referentes aos terpenos. Os outros picos que nao
foram identificados, se referem a outras classes de compostos, como hidrocarbonetos
ndo derivados do isopreno e a ésteres, por exemplo. Para a extragdo com DCM, 12
terpenos foram identificados. Na Tabela 12 sd&o mostrados todos o0s terpenos
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identificados pelas trés abordagens, bem como seus respectivos tempos de retencao,
concentragdes, IR calculado e o fornecido pela literatura para cada um deles (ADAMS,
2007), os percentuais de similaridade fornecidos pelas bibliotecas e as formulas

moleculares (FMO).

Considerando as trés abordagens de extracdo, foram facilmente identificados os
principais terpenos (B-mirceno, p-cariofileno e a-humuleno) que constituem cerca de
80% de toda composi¢do, como pode ser visto nos cromatogramas da Figura 18. No
entanto, as concentracBes deles para o extrato em DCM foram consideravelmente
diferentes quando comparado com os resultados do 6leo essencial e do extrato em HEX.
Os resultados por extracdo com DCM apresentam um maior teor de B-mirceno (46,90%
- pico 1) quando comparado com a-humuleno (36,33% - Pico 9). Além disso, os picos
referentes ao geraniol (pico 4), B-Cubebeno (pico 7), a-Muuroleno (pico 13),
a-Farneseno (pico 14), Eremofileno (pico 17) e Eudesma-3,7(11)-diene (pico 18) nédo
puderam ser integrados por esses compostos estarem em nivel muito baixo ou por ndo
terem sido extraidos. Os composto y-Muroleno (pico 10) e o-Selineno (pico 12),
previamente identificados pelas outras extrages, foram identificados como
sesquiterpenos, mas ndo foram atribuidos seguramente por conta de uma baixa

similaridade fornecida pela biblioteca.

A identificacdo dos terpenos no 6leo essencial e no extrato com HEX foi muito
semelhante. Os compostos identificados foram encontrados em tempos de retencédo
muito proximos em ambas abordagens, o que pode ser visto pela proximidade dos IR
calculados. Além disso, as concentragdes para 0s trés terpenos majoritarios foram muito
semelhantes: 28,68% e 25,05% (B-mirceno), 14,45% e 15,22% (B-cariofileno), 42,20%

e 41,42% (a-humuleno) para o 6leo essencial e extragdo com HEX, respectivamente.

Outro ponto a ser destacado na Tabela 12 é que o valor de IR calculado para
todos os terpenos identificados foram muito proximos aos tabelados, apresentando erros
relativos da ordem de 1%, com exce¢do do B-cubebeno que apresentou 3,8% de erro
relativo. Comparando o0s percentuais de similaridade na Tabela 12, para os trés
principais compostos os valores foram elevados (acima de 95%), evidenciando a maior
facilidade e seguranca na identificacdo dos compostos majoritarios. Para os demais
compostos, além do percentual de similaridade e do calculo do IR, a sequéncia de
eluicdo dos compostos foi comparada com trabalhos disponiveis na literatura
(GONGALVES et al., 2012; LIGOR et al., 2014; MONGELLI et al., 2016).
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Apds essa avaliacdo, decidiu-se trabalhar com a extracdo hexanica para as
demais 32 amostras, visto que: i) obtinha-se um perfil cromatogréafico muito semelhante
ao obtido pelo 6leo essencial; ii) na regido de identificacdo dos terpenos ndo eram
encontrados picos interferentes que dificultasse a identificacdo e integracdo dos analitos
de interesse; iii) os percentuais de similaridade, de acordo com a Tabela 12, foram mais
elevados para o extrato em HEX; iv) utilizava-se apenas 200 mg de amostra e somente 1
mL de HEX; v) obtinha-se um aumento substancial da frequéncia analitica, visto que
com a hidrodestilacdo foi preparada uma amostra em 1 h, enquanto que na extracdo com

solvente assistida por ultrasson, todas as 32 amostras foram preparadas em 1 h.
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Tabela 12: Comparacdo dos métodos de extracdo por hidrodestilacao, extracdo com HEX e extracdo com DCM para obtencdo da composicao dos
terpenos no lupulo.

Pico n° Extracéo t*/ min Concentracdo % IRcaic IR Similaridade % Terpeno FMO®
Hidrodestilagdo 12,05 28,68 994 96
1 Ext HEX 12,06 25,05 995 988 95 B-Mirceno CioHi6
Ext DCM 12,06 46,90 994 97
Hidrodestilacéo 13,63 0,44 1032 80
2 Ext HEX 13,63 0,78 1032 1024 90 Limoneno CioHsse
Ext DCM 13,63 0,72 1032 82
Hidrodestilacéo 16,67 1,57 1104 90
3 Ext HEX 16,66 0,84 1104 1095 97 Linalol C10H180
Ext DCM 16,68 0,58 1105 76
Hidrodestilacéo 22,77 1,24 1262 90
4 Ext HEX 22,74 2,10 1261 1249 96 Geraniol C10H150
Ext DCM - - - -
Hidrodestilacéo 27,12 0,34 1385 73
5 Ext HEX 27,12 0,80 1385 1374 93 a-Copaeno CisHa4
Ext DCM 27,13 0,25 1385 67
Hidrodestilacdo 28,64 14,45 1431 95
6 Ext HEX 28,65 15,22 1431 1417 96 B-Cariofileno CisHa4
Ext DCM 28,64 10,91 1431 95
Hidrodestilacdo 28,95 0,08 1440 -
7 Ext HEX 28,95 0,34 1440 1387 90 B-Cubebeno CisHa4
Ext DCM - - - -
Hidrodestilacdo 29,10 0,65 1445 83
8 Ext HEX 29,11 1,07 1445 1432 95 a-Bergamoteno CisHa
Ext DCM 29,11 0,37 1445 76
Hidrodestilagéo 29,79 42,20 1466 95
9 Ext HEX 29,81 41,41 1467 1452 95 a-Humuleno CisH2a
Ext DCM 29,78 36,33 1466 95

a1, - tempo de retencdo |° IR - Indice de retengéo calculado (equagéo 4) [° IRy - Indice de Retencéo da literatura (ADAMS 2007) | ¢ Percentual de similaridade dos espectros
de massa de acordo com as bibliotecas NIST | ¢FM - Férmula Molecular - ELABORADA PELO AUTOR
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Tabela 12: Continuacao

Pico n° Extracéo t2/ min Concentracdo % 1K carc® IKi Similaridade % Terpeno FMe®

Hidrodestilacao 30,51 1,51 1488 89

10 Ext HEX 30,50 2,26 1488 1478 92 y-Muroleno CisHa24
Ext DCM 30,50 0,73 1488 -
Hidrodestilacéo 30,87 2,06 1499 93

11 Ext HEX 30,87 2,14 1499 1489 93 B-Selineno CisHa
Ext DCM 30,87 0,84 1499 75
Hidrodestilagéo 31,15 2,09 1508 90

12 Ext HEX 31,15 2,63 1508 1498 91 a-Selineno CisH
Ext DCM 31,15 1,00 1508 -
Hidrodestilagéo 31,27 0,21 1512 75

13 Ext HEX 31,27 0,12 1512 1500 90 a-Muuroleno CisH
Ext DCM - - - -
Hidrodestilagéo 31,41 0,24 1516 80

14 Ext HEX 31,39 0,38 1516 1505 93 a-Farneseno CisHos
Ext DCM - - - -
Hidrodestilacdo 31,735 1,46 1527 90

15 Ext HEX 31,731 1,75 1527 1513 90 y-Cadineno CisHa4
Ext DCM 31,738 - 1527 75
Hidrodestilacéo 32,003 2,56 1536 89

16 Ext HEX 31,998 2,68 1536 1522 89 8-Cadineno CisHa4
Ext DCM 32,001 - 1536 75
Hidrodestilacdo 32,308 0,11 1546 -

17 Ext HEX 32,301 0,2 1546 1512 91 Eremofileno CisHa
Ext DCM - - - -
Hidrodestilacdo 32,47 0,11 1551 -

18 Ext HEX 32,465 0,22 1551 1535-1542 91 Eudesma-3,7(11)-diene CisHa4
Ext DCM - - - -

a1, - tempo de retencdo |° IR - Indice de retengéo calculado (equacéo 4) [° IR - Indice de Retengéo da literatura (ADAMS 2007) | d Percentual de similaridade dos espectros
de massa de acordo com as bibliotecas NIST | ¢ FM - Férmula Molecular - ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR
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5.1.2.2 Comparacao dos perfis aromaticos de ltpulos de diferentes variedades

Apos a realizagdo das extragdes hexanicas assistidas por ultrasson, as amostras
foram injetadas sequencialmente no sistema de GC-MS utilizando o autoinjetor. Os
resultados da composicéo terpénica dos extratos hexanicos de diferentes variedades de
lUpulos sdo mostrados na Tabela 13. Como esperado, 0s compostos majoritarios em
todas as amostras sdo o B-mirceno (1), B-cariofileno (6) e a-humuleno (9). Além desses,
o linalol (3), geraniol (4), a-copaeno (5), B-cubebeno (7), y-Muroleno (10), B-Selineno
(11), a-Selineno (12), a-Muroleno (13), y-Cadineno (15) e 6-Cadineno (16) foram
identificados em todas amostras. Em contrapartida, o a-Bergamoteno (8) e o a-
Farneseno (14) foram encontrados em um numero menor de amostras. Além dos 18
terpenos identificados tanto no 6leo essencial quanto no teste de extracdo com HEX
discutido na se¢do anterior, o Alloaromadendreno (tempo de reten¢do ~ 29,15 min) foi
identificado em algumas variedades com caracteristica aromatica como o lipulo Fuggle
(2,48% e 4,02% nas duas amostras do conjunto), o lapulo Mittelfruher (0,36%) e o
lGpulo Hersbrucker (4,22%).

Como foram identificados 18 metabdlitos, realizar uma analise univariada a fim
de tentar classificar os lupulos se torna uma tarefa dificil. Nesse sentido, uma
abordagem multivariada foi proposta na tentativa de reconhecer padrdes dentro das
variedades de lupulos estudadas a partir de seus perfis aromaticos. Para tanto uma PCA
foi realizada. A matriz X para constru¢do do modelo multivariado foi formada a partir
das concentracdes obtidas pelo GC-MS disponiveis na Tabela 12. Tomou-se como
variaveis para a modelagem somente os terpenos que foram identificados em todas as
amostras (1, 3,4, 5,6, 7,9, 10, 11, 12, 13, 15 e 16). Logo, a matriz formada apresentou
a dimensdo X (32x13), sendo 32 amostras e 13 varidveis. Os dados foram centrados na

média antes da modelagem quimiométrica.
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Tabela 13: Composicao terpénica de lapulos de diferentes variedades por GC-MS

%A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 **
Amarillo (1) 126 395 098 0,77 062 0,7 172 046 - 259 222 326 373 022 - 144 23 045 034 -
Fuggle (2) 5,0 108 082 354 055 054 997 032 197 369 271 564 66 048 029 128 299 6,22 594 248
Target (3) 9,0 55 05 19 052 2 173 132 - 36,6 541 291 225 147 - 583 801 314 526 -
Saaz (4) 3,5 131 057 128 047 045 117 038 215 627 135 03 044 026 02 168 253 021 024 -
Cascade (5) 6,1 218 049 073 241 075 136 031 091 432 208 382 427 036 053 168 262 029 015 -
Amarillo (6) 5,5 233 046 135 106 062 149 058 098 473 173 043 044 059 048 205 328 034 011 -
Mozaic (7) 120 453 133 134 219 065 137 061 - 274 13 0,78 026 026 052 148 241 03 026 -
Mittrifruh (8) 4,8 11,2 042 155 022 088 19 1 - 491 249 145 159 083 0,19 29 45 124 104 0,36
El dorado (9) 105 316 058 111 216 108 174 097 - 225 302 403 46 0,74 034 283 45 149 107 -
Er Golding (10) 54 141 042 083 02 08 202 115 - 516 202 08 065 048 0,11 237 367 044 019 -
Northern Brewer (11) 104 27,9 094 0,74 027 098 19 097 - 378 207 088 041 064 018 249 397 045 04 -
Hersbrucker (12) 2,5 4,86 - 109 014 055 153 07 - 365 292 698 793 037 - 143 33 753 624 422
Magnum (13) 14,9 29 085 076 053 0,73 171 126 - 392 179 0,77 0,79 0,29 118 186 322 04 035 -
Columbus (14) 16,3 298 0,79 099 34 187 156 116 - 21,1 378 247 29 103 - 383 577 304 252 -
Citra (15) 137 443 09 209 068 048 158 039 - 22,7 127 308 281 022 141 127 206 0,19 024 -
Nugget (16) 120 338 088 19 016 0,79 182 063 - 31 173 265 249 033 033 169 2,78 037 037 -
Columbus (17) 149 317 075 11 25 15 154 175 - 20,2 3,77 269 265 1.2 - 392 577 294 218 -
Herkules (18) 14,3 216 119 o771 071 122 175 0,74 - 436 197 107 09 063 023 248 399 08 07 -
Simcoe (19) 120 342 124 14 197 12 169 045 - 315 198 088 045 046 046 226 361 048 058 -
Citra (20) 126 382 066 553 207 146 211 082 - 353 379 878 587 101 054 328 414 062 121 -

1: B-Mirceno | 2: Limoneno | 3: Linalol | 4: Geraniol | 5: a-Copaeno | 6: B-Cariofileno | 7: B-Cubebeno | 8: a-Bergamoteno | 9: a-Humuleno | 10: y-Muroleno | 11: B-Selineno |12: a-Selineno | 13:
a-Muuroleno | 14: a-Farneseno | 15: y-Cadineno | 16: 3-Cadineno | 17: Eremofileno | 18: Eudesma-3,7(11)-diene ** Alloaromadendreno (tr ~ 29,15 min)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 13: Continuacao

%0A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 *x
Saaz (21) 2,96 516 0,25 1,06 057 049 1323 052 202 6764 131 0,33 0,27 0,28 - 1,69 288 055 1,75 -
Tradition (22) 3,0 505 036 22 0,14 0,74 2095 0,94 - 5868 19 0,78 046 054 - 251 39 039 042 -
Chinook (23) 108 1048 043 09 152 291 16,44 0,94 - 299 566 315 426 167 0,19 6,01 855 398 292 -
S. Golding (24) 4,0 222 01 221 041 106 18,01 0,71 0,92 39,23 4,08 11,89 10,67 0,66 - 297 4,05 056 0,25 -
Nugget (25) 10,0 735 042 165 0,18 0,99 25,38 0,78 - 457 236 353 355 067 048 239 362 053 043 -
Perle (26) 4,2 6,89 029 051 0,18 085 24,62 1,19 - 5368 195 091 042 0,67 - 249 435 0,65 0,37 -
Amarillo (27) 7,1 27,74 064 154 1,76 083 14,08 055 095 42,79 181 0,31 0,48 051 0,34 207 291 033 034 -
Magnum (28) 12,1 898 054 06 04 103 2221 1,33 - 5143 24 102 09 047 089 263 432 058 0,27 -
Galena (29) 120 12,78 055 1,06 1,01 0,93 23,14 0,92 - 38,05 2,79 33 358 045 589 233 3,23 - - -
Fuggle (30) 4,0 3,78 101 4,78 114 0,76 11,07 0,38 245 3169 382 824 7,68 0,42 - 19 376 7,06 6,04 4,02
Tettnang (31) 2,2 13,14 043 1,16 042 036 1199 056 183 60,06 1,32 093 098 0,31 - 151 266 0,66 1,69 -
Columbus (32) 140 274 065 21 486 2,73 1644 262 - 2581 815 561 366 227 - 7,74 831 391 24 -
1 B-Mirceno | 2: Limoneno | 3: Linalol | 4: Geraniol | 5: a-Copaeno | 6: B-Cariofileno | 7: B-Cubebeno | 8: a-Bergamoteno | 9: a-Humuleno | 10: y-Muroleno | 11: B-Selineno |12: a-Selineno | 13:

a-Muuroleno | 14: a-Farneseno | 15: y-Cadineno | 16: 3-Cadineno | 17: Eremofileno | 18: Eudesma-3,7(11)-diene ** Alloaromadendreno (tr ~ 29,15 min)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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O gréafico de loadings que evidencia quais variaveis cada componente principal
(PC) deu mais importancia é mostrado na Figura 19. Analisando essa figura é possivel
notar que o percentual de explicacdo das variaveis originais foi elevado (97,21%) e que
as duas primeiras PCs ddo maior peso para as variaveis 1 (B-mirceno) e 7 (a-humuleno),
enguanto que a PC3 mostra a variavel 5 (B-cariofileno) como a mais relevante. Por essa
avaliacdo também ¢é possivel dizer que esses sdo o0s terpenos mais significativos
presentes no ldpulo. E importante destacar que para a modelagem com a PCA somente
13 variaveis (terpenos) foram utilizadas, logo os numeros da codificacdo inicial dos
compostos sdo diferentes dos nimeros das variaveis de modelagem, como por exemplo
0 a-humuleno (terpeno de numero 9) corresponde a variavel 7 da modelagem e o

B-cariofileno (terpeno 6) corresponde a variavel 5 da modelagem.

