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RESUMO

O lupulo (Humulus lupulus L.), é uma das matérias-primas basicas para produgao de
cervejas. O Brasil importa cerca de 98% do lupulo utilizado pela industria cervejeira,
que vivencia uma expansdo, com o advento das cervejarias artesanais. O crescente
interesse pela medicina natural estda ampliando as perspectivas do lupulo, pelo seu
potencial medicinal, em fung¢ao dos polifendis como xanthohumol e prenilnaringenina.
O nitrogénio é nutriente indispensavel para o desenvolvimento e produgao do lupulo
e a dose a ser aplicada nas condicdes ambientais brasileiras ainda nao foi estudada.
Apesar da importancia da cultura, poucas pesquisas avaliaram o desempenho
agrondmico das cultivares implantadas em condigbes edafoclimaticas do Brasil,
especialmente em relagédo a nutricdo e desempenho de gendtipos. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar o desempenho agronémico e producdo de metabdlitos
secundarios em lupulo cultivado a campo. Foram instalados experimentos visando
avaliar o desempenho de diferentes genotipos cultivados a campo em duas safras e
avaliar o desempenho da cultivar Chinook, sob o efeito de doses de N, em trés safras,
em Guarapuava-PR. Folhas, ramos e cones foram coletados para determinacao da
massa seca e cones para analise do teor e composicao de 6leo e de teor de acidos e
chalconas. Amostras de 6leo essencial foram obtidas por hidrodestilacdo e sua
composi¢cao quimica analisada por CG/MS. Teores de a e B-acidos, xanthohumol,
isoxanthohumol, 6-,8-prenilnaringenina, foram determinados por (HPLC/DAD). A
quantidade de cones por planta e a producdo de MS de cones, ramos e folhas, e a
produgao total de oleo essencial por planta aumentaram linearmente com as doses
de N e houve diferencga entre as safras em fungao das condi¢des climaticas. Doses
crescentes de N e as condi¢cdes de cada safra alteram os teores de N nas folhas, a
producao geral da cultura e de 6leos em fungcado da maior massa seca de cones, porém
nao alteram os teores de oOleo essencial na massa seca dos cones. Foram
identificados 16 compostos no 6leo essencial de lupulo, sendo dominantes os
terpenos. Os majoritarios foram mirceno, (E)-B-farneseno, &-selineno, B-selineno e
(E)-cariofileno. Houve variagéo no perfil da composigéo do éleo essencial entre as trés
safras de cultivo. As doses de N aplicadas, promoveram alteragdo nos teores das
cetonas, 2-decanone e 2-undecanone, a-acidos, [-acidos, xanthohumol,
isoxanthohumol e 6-prenilnaringenina. No experimento que avaliou os gendtipos, o
teor de 6leos essenciais, acidos amargos e xanthohumol foi inferior aos de areas
produtivas tradicionais, porém para isoxanthohumol foi semelhante. No 6leo essencial,
predominaram sesquiterpenos e monoterpenos, sendo identificados 32 compostos. O
gendtipo com maior potencial para a industria cervejeira € o CAA, pelos teores de
linalol e a-acidos. Em relag&o ao potencial medicinal os genotipos com maior potencial
sao SAV, em funcao dos teores de xanthohumol e isoxanthohumol e CAA, devido as
prenilnaringeninas. Doses acima de 250 kg N ha-! maximizam a produgéo de cones,
cetonas, a-acidos e xanthohumol e diminuem a sintese de [(-acidos e 6-
prenilnaringeninas. Foram identificados gendtipos com potencial para a industria
cervejeira e para a industria farmacéutica.

Palavras-chave: Humulus lupulus; 6leo essencial; acidos amargos; chalconas.



ABSTRACT

Hops (Humulus lupulus L.), is one of the basic raw materials for beer production. Brazil
imports around 98% of the hops used by the brewing industry, which is expanding with
the advent of craft breweries. The growing interest in natural medicine is increasing
the perspectives of hops, due to their medicinal potential, due to polyphenols such as
xanthohumol and prenilnaringenin. Nitrogen is an indispensable nutrient for the
development and production of hops and the dose to be applied in Brazilian
environmental conditions has not yet been studied. Despite the importance of the crop,
few studies have evaluated the agronomic performance of cultivars implanted in
edaphoclimatic conditions in Brazil, especially in relation to nutrition and genotype
performance. The objective of this research was to evaluate the agronomic
performance and production of secondary metabolites in field-grown hops.
Experiments were installed to evaluate the performance of different genotypes grown
in the field in two harvests and to evaluate the performance of the cultivar Chinook,
under the effect of N levels, in three crops, in Guarapuava-PR. Leaves, branches and
cones were collected for determination of dry mass and cones for analysis of oil content
and composition and content of acids and chalcones. Essential oil samples were
obtained by hydrodistillation and their chemical composition analyzed by GC/MS.
Contents of a and B-acids, xanthohumol, isoxanthohumol, 6-,8-prenylnaringenin, were
determined by (HPLC/DAD). The amount of cones per plant and the production of DM
of cones, branches and leaves, and the total production of essential oil per plant
increased linearly with the doses of N and there was a difference between the harvests
as a function of the climatic conditions. Increasing doses of N and the conditions of
each crop affect the N contents in the leaves, the general production of the crop and
oils as a function of the greater dry mass of cones, but do not alter the essential oil
contents in the dry mass of the cones. A total of 16 compounds were identified in hop
essential oil, with terpenes being dominant. The majority were myrcene, (E)-B-
farnesene, d-selinene, B-selinene and (E)-caryophyllene. There was variation in the
profile of the essential oil composition among the three crop crops. The N doses
applied promoted changes in the contents of ketones, 2-decanone and 2-undecanone,
a-acids, [-acids, xanthohumol, isoxanthohumol and 6-prenilnaringenin. In the
experiment that evaluated the genotypes, the content of essential oils, bitter acids and
xanthohumol was lower than those of traditional productive areas, but for
isoxanthohumol it was similar. In the essential oil, sesquiterpenes and monoterpenes
predominated, and 32 compounds were identified. The genotype with the greatest
potential for the brewing industry is CAA, due to its linalool and a-acid contents.
Regarding the medicinal potential, the genotypes with the highest potential are SAV,
due to the levels of xanthohumol and isoxanthohumol and CAA, due to
prenilnaringenins. Doses above 250 kg N ha' maximize the production of cones,
ketones, a-acids and xanthohumol and decrease the synthesis of B-acids and 6-
prenylnaringenins. Genotypes with potential for the brewing industry and the
pharmaceutical industry were identified.

Keywords: Humulus lupulus; essential oil; bitter acids; chalcones.
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1 INTRODUGAO

O lupulo (Humulus lupulus L.), planta dioica da familia Cannabaceae, é uma
das matérias-primas basicas utilizadas no processo de produgdo de cervejas e
secundariamente em cosméticos e medicamentos (BIENDL et al.,, 2014);
(SOLARSKA; SOSNOWSKA, 2015). No ano de 2022, os maiores produtores mundiais
de lupulo foram Estados Unidos da América e Alemanha (IHGC, 2022a).

Atualmente e em todo o mundo, ha um interesse renovado em cervejas
artesanais com tendéncia para cervejas lupuladas (BOCQUET et al., 2018a). Embora
seja o terceiro maior produtor e consumidor de cerveja do mundo (CERVIERI JUNIOR,
2017) o Brasil nao figura entre os grandes produtores mundiais de lupulo (IHGC,
2022a).

O Brasil atualmente importa 4.000 toneladas de Iupulo por ano, com um custo
superior a 200 milhdes de reais (SOARES; FIRMO, 2018) em um cenario crescente
da industria cervejeira nacional, a qual vivencia um momento de expanséo,
principalmente com o advento das cervejarias artesanais, situacédo demonstrada pela
informag&o que nos ultimos anos o numero de cervejarias do Brasil saltou de 332 em
2015 para 1.383 em 2020 (MAPA, 2021).

O recente sucesso do setor de cervejas artesanais em todo o mundo, fez com
que o lupulo cultivado saisse de suas areas tradicionais de cultivo (ROSSINI et al.,
2021), pois o cervejeiros optam por utilizar ingredientes locais com vistas a produzir
cervejas com identidade local (FORTESCHI et al., 2019).

Diferentes cultivares de lupulo tém sido cultivados no Brasil e utilizados para
produgao cervejeira, por pequenas cervejarias e por cervejeiros caseiros. Nesse
cenario, o cultivo em escala comercial do lupulo esta em processo de implantagéo no
Brasil (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019).

Hoje, a industria cervejeira usa 98% do lupulo produzido no mundo, devido a
ser ingrediente chave na produgéo de cervejas. No entanto, existem muitos outros
usos, alguns deles conhecidos desde os tempos pré-historicos (KORPELAINEN;
PIETILAINEN, 2021).

O crescente interesse pela medicina natural estda ampliando novas
perspectivas interessantes para esta cultura (ROSSINI et al., 2021), em funcéo do

lUpulo produzir os flavonoides prenilados xanthohumol, isoxanthohumol, 6-
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prenilnaringenina e 8-prenilnaringenina (BOCQUET et al., 2018a; ERIKSEN et al.,
2021; FORTESCHI et al., 2019).

Pode-se  exemplificar, alternativas potenciais em tratamentos
antimicrobianos, cancer, sindrome metabdlica e terapia de reposicdao hormonal,
possibilidades nas aplicacbes de saude bucal, como substituto para suplementos
alimentares antibiéticos na pecuaria, e como bioinseticida. Além disso, o0s
componentes do lupulo também podem ser adicionados a perfumes e séo uteis em
funcdo de suas propriedades conservantes (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

Embora, H. lupulus seja uma planta importante, que contém metabdlitos usados
nos campos cervejeiro e farmacéutico, poucas sdo as pesquisas que avaliam o
desempenho agronémico das cultivares implantadas em condigbes edafoclimaticas
do Brasil. Por se tratar de um ambiente recente de cultivo os produtores,
extensionistas e pesquisadores carecem de conhecimentos e experiéncias geradas
em ambiente autoctone para o correto manejo de praticas de cultivo do lupulo.

O nitrogénio (N) é nutriente chave para um vigoroso crescimento vegetativo
da cultura (DODDS, 2017). E essencial durante o periodo de crescimento vertical e
lateral da planta. O crescimento inicial do lupulo se da a partir da energia armazenada
nas raizes na forma de agucares e carboidratos. Quando essa energia se esgota, o
novo sistema radicular formado mais proximo a superficie do solo comega a absorver
novos nutrientes, para impulsionar o crescimento do lupulo. Esse processo inicia
quando a planta ja tem de 1,8 a 2,4 m de altura. Se faltar N nessa fase a planta ndo
cresce o suficiente, podendo ficar com altura inferior a 3,6 m (KEMME, 2016).

A recomendacao de N é variavel em diversos paises. Todavia, os manuais de
adubacéao brasileiros ndo dispdem de informagdes acerca da adubagao nitrogenada
para a cultura do lupulo. Os efeitos de aplicagdes de diferentes quantidades e fontes
desse nutriente na producao de cones, resinas e 0leos essenciais carecem de estudos
para as condi¢cdes edafoclimaticas brasileiras.

Apesar da implantacdo da cultura do Iupulo no Brasil em escala comercial
demandar respostas a varios questionamentos relacionados a sua adaptabilidade as
condicbes edafoclimaticas em um pais continental como o Brasil, as pesquisas
relacionadas ao cultivo do lupulo ainda sao incipientes no pais.

Ao se comparar a producao cientifica nacional a estrangeira, percebe-se o
quanto a tradicao do cultivo de lupulo em escala comercial na Europa fomentou o

estudo nesse continente e mesmo nos paises de tradicdo menos antiga, como



18

Estados Unidos da América (EUA) e Australia, grandes exportadores de lupulo
(SOARES; FIRMO, 2018).

Compreender as caracteristicas e comportamento da cultura, inclusive em
relacéo a sintese de produtos do metabolismo secundario nas condigdes do Brasil, é
fundamental tanto para o desenvolvimento de cervejas com identidade regional como
gerar subsidios para a expansao da utilizacdo do lupulo para atender demandas de
outras areas, como a industria farmacéutica.

Considerando o cenario acima exposto, foram implantadas duas pesquisas de
campo visando testar as seguintes hipoteses:

I) Lupulo da cultivar Chinook implantada na regido de Guarapuava-PR respondera
a aplicacdes crescentes de N, considerando as variaveis resposta producao de cones,
ramos e folhas; teores e composicdo de dOleos essenciais, a-acidos e B-acidos e
flavonoides;

II) Os gendtipos avaliados terdo comportamento diferente em cultivo a campo em
Guarapuava - PR, considerando as variaveis resposta composicdo de Oleos
essenciais, a-acidos e B-acidos e flavonoides.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho é avaliar o desempenho
agrondbmico e producdo de metabdlitos secundarios em lupulo cultivado em
Guarapuava-PR, subtropico do Brasil.