Figura 19: Loadings da PCA considerando as trés principais PCs

1 T T T T T T T T T T T

g\l PC1 (67,93%)

081 A\ PC2 (25,31%) -
1 o — PC3 (3,97%)

Loadings

08 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1 1

Variavels

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A interpretacdo do gréafico biplot de scores (Figura 20) com base nas
concentragdes dos principais terpenos ndo foi simples por conta da existéncia de lGpulos
com duplo propdsito (DP), apresentando caracteristicas entre lipulos de AR e AM.
Além disso, dentro da classe dos ltpulos mais aromaticos foi observado uma grande

variacdo na concentracdo dos trés principais constituintes.
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Para auxiliar a analise do grafico biplot de scores na identificacdo dos grupos e
na correlacdo entre as amostras por conta da proximidade entre elas, uma andlise de
cluster baseado em PCA também foi feita, sendo o resultado mostrado na Figura 21.
Além disso, a fim de tornar a analise mais quantitativa e contribuir para a justificacdo da
posicdo do agrupamento das amostras nos graficos de scores da Figura 20 e do
dendograma da Figura 21, na Figura 22 sdo mostrados 3 gréaficos contendo as
concentragdes dos trés principais terpenos, bem como a razdo entre o-humuleno/f-

mirceno e a-humuleno/B-cariofileno.

A correlacdo entre o grupo destacado em vermelho no grafico de scores (Figura
20) e no dendograma (Figura 21) estd no grafico A da Figura 22. Para o grupo de
amostras destacado em verde e azul que se encontram nos scores positivos da PC2,
(Figura 20) e compreendendo as amostras de niumero 21 a 18 no dendograma (Figura
21), a correlacdo quantitativa na Figura 22 pode ser vista no grafico B. Para as amostras
destacadas em verde na segunda elipse localizada nos scores negativos da PC2 (Figura
20) e no dendograma sendo as amostras numeradas de 32 e 2, as informagdes

quantitativas correlatas podem ser encontradas no grafico da Figura 22 C.

Figura 20: Grafico biplot de scores para tentativa de reconhecimento de padrdes das

amostras de lupulo a partir de seu perfil aromatico.

T

Scores on PC 2(25.31%)

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40
Scores on PC 1 (67 .93%)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 21: Dendrograma para analise hierarquica de cluster para auxilio na interpretacao

do gréfico biplot de scores da Figura 20.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Figura 22: Concentragdes de f-mirceno, B-cariofileno e a-humuleno, bem como as

razdes a-humuleno/B-mirceno e a-humuleno/B-cariofileno, para todas as amostras

analisadas. Amostras destacadas em vermelho nas Figura 20 e 21 foram agrupadas no

gréfico de barras (A); amostras destacadas em verde localizados nos scores positivos da

PC2 (Figura 20) foram agrupadas no grafico (B). As demais amostras, também

destacadas em verde e localizadas nos scores negativos da PC2, tem sua correlagdo

quantitativa mostrada no gréfico C.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De maneira geral, apesar da PC1 e PC2 atribuirem os terpenos B-mirceno e

a-humuleno como as variaveis mais significativas, elas contribuiram para a separacao

dos conjuntos de maneiras distintas. A PC1, explicando 67,93% das variaveis originais

permitiu a separagdo dos conjuntos de lupulos de amargor e aroma levando em

consideracdo basicamente os trés terpenos majoritarios, visto que no grafico de loadings

0 PC1 praticamente ndo considerou os demais terpenos.

Por outro lado, a PC2 teve o papel de permitir a separacdo de amostras de lupulo

com uma maior variabilidade na composicdo dos terpenos, uma vez que o grafico de

loadings mostra que a PC2, além de conferir importancia significativa aos trés terpenos
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majoritarios, ela conferiu importancia as demais variaveis, sendo 0s terpenos
B-Selineno, a-Selineno e a-Muuroleno atribuidos as varidveis 8, 9 e 10 da matriz X.
Essa separacdo da PC2 com base na maior variabilidade de composicao terpénica dos
lUpulos pode ser vista claramente avaliando os graficos da Figura 22. No grafico A, as
amostras 9, 14 e 17 apresentam 0s mais baixos teores dos trés terpenos majoritarios
quando comparados com as demais amostras e por isso se situam nos scores negativos
da PC2. Essas mesmas amostras podem ser vistas agrupadas no dendograma da Figura
21. E ainda mais nitido quando o gréfico B da Figura 22 é observado, onde é possivel
notar que a concentracdo somada dos trés terpenos majoritarios ndo ultrapassa 60% para
a maioria das amostras, 0 que permite dizer que a composicdo terpénica € mais

distribuida para essas amostras de lGpulo.

Considerando a discussdo para a tentativa de identificacdo de padrdo do
comportamento das amostras de lGpulo no que diz respeito as caracteristicas de AR,
AM e DP, a separagéo feita pela PC1 e uma avaliagdo mais minuciosa dentro da elipse
destacada precisa ser feita. As amostras agrupadas no conjunto destacado pela maior
elipse vermelha no gréafico de scores (Figura 20 — amostras: 1, 7, 9, 14, 15, 16, 17 e 19)
sdo consideradas como lUpulos com caracteristicas de amargor devido ao seu mais
elevado teor de a-acidos (Tabela 12 — 12,6%; 12,0%; 10,5%; 16,3%; 13,7%; 12,0%;
14,9% e 12,0%). Esse agrupamento também é visto no dendograma da Figura 21. E
interessante que esse mesmo padrdo € identificado pela avaliacdo dos teores dos
principais terpenos e pelas relacdes entre eles. Na Figura 22 A é possivel perceber que
para as amostras citadas ha uma maior produgdo do metabolito B-mirceno (barra azul)
quando comparado com o o-humuleno (barra verde). Isso faz com que a relagéo
a-humuleno/B-mirceno seja caracteristica para esse grupo, onde valores mais baixos
(em torno de 1,0) séo obtidos (linha preta cheia). Essa maior producao de B-mirceno
para ltpulos com caracteristica de amargor é discutida na literatura (LEONARDI et al.,
2013). Citando alguns representantes marcantes dessa classe, pode-se destacar o0 Mosaic
(7) e o Citra (15), estes que apresentam elevado teor de a-acido (12,0% e 13,7%) e
elevado teor de B-mirceno (45,31% e 44,32%).

Os lupulos Northern Brewer (11), Magnum (13) e Amarillo (27) também foram
classificados pela PC1 préximos ao grupo delineado pela elipse preta devido ao
consideravel teor de B-mirceno, mas eles ficaram um pouco mais afastados por conta do

aumento do teor de a-humuleno em sua composic¢do. Essa caracteristica € evidenciada
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quando o grafico A da Figura 22 é avaliado, visto que é possivel perceber para essas
amostras (11, 13 e 27) que a barra verde é maior que a barra azul, o que faz a linha preta
que diz respeito a razdo a-humuleno/B-mirceno ser superior a 1. Esse nivel um pouco
mais elevado de a-humuleno faz com que esses lupulos tenham uma caracteristica de
DP, como também colocado por Leonardi et al. (2013) para o lupulo Northern Brewer.
Ainda mais a esquerda do principal conjunto, mas também correlacionado com o
conjunto destacado em vermelho pelo grafico de scores (Figura 20) e pelo dendograma
(Figura 21), sdo posicionadas as amostras 5 (Cascade, a-acido 6,1%), 6 (Amarillo, a-
acido 5,5%) e 18 (Herkules, a-acido 5,5%), sendo que apesar dos lupulos Cascade e
Amarillo apresentarem uma menor % de a-acido que o lGpulo Herkules, a relagdo para

os trés foi semelhante e proximo a 2,0 (Figura 22).

Um conjunto de lapulos mais aromaticos foi identificado, sendo delineados pela
elipse verde e localizados nos scores positivos da PC2 (Figura 20 — amostras 4, 8, 10,
21, 22, 26, e 31), estes que apresentam um percentual de a-acidos mais baixo (3,5%,
4,8%, 5,4%, 2,96%, 3,0%, 4,2% e 2,2%, respectivamente). No gréfico da Figura 22 B é
mostrado que o percentual de a-humuleno é consideravelmente superior ao de
B-mirceno, o que faz a razdo a-humuleno/B-mirceno ser muito superior a 1, alcangando
os valores de 13,11 e 11,62 para os lupulos Saaz e Tradition, respectivamente. Os
lipulos Saaz e Tettnang sdo descritos como ldpulos de aroma mais fino, devido a
elevada producdo de Oleo essencial e por apresentarem baixo % de o-acido
(LEONARDI et al., 2013). Essa confirmacdo foi observada principalmente pela analise
de cluster, onde foi identificada essa separacdo das amostras de aroma mais fino, dentro
do conjunto de lGpulos aromaticos, o que pode ser confirmado no dendograma da
Figura 21 e que foi destacado no grafico de scores da PCA (Figura 20).

Os demais lupulos destacados pela elipse verde nos scores negativos da PC2
apresentam concentragdo de a-humuleno superior a de 3-mirceno (Figura 22 C). Seriam
esses, lupulos com caracteristica de aroma como o Fuggle (2 e 30, a-acido 5,0% e 4,0%,
respectivamente), o Hersbrucker (12, a-acido 2,5%), S. Golding (4, a-4cido 4,0%) e
lupulos com caracteristica de DP, estes que apresentam um consideravel teor de a-acido
(9,0%, 12,6%, 10,8%, 10,0% e 12,0%), um perfil terpénico mais diversificado e

tambeém uma maior quantidade de a-humuleno em detrimento de B-mirceno.

A composigédo do oOleo essencial de ltpulos de mais elevado teor de a-acidos,

como para o caso do Magnum e do Columbus, pode ser muito variavel, o que contribui
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para a explicacdo de um provavel outlier estatistico que seria 0 Magnum (28), em vista
de sua alocacdo juntamente com os demais Iupulos arométicos (elipse verde — Figura
20). O Columbus (32 — a-&cido 14,0%) também ficou distante dos outros dois lapulos
Columbus (14 e 17 — a-&cido 14,9% e 16,3%, respectivamente). O Columbus (32)
apresentou um teor agregado para os trés principais terpenos muito inferior (menor que
50%) quando comparado aos demais 6leos, sendo sua composi¢cdo mais variavel em que
niveis de maior concentragdo de y-Muroleno (8,15%) e 4-Cadineno (8,31%) foram

encontrados em comparagdo com as demais amostras.

A razdo o-humuleno/B-cariofileno também € discutida na literatura como um
parametro interessante para identificacdo de padrédo de ltpulos AR, AM e DP. Em geral,
a razdo o-humuleno/p-cariofileno € maior para lipulos mais aromaticos como €é caso
dos ldpulos do grafico B (Figura 21), em que a linha pontilhada mostra valores em
média mais elevados (3,50) que os apresentados no grafico A (1,80) (Figura 21). Os

lupulos do grafico C (Figura 21) apresentaram valores em média de 2,35.

5.1.3 Conclusao

Nessa parte do trabalho foi feita a caracterizacdo do perfil terpénico/aromatico
de diferentes variedades de lGpulos comercias a fim de tentar reconhecer padrdes
utilizando as informacbes geradas por GC-MS com auxilio de abordagens
multivariadas. Como se tratava de um namero consideravel de amostras, foi proposto
um método de preparo de amostras por extracdo direta com solvente assistido por
ultrasson, o qual apresentou resultados do perfil terpénico similares quando comparado
com o método convencional por hidrodestilacdo para obtencdo do 6leo essencial. 1sso
resultou em um aumento consideravel da frequéncia analitica sem perda na eficiéncia da
resposta procurada. Com o objetivo de comparar muitas variaveis de uma sé vez,
lancou-se méo de uma abordagem multivariada pela aplicacdo de PCA e analise de
cluster. Utilizando as concentracfes de 13 terpenos identificados por GC-MS em todas
as amostras de lupulo, pode-se classificar lapulos com caracteristicas de amargor e
lUpulos com caracteristicas de aroma a partir de seus perfis terpénicos com o auxilio de
ferramentas de andlise multivariada. Essa é uma abordagem indireta para classificacdo
da caracteristica de lupulos, no entanto o reconhecimento de padrdes a partir do perfil

terpénico ndo € uma tarefa simples uma vez que algumas amostras com duplo propdsito
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(de aroma e amargor) podem confundir a classificacdo, além de algumas amostras com

elevado teor de a-&cido apresentarem variagdes em seus perfis de 6leo essencial.
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6 ACIDOS GRAXOS

AG desempenham importantes funcbes para as células lipidicas, sendo
essenciais para a funcdo das membranas. AG sdo necessarios para o crescimento e
desenvolvimento da planta (LI et al., 2016). AG séo sintetizados em plantas a partir do
triacilglicerol, o qual se torna substrato para lipases. Considerando a maioria das
plantas, o glicerolipideos estruturais contém predominantemente os &cidos oleico
(C18:1-cis-9), linoleico (C18:2-cis-9,12), linolénico (C18:3-cis-6,9,12) e palmitico
(C16:0). No entanto, véarios outros AG podem ocorrer em plantas (SCHIMID;
OHLROGGE, 2002). O conhecimento da composicdo de AG do lGpulo é muito
importante do ponto de vista botanico, fitoquimico e também para a industria cervejeira,
em decorréncia de suas atividades benéficas e maléficas no processo de producédo de

cervejas.