Os objetivos especificos séo:

e avaliar o desempenho produtivo e metabdlitos secundarios da cultivar
Chinook, de lupulo cultivado a campo, em Guarapuava-PR sob o efeito de
diferentes doses de adubacao nitrogenada;

e avaliar a producdo de metabdlitos secundarios de gendtipos de lupulo
cultivados a campo em Guarapuava-PR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BOTANICA

O género Humulus, da familia Cannabaceae, ordem Rosales cresce de forma
espontanea em diversas regides de clima temperado, especialmente em latitudes
entre 35° e 55°N (KONDIC et al., 2021).

Consiste em trés espécies, H. lupulus, H. japonicus e H. yunnanensis, todas
presentes na China, a qual foi acordada como sendo o centro de origem deste género
(ALONSO-ESTEBAN et al., 2019).

Formas selvagens de H. lupulus sao amplamente distribuidas por todo o
Hemisfério Norte, Europa, Asia e América do Norte (NEVE, 1991). (SMALL, 2019),
classificou H. lupulus em variedades taxonémicas: var. lupulus para o lupulo selvagem
europeu e cultivares, var. cordifolius para o lupulo selvagem japonés e var.
neomexicanus, pubescens e lupuloides, para o Lupulo Norte americano.

As cultivares comerciais pertencem a espeécie H. lupulus, hoje estdo
distribuidas em diversas regides temperadas do mundo (KORPELAINEN;
PIETILAINEN, 2021) e diferem em funcdo de caracteristicas morfolégicas, como
namero de Iébulos na folha e distribuicdo de tricomas em hastes e peciolos
(MURAKAMI et al., 2006).

Trata-se de uma planta herbacea, perene de habito trepador (ALONSO-
ESTEBAN et al., 2019). A parte aérea entra em dorméncia no inicio do outono e novos
ramos emergem das raizes no inicio da primavera de cada ano (BIENDL et al., 2014).

A planta sobe no sentido horario em torno de qualquer suporte disponivel
(FIGURA 1B) com a ajuda de seus tricomas voltados para baixo, podendo alcancgar
uma altura superior a 10 metros (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

Trés diferentes zonas radiculares compde o sistema radicular do lupulo
(FIGURA 2): raizes cilindricas e ramificadas, de crescimento horizontal lateral, em
volta da coroa, presentes em profundidade abaixo de 40 cm; raizes cuboides de
crescimento vertical, alcangando mais de 2 metros de profundidade e raizes
adventicias e fibrosas presentes em elevada quantidade (GRAF et al., 2014).

O sistema radicular € grande e robusto. Suas raizes horizontais tendem a
formar um grande numero de raizes finas (AMORIELLO et al., 2020). Uma planta

totalmente desenvolvida é caracterizada por um sistema radicular que apresenta entre
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8 e 10 raizes principais (SAWICKA et al., 2021) e mesmo que a maioria das raizes
coletoras de nutrientes se desenvolva nos 30 cm superiores dos solos, o sistema
radicular vai aumentando ao longo dos anos, podendo alcancgar 2,25 metros de
profundidade, indicando a necessidade de cultivo em ambientes de solos profundos
(BRANT et al., 2020).

FIGURA 1 — VISAO GERAL DA PARTE AEREA DA PLANTA DE LUPULO

FONTE: O autor (2022).
Préximo a superficie do solo, junto a coroa (conjunto de raizes verdadeiras e

rizomas), na base da planta, estdo situados os rizomas: caules subterrdneos
suculentos, com gemas (SPOSITO et al., 2019).

Sao estruturas perenes que acumulam substancias de reserva, importantes
no periodo de dorméncia da planta, garantindo a sobrevivéncia para a préxima
temporada (DODDS, 2017).
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FIGURA 2 — SISTEMA RADICULAR DO LUPULO: SECAO TRANVERSAL (A) E VISAO AEREA (B).

FONTE: Adaptado de (GRAF et al., 2014).
NOTA: Cada barra da escala representa 10 cm.

A parte aérea da planta é formada por ramos principais, ramos secundarios,
folhas e inflorescéncias (masculinas ou femininas) (FIGURA 1A).

Os ramos principais (ou primarios) crescem verticalmente, a partir de gemas
presentes na coroa da planta. Conforme cresce, € segmentado por nés e entrenos.

Possuem tricomas aderentes, que permitem escalar estruturas de
sustentagao, podendo atingir altura superior a 8 metros. Ao longo do crescimento,
esses ramos vao lignificando a partir da base. Quando lignificada, essa estrutura pode
ser chamada de caule. Em cada no, ocorre a formagao das folhas e na axila destas
folhas, uma gema da origem aos ramos laterais (ou secundarios). Também em cada
né dos ramos laterais, brotam folhas e inflorescéncias (SPOSITO et al., 2019).

As folhas estéo localizadas nos néds localizados no caule principal ou nos
ramos laterais, e normalmente sao dispostas em pares ou as vezes trincas, em
posicdo decussada (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021). S&o cordiformes,
recortadas em 3, 5 ou 7 I6bulos quando maduras e apresentam margens dentadas
ou serradas (NEVE, 1991).
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Acidos amargos e chalconas s&o encontrados nas folhas de lupulo, porém
em niveis mais baixos do que nos cones (KEUKELEIRE et al., 2003). As folhas
também contém compostos volateis, em quantidades muito menores do que nos
cones (< 0,05%) (ZANOLI; ZAVATTI, 2008).

H. lupulus € uma planta dioica, assim, flores femininas e masculinas s&o
encontradas em plantas distintas. As plantas masculinas e femininas sao
morfologicamente idénticas e distinguem-se apenas na fase de floragdo (SAWICKA et
al., 2021).

As flores das plantas femininas tém entre 2,5 e 5,0 cm de comprimento e séo
polinizadas pelo vento (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021). S&o reunidas em
inflorescéncias compostas por 20 a 60 flores, dispostas aos pares. As inflorescéncias
femininas se desenvolvem assumindo um formato de espigas, chamadas de cones
(estrobilos) e esse processo ocorre independentemente da flor ter sido polinizada ou
nao (SAWICKA et al., 2021).

Os cones sao formados por bracteas e bractéolas imbricadas, de coloragao
amarela esverdeada, unidas por um raquis central estreita e flexivel (FIGURA 3).
Quando maduros sao frondosos, podendo ter 3 a 4 cm de comprimento € 3 cm de
largura (KORIEM, 2022).

Por outro lado, as flores masculinas tém 5 a 6 mm de didmetro e estédo
dispostas em inflorescéncias paniculadas altamente ramificadas. Apresentam um
perianto quintuplo e cinco estames (SAWICKA et al., 2021).

As substancias ativas do lupulo sdao encontradas em células epidérmicas
especiais, os tricomas glandulares, chamados de glandulas de lupulina (JELIAZKOVA
et al., 2018), que se desenvolvem na base das bracteas dos cones, conforme a planta
amadurece (BIENDL et al., 2014; RODRIGUES; MORAIS; CASTRO, 2015) e séo
visiveis como pequenas estruturas amarelas (FIGURA 3) (NAGEL et al., 2008).

Dois tipos principais de tricomas glandulares sdo observados nos cones de
lupulo: peltado e bulboso, ambos constituidos por um pedunculo e uma cabeca
secretora multicelular (SANTAGOSTINI et al., 2020).
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FIGURA 3 — ESTRUTURA DE CONES DE LL'JF"ULO: A) VISTA FRONTAL; B) CORTE
LONGITUDINAL, MOSTRANDO BRACTEAS, BRACTEOLAS E LUPULINA; C) VISTA APROXIMADA
DAS GLANDULAS DE LUPULINA; D) IMAGEM DE LUPA DE UMA GLANDULA DE LUPULINA.

.

FONTES: A) O autor (2021); B) Protosbiotec.com (2023); C) Fizzlab.pt (2023); D) (SUGIYAMA; ODA,;
KUROSAKI, 2006).

Essas glandulas sdo compostas por um disco de células secretoras
biossintéticas e uma cavidade subcuticular na qual as substancias sdo armazenadas
(OLIVEIRA; PAIS, 1990). Inicialmente esses tricomas séo céncavos, formato de taga,
e vao desenvolvendo aparéncia pontiaguda conforme a cavidade subcuticular vai
sendo preenchida durante o processo de amadurecimento (NAGEL et al., 2008).

Cada bractea ou bractéola possui entre 115 a 713 glandulas de lupulina
(PATZAK et al.,, 2015) as quais fazem a biossintese e de alguns metabdlitos
secundarios, incluindo 6leos essenciais, resinas e compostos fendlicos (FARAG;
WESSJOHANN, 2013; BOCQUET et al., 2018).

A lupulina é uma estrutura minuscula, levemente pegajosa, de formato

granular e de coloragdo amarela ou marrom-amarelada que armazena substancias
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ativas do lupulo (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021). Estes compostos também
estdo presentes nas flores masculinas, porém em quantidades muito menores que
nas flores femininas (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021)

Os o6leos essenciais sao compostos quimicos responsaveis pelo aroma das
cervejas e seus teores podem variar de 0,2 a 3% na massa seca de cones (CANBAS;
ERTEN; OVZAHIN, 2001; BIENDL et al., 2014; RODRIGUES; MORAIS; CASTRO,
2015).

Os a-acidos e B-acidos, substancias responsaveis pelo amargor da cerveja,
estdo presentes nas resinas, seus teores na massa seca de cones, podem variar de
5a 13% e 3 a 8% respectivamente, (BIENDL et al., 2014). Conteudos de acidos a e 3
sao as principais caracteristicas quimicas e econdmicas relacionadas a producéo de
lipulo (PATZAK et al., 2015).

Acredita-se que as sementes, quando presentes no processo de fabricacao,
afetem o sabor da cerveja (LIBERATORE et al., 2018). Assim, os cones sem sementes
sdo considerados melhor matéria-prima para a industria cervejeira, por terem uma
estrutura mais compacta, possuirem folhas aderentes e maior teor de metabdlitos
secundarios. Por esta razao, apenas o lupulo feminino é cultivado nas plantagdes de
producao (SAWICKA et al., 2021).

Fenologicamente o desenvolvimento do lupulo € dividido em nove estadios
principais de crescimento (FIGURA 4): (0) brotacdo; (1) desenvolvimento foliar; (2)
crescimento dos ramos principais; (3) formag¢ao dos ramos laterais; (5) emergéncia da
inflorescéncia; (6) floragao; (7) desenvolvimento de cones; (8) maturagcéo dos cones;
(9) senescéncia e entrada em dorméncia (ROSSBAUER et al., 1995).

E considerada uma planta sensivel ao fotoperiodo e de dias curtos. A
transicao entre a fase de crescimento vegetativo e a de desenvolvimento reprodutivo
ocorre quando a duracao do dia cai abaixo do limite critico de 13-15 h de fotoperiodo
(KREBS, 2019).

Além disso, requer um numero minimo de nds ao longo de seu caule principal
para que ocorra a floragao(THOMAS; SCHWABE, 1969), requerendo entre 20 a 25
nés (NEVE, 1991; BRIGGS et al., 2004; VILLACORTA et al., 2008; PAVLOVIC et al.,
2010;).
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FIGURA 4 - ESCALA FENOLOGICA Humulus lupulus L.

0 1 2 3
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mento foliar principais Istersis
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inflores céncia mento cones cones

dorméncia

FONTE: Adaptado de (ROSSBAUER et al., 1995).

O rendimento de cones e peso seco da planta é negativamente correlacionado
com o acumulo de calor (graus dia de crescimento - GDC) até o estadio de inicio da
floragdo (ROSSINI et al., 2016). Por outro lado, o rendimento de cones secos €
positivamente correlacionado com o acumulo de GDC desde o inicio da floragao até
o amadurecimento total (MARCEDDU; CARRUBBA; SARNO, 2020).

O momento da floragdo pode afetar significativamente o rendimento do cone,
porque um crescimento vegetativo completo (cerca de 5-6 m de altura) antes da
diferenciacao das flores € fundamental para obter altos rendimentos (ROSSINI et al.,
2021).
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2.2 EXIGENCIAS CLIMATICAS E AMBIENTAIS

Variagdes climaticas sdo umas das principais causas de instabilidade na
produtividade (KUCERA; KROFTA, 2009; VAN HOLLE et al., 2017) e qualidade do
lupulo (ALMEIDA et al., 2020; HONG et al., 2022), ao lado das particularidades da
cultivar (fatores genéticos), estadio de amadurecimento, caracteristicas edaficas,
condi¢cdes de armazenamento (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021) e processo de
extracéo (JELIAZKOVA et al., 2018).

Lotes de Iupulo da mesma cultivar, produzidos em diferentes regides
geograficas podem apresentar diferengas bioquimicas significativas, resultando em
diferente composigcao de sabor e aroma da cerveja (VAN HOLLE et al., 2019)

Neve (1991), afirma que a area de cultivo de lupulo € limitada principalmente
pelas necessidades de fotoperiodo. A produgéo do lupulo € limitada a regides situadas
entre as latitudes 35° e 55°, de ambos os hemisférios (BIENDL et al, 2014; RUGGERI
et al., 2017), por conta da necessidade de frio e dias longos para condi¢des 6timas de
crescimento e florescimento (TURNER et al., 2011).

A luz solar direta e a longa duragao do dia (15 horas ou mais) sao necessarias
(PAVLOVIC et al., 2010). Quanto a intensidade luminosa, a irradiancia de saturagao
varia de 447 a 499 pmol m-2. s -1ou 221 a 247 w m-2 (HNILICKOVA; HNILICKA;
KROFTA, 2007).

Assim, na Europa, seu cultivo se desenvolveu ao longo dos anos, em regides
de clima temperado, tanto continentais quanto oceéanicas (ROSSINI et al., 2021),
climas Dfb e Cfb conforme classificacdo de Képpen—Geiger (BECK et al., 2018).

O rendimento do lupulo e o teor de acido amargo diminuem com o0 aumento das
temperaturas e o estresse hidrico (ERIKSEN et al., 2021). Altas temperaturas e baixo
estresse hidrico durante as fases de crescimento demonstraram diminuir o rendimento
do cone de lupulo e o teor de acido amargo dos cones (NAKAWUKA et al., 2017).

A temperatura base inferior (Tb) do lupulo é de 6,5°C de acordo com Johnson
(1991), de 6°C (SPOSITO et al., 2019) e de 5°C (ROSSINI et al., 2016; SRECEC et
al., 2008).Trata-se de uma cultura classificada como de metabolismo C3 (OCVIRK;
OGRINC; KOSIR, 2018).

O estresse hidrico € um dos fatores de maior impacto na fisiologia da planta,
levando finalmente ao declinio da produtividade da cultura (BODNER;
NAKHFOROOSH; KAUL, 2015). A maior demanda por agua ocorre desde o periodo
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de inicio do crescimento de ramos laterais e folhas até a formacéao das inflorescéncias
(NEVE, 1991).

Deficiéncia hidrica nesses estagios pode causar decréscimo no rendimento
de cones e dos niveis de producdo de alfa-acidos (SRECEC et al., 2008). Nesse
periodo a planta demanda precipitacdo de 480 a 600 mm de agua, para ter as
necessidades atendidas (RYBACEK, 1991; PAVLOVIC et al., 2012).

O lupulo apresenta os seguintes valores de coeficiente basal da cultura — Keb:
estadio inicial (0,15), intermediario (1,00) e final (0,80). Cada estadio tem as
respectivas duragdes em dias: estadio inicial (25), crescimento (40), intermediario (80)
e final (10) (CARVALHO, 2018).

SreCec et al. (2008) ao estudarem a influéncia de condigbes climaticas em
lupulo da cultivar Aurora verificaram producao de alfa e beta acidos na ordem de 8,3
a 10% dentro de condigdes de 380 a 440 mm de chuva, 1700 a 2000 °C de
temperatura acumulada e 1.100 a 1.300 horas efetivas de radiacédo solar. O lupulo
requer durante toda a temporada uma quantidade de 1.700 °C de temperatura efetiva
(PAVLOVIC et al., 2010).

Kucera & Krofta (2009) indicam, considerando o periodo de florescimento,
necessidade de 300 mm de chuva e 16 a 17°C como temperatura étima para maior
producao de alfa-acidos.

SreCec et al. (2008) encontraram uma diminui¢ao significativa do acumulo de
beta-acidos se a evapotranspiragdo média diaria das culturas for maior ou igual a 4,5
mm.dia-" no periodo do florescimento. Jelinek et al. (2012) identificaram que areas de
cultivo em climas secos e quentes produziam IUupulo com maior conteudo de

metabdlitos secundarios, como alfa e beta acidos, éleos essenciais e polifendis.
2.3 ECOFISIOLOGIA E COMPOSICAO QUIMICA

Compostos oriundos de processos primarios como glicolise, fotossintese e
ciclo de Krebs, conforme as condigdes enddgenas e/ou exdgenas podem ser
empregados para a produgao de intermediarios da biossintese de outros compostos,
em vez de serem usados no processo de produgao de energia (STATTI, 2016).

O lupulo é uma cultura rica em produtos do metabolismo secundario, os quais
derivam das vias do acetato, chiquimato e mevalonato (STATTI, 2016).

Conforme Nagel et al. (2008), as trés principais vias biossintéticas ativas nas

glandulas de lupulina s&o:
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- via terpenoide: inclui a via MEP para a sintese de IPP e DMAPP, a qual
fornece os principais terpendides do lupulo (mirceno e humuleno) e a via do
mevalonato, a qual € menos ativa;

- via do acido amargo: envolve a biossintese de humulona e lupulona;

- via do xanthohumol.

Os principais constituintes caracteristicos do lupulo sdo os 6leos essenciais,
0s acidos amargos (acidos) e os compostos fendlicos (BOCQUET et al., 2018a;
KARABIN et al., 2016; MCCALLUM et al., 2019; TURSUN; LI; AISA, 2021). Estao
presentes também proteinas, monossacarideos, polifendis, pectinas, aminoacidos,
ceras, esteroides, cinzas, agua e celulose / lignina (TABELA 1) (DURELLO; SILVA;
BOGUSZ JR., 2019).

TABELA 1 — CONSTITUINTES DE CONES SECOS DE LUPULO.

CONSTITUINTE QUANTIDADE % (m m")
Resinas totais 15-30
Oleos essenciais 0,5-3,0
Proteinas 15
Monossacarideos 2
Polifenadis 4
Pectinas 2
Aminoacidos 0,1
Ceras e esteroides Tragos-25
Cinzas 8
Agua 10
Celulose/lignina 43

FONTE: (ALMAGUER et al., 2014; DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019).
2.3.1 Oleos Essenciais

Conforme a Organizagao Internacional de Padronizagéo, pela norma I1SO-
9235, dleo essencial (OE) é o produto obtido a partir de uma matéria-prima natural de
origem vegetal, por destilagcédo a vapor, por processos mecanicos do epicarpo de
citrinos, ou por destilacdo seca, apds separagao da fase aquosa — se existir — por
processos fisicos (ISO, 2022).

Sédo compostos hidrofébicos, soluveis em alcool (entre outros), pouco
soluveis em agua, comumente encontrados na forma liquida e tém, com
excecdes, uma densidade menor que a da agua (ALONSO-GATO et al., 2021).

Tratam-se de misturas complexas de compostos volateis, polares e apolares,

derivados do metabolismo secundario de plantas aromaticas (AKDAG; OZTURK,
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2019). A quantidade de compostos presentes no OE das plantas é numerosa e
variavel, sendo no caso do lupulo, na casa das centenas (ALMAGUER et al., 2014;
BAKKALI et al., 2008).

Os 6leos essenciais do lupulo (OEL), que contribuem para os perfis de aroma
da cerveja, sdao metabdlitos secundarios de H. lupulus secretados nas glandulas de
lupulinas (HONG et al., 2021) e representam 0,1 a 4,0 % v/p de cones secos de lupulo
(ABERL; COELHAN, 2012; BOCQUET et al., 2018a; DIETZ et al., 2020; FORTESCHI
et al., 2019; IGLESIAS et al., 2020; JELIAZKOVA et al., 2018; KORPELAINEN;
PIETILAINEN, 2021; KOSIR; OCVIRK, 2020; KOVACEVIC; KAC, 2002; PATZAK et
al., 2015; RAUT et al., 2020; SALANTA et al., 2016; SAWICKA et al., 2021; WANG et
al., 2008).

Mais de 1.000 compostos ja foram identificados no OEL (EYRES; DUFOUR,
2009; JELIAZKOVA et al., 2018), o qual é considerado um dos 6leos mais complexos
dentre os encontrado em plantas (DIETZ et al., 2020). As constantes fisico-quimicas
desse OE sao: gravidade especifica 0,841; rotacdo optica -0° 52' e indice refrativo
1,4725, a 20°C (MALIZIA et al., 1999).

Os oleos essenciais sdao secretados das inflorescéncias das plantas de
lupulo feminino e caracterizados por uma ampla gama de substancias de aroma,
incluindo trés fragdes, descritas em ordem decrescente de participagao nos teores
totais do OEL: hidrocarbonetos, compostos oxigenados e compostos contendo
enxofre (ALMAGUER et al., 2014; GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO,
2018; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021; SU et al., 2022).

Os principais compostos encontrados no OEL estio listados na TABELA 2.

TABELA 2 — PRINCIPAIS COMPOSTOS IDENTIFICADOS EM OLEO ESSENCIAL DE LUPULO

CLASSIFICACAO SUBCLASSIFICACAO PRINCIPAIS COMPOSTOS (continua)
Pentano, octano, 2-penteno, isopreno, undecano,
Alifaticos dodecano, tridecano, tetradecano, pentadecano,
hexadecano, heptadecano.
Monoterpenos B-mirceno, limoneno, p-cimeno, a-felandreno, B-

felandreno, a-pineno, 3-pineno.
o e pB-farneseno, germacreno B e D, humuleno, B-
_ cariofileno, B-selineno, y e &-cadineno, para e meta
Sesquiterpenos canforeno, B-bosaboleno, o e y-muuroleno, a-
cubebeno, calameneno, o e y-calacoreno, (-
elemeno, cadaleno e a-corocaleno.

Hidrocarbonetos




30

CLASSIFICAGAO SUBCLASSIFICAGAO

PRINCIPAIS COMPOSTOS (continuagéao)

Compostos

oxigenados

Alcoois monoterpenos

Linalol, geraniol, nerol, a-terpineol, terpinen-4-ol,

Alcoois
sesquiterpenos

alcool perrilil, mirtenol, 1-metil-4-isopropenil-1-
ciclohexeno-5-ol mircenol.
Alcool cariofileno, Nerolidol, triciclohumuladiol,

humulenol-I e I, humulol, epi-cubenol, 1-cariolanol, o
e y-eudesmol, T-muurolol, a, T e & cadinol, junenol e
B-fecnhil alcool.

Alcoois alifaticos

Metanol, 2-propanol, 1-butanol, 1 e 2-pentanol, 1-
hexanol, 1-heptanol, 1-octanol, 1 e 2 nonanol, 1-
decanol, 1-undecanol, 1-dodecanol, 2-metil-1-
propanol, 2-metil-1-butanol, 4-metil-1-pentanol, 3-
metil-1-butanol, 2-metil-3-buten-2-ol, 3-metil-2-buten-
1-ol, trans-3-hexen-1-ol, trans-2-hexen-1-ol, 1-octen-
3-ol, alcool benzil, 10-metil-5,9-undecadien-1-ol.

Aldeidos

Hexanal, heptanal, octanal, nonanal, decanal,
undecanal, dodecanal, tetradecanal, 2-hexenal, 2-
heptenal, 2,4-hexadienal, 2,4-heptadienal, 2-octenal,
2-nonenal, 2-decenal, 2,4-nonadienal, geranial, neral,
furfural, 3-metil,2-butenal, 3-etilbutanal, benzaldeide,
2-fenilacetaldeido.

Acidos

3-metilbutanoico, 2-metilpropanoico, 4-metil-3-

pentenoico, 4-hidroxi-4-metil-2-pentenoico

Cetonas

Acetona, 2-hepatanona, 2-octanona, 2-nonanona, 2-
decanona, 2-undecanona, 2-dodecanona, 2-
tridecanona, 2-tetradecanona, 2-pentadecanona, 2-
hexadecanona, carvona, pentadecen-2-ona,

Epoxidos

Oxido de cariofileno, humuleno epéxido | e Il e
humuleno diepoéxido.

Esteres

Hexanoato, heptanoato, ocatanoato, nonanoato,
decanoato, undecanoato, dodecanoato, 4-decenoato,
4,8-decadienoato, 4-hepetnoato, 8-dodecanoato, 2-
metilpropanoato, 3-metilbutanoato, 4-
metilpentanoato, 4-metil-3-pentanoato, 5-
metilhexanoato, 4-metil-2-hexenoato, 2,5-
dimetilhexanoato, 6-metilheptanoato, 7-
metilocatanoato, 8-metilnonaoato, 9-metildecanoato,
4-etil-2-pentenoato, geranato, 2-metilnonanoato,
propanoatos e acetatos, formato de geranil, acetato
de octil, geranil, neril e linalil, propanoato de geranil,
neril, linalil, hexil, heptil, octil, 2-metilbutil e 2-
metilpropil, hexanoato de 2-metilbutil e heptanoato de
etil, metilbutil e 2-metilbutil.

Compostos com

enxofre

Tioésteres

S-metil 2-metil propanoato, S-metil 2-metil butanoato,
S-metil 3-metil butanoato, S-metil 4-metil pentanoato,
S-metil pentanoato, S-metil hexanoato e S-metil
heptanoato.