No processo de producdo da cerveja, os AG podem desempenhar diferentes
papeis, tais como: afetar o metabolismo da levedura na etapa de fermentacdo; gerar
sabores indesejaveis na cerveja (chamados de off-flavors), devido a possivel oxidacao
de &cidos graxos insaturados, principalmente C18:2(cis-9,12) e C18:3(cis-6,9,12), isso
pode resultar em sabor de envelhecimento; os acidos graxos saturados podem
desestabilizar a espuma da cerveja por apresentarem uma cadeia mais hidrofébica e
tenderem a absorver gases apolares da atmosfera. Além disso, a razdo entre os teores de
AG insaturados (supressores) e saturados (promotores) estad relacionada com uma
inconveniéncia conhecida como gushing, onde ocorre o extravasamento repentino da
espuma ao se abrir o recipiente contendo o produto (BRAVI et al., 2017; HOR et al.,
2009).
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6.1 DETERMINACAO DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS NO LUPULO
POR GC-FID

Poucos trabalhos considerando o estudo do perfil lipidico do lupulo séo
encontrados na literatura. A fim de estudar o efeito de gushing na cerveja, Carrington et
al. (1972) determinou a composicdo dos AG no lupulo. Os pesquisadores propuseram
como preparo de amostras uma extracdo direta com hexano e ap6s alguns outros
processamentos da amostra, como por exemplo uma etapa de isomerizacdo dos
a-acidos, a esterificacdo foi realizada utilizando MeOH-BF3. Os metil ésteres de AG
(sigla do inglés, FAMEs) foram separados, identificados e quantificados por GC. Sendo
assim, C16:0, C18:0 (&cido esteérico), C18:1(cis-9), C18:2(cis-9,12) e C18:3(cis-
6,9,12). Sandra et al. (1973) propuseram uma etapa prévia de preparo de amostras
envolvendo a fervura do lapulo durante 2 h para remocdo dos a-acidos. A extracao foi
realizada utilizando cloroférmio. Apos a evaporacao do solvente, o extrato resultante foi
resuspendido em cloroférmio contendo n-octacosano (C28) como padrao interno e entdo
analisado no GC. Além dos mesmos cinco AG identificados como descrito no trabalho
de Carrington, os acidos laurico (C12:0), miristico (C14:0) e palmitoleico (C16:1-cis9)
foram determinados. Kavanagh et al. (1975) trabalharam com o6leo de semente de
lapulo, o qual inicialmente avaliaram por cromatografia em camada delgada. As fraces
neutra e acida foram submetidas a esterificacdo pelas reacdes com hidroxido de
KOH/MeOH e BF3/MeOH, respectivamente. Além dos AG ja& mencionados
anteriormente, eles encontraram o cido araquidico (C20:0). Demireva e Totoya (1995)
identificaram dez FAMEs de AG por GC, os mesmos mencionados anteriormente. A
extracdo lipidica foi feita utilizando uma mistura ternaria MeOH/Eter de petr6leo/DCM

em um sistema fechado com temperatura controlada.

Nessa parte do trabalho, foi proposta uma investigacdo mais completa da
composi¢do dos AG do lapulo. O preparo de amostras foi cuidadosamente avaliado.
Para tanto, a extracao lipidica foi avaliada por trés diferentes métodos e o processo de
esterificagdo investigado pelo emprego de reacfes de transesterificacdo por catalise
acida e catalise basica. De posse do método otimizado, trinta amostras de lapulo, de
vinte e quatro diferentes variedades foram analisadas. Considerando o levantamento
bibliografico feito, acreditamos que pela primeira vez trés AG insaturados foram
identificados e quantificados, sendo o0s 4cidos: eicosandico (C20:1-cis-11),
eicosadiendico (C20:2-cis-11,14) e docosadiendico (C22:2-cis-13,16)
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6.1.1 Parte experimental

6.1.1.1 Reagentes, solugOes e amostras

Todos os reagentes foram obtidos em grau analitico. As solugdes salinas foram
preparadas com agua deionizada (sistema Milli-Q; Millipore, Bedford, MA, EUA).
Acido acético, hexano, MeOH, cloroférmio, isopropanol, sulfato de sodio anidro
(Na2S0s) e cloreto de sddio (NaCl) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil). A solugdo de metdxido de sodio foi adquirida da Fluka (St. Louis, MO, EUA).
O padrdo de ésteres metilicos FAME Supelco 37 utilizado para identificacdo dos
FAMEs da amostra de Iupulo foi comprado da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Solugdes de Na2SO4 (0,5 mol L) e NaCl 0,9% m/v, utilizadas para a extragdo lipidica,
foram preparadas em &gua deionizada.

As amostras de lapulo em pellets foram doadas pela empresa Muller Emporio do
Malte, situada no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais. Vinte e quatro diferentes

variedades foram investigadas nesse estudo, sendo trinta amostras analisadas no total.

6.1.1.2 Preparo de amostras

Previamente, todas as amostras de lupulo foram pulverizadas com o auxilio de
um almofariz e pistilo de porcelana e entdo, todas as amostras foram submetidas a
extracdo lipidica seguida da reacdo de transesterificacdo. Trés procedimentos de
extracdo foram avaliados: i) Hara e Radin (HARA; RADIN, 1978), que emprega a
mistura hexano/isopropanol 3:2 v/v como solucdo extratora (SE); ii) Bligh e Dyer
(BLIGH; DYER, 1959) que usa a mistura cloroférmio/MeOH 1:1 v/v como SE; iii)
Folch e Stanley (JORDI FOLCH; SLOANE STANLEY, 1957), o qual usa a mistura
cloroférmio/MeOH 2:1 v/v como SE. Para a transesterificacdo, dois tipos de reacdes
foram avaliadas, empregando as catalises acida e béasica descritas por Christie
(CHRISTIE, 1993a).

6.1.1.2.1 Extragdes

O método descrito por Hara e Radin foi realizado pesando 500 mg de lupulo
pulverizado em um frasco, onde 3,75 mL de SE (hexano/isopropanol 3:2 v/v) foi

adicionado, acrescido de 2,50 mL de solugdo de Na,SOx (0,5 mol L) para separacdo de
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fases. A solucéo obtida foi agitada em vortex durante 1 minuto com velocidade maxima,
filtrada utilizando filtro de papel e entdo incubada em banho de gelo para auxiliar na
separacdo das fases. A fase organica superior foi transferida para um outro frasco e a
fase aquosa remanescente foi lavada mais duas vezes com 2,5 mL de SE. O extrato
organico combinado foi transferido para um baldo de extracdo previamente pesado e
entdo levado ao evaporador rotativo, operando sob pressdo reduzida e a 40 °C, para
evaporacdo do solvente. O processo de evaporagdo ocorreu até que somente a fragao
lipidica fosse observada. O baldo foi novamente pesado para que a massa da fracéo

lipidica extraida fosse obtida.

A extracdo lipidica por Bligh e Dyer foi realizada empregando 500 mg de
amostra previamente pulverizada em um frasco e adicionando 4,0 mL de SE
(cloroférmio/MeOH 1:1 v/v). Essa mistura foi agitada em vortex durante 1 minuto com
méaxima velocidade e entdo filtrada com papel de filtro para outro frasco. Foi entdo
adicionada 1,0 mL de 4gua deionizada e a mistura foi incubada em banho de gelo para
auxiliar na separacdo de fases. A fase superior foi descartada e a fase inferior foi
coletada em um baldo de extracdo previamente pesado. Esse baldo foi levado ao
evaporador rotativo operando sob pressdo reduzida e a 40 °C até que somente a fracdo
lipidica fosse obtida. Por fim, o baldo foi novamente pesado para obtencdo da massa
referente a fracdo lipidica.

O procedimento de extracdo feito pelo método de Folch e Stanley também foi
realizado pesando 500 mg de lapulo pulverizado em um frasco e adicionando 10,0 mL
de SE (cloroférmio/MeOH 2:1 v/v). A mistura obtida foi levada ao vortex para agitacdo
durante 1 minuto com velocidade méxima e filtrada utilizando filtro de papel para um
novo frasco. Foi entdo adicionada 2,0 mL de uma solucdo NaCl 0,9% m/v e essa
mistura foi novamente submetida a agitacdo em vortex, agora durante 30 segundos. O
frasco foi incubado em banho de gelo para auxiliar na separagdo das fases. A fase
superior foi descartada e a inferior foi coletada em um baldo de extracdo previamente
pesado. O baldo foi levado ao evaporador rotativo operando sob pressdo reduzida e a
40° C até que somente a fracdo lipidica fosse obtida. O baldo foi pesado para a obtengéo

da massa referente a fracdo lipidica extraida.
6.1.1.2.2 Reag0es de transesterificacdo

Para realizar a reacdo de transesterificacdo via catalise basica (RTCB), 2,0 mL
de uma solugdo de metoxido de sdédio em metanol foi adicionado ao baldo de extracéo
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contendo a fracdo lipidica de massa conhecida obtida na etapa de extracdo. Esse baldo
foi imediatamente levado ao aquecimento em banho térmico com temperatura
controlada a 50 °C, sob refluxo com hastes de vidro por 10 minutos. Ao término do
aquecimento, foi adicionado 100,0 uL de acido acético glacial para neutralizar o extrato,
seguido de 5,0 mL de &gua deionizada e 2,5 mL de hexano. A mistura obtida foi
transferida para um novo frasco com tampa e levado ao vortex operando com maxima
velocidade durante 1 minuto. Apos a agitagdo o frasco foi incubado em banho de gelo
para a separacdo das fases. A fase superior foi recolhida em outro tubo e a solucéo
remanescente foi lavada uma vez com 2,5 mL de hexano. Entdo, uma pequena porcao
de Na2SOs anidro foi adicionado ao frasco para secagem de uma eventual agua residual.
Por fim, a fase hexanica combinada foi filtrada e transferida para um baldo volumétrico
de 5,0 mL que foi aferido com hexano. Um pequeno volume desse extrato foi

transferido para o vial e diretamente injetado no equipamento de GC-FID.

A reacdo de transesterificacdo via catdlise acida (RTCA) foi realizada
adicionando 2,0 mL de uma solugdo 2% v/v de &cido sulfdrico em MeOH ao baldo de
extracdo contendo a fracdo lipidica de massa conhecida. A mistura obtida foi levada ao
banho de glicerina com temperatura controlada (50 °C) e sob refluxo utilizando hastes
de vidro durante 24 h. Apds o término da reacdo o frasco foi resfriado a temperatura
ambiente, foi adicionada uma pequena por¢do de Na,SO4 anidro para secagem da agua
residual e essa mistura foi filtrada em filtro de papel. O filtrado contendo os FAMEs foi

transferido para um vial e injetado no equipamento de GC-FID sem qualquer diluicdo.

6.1.1.3 Condig0es instrumentais

As amostras foram analisadas em um cromatografo a gas (GC 2010-Plus,
Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com autoinjetor AOC-20-i split-splitless e detector
por ionizacdo em chama. As corridas cromatograficas ocorreram em uma coluna capilar
de silica fundida CP-SIL 88 para FAME (100 m, 0,25 mm x 0,2 um) da marca Agilent
Technologies (Palo Alto, EUA). Para todas as anélises o volume de injecdo foi mantido
em 1,0 pL, a razdo do split foi de 1:30 e as temperaturas do detector FID e do injetor
foram fixados em 240 °C. A programagdo do forno foi: iniciou-se a corrida a 100 °C e
manteve-se a temperatura por 5 min, seguida de uma rampa de aquecimento com taxa

de 4 °C min? até que atingisse 240 °C e entdo essa temperatura foi mantida por 20
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minutos. O fluxo de gas hidrogénio foi mantido em 1,0 mL min™ e a pressdo em 140,
kPa.

6.1.2 Resultados e discussdo

6.1.2.1 Otimizacao do preparo de amostras

O preparo de amostras foi avaliado submetendo a mesma amostra de ldpulo
comercial a trés diferentes procedimentos de extracdo e comparando as massas das
fracdes lipidicas obtidas. O método mais adequado nesse caso seria 0 que trouxesse um
extrato mais limpo, de maior massa e que permitisse a efetividade da reacdo de
transesterificacdo. Aplicando os trés métodos foi possivel obter extratos limpos e aptos
para serem submetidos as reacBes de transesterificacdo. No entanto, empregando o
método de extracdo por Folch e Stanley uma maior massa de extrato lipidico foi obtida
(64,6 mg) quando comparada com os métodos por Hara e Radin (44,8 mg) e Bligh e
Dyer (17,7 mg). Sendo assim, o método de extragdo por Folch e Stanley foi adotado
como o mais adequado, sendo esse aplicado para a otimizacdo da reacdo de
transesterificacdo e posteriormente para o trabalho com todas as amostras. E importante
ressaltar que varios testes para o ajuste dos volumes das solucdes e solventes
empregados durante a extragdo foram feitos, bem como o emprego das vidrarias
adequadas e a melhor forma de filtracdo, sendo esses resultados considerados como

iniciais e ndo discutidos no presente trabalho.

A etapa de reacdo para producdo dos FAMEs foi investigada pela comparacao
do perfil de AG no ldpulo quando empregadas as RTCA e RTCB como mostrado na
Figura 23. Empregando a RTCA, o perfil dos FAMEs oriundos dos AG presentes no
lUpulo estudado pode ser visto pelo cromatograma da Figura 23 A, onde é possivel notar
uma diminuicdo dos FAMEs insaturados quando comparados com os resultados obtidos
empregando a RTCB, cujo resultado € mostrado no cromatograma da Figura 23 B.
Considerando a RTCB, os FAMEs com cadeias médias e longas, saturadas,
monoinsaturadas e poli-insaturadas foram identificados quando submetidos a
comparagdo com o resultado da analise da mistura de FAME padrdo, sendo o tempo de

retencdo dos compostos o parametro de avaliagao.
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Figura 23: Cromatogramas por GC-FID da RTCA (A) e da RTCB (B) da fracdo lipidica
do lupulo. Condigdes do GC: coluna capilar CP-SIL 88 para FAME (100 m, 0,25 mm x
0,2 um); volume de injecéo de 1,0 pL; razéo do split de 1:30; temperaturas do detector e
da injetora fixadas em 240 °C; programacéo do forno: inicia a 100 °C e é mantida por 5
min, seguido de aumento até 240 °C a uma taxa de 4 °C min™ e entio mantido por 20

min
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Como destacado anteriormente, apenas pela avaliacdo do perfil cromatografico
de ambas abordagens é possivel distinguir o perfil dos FAMEs obtidos pelas diferentes
transesterificagdes. No entanto, a fim de tornar mais clara e exata essa comparacao, a
quantificacdo desses FAMEs foi feita como é mostrado na Tabela 14. Trabalhando com
RTCA, seis AG foram identificados, enquanto que empregando RTCB dez AG foram
encontrados. Os AG saturados foram os majoritarios quando empregado RTCA. A
maior diferenca entre as duas abordagens esta relacionada ao teor de C16:0, este que se
apresenta como 56,75% de toda composi¢do dos AG quando realizado RTCA, enquanto
que seu teor decresce para 10,99% quando RTCB foi realizada como método de reacao.
Outra observacao é com relacdo ao C20:0 e C22:0. Esses AG sdo encontrados quando
RTCA é empregada (5,76% para C20:0 e 4,30% para C22:0) e eles estdo ausentes
quando RTCB é utilizado. E interessante observar que o C22:2 aparece na proporcio de
3,90% trabalhando com RTCB e que C22:0 estad em 4,30% considerando RTCA, o que
pode estar indicando uma possivel conversdo de C22:2 a C22:0 quando trabalhou-se
com RTCA. Além disso, empregando RTCA, é possivel observar a diminuigdo dos AG
insaturados com dezoito carbonos em concomitancia com o aumento proporcional de

C18:0. Esse fendmeno pode ser evidenciado quando o teor de C18:2(cis-9,12), 0 AG de
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mais elevada concentracdo, € comparado empregando RTCA e RTCB, sendo 14,85% e
37,27%, respectivamente. Esses resultados indicam que ao aplicar RTCA, reacOes
laterais como o ataque acido as olefinas reativas podem ocorrer levando os AG
insaturados a saturados. Com relacdo a essas possiveis reacdes laterais no AG
insaturados a partir de reagdes catalisadas por acidos, a literatura aponta que longos
tempos de refluxo (acima de 6 h), excesso de H>SO4 (acima de 20%) ou elevadas
temperaturas podem ser responsaveis por esses efeitos, podendo levar até a destruicao
dos mesmos dos AG poliinsaturados (CHRISTIE, 1993b). Nesse sentido, RTCB foi
definido como o método mais adequado para a realizacdo da reacdo de
transesterificacdo, visto que um perfil de AG do lupulo mais completo e confiavel foi
obtido.

Tabela 14: Diferenca na composicdo dos AG do lapulo quando empregados RTCA e
RTCB e analisado por GC-FID

RTCA (g/100 g lipideo) RTCB (g/100 g lipideo)

C10:0 - 2,78
C11.0 - 11,16
C16:0 56,75 10,99
C18:0 12,34 3,15
C18:1(cis-9) - 5,40
C18:2(cis-9,12) 14,85 37,27
C20:0 5,76 -

C18:3(cis-6,9,12) - 3,35
C20:1(cis-11) - 16,56
C18:3(cis-9,12,15) 5,99 -

C20:2(cis-11,14) - 5,44
C22:0 4,30 -

C22:2(cis-13,16) - 3,90

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

6.1.2.2 Analise das amostras

Definidos os métodos de extracdo por Folch e Stanley e a reagéo de esterificacédo
que promove a derivatizacdo dos AG a FAMEs por RTCB, trinta amostras de lupulo de

vinte e quatro diferentes variedades foram analisadas. Todos 0s cromatogramas
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referentes as amostras analisadas sdo mostrados na Figura 24 e para evidenciar a
concentracdo dos AG encontrados nos diferentes ldpulos a quantificacdo por
normalizac&do de areas foi feita e os resultados sdo apresentados na Tabela 15. Quatorze
FAMEs, entre saturados e insaturados, foram identificados por GC-FID, mas nem todos
foram encontrados nas trinta amostras de lGpulo. Os codigos para os FAMES
identificados nos cromatogramas da Figura 24 sdo mostrados na Tabela 15. Alguns AG
podem ndo estar presentes no Iupulo avaliado ou seus respectivos FAMES podem estar

abaixo do limite de deteccdo do método utilizado.

Os AG nas amostras de Iupulo variaram de 0,04 a 9,70 g/100 g de amostra,
sendo que esses extremos sdo representados pelo C16:1(cis-9) no lapulo Perle e pelo
C11:0 no lupulo Magnum. Sete AG foram identificados e quantificados em todas trinta
amostras, sendo eles: C11:0, C16:0, C18:0, C18:1(cis-9), C18:2(cis-9,12), C20:1(cis-
11), C20:2(cis-11,14) e C22:2(cis-13,16). Quando comparado com os trabalhos
disponiveis na literatura, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1(cis-9) e C18:2(cis-9,12)
também foram encontrados por outros pesquisadores (CARRINGTON et al., 1972;
KAVANAOH et al., 1975; SANDRA; CLAUS; VERZELE, 1973). Além disso, esses
AG sdo os mais comuns de serem encontrados em plantas (SCHIMID; OHLROGGE,
2002). Outros dois AG identificados por esses autores citados e que também foram
encontrados no presente trabalho foram o C18:3(cis-6,9,12) e o C16:1(cis-9). O acido
linolénico (C18:3(cis-6,9,12)) foi encontrado em dez amostras e suas concentracfes
variaram de 0,14 a 0,55 ¢g/100 g de lupulo. O acido palmitoleico (C16:1(cis-9)) foi
quantificado em algumas amostras e sua concentragao variou de 0,04 a 1,55 g/100 g de
lpulo. Esse AG apresenta alguns interessantes efeitos bioldgicos, mostrando
propriedades antioxidantes e um potencial anti-inflamatério por conseguir inibir a acdo
da enzima ciclooxigenase COX-I (HENRY et al., 2002) e poder prevenir a apoptose de
células p (MORGAN; DHAYAL, 2010).

Como ja levantado nesse trabalho, o principal destino do lupulo € a industria
cervejeira. AG no processo de producédo de cervejas podem surgir de diferentes matérias
primas utilizadas ao longo das etapas, incluindo os lapulos. Os AG desenvolvem um
importante papel no processo de producdo e podem afetar a qualidade do produto
acabado, isto é, a cerveja. Portanto, o conhecimento sobre a composi¢do dos AG do
lUpulo € de grande importancia. Por exemplo, embora o acido decandico (C10:0) tenha

sido encontrado em baixas concentracBes (0,14-3,34 g/100 g de lapulo), esse AG foi

113



identificado em quase todas amostras e sua presenca pode estar associada a notas
rangosas na cerveja. Geralmente C10:0 é produzido pelas leveduras durante o processo
de fermentacdo juntamente com outros AG de cadeia média, como o C6:0 e o C8:0
(BRAVI et al., 2017). E interessante comentar que além desse sabor rancoso, Varios

outros sabores indesejaveis podem contribuir para os chamados off-flavors da cerveja.

Os AG insaturados de cadeia longa também sdo importantes constituintes da
cerveja. Eles podem ser usados como compostos marcadores para controle de qualidade,
visto que sua oxidacdo degradativa pode levar a sabor de envelhecimento. Por outro
lado, AG saturados podem promover o efeito gushing espontaneo na cerveja (BRAVI et
al., 2017). Apesar dos AG na cerveja se apresentarem em baixas concentragdes e de sua
origem surgir de diferentes matérias primas, nesse trabalho também foi feita uma
suposicao das caracteristicas de gushing dos diferentes IGpulos comerciais estudados.
Para isso, a razdo entre os teores totais de AG insaturados (gushing-supressores) e
saturados (gushing-promotores) foi feita e os resultados sd@o encontrados na Ultima
coluna da Tabela 15. De acordo com os resultados obtidos, a maioria dos lupulos
apresenta uma caracteristica de gushing-supressores, visto que a razao foi superior a 1.
Columbus2 apresentou o maior valor de razao (4,10), enquanto que o valor mais baixo

foi o calculado para 0 Magnum, principalmente devido a concentracéo de C11.:0.

De acordo com a pesquisa bibliografica levantada nessa parte do trabalho, pela
primeira vez alguns AG insaturados foram observados no ltpulo, sendo eles: o acido
heptadecendico (C17:1(cis-10)), acido eicosadiendico (C20:2(cis-11,14)) e o éacido
docosadiendico (C22:2(cis-13,16)). O C17:1(cis-10) foi encontrado em quinze amostras
de ldpulo, j& o C20:2(cis-11,14) e o C22:2(cis-13,16) foram encontrados em todas as
amostras de lupulo. O é&cido eicosadiendico (C20:2(cis-11,14)) é um raro AG
poliinsaturado encontrado principalmente em tecidos animais (HUANG et al., 2011),
mas também j& foi identificado na chalota da Pérsia (Allium hirtifolium Boiss.)
(ISMAIL et al., 2013) e na Moringa oleifera Lam.(LEE et al., 2017). Esse AG apresenta
atividade antioxidante (HENRY et al., 2002), efeito antibactericida (ISMAIL et al.,
2013) e pode modular o metabolism de AG poliinsaturados a fim de alterar a capacidade
de resposta de macréfagos a simulacdo inflamatoria (HUANG et al., 2011). O &cido
docosadiendico  (C22:2(cis-13,16)), também encontrado na Nigella sativa
L.(KALIDASU et al., 2017) e na Sesbania bispinosa (SHREELALITHA; SRIDHAR,

2016), apresenta atividade antioxidante e potencial inibicdo contra as enzimas COX-1 e
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COX-1l (HENRY et al., 2002). Por fim, um outro AG monoinsaturado que foi
identificado e quantificado em todas as amostras foi o acido eicosendico (C20:1(cis-
11)). Esse AG foi encontrado em elevadas concentragdes quando comparado com 0s
demais, atingindo niveis semelhantes ao C18:2(cis-9,12). O C20:1(cis-11) também
apresenta atividade antioxidante e outras atividades bioldgicas (HENRY et al., 2002).
Demireva et al. (1995) e Carrington et al. (1972) reportaram esse AG na composi¢do do
lGpulo.
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Figura 24: Perfil cromatografico de FAMEs de trinta amostras de lUpulo, considerando vinte e quatro diferentes variedades, por GC-FID, quando
empregados os métodos de Folch e Stanley para extracdo lipidica e a RTCB para transesterificacdo. Condi¢fes do GC: as mesmas descritas na

Figura 23.
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Figura 24: Continuacgéo
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Tabela 15: Composicao dos AG (em g/100 g de planta) de trinta amostras de IUpulo considerando célculos por normalizacdo de area

g AG/100 g lapulo

Variedade le:() C121:° C1§“0 le:() (Cc;|1s691) (851'(1)) 0178:(’ (Cc;|1s891) (cgg,'lzz) (cigé?é,glz) (g:iif)ii) (ci(s:-zl(i',2i4) 021%0 (ci§-2123',216) '22?3:;3%‘;5’
5 6 8 9 10 11 12 14
FUGGLEL ~ 053 - 156 . . 018 026 2,63 ] 2,81 0,67 ] 0,57 3,06
TARGET 055 149 . 307 ] ] 073 026 3,34 0,96 2,54 1,09 ] 0,74 1,53
SAAZ 048 051 0,20 1,72 0,16 - 0,24 0,45 2,66 0,16 2,55 0,12 - 0,10 1,97
CASCADE 2,13 3,06 - 191 - - 0,23 0,13 2,23 - 3,76 0,29 0,16 0,42 0,91
AMARILLO 165 270 025 211 0,33 0,19 0,38 1,45 4,69 0,39 3,22 0,40 0,15 0,27 151
MOZAIC 053 1,18 0,14 1,57 0,34 - 0,32 0,87 4,34 0,48 2,61 0,79 0,12 1,07 2,72
MITTRLFRUH 083 364 . 134 ] 074 014 0,16 1,75 ] 3,01 0,17 0,11 0,16 0,99
EL DORADO 188 212 2 161 (70 ] 081 112 4,86 ) 2,71 177 026 1,77 1,87
ER GOLDING _ 077 13 135 ] ] 048 081 5,83 0,55 2,14 0,29 ] 0,17 3,57
HERSBRUCKER . 050 - 249 ] ] 111 0,86 0,75 ) 0,72 0,70 ] 0,51 0,86
MAGNUM 222 970 . 218 ] 080 083 1,05 0,78 ] 2,23 2,56 ] 1,07 0,57
COLUMBUS 251 4,29 - 1,66 0,87 - 0,23 0,41 2,11 - 1,93 2,72 0,10 3,62 1,33
CITRA 129 193 - 339 ] ] 1,05 2,60 3,40 ) 0,51 1,70 ] 2,76 1,43
NUGGET 09 2,72 087 1,28 - - 0,41 0,65 3,28 0,31 1,77 1,38 - 2,16 1,53
COLUMBUS2 335 504 . 173 128 073 (32 027 3,35 ] 3,37 1,17 0,64 2,30 1,13
HERKULES 088 364 015 258 - 0,50 0,28 0,50 3,34 - 4,41 1,67 - 1,29 1,55
SIMCOE 140 320 . 122 (19 ] 035 0,55 2,39 ] 2,54 0,84 ] 1,56 1,31
CITRA2 045 150 - 219 112 214 042 050 2,30 ) 1,53 2,22 ] 3,32 2,88
SAAZ2 0,25 0,66 - 1,41 - 0,14 0,15 0,40 3,19 0,14 2,79 0,12 0,12 0,08 2,64
TRADITION 051 204 (o8 0,77 ] 024 015 035 2,22 0,23 1,34 0,63 ] 0,37 1,52
CHINOOK 1,85 0,77 - 2,25 0,52 0,99 0,29 0,31 3,78 - 3,34 0,52 0,89 0,45 1,64
S GOLDING 0,43 1,38 - 1,46 0,43 0,96 0,35 0,16 1,76 - 1,54 0,26 0,35 0,34 1,38
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Tabela 15: Continuacao

Variedade le:() C121:° C1§“0 le:() (Cc;|1s691) (851'(1)) 0178:(’ (Cc;|1s891) (cgg,'lzz) (cigé?é,glz) (g:iif)ii) (ci(s:-zl(i',2i4) 021%0 (ci§-2123',216) '22?3:;3%‘;5’
5 6 8 9 10 11 12 14
NUGGET?2 118 234 . 112 019 022 012 032 309 0,26 233 138 ] 2.20 2.10
PERLE 079 25 . 106 004 015 024 090 185 i 2,00 0,89 i 0,72 1,40
AMARILLO2 20 110 . 133 . _ 039 110 511 0,54 271 0,77 i 0,83 3,66
MAGNUM2 139 616 . 163 038 039 021 031 252 i 3,32 104 018 087 0,92
GALENA 100 423 . 151 . . 041 053 271 i 3,24 1,80 ] 2,21 1,47
FUGGLE3 . 059 009 250 . 059 034 050 3,77 i 4,46 0,69 i 0,42 2,97
TETTNANG 0,26 0,40 - 1,90 - - 0,19 013 2,50 - 4,42 0,31 0,08 0,17 2,67
COLUMBUS3 015 113 . 191 155 270 021 o080 277 i 2,04 312 065 359 4,10

@ Cadigos para identificacdo dos compostos nos cromatogramas da Figura 24
bRaz8o entre AG insaturados e saturados para a avaliagio da caracteristica de gushing do ldpulo

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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6.1.3 Conclusao

Essa parte do trabalho reporta o estudo da composicdo dos AG de trinta amostras
de lapulo, sendo vinte e quatro diferentes variedades. Trés métodos de extracao lipidica,
incluindo Hara e Radin, Bligh e Dyer e Folch e Stanley foram avaliados. Além disso,
dois métodos de transesterificacdo empregando catdlise acida e béasica foram
confrontados. O preparo de amostras otimizado foi dado pela extragdo, utilizando o
método de Folch e Stanley, seguido do emprego da RTCB. Os métodos definidos foram
responsaveis pela obtencdo da maior massa de fracdo lipidica extraida e por levar ao
perfil de AG do lapulo mais completo e sem reacdes laterais. Considerando a analise de
todos os lupulos, quatorze AG foram determinados, sendo trés deles pela primeira vez
em ltpulo: o &cido heptadecenoico (C17:1(cis-10)), acido eicosadiendico (C20:2(cis-
11,14)) e o acido docosadiendico (C22:2(cis-13,16)). De posse da composicdo do AG
do lapulo, foi possivel inferir caracteristicas dos IUpulos com relacdo a uma possivel
contribuicdo ao efeito de gushing na cerveja. O método otimizado nesse trabalho pode
ser empregado para a determinacdo de AG em amostras de lUpulo e os resultados
reportados podem ser Uteis para diferentes areas, desde pesquisadores da area de plantas

e fitoquimica, até para a industria cervejeira e produtores de lupulo.
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6.2 DETERMINACAO DOS ACIDOS GRAXOS MAIJORITARIOS EM
AMOSTRAS DE LUPULO POR 'H NMR ASSOCIADO A MODELAGEM
QUIMIOMETRICA COM SELECAO DE VARIAVEIS

Considerando os métodos para identificacdo ou determinacdo de acidos graxos
(AG) em amostras de lupulo, os principais trabalhos encontrados na literatura, apesar de
poucos, sdo descritos por GC-FID (CARRINGTON et al, 1972; DEMIREVA,
TOTOYA, 1995; KAVANAOH et al., 1975; SANDRA; CLAUS; VERZELE, 1973).
Os métodos por GC necessitam de etapas de preparo de amostras que geralmente sao
laboriosas, como a extracdo lipidica e a transesterificacdo. Além disso, uma anélise

cromatogréafica por GC leva em torno de 1 h.

Com a proposta de desenvolvimento de métodos que sejam mais rapidos e
menos laboriosos no preparo de amostras, abordagens por calibragdo multivariada vem
sendo ao longo de muitos anos uma interessante alternativa aos métodos convencionais.
Nas mais diferentes areas essas abordagens ja foram aplicadas, desde alimentos
(DUARTE et al., 2017a), passando por farmacos (CHELLINI et al., 2017) e até para
petrleo (DUARTE et al.,, 2016, 2017b). Para o lGpulo ndo é diferente, ja foram
realizados trabalhos recentes em que modelos quantitativos por PLS usando
infravermelho proximo (NIR), médio (MIR) e Raman foram construidos para
determinacdo total de o-acidos ou somente de cohumulona e de xanthohumol
(KILLEEN et al., 2014). Em um trabalho mais recente, 0s mesmos autores utilizaram
modelagem quimiométrica por andlise de PCA para investigar se através de uma
varredura na composicdo da glandula lupulina seria possivel selecionar lupulos com
atributos chaves de aroma e sabor (KILLEEN et al., 2017). De acordo com a pesquisa
bibliografica feita para o desenvolvimento desse trabalho, ndo foi encontrada na
literatura uma abordagem em que houvesse uma proposta de determinar os AG do

lupulo por calibragdo multivariada.