Sulfetos de cadeia

linear

Sulfeto de hidrogénio, dimetil sulfeto, dimetil
dissulfeto, dimetil trissulfeto, dimetil tetrassulfeto, dietil
sulfeto.

Sulfetos ciclicos de
terpendides

3-metiltiofeno, sulfeto e dissulfeto de mirceno, 4,5-
epitiocariofileno, 1,2-epitiohumuleno e 4,5-
epitiohumuleno.

Outros

Metanotiol, metional e metil ditioacetato.

FONTE: Adaptado de (ALMAGUER et al., 2014).
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Os monoterpenos (C10) podem ser aciclicos, monociclicos e biciclicos
(ALMAGUER et al., 2014), sdo muito volateis e oxidam e polimerizam facilmente
(RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Os sesquiterpenos (C15) sdao encontrados nas formas aciclica, monociclica,
biciclica e ftriciclica no lupulo. Comparados aos monoterpenos, eles sdo menos
volateis e um pouco menos propensos a oxidagdo (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Mirceno, linalol, e geraniol sdo os compostos de aroma mais importantes
do 6leo, com o mirceno sendo o mais abundante (KORPELAINEN; PIETILAINEN,
2021).

Os principais hidrocarbonetos terpénicos encontrados no OEL sédo o
monoterpeno mirceno e os sesquiterpenos, B-cariofileno e a-humuleno (FIGURA 5)
(DUARTE et al., 2020; EYRES; DUFOUR, 2009; HERMANEK; RYBKA; HONZIK, 2018;
KASKONAS et al., 2016; MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020; PISTELLI et al., 2018;
SALANTA et al., 2016; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015; VAZQUEZ-
ARAUJO et al., 2013).

Esses trés compostos juntos, podem representar até 80% do total de volateis
do lupulo (DUARTE et al.,, 2020) e o mirceno, monoterpeno mais comum, pode
representar até 72% do perfil do OEL ( ABERL; COELHAN, 2012; BOCQUET et al,,
2018a). Porém, na cultivar Saaz séo encontradas grandes quantidades de 3 -farneseno
(FIGURA 5) (VAZQUEZ-ARAUJO et al., 2013).

Outros hidrocarbonetos comumente encontrados no OEL, s&o os
monoterpenos a e B-pineno e limoneno (FIGURA 5), bem como sesquiterpenos
B-farneseno (ndo em todas as cultivares de lupulo), a e B-selineno, e y-
muuroleno (HRNCIC et al., 2019). Os monoterpenos a-pineno, B-pineno, mirceno e
limoneno e os sesquiterpenos humuleno, farneseno, cariofileno, muuroleno e selineno
(FIGURA 5) representam até 80% do 6leo total (KARABIN et al., 2016).

Os sesquiterpenos mais abundantes no OEL sdo a-humuleno (15-42% do
Oleo essencial de lupulo) e B-cariofileno (2,8-18,2% do d6leo essencial de Iupulo)
(ABERL; COELHAN, 2012), sendo esperada uma propor¢ao de 3:1 (a-humuleno: [3-
cariofileno) (ALMAGUER et al., 2014).

A auto-oxidacdo do mirceno leva a reagdes ciclicas formando varios
produtos, como o e B-pineno, canfeno e terpendides, que incluem linalol e
geraniol (RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018).
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Alfa-humuleno e beta-cariofileno sao caracterizados por estruturas de anéis
raramente encontradas na natureza. As propriedades estruturais incomuns desses
componentes levam a padrdoes imprevisiveis € muito especificos de reatividade
(STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015).

Na segunda fracdo estdo os compostos oxigenados, constituindo
aproximadamente 30% do OE total e representados pelos terpenos oxigenados:
alcoois monoterpenos e sesquiterpenos (HRNCIC et al., 2019), aldeidos, &cidos,
cetonas, epoxidos e ésteres (DIETZ et al., 2020; KARABIN et al., 2016).

No OEL o linalol e 2-metilbutanol sdo os principais constituintes da fragao
alcodlica, seguidos por geraniol, nerol e a-terpineol (FIGURA 5). O linalol € um dos
compostos mais aromaticos encontrados no 6leo de lupulo e é considerado um
indicador de qualidade do lupulo (ALMAGUER et al., 2014).

Entre as cetonas (FIGURA 5), a 2-undecanona é a mais abundante (RUTNIK;
HRNCIC; KOSIR, 2021).

Os ésteres sao a fragdo oxigenada mais numerosa no 6leo de Iupulo, sendo
mais importantes os ésteres de geranil: acetato de geranil, propionato de geranil e
isobutirato de geranil (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Os aldeidos (FIGURA 5) geralmente estdo presentes em baixas
concentragdes (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

E por fim a fragcdo dos compostos que contém enxofre estdo presentes em
tracos ou niveis indetectaveis (DIETZ et al., 2020). Tioésteres, tiofenos, metilsulfetos,
polissulfetos e epissulfetos sdo os principais compostos de enxofre encontrados em
lupulo (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

A biossintese de Oleos essenciais € mais lenta que a sintese de resinas, isso
faz que os OE’s sejam sintetizados completamente apenas quando os cones de lupulo
estiverem totalmente maduros. Neste processo os componentes do 6leo essencial séo
formados nessa ordem: compostos oxigenados, seguidos pelos sesquiterpenos e
depois os monoterpenos (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Assim, conforme o cone de lupulo vai se desenvolvendo o 6leo essencial
vai sendo sintetizado, aumentando seu volume e alterando gradativamente a
sua composicao (WANG et al., 2008).

Carboidratos, acidos graxos e aminoacidos representam fontes naturais de
carbono para a sintese de metabdlitos volateis (PERESTRELO et al.,, 2016). A

biossintese dos terpenos € baseada principalmente em acetilcoenzima-A,
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nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) e adenosina trifosfato (ATP)
(HAZRATI; KHURIZADEH; SADEGHI, 2022).

FIGURA 5 — ESTRUTURA QUIMICA DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS DO OLEO ESSENCIAL DO

LUPULO
MONOTERPENOS | SESQUITERPENOS
Mirceno leoneno a-humuleno [3 -farneseno B-cariofileno  &-cadineno y-cadineno B- sellneno
ALCOOIS CETONAS |
0
\)\/ )k/\/\/\/ NN \./L
2-metilbutanol a-terpineol  Nerol  Geraniol Linalol 2-decanona 2-undecanona
ESTERES | | ALDEIDOS |
Acetato de geranil Propionato de geranil Isobutirato de geranil Neral Geranial

FONTE: O autor (2023).

Como os terpenos sao compostos por unidades de isopreno, sua biossintese
ocorre pela via metileritritol fosfato (MEP), operando no cloroplasto e outros
plastidios, e pela via do acido mevalénico (MVA), operando no citosol ou

peroxissomos (

FIGURA 6) (PRADO-AUDELO et al., 2021; SAPIR-MIR et al., 2008;
TETALI, 2019).

Para a sintese dos compostos encontrados nos OE’s, sdo produzidos os
precursores gerais do difosfato isoprendide de 5 carbonos de todos os terpenos:
o isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isbmero, dimetilalil pirofosfato (DMAPP)
(BOCQUET et al., 2018a; FELIPE; BICAS, 2017; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR,
2021; TETALI, 2019). Assim, os terpenos sao derivados de pirofosfatos aliados
de cadeia mais longa, formados a partir de DMAPP/IPP (WANG et al., 2008).

O acoplamento (ligagdo cabega-cauda) dessas duas unidades de 5 carbonos
da origem ao precursor dos monoterpenos, o geranil pirofosfato ou difosfato de geranil
(GPP) no plastidio, e na sequéncia ao farnesil pirofosfato, no citosol, precursor dos
sesquiterpenos (DEWICK, 2009; HONG et al., 2021; STATTI, 2016).
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Na sequéncia a enzima mirceno sintase remove o pirofosfato do GPP para
formar o monoterpeno mirceno (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Os alcoois monoterpenos como o geraniol e linalol sdo produtos biossintéticos
que estao relacionados com a sintese do mirceno, (EYRES; DUFOUR, 2009). A partir
do mirceno, na presenca da enzima linalol sintase, ocorre a formacado do linalol
(PICHERSKY; LEWINSOHN; CROTEAU, 1995; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021) e
na presenca da enzima sesquiterpenos sintase, o mirceno é convertido para
cariofileno e humuleno (ERIKSEN et al., 2021, 2022).

FIGURA 6 — VIAS METABOLICAS DA SINTESE DE TERPENOS

VIA DO MEP VIA DO MVA
GAP + Piruvato (2) Acetil Coa (3)
‘/i DXP simtase
co,
1-deoxi-D-xilulose 5-fosfato Acetoacetil Coa +
NADPH ] - Acetil Coa
redutoisomerase
NADP*
2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato
CTP
CDP-ME sintase HMG-CodA
PP redutase
4-difosfocitidil 2-C-metil-D-eritritol \

ATP

ADP
4-difosfocitidil 2-C-metil-D-eritritol 2-fosfato

‘/i cMEPP sintase
CMP ‘

2-C-metil-D-eritritol 2 4-ciclodifosfato  Acido mevalénico
pirofosfato

] CDP-ME quinase 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA

HMBPP sintase

(E)-4-hidroxi-3-metilbut-2-enil difosfato

DMAPP sintase N sintase
Acido mevalénico

DVMAPP e PP pirofosfato

IPP/DMAPP
isomerase

GeranilPP

Monoterpeno
sintase

Monoterpenos  FarnesilPP
Sesquiterpeno
sintase

Sesquiterpenos

FONTE: Adaptado de (FELIPE; BICAS, 2017; HONG et al., 2021; NAGEL et al., 2008;
WANG et al., 2008).
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2.3.2 Acidos

As substancias amargas encontradas nas resinas, os acilfloroglucinois
(NEVE, 1991), devido ao seu sabor tiveram o termo acido amargo (AA) adotado
pela literatura (HRNCIC et al., 2019). Os AA tratam-se do mais abundante derivado
de floroglucinol sintetizado no lupulo (BOCQUET et al., 2018a).

O valor cervejeiro do lupulo é atribuido principalmente aos precursores dos
compostos ativos que conferem sabor amargo a bebida, os quais sdo encontrados
nas resinas (acidos alfa e beta) secretados pelas glandulas de lupulina. Essa situagao,
indica que os alfa-acidos sao os principais constituintes das resinas do lupulo, em
funcdo de serem isomerizados em iso-alfa-acidos durante a fervura do mosto,
conferindo sabor margo e estabilidade microbiolégica a cerveja (FORTESCHI et al.,
2019).

Como a maioria do lupulo é cultivada para a industria cervejeira, sua
qualidade é medida principalmente pelo conteudo de alfa-acidos nos cones.
Assim, seu preco de venda é proporcional ao teor deste composto
(KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS,
2015).

Os acidos amargos (FIGURA 7), sao os principais constituintes dos cones
secos de lupulo, representando 3-20% (KROFTA, 2003), 10-20% (BOCQUET et al.,
2018a; WANG et al., 2008), 15-25% (KORIEM, 2022) ou até 30% do peso do lupulo
seco (CLEEMPUT et al., 2009).

As resinas podem ser macias ou duras (insoluvel em O&leo-éter). As
macias, sdo derivadas de policetideos prenilados (WANG et al., 2008). Os AA
consistem em duas séries relacionadas de homodlogos, os alfa acidos ou humulonas
e beta acidos ou lupulonas (CESLOVA et al., 2009; LAMY et al., 2007; PISTELLI et
al., 2018; SAWICKA et al.,, 2021; STEVENS et al., 1997), e seus derivados
(FIGURA 7).
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FIGURA 7 — ESTRUTURA QUIMICA DOS PRINCIPAIS ACIDOS AMARGOS

Alfa-acidos
OH O

Adhumulona

Beta-acidos

Lupulona Adlupulona Colupulona

FONTE: O autor (2023).

A classificacdo dos AA é feita de acordo com as cadeias laterais
alcanoilas (HONG et al., 2021). Os derivados de humulona e lupulona sao
distinguidos pelo comprimento de sua cadeia lateral de carbono (CLARK et al., 2013).
AA possuem pelo menos uma cadeia carboxila e 2 cadeias preniladas, sendo que os
beta-acidos, derivados da lupulona possuem uma cadeia prenilada adicional em
comparagao com os alfa-acidos (BOCQUET et al., 2018a).

Os alfa-acidos, precursores diretos dos principais principios amargos da
cerveja, os iso-alfa-acidos consistem em derivados de floroglucinol diprenilado com
cadeias laterais acilas variaveis (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015).

As quantidades de ambos os tipos de acidos e seus homdlogos podem
sofrer variagdes, dependendo da cultivar de lupulo, clima e condi¢cdes de cultivo
(HRNCIC et al., 2019), estadio de desenvolvimento da planta e grau de maturacdo
dos cones (KUCERA; KROFTA, 2009).