Nesse sentido, essa parte do trabalho visa construir modelos de calibracdo
multivariada empregando a espectroscopia de 'H NMR como método proposto
associado a metodos de PLS com selecdo de variaveis para determinar C16:0, C18:0,
C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 e C22:2 em amostras de lupulos comerciais.
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6.2.1 Parte experimental

6.2.1.1 Preparo de amostras

O método de referéncia para alimentar os modelos de calibragdo multivariada foi
0 GC. Sendo assim, os procedimentos para extracdo lipidica (Folch e Stanley) e para
transesterificacdo (via catalise basica) descritos nas secdes 6.1.1.2.1 e 6.1.1.2.2,
respectivamente, sdo 0os mesmo para essa aplicacdo e, portanto, ndo serdo descritos

novamente.

Os espectros de *H NMR foram adquiridos de extratos lipidicos de lapulo
empregando 0 mesmo método de extracdo por Folch e Stanley descrito na segédo
6.1.1.2.1. No entanto, uma massa de amostra menor de lGpulo foi utilizada para que
uma menor massa de extrato lipidico fosse obtida. Sendo assim, em torno de 75 mg de
lUpulo foi pesado para que ao final da extracdo fosse obtido uma massa de extrato
lipidico préximo a 10 mg. As variedades de lupulo utilizadas com suas respectivas
massas, bem como a massa dos extratos obtidos, estdo disponiveis na Tabela 16. De
posse do extrato seco em evaporador rotativo, 600 pL de CDCI3 foi adicionado ao baldo
de extracdo e apos a solubilizacdo e homogeneizacdo do extrato, o contetdo foi
transferido para o tubo de *H NMR de 5 mm de diametro, o qual foi tampado para evitar

perda de solvente e levado ao equipamento para aquisic¢éo do sinal.
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Tabela 16: Diferentes variedades de IUpulos utilizadas com suas respectivas massas e as

massas de extrato lipidico obtidas ap6s o preparo de amostra.

Variedade Miyp (MQ) Mextrato (MQ)
FUGGLE 79,6 11,5
TARGET 71,1 14,0
SAAZ 60,2 7,3
CASCADE 76,6 14,1
AMARILLO 62,7 10,6
MOZAIC 65,9 12,2
MITTRLFRUH 64,5 9,3
EL DORADO 72,3 16,6
ER GOLDING 70,3 14,1
HERSBRUCKER 63,8 7,1
MAGNUM 75,8 20,1
COLUMBUS 67,5 17,4
CITRA 60,5 12,7
NUGGET 71,6 13,6
COLUMBUS 75,0 14,6
HERKULES 76,0 14,0
SIMCOE 73,4 11,2
CITRA 76,3 15,0
SAAZ 72,9 6,9
TRADITION 74,4 8,0
CHINOOK 71,8 13,1
S GOLDING 12,7 10,8
NUGGET 79,2 10,9
PERLE 75,1 7,3
AMARILLO 78,3 12,6
MAGNUM 78,5 17,3
GALENA 75,4 13,6
FUGGLE 76,8 11,3
TETTNANG 74,2 7,3
COLUMBUS 74,9 17,1

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

6.2.1.2 CondicOes instrumentais

As condicdes instrumentais para a analise por GC (método de referéncia) estéo
descritas na subsubsecdo 6.1.1.3. As aquisicdes espectroscopicas foram feitas em um
espectrometro Brucker Avance Il operando em 500 MHz. Os espectros obtidos foram

calibrados de acordo com o deslocamento quimico do solvente deuterado empregado
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para diluicdo das amostras (CDClz — deslocamento residual de hidrogénio 7,28 ppm),

valendo-se, ainda, do tetrametilsilano como referéncia interna.

6.2.1.3 Modelagem multivariada

O primeiro passo para realizacdo de uma modelagem multivariada é a
organizacdo adequada dos dados. As informagdes dos teores dos AG majoritarios
(C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 e C22:2) e presentes em todas amostras de
lUpulo obtidas por GC (subsecao 6.1) foram utilizadas como referéncia, sendo essas
individualmente agrupadas em um vetor y. Nesse trabalho foi utilizado o PLS1, onde
cada analito foi determinado por um modelo PLS. Nesse sentido, sete vetores y foram
organizados que maneira que em cada um deles contivesse as informagdes dos teores

dos respectivos AG nas 30 diferentes amostras; y (30x1).

A espectroscopia *H NMR foi empregada como o método instrumental proposto
para correlacionar com as informagdes de referéncia, sendo os espectros de 30 amostras
agrupados em uma matrix X. Nesse sentido, a matriz contendo 0s espectros apresentou
ordem X (30x39330), onde cada linha faz referéncia a uma amostra da Tabela 16,
enguanto que em cada coluna estd alocado um valor de deslocamento quimico que é
tratado como uma variavel. E importante ressaltar que essas 39330 variaveis dizem
respeito a uma faixa espectroscopica que varia de 0 a 12 ppm, sendo essa a faixa
empregada para construir os modelos com todas as variaveis, chamado aqui somente de
PLS. Essa abordagem quimiométrica aplicada com a finalidade quantitativa é
amplamente difundida na literatura (ANDERSSON, 2009). No PLS, as matrizes X e y
sdo relacionadas através de uma relacdo linear e cada uma delas é decomposta através
de uma soma de variaveis latentes (sigla do inglés, LV) (WOLD; SJIOSTROM, 2001).

E possivel perceber que a matriz X apresenta uma grande dimens&o em virtude
das muitas variaveis geradas por *H NMR. Muitas dessas variaveis podem estar
altamente correlacionadas e isso ndo € interessante para 0 modelo. Além disso, nem
todas varidveis estdo necessariamente relacionadas com a variabilidade gerada pelas
informagdes do método de referéncia, podendo ndo apresentar relativa importancia para
a construcdo do modelo ou até mesmo influenciar negativamente na capacidade
preditiva do modelo, o que em ultima instancia geraria modelos com erros de previséo
mais elevados (MEHMOOD et al., 2012).
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Além do PLS utilizando todas as variaveis do sistema, dois métodos de selecédo
de varidveis proposto por Laars Norgaard et al. (2000b) foram empregados, sendo esses
0 iPLS e o siPLS. O iPLS é baseado na segmentagcdo de todo conjunto espectral,
seguido da construcdo de modelos PLS em todos os segmentos e avaliacdo comparativa
da raiz quadrada do erro medio de validacdo cruzada (RMSECV - sigla do inglés para
Root Mean Square Error of Cross Validation) de cada modelo intervalado com o
RMSECV obtido pelo modelo global. O nimero de segmentos em que 0 espectro é
dividido é definido pelo usuario. Ja o siPLS funciona como uma expansdo do iPLS,
onde todas possiveis combinacdes de modelagem PLS utilizando dois, trés ou mais
intervalos sdo calculados e 0 RMSECV também é tido como pardmetro comparativo.
Para o siPLS o custo computacional € maior devido ao elevado nimero de arranjos
possiveis a medida que aumenta o nimero de intervalos combinados (WU et al., 2010).
Nesse trabalho foram feitos testes dividindo o conjunto espectral em 20, 50 e 100
intervalos e para a modelagem com siPLS, o sinergismo entre 2 intevalos também foi

testado.

Uma etapa prévia a modelagem multivariada propriamente dita foi o pré-
processamento dos dados brutos. Essa etapa é fundamental para a maioria das
aplicacbes em calibracdo multivariada, pois permite corrigir efeitos indesejados
(artefatos), transformando os dados originais em dados mais “limpos” ¢ mais adequados
para modelagem. E discutido na literatura que para se trabalhar com dados de *H NMR
com a finalidade de construcdo de modelos para calibracdo multivariada, € muito
indicado o alinhamento dos espectros, principalmente ao se trabalhar com amostras
complexas (DUARTE et al.,, 2016, 2017b; SAVORANI; TOMASI; ENGELSEN,
2010). Além do alinhamento, trés outros pré-processamentos espectrais para ajuste de
linha base foram testados: filtro derivativo Savitzky-Golay (Deriv) (SAVITZKY;
GOLAY, 1964b), a transformacdo SNV (BARNES; DHANOA,; LISTER, 1989) e o
airPLS (ZHANG; CHEN; LIANG, 2010). As abordagens com esses pré-
processamentos foram submetidas a comparagdo por meio da avaliagdo visual dos
espectros pré-processados, da variancia explicada nas componentes principais (PCs) e
dos parametros de avaliacio de desempenho da modelagem. E importante comentar que
esse pré-processamento para ajuste de linha base foi realizado apos o alinhamento dos

espectros e apos a separagdo do conjunto de dados. O conjunto de dados iniciais foi
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separado em subconjuntos de calibracdo (70%) e previsdo (30%) utilizando a
abordagem de Kennard-Stone (KS) (KENNARD; STONE, 1969).

Considerando uma avaliacdo geral dos modelos obtidos, 0s principais
parametros de comparacdo foram os valores de erros que expressam a exatiddo e o
ajuste dos modelos dados pelos coeficientes de correlagdo, ambos para as etapas de
calibracdo (treino) e previsdo (teste). Os erros foram calculados pelo RMSECV dado
pela equagdo 5 e pela raiz quadrada do erro médio de previsdo (RMSEP — sigla do
inglés para Root Mean Square of Prediction) dado pela equacdo 6. Além desses
parametros, 0 numero de LVs também foi levado em consideracdo para definicdo dos
melhores modelos. E importante ressaltar que a relevancia quimica de uma regido
selecionada por um eventual modelo foi avaliada, isto €, foi checada se a regido

indicada pelo modelo intervalado apresentava sinais caracteristicos de AG.

2
?=1(Yr - yp)
n

2
?=1(Yr - yp)

C

RMSECV = j (5) e RMSEP = \/ (6)

p

Os parametros y. e y, dizem respeito aos valores de referéncia e previsdo
respectivamente, enquanto que n. e n,, se referem ao nimero de amostras dos conjuntos

de calibracdo e previsao, respectivamente. O coeficiente de determinacdo para as etapas
de calibracio onde foi aplicada a validacdo cruzada (R%y) e para a previsdo (R%,) so

dados pela equacéo 7

_ Zi(yr - yp)z
2i(yr —¥)?

onde y, e y, sdo dados pelos mesmos valores de referéncia e de previsdo e y € a media

R2=1 (7)

do vetor contendo os valores de referéncia.

6.2.2 Resultados e discussdes

6.2.2.1 Analise qualitativa dos espectros

Com o intuito de relacionar as regides espectrais selecionadas pelos modelos

intervalados com os AG a serem determinados, conhecer as principais regides dos
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espectros das amostras se torna uma importante tarefa. Para isso, foram adquiridos
espectros de 'H NMR de padrdes analiticos de alguns AG e seus sinais foram
atribuidos. Como nessa parte do trabalho o objetivo foi determinar AG saturados e
insaturados, com uma e duas insaturacdes, foram avaliados os espectros de C16:0,
C18:0, C18:1 e C18:2, que sédo bons representantes dos analitos avaliados, uma vez que
os sinais de 'H NMR para esses trés tipos de AG sdo semelhantes. A Figura 25 mostra
0s espectros para os quatro AG e para uma amostra de lupulo.

Para os AG saturados (C16:0 e C18:0) os mesmos quatro sinais sdo observados,
sendo os dois mais desblindados, centrados em 2,37 ppm e 1,66 ppm, correspondentes
aos hidrogénios metilénicos (CH2) na posi¢ao a e f em relacdo ao carbono carboxilico,
respectivamente. O sinal centralizado em 0,90 ppm se apresenta em uma regido de
deslocamento muito caracteristica de hidrogénios metilicos (CHs), provavelmente
relacionado ao carborno em posicao terminal dos AG saturados. Além disso, observa-se
um sinal bastante intenso centralizado em 1,28 ppm, caracteristico de hidrogénios
metilénicos, os quais seriam atribuidos aos demais hidrogénios metilénicos da estrutura

dos AG saturados.

De forma analoga, esses mesmos sinais descritos anteriormente sdo observados
para os AG insaturados. No entanto, outros sinais sao identificados, como o centralizado
em 5,37 ppm que é caracteristico de hidrogénios metinicos (CH) ligados a carbono com
hibridizacio sp?, bem como o sinal centralizado em 2,04 ppm atribuido aos hidrogénios
metilénicos, estes que sdo mais desblindados por conta da proximidade com a olefina.
Para 0 C18:2 essa desblindagem do hidrogénio metilénico € ainda mais evidente por
estar em um ambiente quimico adjacente a duas insaturacdes, o que é confirmado pelo

sinal em 2,79 ppm.

Ja o espectro da fracdo lipidica € muito mais complexo devido aos muitos
componentes presentes e também pela grande probabilidade da maioria dos AG néo
estarem na forma livre, isto é, se encontrarem na forma de triacilglicerol. Esses fatores
tém implicancia direta no deslocamento dos sinais, o que dificulta uma atribuicdo direta

dos sinais no espectro de *H NMR da fragéo lipidica do lupulo.
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Figura 25: Espectros de *H NMR (500 MHz) para uma amostra de extrato lipidico de
lUpulo (LUP) e para os AG C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2, bem como as atribui¢cdes dos
principais sinais dos AG.

LUP o —
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//Cb
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c18:1 A
’/('Q‘
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c18:2 A

7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
& (ppm)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

6.2.2.2 Estruturacao do protocolo de modelagem

Para que uma mesma abordagem fosse dada a todos os AG, um protocolo de
modelagem foi estabelecido pois existiam muitas varidveis a serem avaliadas. Desde o
tipo de pré-processamento adotado a forma de separacdo dos dados, varios testes foram
feitos. O primeiro passo para todas modelagens foi o alinhamento espectral utilizando a
ferramenta icoshift, cujo seu efeito pode ser observado quando uma aproximacéo é feita

em um determinado sinal do espectro, como mostrado na Figura 26.
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Figura 26: Efeito visual do alinhamento pela utilizacdo da ferramenta icoshift

w10 w107

5 (ppm)  5(ppm)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Apos o alinhamento dos espectros, os dados foram separados nos conjuntos de
calibracéo e previsdo. O método KS foi definido como o mais adequado para separacdo
dos dados, pois selecionava as amostras de maneira que ao fim do processo o modelo
apresentava menores valores de RMSEP. O método de ordenar as amostras em ordem
crescente com relagdo aos valores de y e, em seguida, a cada 3 retirar uma para o
conjunto de previsdo também foi testado, mas os modelos apresentavam maiores
valores de RMSEP.

Numa proxima etapa, além de utilizar os dados somente alinhados, 0os métodos
de pré-processamento Deriv, SNV e airPLS foram empregados e todas essas abordagens
foram comparadas. A primeira comparacdo se deu pelo efeito visual dos espectros apds
0S pré-processamentos, como mostrado na Figura 27. Por meio da andlise visual, em
todas abordagens a linha base parece ser muito semelhante com uma melhora
significativa para a abordagem por airPLS. Além disso, um outro ponto interessante é
que para Deriv e SNV ha mudangas nos graficos espectrais. Para 0 SNV, o perfil é o
mesmo, mas a magnitude dos dados é alterada, enquanto que para a Deriv, além da
mudanga na magnitude do eixo-y, o perfil espectroscopico € alterado. Ja para o airPLS
nem o perfil, nem a magnitude do dados séo alterados. No entanto, essa abordagem
visual € muito limitada, sendo necessario uma avaliagdo mais profunda. A segunda

avaliacdo foi feita por meio de uma modelagem por PCA, a fim de avaliar o percentual
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da variancia explicada das variaveis originais pelas PCs. Os resultados estdo disponiveis
na Tabela 17. Para todas as abordagens a variancia explicada total foi elevada, em torno
de 97%. No entanto vale destacar que para Deriv e airPLS, o percentual da PC1
diminuiu e o da PC2 aumentou quando comparada com a abordagem pelos dados
somente alinhados, o que para um modelo de classificacdo poderia ser mais interessante
e ndo necessariamente para um modelo de regressdo. Os resultados para a abordagem
por SNV foram muito semelhantes aos da abordagem somente alinhada. No entanto,

uma definicdo do melhor pré-processamento ainda ndo era possivel.