Por outro lado as propor¢gdes de conteudo de cohumulona : humulona +
adhumulona e colupulona : lupulona + adlupulona sdo menos afetadas por condigdes
climaticas, sendo mais relacionadas com a genética da planta (PATZAK et al., 2015).

A sintese dos acidos amargos vai aumentando conforme evolui o estagio de

desenvolvimento dos cones de lupulo (KAVALIER et al., 2011). O desenvolvimento de
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alfa-acidos em cones de lupulo ocorre desde o inicio da formacdo dos cones
(MACKINNON et al., 2020), porém 90% dos alfa-acidos sdo formados nas duas
ultimas semanas que antecedem a colheita (KONDIC et al., 2021).

Os teores de acidos amargos e polifendis no cone de lupulo dependem do
numero e tamanho das glandulas de lupulina na superficie do cone de lupulo. Durante
a maturagcdo do cone de lupulo, as glandulas de lupulina e os cones de lupulo
aumentam o tamanho e aumentam o conteudo de metabdlitos secundarios, conforme
o grau de maturagao e as condi¢gdes ambientais e climaticas (PATZAK et al., 2015).

Embora, o momento ideal de colheita para os teores maximos de alfa-acidos
depende da cultivar, a propor¢éo de cohumulonas nas amostras permanece inalterada
(SHARP et al., 2014).

O teor de alfa-acidos vem diminuindo em algumas areas de cultivo, por
exemplo, na Republica Tcheca, devido a mudanca das condi¢gdes climaticas,
especialmente devido a baixa precipitacao ou temperaturas adversas (DONNER et al.,
2020).

Os alfa-acidos sado a maior porgao de resinas macias (LAMY et al., 2007) e
representam 2-10%, enquanto os beta-acidos 2,0-6,0% da massa seca de cones
(JELIAZKOVA et al., 2018); 2,2-14,6% e 2,4-8,5% (PATZAK et al., 2015); 2,2-5,0%
e 6,7-7,6% respectivamente (SANTAGOSTINI et al., 2020); 9,0-10,0% de alfa-acidos
(STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015) ou 6,0 a 11,8% (SAWICKA et al.,
2021).

Porém as chamadas cultivares super alfa tem em torno de até 19,0-20,0%
de alfa-acidos (KAVALIER et al., 2011; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS,
2015).

Os alfa-acidos sao compostos por humulona (35-70% do total de acidos
alfa), cohumulona (20-65% do total de acidos alfa) e adhumulona (10-15% do total
de acidos alfa), além de posthumulona, prehumulona e adprehumulona. Os beta-
acidos sao constituidos por lupulona (30-55% do total dos beta-acidos),
colupulona, adlupulona e em quantidades menores, postlupulona e prelupulona
(BINDER; KNILL; SCHUSTER, 2007; PATZAK et al., 2015; ZANOLI; ZAVATTI,
2008).

AA sao derivados de precursores de piruvato que sao formados em

aminoacidos hidrofobicos de cadeia ramificada (BCAA) leucina, isoleucina e valina,
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através da via de biossintese de BCAA no cloroplasto (BINDER; KNILL; SCHUSTER,

2007; CLARK et al., 2013).
Por essa via ocorre a sintese do acilfloroglucinol, florisovalerofenona, que em

acao com o DMAPP oriundo das vias do MEP e do MVA, resulta em desoxihumulona,

precursor final da humulona e lupulona (
FIGURA 8) (ERIKSEN et al., 2021, 2022; HONG et al., 2021; KAVALIER et al.,

2014; NAGEL et al., 2008; PATZAK et al., 2001; WANG et al., 2008).

FIGURA 8 — VIAS DE BIOSINTESE DE ALFA E BETA ACIDOS EM LUPULO.
VIA DO MEP VIA DO MVA
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2.3.3 Compostos fendlicos

Cones de lupulo séo ricos em compostos fendlicos como os flavonoides e os
acilfloroglucinois prenilados, humulonas (alfa-acidos) e lupulonas (beta-acidos)
(ALMEIDA et al., 2020; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015).

Os compostos fendlicos do lupulo sao divididos em 4 grupos: acidos fendlicos,
flavonais, flavandis, e outros compostos fendlicos (ALMAGUER et al., 2014; PISTELLI
et al., 2018). Como as humulonas e lupulonas, foram abordadas anteriormente, neste
item serédo abordados os demais grupos.

Compostos fendlicos séo produzidos em tricomas glandulares de cones de
lupulo e sdo encontrados no tecido da bractea fotossintética da inflorescéncia do
ltpulo (SUGIYAMA; ODA; KUROSAKI, 2006). Apesar de encontrados principalmente
em cones de lupulo, esses compostos também estdo presentes nas folhas, porém
em teor 10 vezes menor (ABRAM et al., 2015).

Os flavonoides ocorrem amplamente em plantas e sdao um grupo
biologicamente importante e quimicamente diverso de metabdlitos secundarios, com
diferentes fungbes metabdlicas (FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012; TREUTTER,
2006).

As maiores quantidades de flavonoides sdo detectadas em sementes e
bracteas de inflorescéncias femininas de lupulo (BOCQUET et al., 2018a).

Dependendo de seus estados oxidativos e substituintes, os flavonoides séo
categorizados nos seguintes grupos: chalconas, flavonas, flavanas, flavanonas,
isoflavonas, dihidroflavonoides, neoflavonoides flavondis, isoflavonoides, auronas,
antocianidinas (KAVALIER et al., 2011), dihidrochalconas (TREUTTER, 2006), flavan-
3-ols e taninos (BOCQUET et al., 2018a).

Sao numerosos 0s compostos pertencentes a essas categorias e encontrados
em H. lupulus (TABELA 3).
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TABELA 3 — COMPOSTOS FENOLICOS ENCONTRADOS EM H. lupulus L.

COMPOSTO

REFERENCIAS

4-deoxycohumulone
6-prenilnaringenina
8-prenilnaringenina
Acido 4-aminobenzdico
Acido cafeico

Acido cadrico

Acido cinamico
Acido clorogénico
Acido elégico

Acido ferdlico

Acido galico

Acido gentisico
Acido mandélico
Acido protocatecuico
Acido g-anisico
Acido g-cumarico
Acido salicilico
Acido siringico

Acido vanilico
Aromadendrina
Astragalina

Catequina

Cumarina
Desmetilxanthohumol

Epicatequina

Galocatequina
Hiperina
Isoquercitrina

Isoxanthohumol

Kaempferol

Malonato de astragalina
Malonato de Isoquercitrina
Mangaslin

Morina

Naringenina

Nicotiflorina

Procianidinas

Quercetina

Reveratrol
Robinina
Rutina
Taninos
Taxifolina
Vanilina
Xanthohumol

(FARAG et al., 2012)
(HRNCIC et al., 2019; ZANOLI; ZAVATTI, 2008)
(ASTRAY et al., 2020; HRNCIC et al., 2019)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2021)
(JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2021)
(ALMAGUER et al., 2014; ALMEIDA et al., 2021; JELINEK et al.,
2010, 2014)
(JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2021)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2021; JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(JELINEK et al., 2010)
(JELINEK et al., 2010)

(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(ALMAGUER et al., 2014; FARAG et al., 2012; KORIEM, 2022)
(ALMAGUER et al., 2014; ARON; TING; SHELLHAMMER,
2012; JELINEK et al., 2010, 2014)

(ALMEIDA et al., 2021)

(ASTRAY et al., 2020; FARAG et al., 2012; XU et al., 2013)
(ALMAGUER et al., 2014; BOCQUET et al., 2018a; JELINEK et
al., 2014)

(ASTRAY et al., 2020)

(KORIEM, 2022)

(ALMEIDA et al., 2020; FARAG et al., 2012)
(ASTRAY et al., 2020; FORTESCHI et al., 2019; HRNCIC et al.,
2019)

(ALMAGUER et al., 2014; ARON; TING; SHELLHAMMER,
2012; KAVALIER et al., 2014; KORIEM, 2022)
(FARAG et al., 2012)

(FARAG et al., 2012)

(KORIEM, 2022)

(ALMEIDA et al., 2021)

(ALMEIDA et al., 2021)

(KORIEM, 2022)

(KAVALIER et al., 2011)

(ALMAGUER et al., 2014; ALMEIDA et al., 2020; ASTRAY et al.,
2020; KAVALIER et al., 2011)

(ALMAGUER et al., 2014)

(KORIEM, 2022)

(ALMAGUER et al., 2014; FARAG et al., 2012; KORIEM, 2022)
(ALMAGUER et al., 2014; KORIEM, 2022)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(ALMEIDA et al., 2020; JELINEK et al., 2010)
(ASTRAY et al., 2020; FARAG et al., 2012; KORIEM, 2022)

FONTE: O autor (2022).
NOTA: Compostos trabalhados neste projeto de pesquisa, destacados em negrito.

Os polifendis mais comuns encontrados no lupulo sdo os acidos fendlicos,

catequinas e glicosideos de flavondis. Como os glicosideos de quercetina e



41

kaempferol, e procianidinas, sendo que os glicosideos de flavonol compdéem a maior
parte dos polifendis do lupulo (KAVALIER et al., 2011). Por outro lado, de acordo com
Almeida et al. (2020), os principais compostos fendlicos presentes nos extratos séo
os flavonoides isoquercitrina e quercetina.

Os prenilflavonoides mais importantes encontrados no lupulo, séo
potentes fitoestrogénios, como 6-prenilnaringenina, 8-prenilnaringenina,
xanthohumol e seu isdmero isoxanthohumol (FORTESCHI et al., 2019; HRNCIC
et al., 2019) e desmetilxanthohumol (HONG et al., 2021).

O xanthohumol é o principal destes, podendo representar entre 0,1 e 1,1%
do peso seco dos cones (CHADWICK; PAULI; FARNSWORTH, 2006; KEUKELEIRE
et al., 2003; NAGEL et al., 2008; PATZAK et al., 2015; STEVENS; PAGE, 2004).

O desmetilxanthohumol, precursor do xanthohumol, é o segundo maior
grupo de chalconas preniladas presentes na massa seca de cones de Iupulo, com
0,1 a 0,5% (BOCQUET et al.,, 2018a), enquanto a flavanona isoxanthohumol,
constitui aproximadamente 0,008% e a 8-prenilnaringenina 0,002% (STEVENS;
PAGE, 2004).

Ressalta-se que o xanthohumol pode ser convertido em isoxanthohumol e
desmetilxanthohumol em prenilnaringeninas (6 ou 8), nos processos pos colheita e
de fabricacao de cerveja (STEVENS et al., 1999).

As chalconas de ocorréncia natural estdo presentes em plantas da familia
Cannabaceae. S&o 1,3-diaril-2-propen-1-onas e sua estrutura carrega até trés
por¢des C5-, C10- e C15-prenil (ZHOU; YANG,; LI, 2021).

Sao cetonas aromaticas de ocorréncia natural, caracterizadas por um sistema
carbonilico a, B-insaturado, de 3 carbonos, que une dois anéis aromaticos C6
(BANDEIRA; MENEZES; HELCIO, 2018; BOCQUET et al., 2018a) (FIGURA 9),
podendo se apresentar nas formas isoméricas cis e trans (ZHOU; YANG; LI, 2021) e
a maioria das chalconas identificadas no lupulo séo preniladas (BOCQUET et al.,
2018a).
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FIGURA 9 — ESTRUTURA GERAL DAS CHALCONAS E FLAVONOIDES.

CHALCONAS FLAVONOIDES

o)

FONTE: Adaptado de (ZHOU; YANG,; LI, 2021).

A maioria dos flavonoides compartilha um esqueleto com um quadro base
composto por trés unidades organizadas em C6-C3-C6 (FERREYRA; RIUS; CASATI,
2012), consistindo em dois anéis aromaticos A e B e um anel (dihidro) benzopirano C
adjacente ao anel A (FIGURA 9) e sdo derivados de trés malonil-CoA e um cinamoil-
CoA ou p-cumaroil-CoA (ZHOU; YANG; LI, 2021).

O xanthohumol e outros terpenofendlicos sdo  sintetizados
predominantemente em tricomas peltados chamados glandulas de lupulina, sendo
detectados também em outros tecidos de lupulo, porém em teores muito mais baixos
(XU et al., 2013).