Figura 27: Avaliacdo dos pré-processamentos nos espectros quando: somente alinhados
(A); alinhados e aplicando o filtro derivativo Savitzki-Golay (B); alinhados e aplicando
a transformacdo SNV (C); alinhados e aplicando a correcéo de linha base airPLS (D)
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 17: Variancia explicada para as trés principais PCs considerando os testes de

pré-processamento

PC1% PC2% PC3% Total%
Alinhado 89,42 6,92 1,21 97,55
Alinhado + Deriv 82,81 10,62 2,65 96,08
Alinhado + SNV 88,72 7,36 1,19 97,27
Alinhado + AirPLS 82,15 13,69 1,87 97,71

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Sendo assim, utilizou-se a determinacdo de um AG para testar os diferentes pre-
processamentos tendo como parametros fundamentais a capacidade preditiva do modelo
e a correlacdo entre os valores de referéncia e previsdo, para ambas etapas, isto é,
calibracéo e previsdo. O AG C16:0 foi utilizado para essa avaliagdo comparativa. Muito
testes foram feitos e os 25 principais sdo mostrados no esquema da Figura 28. Essa
figura contém dois graficos de barras, um contendo os valores de R? para as etapas de
validacdo cruzada e para previsdo (grafico A) e o outro contendo os valores de RMSE,
também para as etapas de calibracdo e previsdo (grafico B). Além disso, ao lado dos
graficos de barras, é dada uma tabela evidenciando o pré-processamento, o tipo de
modelagem, o(s) intervalo(s) utilizado(s) para construir a modelagem para o caso de
iPLS e siPLS e o0 numero de LVs. Para todas as abordagens de pré-processamento foram
avaliados modelos utilizando todas as variaveis (PLS), empregando iPLS e siPLS. Para
os testes com iPLS e siPLS, dentre os muitos resultados, sdo mostrados os com

melhores resultados.

O interesse seria por modelos que apresentassem maiores valores de R? (gréfico
A com barras mais elevadas) e menores RMSE (gréafico B com barras mais baixas) para
ambas as etapas. Considerando os modelos que utilizam todas as variaveis (ensaios 1, 7
15 e 23) os valores de R? foram mais baixos e os de RMSE foram mais altos para ambas
as etapas. A partir dos resultados dos modelos com todas as variaveis foram avaliados
modelos intervalados para todos 0s pre-processamentos. Foram testadas as separacoes
de dados em 20, 50 e 100 intervalos e para o siPLS o sinergismo entre 2 intervalos
também foi avaliado. Para os modelos intervalados obteve-se uma melhora nos

parametros quando comparados com o modelo global, como pode ser visto pela

131



comparacéo entre as modelagens 1 (PLS — global) e 2 (iPLS), onde sdo considerados 0s
espectros somente alinhados. Outro exemplo pode ser visto pelas modelagens 15
(global) e 19 (siPLS), onde os espectros foram alinhados e pré-processados com SNV.

Além disso, outro ponto a ser destacado é que, de maneira geral, os valores de
RZ%. e R%, (grafico A) foram mais baixos e discrepantes entre si, sendo que na maioria
dos casos 0 R?%, foi muito superior ao R?%,. Uma das possiveis causas para explicar esse
baixo valor de R? é 0 pequeno niimero de amostras empregados no trabalho (30), sendo
somente 9 para previsao. Diante de todos os testes, as abordagens aplicando SNV foram
superiores aos demais, principalmente pela analise do grafico A, em que o R? para
ambas as etapas, apesar de ndo ser tdo expressivo, ficou em torno de 0,70 para a maioria
dos testes realizados. Nesse sentido, 0 SNV foi adotado como pré-processamento mais
adequado e entdo um protocolo foi estabelecido para a tentativa de construcdo de
modelos de calibracdo multivariada para os demais AG, sendo que as etapas definidas
foram: i) importacdo e organizagdo dos dados em matrizes X contendo 0s espectros e y
contendo os valores de referéncia; ii) alinhamento dos espectros utilizando o algoritmo
icoshift; iii) separacdo dos dados usando o algoritmo KS, sendo 70% para calibracdo e
30% para previsao; iv) pré-processamento das submatrizes de calibracdo (Xca) e de
previsdo (Xp) com SNV; v) avaliacdo do modelo global, levando em consideracao todas
variaveis (PLS); vi) busca de intervalos que fornecam modelos com melhor
performance que o global, sendo que para isso foram avaliadas segmentacdes de 20, 50
e 100 intervalos, considerando o iPLS e, para o siPLS, o0 agrupamento de dois intervalos

considerando os testes com as mesmas 20, 50 e 100 divisoes.

Para 0 C16:0 foi definido o modelo nimero 22 como o mais adequado, sendo o
R? o fator responsavel visto que para a maioria das modelagens esses valores foram
baixos, mas para o C16:0 em ambas etapas os valores foram superiores a 0,70 (0,70 e
0,71 para calibracdo e previsdo, respectivamente). Os erros ndao foram os mais baixos
comparados com os outros, mas a diferenca ndo foi muito grande. Esse e 0s outros

modelos serdo mais detalhadamente discutidos na préxima secao.

132



Figura 28: Principais parametros para os modelo testados para determinacéo de C16:0 no ltpulo por *H NMR: R%, e R%, (A); RMSECV e

RMSEP (B); informacdes de pre-processamento, tipo de modelagem, defini¢do dos intervalos e LVs
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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6.2.2.3 Modelagem dos AG no lapulo por siPLS

Com o protocolo de modelagem estabelecido foi realizada a tentativa de
construcdo de modelos de calibragdo multivariada para os AG C16:0, C18:0, C18:1,
C18:2, C20:1, C20:2 e C22:2. Como para o C16:0 discutido anteriormente, foram
avaliados os resultados empregando o modelo global e modelos intervalados por iPLS e
siPLS, levando em consideracdo diferentes segmentagdes do conjunto de dados inicial.
Para todos os casos, 0s modelos intervalados apresentaram melhores performances que

0s modelos globais, onde sdo utilizadas todas variaveis.

Alguns modelos por iPLS apresentaram interessantes resultados, mas o0s
melhores foram conseguidos por siPLS. E preciso destacar que de maneira geral a
performance das modelagens foi baixa para os analitos avaliados, visto que baixos
valores de correlacio (R?) foram obtidos para as etapas de calibragdo e previsdo, bem
como valores de erros (RMSE) elevados, também para ambas as etapas. Na Tabela 18

sdo mostrados os resultados de modelagem para todos os analitos.

Considerando todos os AG, de acordo com os resultados apresentados na Tabela
18, valores em torno de 0,70 foram alcancados para os R? das etapas de calibracdo e
validacao, com excecdo do C18:0 que apresentou valores superiores a 0,8 para ambas as
etapas e dos AG C18:1 e C20:2, em que praticamente ndo houve correlacdo nas etapa de
calibracdio (R%v de 0,46 para C18:1) e previsio (R% de 0,23 para C20:2),
respectivamente. Os valores de RMSECV e RMSEP foram inferiores a média do vetor
y para todos os analitos e em alguns casos foram inferiores ao menor valor do vetor
como para 0 C16:0 (menor valor 7,37 g/100 g de extrato lipidico e os RMSE foram 4,31
9/100 g de extrato lipidico), mas outros os valores de erro foram superiores ao menor
valor do vetor, como para o caso do C18:0 em que o RMSECYV foi de 1,79 g/100 g de

extrato lipidico e 0 menor valor do vetor foi de 0,94 g/100 g de extrato lipidico.

Os modelos utilizaram um ndmero relativamente baixo de LVs, variando de 2
para 0 C18:2 a 5 para 0 C20:1 e é importante ressaltar que o nimero de variaveis
espectrais reduziu muito quando comparado com os modelos globais, em que 39330
variaveis eram utilizadas. Para os modelos siPLS com divisGes em 50 intervalos foram
utilizadas 1574 variaveis e para os modelos siPLS com divisGes em 100 intervalos, 788
varidveis foram empregadas. Essa reducdo de varidveis € significativa para a
modelagem, uma vez s&o obtidos modelos com melhores performances, sendo esses
mais parcimoniosos.
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Por fim, € importante destacar que os intervalos indicados pelos modelos siPLS
séo regides espectrais em que sinais referentes aos analitos séo encontrados, de acordo
com as atribuicdes feitas na subsubsecéo 6.2.2.1. Para o0 C16:0, 100 divisdes do espectro
foram feitas, sendo selecionada uma regido de linha base (intervalo 4 — 0,4-0,5ppm) que
ndo apresenta nenhum sinal, mas contribui para o ajuste do modelo e uma regido entre
2,0 e 2,1 ppm (intervalo 20 de 100) ppm que é uma regido de hidrogénios metilénicos,
ndo aparente no padrdo de C16:0, mas que pode estar deslocada por conta da matriz.
Para 0 C18:0, a regides 2,3-2,4ppm (intervalo 23 de 100) e 3,1-3,2 ppm (intervalo 31 de
100) foram selecionadas. Essas também sdo regides de hidrogénios metilénicos, sendo
que a primeira (2,3-2,4 ppm) pode ser mais relacionada ao C18:0 por ser a regido de
CH, (a) ao grupo carboxilico. Para os insaturados, intervalos representando
deslocamentos quimicos maiores foram selecionados, principalmente podendo ser
relacionados aos hidrogénios metinicos olefinicos, como é o caso do C18:1 (intervalo
27 de 50 — 5,2-5,4 ppm), C20:2 (intervalos 26 e 27 de 50 — 5,0-5,2 e 5,2-5,4 ppm) e
C22:2 (intervalo 58 de 100 — 5,8-5,9 ppm). Para o C18:2 também foi selecionada uma
regido de linha base como para o C16:0 (intervalo 23 de 50 — 4,4-4,6 ppm) e a principal
regido pode ser associada a hidrogénios metilénicos mais desblindados por conta da
proximidade com as insaturacdes (intervalo 15 de 50 — 2,8-3,0). Para 0 C20:1, o modelo
selecionou uma regido com sinal de maior intensidade do espectro (intervalo 14 de 100
—1,3-1,4 ppm) relacionado ao maior nimero de hidrogénios metilénicos equivalentes,
além da regido de 2,1 a 2,2 ppm que em que AG insaturados apresentam sinais de
hidrogénios metilénicos um pouco mais desblindados por conta da proximidade com a

dupla ligacéo.
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Tabela 18: Principais parametros de modelagem obtidos por siPLS para C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 e C22:2

C16:0 C18:0° C18:1 C18:2 C20:1 C20:2 C22:2
Tipo SIPLS SIPLS SIPLS SIPLS SIPLS SIPLS SIPLS
Intervalo 5&20/100? 23&31/100int-2 16&27/50int 15&23/50int 14&21/100int 26&27/50int 23&58/100int
d(ppm) 04-05/2,0-2,1 23-24/31-32 3,0-32/52-54 28-30/44-46 13-14/21-22 50-52/52-54 23-24/58-59
NV°¢ 788 788 1574 1574 788 1574 788
LVs 4 4 3 2 5 3 4
Rcv 0,70 0,82 0,46 0,75 0,68 0,61 0,70
R%p 0,71 0,84 0,71 0,79 0,69 0,23 0,68
RMSECV 4,31 1,79 3,31 5,88 6,41 2,74 3,53
RMSEP 4,31 0,77 2,65 5,86 5,69 4,51 4,85

3Intervalos utilizados/divisdes do espectro | PPara o C18:0 foram usadas 29 amostras | °NV - NGmero de Variaveis

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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6.2.3 Conclusao

Nessa parte do trabalho investigou-se a constru¢do de modelos de calibragédo
multivariada para determinagdo dos AG C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 e
C22:2 em amostras de lupulos comerciais a partir de dados espectroscopicos de
'H NMR. Para tanto, a concentracdes desses AG obtidas por GC-FID foram utilizadas
como referéncia. Os AG foram modelados por PLS, iPLS e siPLS. Ap6s os dados serem
alinhados, foram avaliados trés tipos de pré-processamentos (Derivada, SNV e airPLS),
sendo que o SNV apresentou melhores resultados. Os modelos desenvolvidos em
intervalos menores foram mais eficientes que os modelos globais, em que todas
variaveis eram utilizadas, visto que apresentavam maiores coeficientes de correlacéo e
menores erros. As modelagens para determinacdo dos AG a partir dos extratos lipidicos
se mostrou complexa, principalmente devido a complexidade da matriz, o que refletiu
nos valores dos principais pardmetros de avaliagdo dos modelos (R%, R%, RMSECYV, e
RMSEP). Além da complexidade da matriz, outros dois fatores podem justificar a
dificuldade de modelagem apresentada, sendo estes: o baixo nimero de amostras, sendo
que de um total de 30, 21 foram utilizadas para calibracdo e somente 9 para previsdo; ha
falta de linearidade dos dados, o que justificaria a dificuldade de modelar os dados por
um modelo PLS, que é bilinear. Para tanto, algumas propostas para se obter melhores
parametros de modelagem seriam: testes de outros métodos de selecdo de varidveis mais
sofisticados, como o CARS (sigla do inglés para competitive adaptative reweighted
sampling) e os algoritmos genéticos; testar modelos de regressdo ndo-lineares, como as
redes neurais ou as maquinas de vetores de suporte; ou tentar trabalhar com um ndmero
maior de amostras, que inclusive permitiria uma avaliagdo mais criteriosa da presenca
de amostras andmalas (outliers). No entanto, a abordagem aqui apresentada sinaliza
positivamente para a constru¢do de modelos de calibracdo multivariada para
determinacdo de AG em amostras de ltpulo por *H NMR. Essa proposta é interessante
uma vez que ao se ter um método espectroscopico correspondente ao método de
referéncia (GC-FID) é eliminada a etapa de transesterificacdo, o que culmina em uma
consideravel economia de tempo e de reagentes. Além disso, uma analise de GC dura
em média de 1 h, enquanto que uma aquisi¢do no espectrdbmetro ocorre em torno de 2

minutos, o que aumenta consideravelmente e frequéncia analitica.
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6.3 DETERMINACAO DOS ACIDOS PALMITICO, ESTEARICO, OLEICO E
LINOLEICO EM LUPULOS POR CZE-UV

Como discutido na subse¢do 6.1 poucos trabalhos envolvendo andlises
qualitativas ou quantitativas de AG em ldpulos estdo disponiveis na literatura. Os
trabalhos existentes empregam basicamente GC, sendo que a metodologia completa de
andlise para amostras de Iupulo por essa técnica envolve uma etapa de extragdo lipidica
seguida de uma reacdo de esterificacdo para analises dos FAMEs. De acordo com a
revisdo bibliografica feita nesse trabalho, ndo foi encontrado nenhum trabalho

envolvendo a determinacao ou identificacdo de AG em lupulos por CE.

Nesse sentido, essa parte do trabalho tem como objetivo mostrar o estudo de
uma metodologia para determinagdo de C18:0, C16:0, C18:1 e C18:2 (estruturas
moleculares em Figura 29) em amostras de lGpulo por CZE. Para tanto, a etapa de
preparo de amostras foi estudada pela comparacdo de quarto diferentes abordagens, trés
delas envolvendo uma etapa prévia de extracdo lipidica seguida de uma reagdo de
saponificacdo e uma outra envolvendo a saponificacdo direta de uma amostra de lupulo.
Por fim, a validacdo do método para a aplicacdo em amostras de lupulo foi feita por

meio da avaliacdo dos principais parametros de validacdo para um método analitico.

Figura 29: Estruturas moleculares para C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2

W\

C18:0
OH

C18:1 o

\ — /

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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6.3.1 Parte experimental

6.3.1.1 Reagentes e amostras

Todos os reagentes, solventes e padrbes analiticos foram obtidos em grau
analitico. A agua utilizada para o preparo de algumas solugdes aquosas foi purificada
pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Fosfato monobasico e dibasico de
sodio (NaH2PO4 e NaxHPOQj4, respectivamente), acetonitrila (ACN), hexano, metanol
(MeOH), cloroférmio, isopropanol, sulfato de sddio anidro (Na2SOs) e cloreto de sodio
(NaCl) foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Polyoxietileno 23 lauril
éter (Brij 35), dodecilbenzenosulfonato de sodio (SDBS) foram adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). N-octanol foi obtido junto a Merck (Merck, Rio de
Janeiro, Brasil).

Solugdes de Na;SO4 0,5 mol L e NaCl 0,9% m/v usados nos métodos de
extracdo foram preparadas em A&gua deionizada. NaOH 1,0 mol L* para o
condicionamento inicial do capilar e para limpeza entre as corridas foi preparado em
agua deionizada e 0 NaOH 0,5 mol L para as reagdes de saponificacdo foi preparado
em MeOH. Solucgbes estoques de alguns constituintes do BGE foram preparadas em
agua deionizada, sendo elas: Brij 35 (100,0 mmol L™ — estocado a 4 °C), SDBS (50,0
mmol L — estocado a temperatura ambiente) e a solucdo de tampao fosfato (100,0
mmol L — estocado a 4 °C). O BGE foi preparado diariamente tomando as respectivas
aliquotas das solucdes estoques de maneira que a composicao e concentracdo final dos
constituintes fosse respectivamente: 15 mmol L™ de NaH2PO4/Na;HPO; (pH=6,84),
4 mmol L de SDBS, 8,3 mmol L de Brij 35, 45% v/v de ACN e 2,1% v/v n-octanol.
Antes da transferéncia para o vial, o baldo volumétrico contendo o BGE foi levado ao
banho ultrassénico por 20 minutos para a eliminacdo de bolhas de ar, estas que dentre
outros fatores, podem ser responsaveis pela queda de corrente durante uma corrida

eletroforética.

Os padrdes analiticos acido tridecanoico (C13:0), usado como padrdo interno
(PI), C16:0, C18:0, C18:1 e C18:2 foram adquiridos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). As solugdes estoques desses AG foram preparadas em MeOH e estocadas a -20
°C em freezer. As diluigdes dos estoques para 0 preparo das misturas de padrdo em
diferentes concentragdes para construcdo das curvas de calibracdo foram feitas com
MeOH.
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Cinco diferentes amostras de lGpulos comerciais em pellets foram utilizadas
nesse trabalho. Os ldpulos Amarillo, Chinook, Columbus, Er Golding e Mosaic foram
cedidos por doacédo pela empresa Muller Empério do Malte, localizada na cidade de Juiz
de Fora, MG.

6.3.1.2 Preparo de amostras

Os mesmos métodos de extracdo descritos para 0 GC (subsubsecdo 6.1.1.2.1)
foram testados nessa parte do trabalho e, portanto, ndo serdo descritos novamente. Da
mesma forma, os métodos de extracdo por Hara e Radin (HARA; RADIN, 1978), Bligh
e Dyer (BLIGH; DYER, 1959) e Folch e Stanley (JORDI FOLCH; SLOANE
STANLEY, 1957) foram avaliados. No entanto, a etapa subsequente a extracdo contou
com uma reacdo de saponificacdo para obtencdo de sais sodicos de &cidos graxos e ndo
FAMEs, como para andlise no GC. Para se trabalhar com CZE é necessario que 0s
analitos tenham cargas para que eles possam migrar de maneira diferenciada de acordo

com suas respectivas .

Considerando todos os testes, trabalhou-se com as amostras de Iupulo
pulverizadas a partir do uso de almofariz e pistilo de porcelana. Uma massa proxima a
500 mg de lapulo foi usada para todos os ensaios. ApoOs as extracbes pelos trés
diferentes métodos, os extratos lipidicos foram submetidos as reacGes de saponificacao.
Como um quarto teste de preparo de amostras, uma saponificacdo direta foi avaliada,
onde nenhuma etapa prévia de extracdo seria empregada.

6.3.1.2.1 Reacdo de saponificacdo

Como etapa prévia a analise no equipamento de CE, a reacdo de saponificacéo
foi realizada. Considerando os extratos, a amostra utilizada é o contetdo total da fragdo
lipidica obtida apds a evaporacdo do solvente no rotaevaporador. Portanto ao mesmo
baldo de extra¢do contendo a fracdo lipidica é adicionado 2,0 mL de NaOH metandlico
(0,5 mol L1). Para a saponificacéo direta, 500 mg de IGpulo previamente pulverizado foi
pesado em um baldo de extracdo e em seguida adicionado 2,0 mL de NaOH metandlico
(0,5 mol LY. Os balGes de extragdo foram levados ao aquecimento em banho com agua
com temperatura controlada entre 75 e 80 °C por 25 minutos sob refluxo utilizando

hastes de vidro. O banho utilizado tem capacidade para quatro baldes de extracao,
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portanto, sendo possivel preparar 4 amostras a cada 25 minutos. O conteudo
saponificado foi transferido para um baldo volumétrico de 10,0 mL e aferido com
MeOH.

Para a injecdo no sistema de CE, diferentes diluicbes de amostra foram
realizadas em baldo volumétrico de 1,0 mL. Em todas as analises a adicdo de PI (C13:0)
na concentracdo de 0,5 mmol L™ foi feita. Para as quantificagGes, diluicdes variando de
20% v/v de amostra a 90% v/v de amostra foram empregadas devido aos diferentes
teores de AG presentes nas diferentes amostras, de maneira que a razéo de areas entre o
AG e o0 PI estivesse contemplado pela curva de calibracdo validada a fim de que a

quantificacdo pudesse ser realizada adequadamente.

6.3.1.3 Parametros instrumentais

As analises foram realizadas utilizando um equipamento de CE da marca Agilent
modelo 7100 (Palo Alto, USA) equipado com DAD e software para tratamento de
dados HP ChemStation (rev A.06.11). O método de CZE empregado foi otimizado em

um trabalho prévio do grupo desenvolvido por Barra et al. (2013).

O BGE foi composto de 15,0 mmol L™ de NaH2PO4/Na;HPO, (pH=6,84), 4,0
mmol L! de SDBS, 8,3 mmol L de Brij 35, 45% v/v de ACN e 2,1% v/v n-octanol. Os
demais parametros instrumentais foram: voltagem positiva de 19 kV; inje¢cdo no modo
hidrodinamico aplicando 12 mbar/4,0 segundos. Foi usado capilar de silica fundida
revestido externamente com poliimida (sigla do inglés, TSP) (Polymicro Technologies,
Phoenix, USA) com 48,5 cm de comprimento total e 40,0 cm de comprimento efetivo,
diametro interno de 75 um e externo de 375 um. Considerando um capilar novo, o pré-
condicionamento foi: flush com solugdo de NaOH 1,0 mol L por 1800 s, seguido de
agua deionizada por 1800 s e BGE por 1800 s. Entre as corridas a limpeza da foi feita
aplicando flush de 1,0 mol L™ NaOH (120 s), 4gua deionizada (120 s) e BGE (120 s).
Os analitos foram monitorados em 224 nm (£ 2,0 nm com taxa de aquisi¢do de 2,5 Hz).
O comprimento de onda de 206 nm também foi utilizado para monitorar e auxiliar na
identificacdo de AG poliinsaturados que apresentam absorcdo suficiente nesse
comprimento de onda e podem ser detectados diretamente, ou seja, ndo necessitam de

absorgdo do cromoforo adicionado ao BGE (SDBS).
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6.3.1.4 Validagdo

Os principais parametros de mérito foram avaliados para o método proposto,
sendo a RDC 166/2017 (ANVISA, 2017) utilizada para direcionar esse estudo. A
linearidade foi investigada pela construcao de curvas de calibracdo com PI (C13:0 — 0,5
mmol L) considerando uma preparagdo experimental com triplicatas genuinas em
cinco nives de concentragdo (0,1, 0,3, 0,5, 0,7 e 0,9 mmol L™). As curvas foram
estatisticamente validadas checando os pressupostos da anélise de variancia (ANOVA)
como normalidade e homocedasticidade dos residuos e falta de ajuste. A precisdo foi
avaliada considerando triplicatas de analise em dois dias consecutivos a fim de calcular
a precisdo intradia (para o primeiro e segundo dia) e interdia (considerando todas
andlises), tendo como parametro de avaliagdo o desvio padrdo relativo (sigla do inglés,
RSD) para razdo de areas e tempos de migracdo com relacdo ao Pl (analito/Pl). A
exatidao foi obtida pelo método de adicédo e recuperacdo em trés niveis de concentracédo
com fortificagOes sucessivas sobre a matriz da amostra. Os limites de detec¢do (LD) e
quantificacdo (LQ) foram calculados com base no conceito de razéo sinal-ruido dados

pelas equacdes

3xspxC
LD = ——°b">S (8)

Hmax - Hmin

LQ 10XSbXCS (9)
Hmax - Hmin
onde s, € o desvio padrdo da linha base, C, é a concentracdo do padrdo analitico, H,, 4.
é a altura maxima do pico referente ao analito e H,,;, € 0 nivel de linha base referente

ao pico tomado.

6.3.2 Resultados e discussfes

6.3.2.1 Otimizacao do preparo de amostras

Quatro preparos de amostras foram avaliados, trés deles levando em
consideracdo uma etapa previa de extracdo seguida de uma reacdo de saponificacdo e
um deles envolvendo a saponificacdo direta. O perfil eletroforético de AG no ldpulo de
acordo com esses testes podem ser observados na Figura 30. Todos os preparos de

amostras foram aplicados com sucesso uma vez que apos as analises por CZE das
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amostras saponificadas, um perfil eletroforético similar foi obtido, sendo possivel

identificar os analitos estudados.

Figura 30: Comparacéo entre os perfis eletroforéticos de AG no lupulo para os métodos
de extracdo por Hara e Radin (A), Folch e Stanley (B), Bligh e Dyer (C) seguidos de
saponificacdo e para a saponificacdo direta (D). Os principais parametros para 0 metodo
por CZE foram: BGE composto de 15 mmol L de tamp&o NaH.PO4/Na,HPO4 (pH
6,86), 4 mmol L de SDBS, 8,3 mmol L* de Brij 35, 45% v/v de ACN e 2,1% v/v n-
octanol; temperatura do cartucho de 25 °C; voltagem positiva de 19 kV; injecéo
hidrodinamica de 12 mbar/4,0 s; capilar de TSP (48,5 cm e 40,0 cm de comprimento

total e efetivo respectivamente — 75 pm i.d e 375 pum o.d.); detec¢do em 224 nm (x 2,0

nm taxa de aquisicdo de 2,5 Hz)
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Comparando os trés métodos de extracdo, a abordagem pelo procedimento de
Folch e Stanley foi responsavel pela obtencdo da maior massa de extrato lipidico (63,3
mQ), seguido das abordagens por Hara e Radin (44,9 mg) e Bligh e Dyer (9,5 mg), o que
é refletido nos eletroferogramas da Figura 30 e pode ser confirmado pela comparagédo
visual dos tamanhos de picos referentes aos analitos. No entanto, a saponificacdo direta
(Figura 30 D) forneceu o melhor perfil eletroforético dos AG no lupulo, visto que 0s
picos dos analitos estdo mais evidentes e apresentando maiores areas. Nesse sentido, a
abordagem mais adequada para o preparo de amostras do lupulo com intuito de uma

analise no CE foi definida por meio da saponificacéo direta.

A identificacdo de C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2 foi feita fortificando uma
amostra de ldpulo com os padrfes analiticos referentes aos analitos estudados, cujos
resultados sdo apresentados na Figura 31. Os eletroferogramas do lupulo fortificado
com os padrbes de C18:0 (Figura 31 A), C18:1 (Figura 31 B), C16:0 (Figura 31 C) e
C18:2 (Figura 31 D) apontam para a confirmagéo dos AG de acordo com 0 aumento das
respectivas areas. Outro importante e amplamente discutido ponto para a analise de AG
negativamente carregados por CZE em contra-fluxo, € que a ug,, € maior para 0 AG
com menor u.,. devido a menor resisténcia que o analito oferece ao EOF, cuja
mobilidade € dada por i, r. Essa discussdo permite explicar o motivo do C18:0 migrar
mais rapidamente e ser detectado primeiro que o C16:0. Para 0 caso dos AG
insaturados, a discussdo € um pouco mais complexa devido ao dobramento da cadeia
carbdnica por conta das insaturagdes, o que implica diretamente na magnitude da u.,
uma vez que essa grandeza é dependente do raio da espécie solvatada em meio ao BGE,

dada pela grandeza r.

Além dos AG identificados, existe uma regido dos eletroferogramas (marcada
com um retangulo pontilhado) com AG néo identificados (N.I.). Possivelmente, AG
poliinsaturados, como o C18:3 (&cido linolénico), estdo presentes nessa regido.
Avaliando o eletroferograma em 206 nm é possivel perceber os picos nessa regido se
voltando para cima (com aspecto de comigracao), o que também reforcga a possibilidade
da presenca de outros AG poliinsaturados, visto que eles podem ser detectados
diretamente; eletroferogramas ndo mostrados. No entanto, a énfase desse trabalho como
uma primeira abordagem envolvendo a aplicacdo de um método por CE para a
determinacdo de AG em amostras de lpulo é na identificacdo e quantificacdo de C18:0,
C18:1, C16:0 e C18:2.
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Figura 31: Confirmacéo dos AG C18:0 (A), C18:1 (B), C16:0 (C) e C18:2 (D) em uma
amostra de lapulo pela fortificagdo com padrdes analiticos destacados em negrito.
Condicdes eletroforéticas: as mesmas apresentadas na Figura 30. N.I. se referem aos
AG néo identificados
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8.5 9 9.5 10 10.5 11

time (min)
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r T T T T T r T T T 1
8.5 9 9.5 10 10.5 11 8.5 9 9.5 10 10.5 11
time (min) time (min)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

6.3.2.2 Validagdo

Os principais parametros de validacdo para um método analitico analitico foram
investigadas (ANVISA, 2017). Supondo que os teores de AG em lupulos poderiam ser
baixos, os primeiros parametros avaliados foram o LD e LQ a fim de que fosse definido
o primeiro nivel de concentragdo da curva de calibracdo. LD e LQ foram calculados
pelas equages 8 e 9, utilizando as informagdes necessarias obtidas a partir da analise de
uma mistura de padrdes contendo 0,7 mmol L™ de C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2. Os
valores de LD variaram de 0,03 a 0,05 mmol L?, enquanto que os valores de LQ

variaram de 0,07 mmol L? (para o C16:0) a 0,10 mmol L (para o C18:0) como
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mostrado na Tabela 19. Assim, 0,1 mmol L foi tomado como primeiro nivel da curva
de calibracdo para todos os AG e a faixa de concentracdo estudada em 5 niveis foi dada
pelas concentragdes 0,1, 0,3, 0,5, 0,7 e 0,9 mmol L.