Os flavonoides, como o xanthohumol, sdo biossintetizados através das vias
do acido chiquimico, dos complexos do acido cinamico e do acido mevalbnico
(FIGURA 10) (LI et al., 2017).
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FIGURA 10 — VIAS DE BIOSSINTESE DE POLIFENOIS DO LUPULO
VIA DO MEP VIA DO MVA
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e

Os acidos fendlicos, produtos da fenilalanina, sdo os precursores dos
2011, 2014). E a fenilalanina, por

flavonoides e prenilflavonoides (KAVALIER et al
sua vez é produto biossintético da rota do acido chiquimico (PERESTRELO et al

2016).
Assim como os acidos amargos, os prenilflavonoides sdo formados pela

transferéncia de unidades de DMAPP, agrupado a uma molécula aceitadora de
policetideos, desta forma os flavonoides sao sintetizados pela combinagao das vias

fenilpropanoides e policetideos (WANG et al., 2008)
No processo, o aminoacido fenilalanina vai formar o precursor comum das
em reacao com o sistema DMAPP/IIP,

chalconas do lupulo, o desmetilxanthohumol
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oriundo das vias do MEP e MVA (FIGURA 10) (ERIKSEN et al., 2022; FERREYRA,;
RIUS; CASATI, 2012; KAVALIER et al., 2014; NAGEL et al., 2008; XIN et al., 2017).

O desmetilxanthohumol é precursor da maioria dos flavonoides em lupulo,
inclusive 8-prenilnaringenina e xanthohumol (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021). A
partir desse quadro todos os grupos de flavonoides sdo formados (FERREYRA; RIUS;
CASATI, 2012).

A naringenina pode ser hidroxilada para produzir polifendis diversos como
catequinas, procianidinas e flavondis, incluindo kaempferol, quercetina e seus
glicosideos (KAVALIER et al., 2014) e a metilagao do desmetilxanthohumol forma o
xanthohumol (NAGEL et al., 2008).

Os teores de compostos fendlicos sao sensiveis a fatores bibticos e abidticos,
que também podem influenciar a época de colheita (KAVALIER et al., 2011), uma vez
que seu conteudo é dependente do numero e tamanho de glandulas de lupulina nos
cones, 0s quais sao influenciados pela maturacdo do cone e condigdes climaticas
(PATZAK et al., 2015).

Assim como os acidos amargos, o conteudo de desmetilxanthohumol e
xanthohumol se acumulam em niveis baixos no inicio da floragdo e vao sendo
acrescidos conforme o cone vai se desenvolvendo e amadurecendo (KAVALIER
et al., 2011; KEUKELEIRE et al., 2003; NAGEL et al., 2008). O acumulo dessas
substancias ocorre conforme os tricomas glandulares bulbosos e peltados vao se
desenvolvendo em paralelo ao crescimento dos cones (KAVALIER et al., 2011).

2.4 MANEJO DA CULTURA

Como o lupulo € uma planta trepadeira, para a producdo comercial é
necessario um suporte para apoio das plantas, exigindo uma estrutura permanente de
trelicas compostas por postes e arames (FIGURA 11A), para conducao vertical
(MARCEDDU; CARRUBBA; SARNO, 2020). Os postes deverao ter alturas de 5,0 a
8,0m. e para cada planta seréo tutorados 2 a 6 caules principais por planta (BIENDL
et al., 2014; ROSSINI et al., 2021).

A arquitetura da planta e esse sistema de condug¢ao conferem ao lupulo um
baixo indice de area foliar: 1,9 (KROFTA; KUERA; URBAN, 2013).

Rizomas coletados do solo, estacas caulinares (FIGURA 11B) e

micropropagacado de meristemas sao os materiais comumente usados para
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propagagdo (LAGOS; ZUFFELLATO-RIBAS; DESCHAMPS, 2022) visando a
producdo de mudas para cultivos comerciais.

Estacas de rizomas, tanto podem ser utilizadas para fazer mudas, como
plantadas diretamente ao solo, estacas caulinares permitem producdo de grande
quantidade de mudas (ROSSINI et al., 2021), ja a micropropagagao tem as vantagens
de produgédo de mudas livres de virus e criopreservagao (LAGOS; ZUFFELLATO-
RIBAS; DESCHAMPS, 2022).

FIGURA 11 — ESTRUTURAS DE SUPORTE (A), PREPARAGAO DE ESTACAS CAULINARES DE
LUPULO (B) E SISTEMA DE FERTIRRIGAGAO (C).

FONTE: O autor (2019;2020;2022).

O espagamento entre plantas € variavel de acordo com a cultivar, sistema de
trelica e maquinario disponivel. Podendo variar de 0,6 a 1,7 metros entre plantas na
linha e entre 2,5 e 4 metros entre linhas, gerando uma populagao de 1.700 a 4.000
plantas ha™' (KOREN, 2007; RYBACEK, 1991).

Na primavera apds a brotacdo dos rizomas, deve ser realizada uma poda,
para retirar as primeiras brotagdes, cortando-as na base da coroa, com o objetivo de
promover uma rebrota mais uniforme e eliminar eventuais inéculos de mildio -
Pseudoperonospora humuli. Quando esses os brotos que emergirem apds essa poda,
atingirem 50 cm, dois a seis deles sdo escolhidos e tutorados em cordas, geralmente
de sisal (ROSSINI et al., 2021).
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Folhas inferiores podem ser removidas ao longo do ciclo para aumentar a
circulagao de ar na base da planta e dificultar a propagac¢ao do mildio (NEVE, 1991).

Recomenda-se a implantagdo de um sistema de irrigacéo, preferencialmente
por gotejamento, pois € mais eficiente, por fornecer agua diretamente onde esta
localizado o sistema radicular, além de permitir a aplicagdo de nutrientes via
fertirrigacao (FIGURA 11C) e evitar condigdes de umidade na folha que proporciona
condi¢cdes adequadas ao mildio (DODDS, 2017).

A maior necessidade hidrica acontece ao fim do estadio de crescimento
vegetativo e inicio do florescimento. Frequéncia, tempo e intensidade da irrigacao
dependem do estadio da cultura, tipo de solo e condi¢des climaticas, recomendando-
se monitorar a umidade do solo a uma profundidade de ao menos 60 cm (MAPA,
2022).

2.5 LUPULO E NITROGENIO

A fertilizacdo € um dos fatores mais consideraveis para maximizar eficiéncia
da colheita das plantas cultivadas (PASANDI POUR; FARAHBAKHSH,;
TOHIDINEJAD, 2021), inclusive H. lupulus. Aplicagdes de macronutrientes afetam
quantidade e composicao do 6leo essencial, dependendo da disponibilidade dos
nutrientes no solo (SILVA et al., 2021).

O cultivo de lupulo requer uma quantidade abundante de nutrientes para
alcangar maior produtividade e qualidade de cone, pois seu cultivo é intensivo e as
plantas apresentam um rapido crescimento (RODOLFI et al., 2021).

No entanto, as diretrizes de aplicagdo de nutrientes ainda precisam ser
desenvolvidas para a produgao de lupulo em novas zonas de cultivo (ROSSINI et al.,
2021). Deste modo, as indicagbes publicadas em outros paises sdo atualmente as
referéncias para cultivos nessas regibes, inclusive no Brasil.

O nitrogénio (N) € um dos macronutrientes mais importantes para o
crescimento irrestrito das plantas de lupulo (RODOLFI et al., 2021). Participa de todos
0s processos bioquimicos do metabolismo vegetal, faz parte de componentes
energizantes e mecanismos de transferéncia energética (AMINI; KAFI; PARSA, 2019).
E quarto elemento mais requerido pelas plantas, ficando atras apenas do carbono,
hidrogénio e oxigénio (TAIZ et al., 2017).

Tem papel na estrutura molecular de aminoacidos, proteinas, enzimas,

coenzimas, acidos nucleicos, citocromos, ATP, NADH, NADPH, além de ser elemento



47

chave da molécula de clorofila (MARSCHNER, 2012) e atua na formacdo de
protoplasma (MEKONNEN; GAREDEW, 2019).

Os niveis de N afetam o crescimento das plantas e o teor de clorofila
(CHRYSARGYRIS et al., 2017). A capacidade fotossintética das folhas é influenciada
positivamente pelo teor de N, dada a relagao desse nutriente com enzimas chave do
ciclo de Calvin e os tilacoides representam a maioria do N foliar (PASANDI POUR;
FARAHBAKHSH; TOHIDINEJAD, 2021).

Aplicacdes de N promovem aumento na altura das plantas, didametro, numero
e rendimento de flores (GANDOMI et al., 2021). Ao contribuir para a rapida conversao
de carboidratos sintetizados em proteinas, aumenta o numero de células em
crescimento (MARSCHNER, 2012) e aumenta o tamanho e numero de células
meristematicas, levando a formacao de novas brotagdes e também a expansao foliar,
repercutindo em um aumento geral das plantas (LAWLOR, 2002).

Este nutriente exerce papel importante na produ¢cao de metabdlitos primarios,
essenciais para a producao de metabdlitos secundarios. Pois, ao aumentar a taxa de
fotossintese fornece o C necessario para a biossintese dos compostos terpendides
(GANDOMI et al., 2021).

Plantas de lupulo retiram do solo uma quantidade de N de aproximadamente
3% de sua massa seca, sendo importante no crescimento vertical (ramos principais)
e lateral (ramos secundarios) da planta (DODDS, 2017).

Embora o N ndo faga parte da estrutura molecular dos dleos essenciais, a
aplicacao desse nutriente tem potencial de contribuir para o aumento da producao de
6leo essencial por plantas, dado o seu efeito de aumentar o crescimento das plantas
e por consequéncia a massa seca (CHRYSARGYRIS et al.,, 2017; HAZRATI,
KHURIZADEH; SADEGHI, 2022; KROL et al., 2020). Como o aumento da clorofila
ocasiona aumento na capacidade fotossintética da planta, amplia a assimilagdo de
COg2, convertendo em producéo de biomassa vegetal (TAIZ et al., 2017).

E essencial para a atividade da enzima terpeno sintase (BUSTAMANTE et al.,
2020) que converte compostos intermediarios em terpenos e é parte componente dos
aminoacidos, que dentre outras fungbes, desempenham um importante papel na
biossintese de compostos, que sao constituintes dos 6leos essenciais (OMER et al.,
2014).
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Além disso o N exerce papel na sintese das enzimas PEPCase e Rubisco,
fundamentais na fixagdo do carbono atmosférico no processo da fotossintese
(MARSCHNER, 2012).

Por outro lado, o N quando disponibilizado em taxas elevadas, causa uma
diminuicdo na atividade da enzima PEP (fosfoenolpiruvato) e RuBisCo (ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase) (GREEF, 1994) resultando em menor taxa de fotossintese.

A eficiéncia do uso de N depende tanto da sua disponibilidade no solo, como
também da disponibilidade de agua (LIAN et al., 2020). Caso o solo seja rico em N
organico e biomassa microbiana, o alto rendimento podera ser atingido com pouca
quantidade ou sem aplicagédo (HAZRATI; KHURIZADEH; SADEGHI, 2022).

As respostas a adubacéao nitrogenada nas plantas também sofrem influéncia
da capacidade de cada espécie vegetal em assimilar N como aménio (NH4"), nitrato
(NOs3"), ureia e aminoacidos, além do N atmosférico via associagdes simbiodticas (HAN
et al., 2015).

O N pode ser absorvido na forma de aménio ou nitrato (MARSCHNER, 2012).
Quando absorvido na forma de nitrato, € reduzido a nitrito no citosol pela acéo da
enzima nitrato da redutase. O nitrito por sua vez, no plastidio (raiz) ou no cloroplasto
(folha) é reduzido a amoénio pela agao da redutase do nitrito, tendo a ferredoxina como
fonte de redutor (BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

O amonio (reduzido a partir do nitrato ou diretamente absorvido dessa forma)
juntamente com ATP e glutamato é convertido a glutamina, e na sequencia por agao
da enzima GOGAT (ferredoxina como redutor), passa a formar duas moléculas de
glutamato, que podem ser utilizadas para a sintese da glutamina, retornando ao ciclo
(MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

O glutamato também faz parte das reacdes de transaminacao, participando
assim da sintese dos aminoacidos que uma vez formados dardo origem as proteinas,
coenzimas e demais compostos nitrogenados fundamentais para o desenvolvimento
vegetativo (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2010).

A glutamina também esta envolvida na biossintese de clorofila, em sua primeira
etapa, quando esse aminoacido é convertido em acido 5-aminolevulinico (ALA), a qual
duas moléculas dao origem ao acido porfobilinogénio (PBG), que forma os anéis
pirdlicos da clorofila (TAIZ et al., 2017). Assim o N, tem papel direto na sintese de

clorofila.
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Os principais transportadores de N nas plantas s&o o glutamato, a glutamina, o
aspartato e a asparagina, que também atuam como as principais fontes de N
acumulado nas folhas e outros tecidos vegetais (HILDEBRANDT et al., 2015).

Transaminases, catalisam o processo de transferéncia de amina do glutamato
para 2-oxo, precursor de varios aminoacidos, dentre estes valina e fenilalanina
(WALKER; VAN DER DONK, 2016), que sua vez sdo precursoras da sintese de
fenilpropanoides, chalconas e flavanonas (LI et al., 2017).

A ureia € uma das principais formas de disponibilizacdo de N para as plantas
(LIMA et al., 2020). Ao ser aplicado ao solo na forma de ureia, o N apds a acao de
micro-organismos, é absorvido pela planta tanto na forma de aménio, como na forma
de nitrato (WITTE, 2011).