A linearidade foi avaliada construindo curvas de calibracéo para cada analito por
modelagem de regressdo por minimos quadrados ordinarios com a abordagem de
padronizacao interna, onde as informacg@es instrumentais (&rea) e de concentracéo do Pl
sdo utilizadas como fator de normalizacdo para as informacgdes do analito estudado. Os
principais resultados estdo disponiveis na Tabela 19. Para todos os AG estudados, 0s
valores do coeficiente de determinagdo (R?) foram superiores a 0,9979 e os modelos
lineares ndo apresentaram falta de ajuste ao nivel de 95% de confianca, visto que todos
os valores de F calculado (Fca) foram menores que os valores de F critico
(Ferit — (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001)). Os residuos da regressao apresentaram
distribuicdo normal e foram homocedasticos, visto que o0s testes de Ryan-Joiner
(semelhante ao Shapiro-Wilk) e de Levene, respectivamente, apresentaram p-valor
superiores a significancia dos testes (p-valor > 0,05). Adicionalmente, para todos os
analitos, as regressdes foram significativas, visto que o valores de Fcac foram muito
superiores ao Feit (3 ordens de grandeza superiores), sendo que um valor ao menos de 5

vezes maior é requerido.
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Tabela 19: Resultados compilados para o teste de linearidade e LD e LQ

C18:0 C18:1 C16:0 C18:2
R? 0,9989 0,9979 0,9992 0,9986
Equacéo y=0,2381x-0,0043?2 y=0,2925x-0,0053 y=0,3387x-0,0023 y=0,3106x-0,0053
Normalidade® p-valor > 0,1 p-valor > 0,1 p-valor > 0,1 p-valor > 0,1
Falta de ajustec Fcalc:2,68 < Ftab:3,86 Fcalc:0,14 < Ftab:3,71 Fcalc:1,13 < Ftab:3,71 Fcalc:l,98 < Ftab:4,07
Significancia da Fealc=10699 > Fip=4,74 Fealc=6317 > Fiap=4,67 Fealc=15972 > Frap=4,67 Fealc=8034 > Fray=4,84
regresséo
Homocedasticidaded p-valor = 0,93 p-valor = 0,39 p-valor = 0,77 p-valor = 0,85
LD®
(mmol L) 0,03 0,03 0,02 0,03
LQf
(mmol L) 0,10 0,09 0,07 0,09

2 Regressdo linear obtida por minimos quadrados ordinarios | ® Normalidade nos residuos avaliada pelo teste de Ryan-Joiner com 95% de confianca | ¢ Falta de ajuste pela

ANOVA - Graus de liberdade: Regressdo=1 para todos AG; Residual (C18:0=12; C18:1=13; C16:0=13; C18:2=11); Falta de ajuste=3 para todos AG; Erro puro (C18:0=9;
C18:1=10; C16:0=10; C18:2=8) | @ Homocedasticidade nos residuos pelo teste de Levene com 95% de confianga | &' LD e LQ calculado pelarazio sinal ruido por meio das
equacdes 8 e 9 | A faixa de calibragdo avaliada contou com niveis de concentracdo de 0,1 a 0,9 mmol L para todos analitos.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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A precisdo do método foi estudada pela avaliagho do RSD levando em
consideracdo a razdo entre as informac6es do analito e do Pl (C13:0) para tempos de
migracdo e area. A Tabela 20 mostra os valores de RSD para os testes de preciséo
intradia em dois dias consecutivos. E importante ressaltar que o uso de Pl é essencial
para determinacdo de AG em lapulos por CE, visto que nas avaliacbes sem o Pl os
valores de RSD foram muito discrepantes, gerando elevados valores de RSD. Os
valores de RSD para as razdes de tempo de migragdo foram muito baixos para os testes
intradia nos dois dias consecutivos. Os valores de RSD variaram de 0,03% para
C16:0/C13:0 (intradia 1) a 0,14% para C18:0/C13:0 (intradia 1). Para a razdo das areas,
0 mais baixo valor de RSD foi de 2.90% para C16:0/C13:0 (intradia 1), enquanto que o
mais elevado foi de 5,32% para C18:0/C13:0 (intradia 1).

Tabela 20: Avaliacdo da precisdo do método considerando injecdes de réplicas intradia

e interdia para razdo de tempo de migracéo e area para todos analitos.

Intradia 1

C18:0/C13:0 C18:1/C13:0 C16:0/C13:0 C18:2/C13:0

Injecéo Area Tempo Area Tempo Area Tempo Area Tempo
1 0,018 0,797 0,027 0,830 0,056 0,845 0,224 0,869
2 0,017 0,795 0,028 0,830 0,058 0,845 0,241 0,870
3 0,016 0,797 0,026 0,830 0,055 0,845 0,226 0,871
RSD (%) 5,32 0,14 4,03 0,04 2,90 0,03 4,13 0,10
Intradia 2

C18:0/C13:0 C18:1/C13:0 C16:0/C13:0 C18:2/C13:0

Injecéo Area Tempo Area Tempo Area Tempo Area Tempo
1 0,023 0,782 0,023 0,822 0,080 0,841 0,309 0,863
2 0,024 0,783 0,023 0,823 0,081 0,842 0,319 0,863
3 0,022 0,784 0,025 0,824 0,075 0,842 0,328 0,864

RSD (%) 5,04 0,12 3,95 0,11 4,34 0,07 2,95 0,08

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A exatiddo foi acessada pelo teste de adicdo e recuperagdo com fortificacbes em
trés niveis de concentracdes sucessivas sobre a matriz de lapulo saponificada utilizando
padrdes analiticos de AG (0,25, 0,50 e 0,75 mmol L). Apos as analises da amostra com
suas respectivas fortificacdes pelo método de CZE, os calculos para quantificagdo foram
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feitos utilizando as curvas de calibracéo estatisticamente validadas e os resultados estdo
disponiveis na Tabela 21. Como os AG estdo presentes em diferentes concentragdes nas
amostras de lupulo, diferentes diluicGes foram necessarias para que os analitos tanto na
amostra sem fortificacdo, quanto para a fortificagdo com maior concentracao de padrdo
(nivel 3) fosse contemplada pela faixa de calibragdo validada e pudesse ser
apropriadamente quantificada pela curva. Sendo assim, para o C18:0 e C18:1 a amostra
saponificada de lupulo Er Golding com diluigdo de 50% v/v foi utilizada, enquanto que
para C16:0 essa mesma amostra foi diluida considerando 20% v/v de amostra, devido a
comigracdo que comeca a surgir entre C16:0 e C18:2 quando amostras mais
concentradas sdo empregadas. Para 0 C18:2, decidiu-se trabalhar com outra amostra de
lupulo, devido ao elevado teor desse analito na amostra de lupulo Er Golding, o que
tornaria necessaria uma grande diluicdo da amostra para que a fortificagdo com maior
concentracdo de padrao pudesse ser quantificada pela curva, mas que em contrapartida,
devido a elevada diluicdo, pouca matriz de lupulo saponificado ficaria na amostra final,
0 que poderia descaracterizar o ensaio. Nesse sentido, utilizou-se a amostra de ltpulo
saponificada Columbus com diluicdo de 50% v/v para o ensaio de adi¢éo e recuperagéo

com objetivo de investigar a exatiddo do C18:2.

Para 0s AG C16:0 e C18:2 uma diluicdo para 50% v/v de amostra foi suficiente
para que ndo houvesse comigracao dos analitos e para que as razes de areas analito/PlI
fossem contempladas pela curva validada. Ja para C18:0 e C18:1 essa mesma diluicdo
ndo foi suficiente pois a razdo de areas analito/Pl ficou abaixo do LQ (primeiro ponto da
curva), ndo podendo ser quantificada. Sendo assim, para C18:0 e C18:1 uma diluigéo
considerando 75% de amostra foi feita para os ensaios de exatiddo. As recuperacdes

foram satisfatdrias, variando de 81% a 106% para C16:0.
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Tabela 21: Exatidao obtida por adicéo e recuperacdo em trés niveis sucessivos de
concentragdo para C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2

C18:0 C18:1 C16:0 C18:2
(mmol L) (mmol L) (mmol L) (mmol L)
Lupulo 0,20 0,26 0,14 0,25
Fortificacdo? 1 0,41 0,54 0,40 0,51
Fortificacdo 2 0,68 0,77 0,67 0,71
Fortificacdo 3 0,89 0,90 0,90 0,89
Recuperacdo% Recuperagdo% Recuperacdo% Recuperacdo%

C18:0 C18:1 C16:0 C18:2

85 110 106 107

96 103 108 93

92 85 102 86

2 As fortificagbes foram feitas com padréo nas concentra¢des de 0,25 (1), 0,50 (2) e 0,75 (3) mmol
L-l

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo das injecGes de BGE,
MeOH (solvente utilizado em todas as preparagdes), uma mistura de padrdo na
concentracdo de 0,7 mmol L de C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2 e uma amostra de lGpulo
saponificada. Observando a Figura 32, o tempo do fluxo eletrosmético, bem como seu
perfil (regido eletroforética entre 5 e 6 minutos), € muito semelhante para todas as
injecBes. Considerando as analises do BGE e do MEOH, nenhum sinal além do EOF foi
encontrado. Considerando a mistura de padr@es, quatro picos referentes aos analitos,
além do pico do PI, foram facilmente identificados, sendo esses marcados por um
asterisco preto para comparacdo com o resultado da analise para a amostra. No
eletroferograma da amostra de lupulo saponificada diretamente, os picos dos AG foram
nomeados e também marcados com asteriscos pretos para realizar uma correlacdo com a
analise da mistura de padrbes. Além disso, outro ponto interessante a ser destacado € o
deslocamento para tempos de migracdo menores dos picos dos AG no eletroferograma
da amostra quando comparado com a da mistura de padrbes, um efeito que pode estar
relacionado ao efeito de matriz, mas também a alguma variacdo instrumental. No
entanto, se tem certeza dos AG na amostra quando retomado o estudo com fortificacdo
dos AG individuais, como mostrado na Figura 31.
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Figura 32: Teste de seletividade pela injecdo de BGE, MeOH, mistura de C18:0, C18:1,
C16:0 e C18:2 (0,7 mmol L) e uma amostra de ltpulo saponificada. As condigGes

~

eletroforéticas sdo as mesmas descritas na Figura 30.

T u Lapulo saponificado ;7
Mistura Padrao PI(C13:0)
/\/'-'\.
¥
MeOH
—

\ tempo (min) /

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

6.3.2.3 Aplicacdo do método validado a diferentes amostras de ltpulo

Com o método analitico validado para a aplicacdo em amostras de lupulo, a
abordagem geral foi aplicada para determinar C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2 em
diferentes amostras de Iupulo. Os coeficientes angulares e lineares das curvas validadas
foram usados como preditores para obtencdo das novas concentragdes dos analitos nas
amostras apoés a realizacdo da saponificacédo direta e analise por CZE.

Da mesma forma que na concentragdo das curvas de calibracdo, todas amostras
contaram com a adigdo de 0,5 mmol L de PI (C13:0). Amarillo, Chinook, Columbus,
Er Golding e Mosaic foram as amostras de lupulo avaliadas. O perfil eletroforético dos
AG nos diferentes ltpulos foram similares, variando basicamente as areas dos AG como
pode ser visto na Figura 33. Todos eletroferogramas mostrados na Figura 33 foram
obtidos a partir de diluicGes para 50% v/v das amostras saponificadas. Na Tabela 22

estdo disponiveis duplicatas dos teores dos AG de cada lupulo avaliado. Considerando o
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lpulo Amarillo, em sua segunda réplica o pico referente ao C18:0 ndo pdde ser
integrado e seu resultado foi reportado como “Abaixo do LD”. Para a amostra Chinook,
C18:0 e C18:1 foram identificados, mas ndo quantificados (“Abaixo do LQ”) devido a
razdo de areas analito/Pl estar abaixo do primeiro ponto da curva de calibracédo validada,
sendo esse ponto 0o LQ. O mesmo resultado foi obtido para o C18:1 no lupulo
Columbus. Para os outros lupulos, C18:0 e C18:1 apresentaram menores concentragoes,
enquanto que C16:0 e C18:2 apresentaram concentracdes mais elevadas, sendo o C18:2
0 AG majoritario. Os valores de RSD para as duplicatas foram baixos, variando de

0,33% para 0 C16:0 (Chinook) a 6,57% para o C18:0 (Er Golding).

Figura 33: Perfil eletroforético dos AG de cinco diferentes variedades de ltpulos: (A)
Amarillo; (B) Chinook; (C) Columbus; (D) Er Golding (E) e (F) Mosaic. As condicdes

eletroforéticas foram as mesmas descritas na Figura 30.
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Tabela 22: Quantificacdo em duplicata de C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2 em cinco
diferentes variedade de lGpulo (Amarillo, Chinook, Columbus, Er Golding e Mosaic)

por CZE-DAD
C18:0 0 C18:1 0 C16:0 0 C18:2 0
(@100g)r  "SP% (giioog RSP (grio0gye RSP¥ (gr100gp RSD%

Amarillo 1 0,11 0,07 0,18 0,56
- 0,79 1,05 0,36

Amarillo2  Abaixo do LD 0,07 0,18 0,57

Chinook 1  Abaixo do LQ Abaixo do LQ 0,15 0,53
. - 0,33 1,01

Chinook 2~ Abaixo do LQ Abaixo do LQ 0,15 0,52

Columbus 1 0,11 Abaixo do LQ 0,21 0,59
3,77 - 2,09 0,48

Columbus 2 0,11 0,28 0,21 0,59

Er Golding 1 0,10 0,19 0,26 1,90°¢
6,57 2,55 1,41 0,93

Er Golding 2 0,10 0,18 0,26 1,93

Mosaic 1 0,12 0,07 0,21 0,61
1,93 1,61 3,44 0,54

Mosaic 2 0,12 0,07 0,20 0,61

2 Considerando diluigdo com 75% de amostra

b Considerando diluicdo com 50% de amostra
¢ Considerando diluicdo com 75% de amostra

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

6.3.3 Concluséo

Nessa parte do trabalho, C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2 foram determinados em
amostras de ltpulos por CZE-DAD empregando um simples método de preparo de
amostras. Dentro da pesquisa bibliografica feita, nenhum trabalho envolvendo esse tipo
abordagem foi feita, sendo esse trabalho o primeiro a propor a determinacédo de AG por
CE. Quatro diferentes métodos de preparo de amostras foram comparados, sendo trés
deles envolvendo uma etapa prévia de extracdo seguida da reacdo de saponificacdo e
uma outra envolvendo a reacdo de saponificagdo diretamente no lGpulo pulverizado. Os
analitos foram identificados com sucesso e 0 método por CZE para analise de lupulos
foi devidamente validado levando em consideracdo 0s principais parametros de
validacdo. Linearidade, limites de detecgédo e quantificacdo, precisdo intradia e interdia,
exatiddo e seletividade foram os testes realizados para validacdo do método. O método
foi adequado para determinagdo de C18:0, C18:1, C16:0 e C18:2 em amostras de

lUpulo, o que torna essa metodologia interessante para pesquisadores de diferentes areas
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do conhecimento cientifico, como a boténica, a fitoquimica, bem como para produtores
de lapulo e principalmente para a inddstria cervejeira. A metodologia proposta é réapida,

trabalha com pequenos volumes de solvente e ndo requer colunas especificas
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse documento foram abordados desenvolvimentos e aplicagcbes de
metodologias analiticas para identificacdo, quantificacdo e estudo dos principais
metabolitos biosintetizados no lupulo que desempenham importantes papéis no processo
de producdo de cerveja. Diferentes métodos de preparo de amostras, técnicas analiticas
e abordagens estatisticas uni e multivariadas foram empregadas para estudar os
principais metabolitos do lupulo.

Os a e B-acidos foram estudados empregando dois modos de eletroforese capilar,
sendo que na primeira parte, por CZE-UV, foram separados quatro compostos e foi
utilizado o perfil eletroforético para classificacdo dos IUpulos, enquanto que para
separacdo total de todos os isdmeros e homdlogos de o e B-acidos lancou-se méo do
modo CD-MEKC-UV. O perfil terpénico de diferentes variedades de Iupulos foi
acessado por meio de um método simples de extracdo direta com solvente assistido por
ultrassom e analise direta no sistema de GC-MS. De posse dos perfis terpénicos com
diferentes teores dos mesmos constituintes foi avaliada a relacdo desses perfis com as
caracteristicas de aroma e amargor dos diferentes lupulos comerciais. A composi¢do dos
acidos graxos no ldpulo foi avaliada por GC-FID, sendo que os AG C17:1(cis-10), o
C20:2(cis-11,14) e o C22:2(cis-13,16) foram identificados pela primeira vez em
lUpulos. As informacdes do GC-FID também foram usadas como referéncia para a
construcdo de modelos de calibragido multivariada por *H NMR/siPLS para os &cidos
graxos C16:0, C18:0, C18:1, C18:2, C20:1, C20:2 e C22:2. Além disso, para 0s quatro
AG C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 foi proposta e validada uma metodologia mais simples

empregando saponificacdo direta e analise por CZE-UV.
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