A forma de absorg¢ao do N (nitrato ou aménio), € modulada pela presenga de
carregadores especificos, pela afinidade destes carregadores em relagao ao nitrato
ou amdnio e pela quantidade de N presente no solo (BREDEMEIER; MUNDSTOCK,
2000). O amoénio € a forma preferida de absorgdo pela planta, por ja estar
biodisponivel, ndo demandando conversédo enzimatica, como o nitrato (JACQUOT et
al., 2017).

A absorcao de N é mediada por carregadores de baixa afinidade (LATS) e por
carregadores de alta afinidade (HATS). Quando a oferta de N ¢é alta, a absor¢ao ocorre
pela acdo dos LATS, ja os HATS entram em agédo quando ha baixa concentragéo
externa de N. No caso do nitrato quando a concentragcéo disponivel esta abaixo de
100 umol I'' o transporte ocorre via HATS. Ja no caso do aménio, a absorgdo é
mediada pelo HATS, quando a concentragdo ¢ inferior a 1.000 pmol I
(BREDEMEIER; MUNDSTOCK, 2000).

Quando o nitrato € abundante, o NRT1.1 (codificador de um transportador de
nitrato radicular de dupla afinidade) é desfosforilado e atua como transportador de
baixa afinidade. Quando a concentragao de nitrato cai, o NRT1.1 torna-se fosforilado,
0 que desacopla o dimero NRT1.1. Como resultado, o transportador ganha maior
flexibilidade estrutural e atividade de absorcdo, funcionando como um transportador
de alta afinidade (JACQUOT et al., 2017).

Como em solo cultivados o N é mais abundante na forma de nitrato, embora
ha menor gasto energético quando o N é absorvido na forma de amdnio, por conta da
afinidade dos carregadores a forma primordial de absor¢do de N do solo € na forma
de nitrato (LIU et al., 2019).
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Esse nutriente normalmente é fornecido na primavera, em quantidades
variando entre 150 e 225 kg N ha™', dependendo do teor de matéria orgénica do solo
(RODOLFI et al., 2021), em cultivos realizados em regides de clima temperado.

Diretrizes para aplicagao de nutrientes, dentre estes o N, ainda precisam ser
desenvolvidas para a produgao de Iupulo em novas zonas de cultivo (ROSSINI et al.,
2021).

N em quantidades adequadas, € essencial no periodo de crescimento vertical
e lateral da planta de lupulo, sendo indesejavel durante a maturagao dos cones e
periodo pré-dorméncia (KEMME, 2016).

Assim, aplicagbes de N devem ser evitadas apos a fase de florescimento, pois
pode resultar em crescimento vegetativo indesejado no momento de formagéo dos
cones e acumulo de nitrato nessa estrutura (DODDS, 2017).

Havendo caréncia de N, a planta de Iupulo reage com queda acentuada no
rendimento de cones (BIENDL et. al., 2014). Os sintomas de deficiéncia de N no lupulo
sao expressos por folhas palidas e/ou amareladas e reduzida taxa de crescimento da
cultura (DODDS, 2017).

Por outro lado, o excesso de N pode ser prejudicial para o lupulo. Ocasiona
grande crescimento foliar, aumentando a susceptibilidade as pragas e doengas, como
a murcha por Verticillium sp. Além de reduzir a qualidade final do lupulo, devido a
elevados teores de nitrato nos cones (BIENDL et al., 2014) e pela indugdo do
crescimento de estruturas foliares no cone, ocasionando um sintoma caracteristico,
chamado asas de anjo (FIGURA 12), o qual diminui a qualidade dos cones (SENSKE,
2020).

FIGURA 12 — SINTOMA DE EXCESSO DE NITROGENIO EM CONES DE LUPULO.

FONTE: O Autor (2021).
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2.6 CULTIVARES

As cultivares comerciais inicialmente foram desenvolvidas a partir da selecéo
de plantas de populagdes selvagens naturais, com crescimento mais rapido, mais
resistentes e com bom rendimento de cones (SAWICKA et al., 2021) e a maioria das
cultivares de lupulo de mercado sao de origem hibrida (KROFTA, 2003).

As caracteristicas exigidas de uma boa cultivar sao resisténcia a doengas
fungicas, boa produtividade e conteudo de a-acidos, além de boa capacidade de
armazenamento, com resisténcia a perda de compostos volateis (NESVADBA et
al., 2020).

Outras caracteristicas desejadas sdo que o gendtipo tenha estadio
vegetativo mais curto e estadio reprodutivo mais longo, visando a maior produgao
de cones ricos em metabdlitos secundarios (MARCEDDU; CARRUBBA; SARNO,
2020) e que ocorra brotagdo mais precoce (RUGGERI; LORETI; ROSSINI, 2018).
Espera-se também que um bom gendétipo proporcione plantas com crescimento
mais rapido e com bom rendimento de cones (SAWICKA et al., 2021).

De acordo com a Convencgao Internacional de Produtores de Lupulo (IHGC,
2022b), foram produzidas na safra 2021/2022, 309 diferentes cultivares, considerando
os 23 paises membros dessa organizagdo, sendo: 70 apresentados como lupulo
amargo e 239 como lupulo de aroma (TABELA 4).

As cultivares de lupulo sao classificadas em categoria, conforme seus teores
de acidos amargos, porém ha divergéncia entre os autores acerca da forma e
nomenclatura da classificagao.

Apesar de alguns autores, como Sawicka et al. (2021), indicarem que as
cultivares de lupulo séo classificadas em trés categorias com base em seu uso na
fabricacdo de cerveja: aromaticas, amargas e de duplo propésito, a IHGC em seu
relatério anual classifica as cultivares apenas como aromaticas ou amargas (TABELA
4).

Por outro lado, os fabricantes de cervejas classificam as cultivares de lupulo
com base nos teores de a-acido em amargo (>7%) e aromaticos (<7%) (KAO; WU,
2013). De acordo com Shellie et al. (2009) as cultivares, sdo tradicionalmente
classificadas como de aroma, a-acido intermediario e a-acido elevado.

De acordo com Krofta (2003) o teor de a-acidos na cultivares consideradas

amargas, também chamadas de dupla finalidade, estdo na faixa de 7 a 10% m/m e



52

superior a 10% m/m em lupulos de a-acido elevado. As cultivares também podem
ser classificadas como lupulo aromatico, lupulo amargo e outras cultivares, conforme
a quantidade de acidos amargos e quantidade e composicdo quimica do 6leo
essencial (FORTESCHI et al., 2019).

As cultivares de aroma podem ser divididas em dois subgrupos, aroma
(classico) e aroma fino (LEONARDI et al., 2013).

Os principais paises de origem das cultivares mais difundidas entre os
principais paises produtores de lupulo que compdem a IHGC, s&o Estados Unidos,
Alemanha e Inglaterra.

As cultivares de aroma produzidas no maior numero de paises sdo Cascade,
Chinook e Perle, enquanto as de amargor sao Hallertauer Magnum, Nugget e

Columbus, com predominancia as cultivares de aroma (TABELA 4).

TABELA 4 — CULTIVARES UTILIZADAS PELOS PAISES MEMBROS DO IHGC 2021/2022.

CULTIVAR ORIGEM APTIDAO PAISES
Cascade Estados Unidos Aroma 18
Hallertauer Magnum Alemanha Amargor 11
Chinook Estados Unidos Aroma 10
Perle Alemanha Aroma 10
Nugget Estados Unidos Amargor 10
Hallertauer Tradition Alemanha Aroma 09
Brewer’'s Gold Inglaterra Aroma 7
Fuggle Inglaterra Aroma 7
Saaz Republica Checa Aroma 7
Northern Brewer Inglaterra Aroma 6
Sorachi Ace Japéo Aroma 6
Tettnanger Alemanha Aroma 6
Willamette Estados Unidos Aroma 6
Columbus Estados Unidos Amargor 6
Centennial Estados Unidos Aroma 5
Comet Estados Unidos Aroma 5
Golding Inglaterra Aroma 5
Hallertauer Mittelfriher Alemanha Aroma 5
Savinjski Golding Eslovénia Aroma 5
Spalter Select Alemanha Aroma 5
CT1z Estados Unidos Amargor 5

FONTE: O autor (2022)
Por outro lado, de acordo com Rossini et al. (2021), as variedade de aroma

mais cultivadas sao Citra, Mosaic, Perle, Hallertauer Tradition e Saaz, enquanto as de
amargor sao Hercules, Hallertauer Magnum, Pahto e CTZ.

Diferencas na composicdo quimica do lupulo em diferentes cultivares
conferem caracteristicas distintas de sabor e aroma a cerveja (SARTORI et al., 2022),
no entanto a maioria das cultivares europeias sao semelhantes entre si,

geneticamente, morfologicamente e ecologicamente. Por exemplo Fuggle,
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Hallertauer, Saaz, Spalter e Tettnanger, possuem perfil genético muito similar
(KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

A diferenga entre os perfis de aroma dos diferentes cultivares sao devidas as
variagdes na composicao dos oleos essenciais (PISTELLI et al., 2018).

A quantidade de 6leo essencial e as propor¢cdes das fragdes individuais
diferem conforme a cultivar de lupulo. Por exemplo, a quantidade e composicao de
oxidos, epodxidos e alcoois na fracdo sesquiterpenos variam entre as cultivares de
lupulo (SAWICKA et al., 2021). Inclusive perfis dos componentes do OEL podem ser
empregados para identificar cultivares (PATZAK et al., 2010; SALANTA et al., 2016).

A composicao do 6leo essencial € caracteristica do gendtipo de lupulo e,
juntamente com a composicado de acidos amargos e flavonoides, tem sido
usada para distinguir diferentes cultivares de lupulo (WANG et al., 2008).

Dentre as cultivares mais difundidas entre os principais paises
produtores de lupulo, as de maior potencial produtivo sdo a CTZ, seguida por
Chinook, Nugget, Brewer’s Gold, Columbus e Comet. As de menor potencial
sdo a cultivar checa Saaz e a cultivar japonesa Sorachi Ace.

Os maiores teores de o-acidos sao encontrados nas cultivares
amargas Columbus e CTZ e os menores nas cultivares de aroma Saaz,
Golding e Hallertauer Mittelfriher, enquanto os maiores valores de -acidos
estdo nas cultivares Cascade e Sorachi Ace e os menores nas cultivares
Fuggle, Tettnanger e Golding.

As cultivares Sorachi Ace, Columbus, Comet e CTZ possuem maior
potencial de producdo de OE, enquanto o menor potencial foi observado nas
cultivares Perle, Fuggle, Tettnanger, Golding, Savinjski Golding e Spalter
Select (TABELA 5).
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TABELA 5 — CARACTERISTICAS DAS PRINCIPAIS CULTIVARES DE H. lupulus L.

RENDIMENTO  ¢-ACIDOS B-ACIDOS OLEO ESSENCIAL

CULTIVAR Kg ha! % m m' % m m-' % m m-"
Cascade 1.800-2.250 5,6-8,8 6,4-7,3 0,6-1,9
Hallertauer Magnum 2.000 11,0-16,0 5,0-7,0 1,6-2,6
Chinook 2.100-2.400 12,2-15,3 3,4-3,7 1,0-2,5
Perle 1.300-1.700 5,9-8,0 3,1-3,6 0,7-0,9
Nugget 2.100-2.400 13,5-15,5 4.4-4.8 1,4-3,0
Hallertauer Tradition 1.850 4,6-7,0 4,0-5,0 0,9-1,9
Brewer’'s Gold 1.760-2.400 4,5-6,5 2,5-3,5 0,8-1,8
Fuggle 1.200-1.500 3,6-5,6 1,7-2,9 0,7-1,2
Saaz 1.000 2,5-4,5 4.0-6,0 0,4-0,8
Northern Brewer 1.800-2.000 7,4-9,9 4,6-5,6 1,1-2,0
Sorachi Ace 1.150-1.600 11,7-15,0 6,4-7,3 2,0-2,7
Tettnanger 1.000-1.500 3,9-6,3 2,0-3,6 0,4-0,8
Willamette 1.600-1.800 4.6-6,0 3,6-4,2 0,6-1,6
Columbus 2.000-2.500 14,5-16,5 4,0-5,0 2,0-3,0
Centennial 1.700-2.000 8,2-10,9 3,544 1,0-2,0
Comet 2.000-2.400 9,0-11,0 4,0-6,1 1,4-3,3
Golding 1.100-1.600 3,2-5,2 1,4-25 0,4-1,0
Hallertauer Mittelfriiher 1.250 3,545 3,5-4,5 0,6-1,2
Savinjski Golding 1.150-1.500 4,5-6,0 2,5-3,5 0,5-1,0
Spalter Select 1.750-2.000 2,5-5,5 3,0-5,0 0,5-0,9
CTz 2.800-3.249 14,5-16,5 4,0-5,0 2,0-3,0

FONTE: Adaptada de BSG (2022), HOPLIST (2022), USA HOPS (2016); YAKIMA CHIEF (2013,

2022).

O lupulo Cascade cultivado no Brasil parece ser uma matéria-prima de alta

qualidade com potencial significativo para futuras aplicagdes industriais (ALMEIDA et

al., 2020).

As cultivares Cascade e Chinook, sdo consideradas de boa resiliéncia e

adaptabilidade (SIEGLE; SCOGGINS, 2019).

Historicamente, o processo de melhoramento genético do Iupulo foi baseado
em cultivares europeias (Fuggle, Golding, Saaz, Tettnanger e Hallertauer Mittelfriher)
por estas fornecerem as qualidades de sabor preferidas pelos cervejeiros (PATZAK et
al., 2010).

A melhoria dos cultivares concentrou-se em caracteristicas agronémicas
desejaveis, como maior resisténcia a pragas e doencas e a modificagdo de
constituintes quimicos de interesse para a fabricacdo de cerveja (TOWNSEND;
HENNING, 2009).

2.7 ASPECTOS ECONOMICOS DA CULTURA

O Ilupulo € usado principalmente para a produgcdo de cerveja, bebida
amplamente consumida em todo o mundo, portanto, a produgédo de lupulo atende

principalmente as exigéncias da industria cervejeira (SAWICKA et al., 2021).
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No Brasil a receita global no segmento cervejeiro foi de US$ 26,62 bilhdes em
2022, com perspectiva de crescimento de 13,36% até 2025, sendo o terceiro maior
mercado mundial do setor, estando abaixo apenas da China e dos EUA (STATISTA,
2022).

A maior parte das cervejarias brasileiras € altamente concentrada nas regides
Sul e Sudeste (FIGURA 13): com 85,8% do total. Em 2021, o numero de fabricas de
cerveja registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA
atingiu 1.549, representando um aumento de 12,0% em relagdo ao ano anterior,
quando havia 1.383 cervejarias registradas. Sendo que 10 anos atras existiam apenas
129.

O Estado do Parana € o quinto em numero de cervejarias, com 158
registradas, com um aumento médio anual de 24,8% desde 2017 e 56 municipios
deste Estado, possuem pelo menos uma cervejaria. A cidade de Curitiba-PR é a
terceira cidade do Brasil com mais cervejarias, com 25 (MAPA, 2021).

FIGURA 13 — CONCENTRACAO DE CERVEJARIAS NO BRASIL.
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Agua, malte, ltpulo e levedura sdo os quatro principais ingredientes utilizados na
producao desta bebida fermentada (GASINSKI et al., 2022). O ltpulo € um componente
utilizado em pequena quantidade na cerveja, porém € de extrema importancia, pois
suas resinas conferem amargor, seu Oleo essencial o aroma sofisticado que
complementa o sabor final (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021), seus taninos clarificam
e aumentam a durabilidade da espuma da cerveja (SAWICKA et al., 2021) e exerce
efeito conservante (PATZAK et al., 2010).

O ldpulo é valorizado por seus metabdlitos secundarios, incluindo acidos
amargos, flavonoides, 6leos e polifendis, que conferem aroma e sabor a cerveja
(ERIKSEN et al., 2021), sendo utilizado ha séculos como ingrediente ativo dessa
bebida (FORTESCHI et al., 2019).

Além disso, possui atividades biolégicas notaveis, como antibacteriana,
antioxidante e antitumoral, sendo assim também utilizado em finalidades medicinais
(LIN et al., 2019) com uma ampla gama de efeitos para a saude, como efeitos
anticancerigenos, analgésicos, sedativos e anti-inflamatérios (RUTNIK; HRNCIC;
KOSIR, 2021).

O comércio global de Iupulo no ano de 2020, alcangou aproximadamente
US$ 1.140 milhdes, com producdo em escala comercial abrangendo a América
do Norte, Europa, Leste da Asia e Australia/Nova Zelandia (FAOSTAT, 2020).

A area mundial de cultivo de lupulo no ano de 2022 alcangou 61.575 ha,
proporcionando uma produc¢ao total de 113.400 toneladas de cones secos (IHGC,
2022a).

Os principais paises produtores sao Estados Unidos e Alemanha com
producao anual total bem acima dos demais paises. Na sequéncia estdo Republica
Checa, China, Poldnia e Eslovénia (TABELA 6). A Argentina, com produgao anual
de 325 toneladas de lupulo, é o Unico pais sul-americano que aparece na lista da
Convencéao Internacional de Produtores de Lupulo, que organiza anualmente um
quadro estatistico com a produg¢ao mundial (IHGC, 2022a).

A producao majoritaria de lupulo dos Estados Unidos é focada em cultivares
aromaticos, ao passo que seu principal concorrente a Alemanha, prioriza lupulos

amargos, assim como a China (TABELA 6).
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TABELA 6 — PRINCIPAIS PAISES PRODUTORES DE LUPULO, POR AREA (ha) E PRODUGAO DE
CONES (t), NO ANO DE 2022.

PAIS AREA DE PRODUCAO (ha) PRODUCAO (t.)
AROMA  AMARGO  TOTAL AROMA AMARGO  TOTAL
Estados Unidos 19.951 4.288 24.239 38.862 10.976 49.838
Alemanha 10.551 9.557 20.109 16.130 19.720 35.850
China 467 2.067 2.480 900 5.800 6.700
R. Checa 4.651 56 4.707 5.880 120 6.000
Polénia 551 1.175 1.726 855 2.350 3.205
Eslovénia 1.455 25 1.480 2.400 100 2.500
Australia 678 109 787 1.659 165 1.824
N. Zelandia 598 145 743 1.000 250 1.250
Franga 451 53 504 722 82 804
Gra-Bretanha 507 139 646 608 180 788

FONTE: Adaptado de IHGC (2022a)
As areas cultivadas lupulo devem aumentar, associadas a uma priorizacédo de

cultivares aromaticas ricas em oleos essenciais no lugar de cultivares de amargor
(BOCQUET et al., 2018a).

Uma caracteristica do cultivo dessa espécie, em alguns paises, € a
concentragdo de areas de produgado em regides especificas, como o lupulo cultivado
na Bavaria (Alemanha) ou nos vales dos rios dos Estados Unidos (SAWICKA et al.,
2021).

Nos anos 1860, no Rio Grande do Sul, o Bardo Von Steinberg, introduziu no
pais cerca de 150 plantas e posteriormente, em 1871, outras mudas foram enviadas
e distribuidas na regido de Nova Friburgo e Minas Gerais.

Hoje a cultura esta espalhada em 11 Estados brasileiros, principalmente em
Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Parana
(MAPA, 2022). Segundo a APROLUPULO (Associagao Brasileira de Produtores de
Ldapulo), em levantamento realizado no ano de 2021, ha no Brasil 107 produtores de
lupulo, distribuidos nesses 11 Estados. A area total cultivada é de cerca de 40 ha e
80% dos produtores planejam aumentar a area de cultivo (APROLUPULO, 2022).

Atualmente o Brasil conta com 17 viveiros cadastrados no MAPA, para produzir
e comercializar mudas, sendo 4 no Rio Grande do Sul, 4 em S&o Paulo, 3 no Rio de
Janeiro, 2 em Santa Catarina e 1 no Parana, Minas Gerais, Bahia e Rio Grande do
Norte (MAPA, 2022).
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2.8 USOS DA CULTURA

Embora o lupulo continue sendo o principal ingrediente para fornecer o
sabor, estabilidade e protecdao antimicrobiana da cerveja, eles também
encontraram aplicagdes nas industrias farmacéutica e de outros alimentos
(HRNCIC et al., 2019).

2.8.1 Industria Cervejeira

Faz mais de 1 milénio que o lupulo é utilizado como ingrediente da cerveja
(KOPP, 2014), sendo essa sua finalidade mais difundida. Atualmente de 98% do
lpulo cultivado é utilizado pela industria cervejeira (ALMAGUER et al., 2014;
KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021), sendo considerada a matéria-prima mais
complexa e cara utilizada nesse processo (DUARTE et al., 2020).

A contribui¢cao do lupulo para a caracteristica final da cerveja esta relacionada
com a composi¢cao quimica da resina e dos 6leos essenciais inerentes a cada cultivar
e ao efeito das condi¢gdes ambientais do local de cultivo (FORTESCHI et al., 2019).
Quanto ao teor de lupulo na bebida, este varia dependendo do tipo de cerveja (nivel
de amargo) e do lupulo utilizado (SAWICKA et al., 2021).

A lupulina encontrada nos cones é fonte de metabdlitos secundarios utilizados
no processo de produgdo de cerveja: resinas, 6leos essenciais e polifendis, em
especial taninos (ERIKSEN et al., 2021; SAWICKA et al., 2021; STEENACKERS; DE
COOMAN; DE VOS, 2015). Embora o lupulo seja utilizado como componente menor
na receita das cervejas em termos de quantidade, seu impacto na qualidade e
propriedades organolépticas da bebida é grande (BOCQUET et al., 2018a;
NAGYBAKAY et al., 2021).

A maioria dos compostos do lupulo, principalmente os presentes no OEL, nado
estdo presentes na cerveja, devido ao processo de fabricacdo, que expdem esses
componentes as reacdes de oxidagao, hidrélise, transesterificagao e reducéo, durante
a fervura e fermentacao. Assim, o aroma do lupulo na cerveja é diferente do aroma do
lupulo fresco (PERPETE et al., 1998).

O valor cervejeiro do lupulo é afetado principalmente pelo conteudo e
composicao a-acidos e o6leos essenciais (MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020).
Estes compostos conferem plenitude, sabor, amargor, aroma (INUI et al., 2013;
KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021) e adstringéncia (COLLIN et al., 2013) & cerveja.
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Também contribuem para a estabilidade da bebida (MARCEDDU;
CARRUBBA; SARNO, 2020), em especial da espuma (BOCQUET et al., 2018a),
reduzem os efeitos da oxidagdo na bebida (KAVALIER et al., 2011) e atuam na
clarificagdo da bebida (MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020) atuando com agente
redutor da turbidez na produgcdo e armazenamento da cerveja (KAVALIER et al.,
2011), além de exercer papel conservante conferindo estabilidade microbioldgica
(ALMAGUER et al., 2014; MORCOL; MATTHEWS; KENNELLY, 2021).

Porém como o moderno processo industrial de fabricagéo de cervejas requer
pasteurizacado, essa fungao conservante, outrora importante, tornou-se irrelevante
(ROSSINI et al.,, 2021). Essa fungdo € exercida apenas no caso de eventual
contaminagdo apds o processamento da cerveja feita em escala artesanal,
especialmente por Staphylococcus aureus (HRNCIC et al., 2019).

O lupulo normalmente é adicionado ao mosto durante a fervura, para extrair
seu amargor e permitir a isomerizagao quimica dos a-acidos em iso-alfa-acidos, que
sdo mais amargos (EYRES; DUFOUR, 2009).

As resinas conferem amargor e o 6leo essencial o aroma (RUTNIK; HRNCIC:
KOSIR, 2021; TYSKIEWICZ et al., 2018), variaveis conforme as caracteristicas de
cada cultivar de lupulo, as quais tem relevante papel na definicdo da caracteristica
especifica de cada tipo de cerveja (MONGELLI et al., 2015).

As resinas do lupulo podem ser divididas em resinas moles e duras. As moles
sdo mais importantes que as duras no processo de fabricagdo de cerveja e consistem
nos a e B-acidos, pois 0 amargor da cerveja € conferido pelos a-acidos e pelos iso-
alfa-acidos, que também possuem propriedades bacteriostaticas importantes durante
o processo de fervura do mosto (MORCOL et al., 2020; ROSSINI et al., 2021).

Os a-acidos ao serem isomerizados em iso-alfa-acidos durante o processo de
fervura, sdo mais soluveis em agua e transferem o amargor ao mosto (DIETZ et al.,
2020). Ressaltando-se que o efeito de produzir amargor na cerveja € o principal
objetivo da adi¢ao do lupulo no processo de fabricagao da cerveja (LAFONTAINE et
al., 2019).

Deste modo, para a industria cervejeira os componentes do lupulo mais
importantes sédo os a-acidos, considerando que os 3-acidos sao insoluveis, mesmo no
processo de fervura (MCCALLUM et al., 2019), ndo passam por isomerizagao e sao
destruidos no processo de fabricagdo da cerveja (KORPELAINEN; PIETILAINEN,
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2021). Além disso, as resinas duras ndo possuem valor significativo nesse processo
(SAWICKA et al., 2021).

Por muito tempo, a principal caracteristica do lupulo procurada pelos
cervejeiros € o seu amargor, porém, nos ultimos anos tem aumentado a demanda por
cervejas com aroma e sabor mais marcantes. Por outro lado, as cultivares de aroma
apresentam menor rendimento e elevada susceptibilidade a patdégenos (ROSSINI et
al., 2021). Essa caracteristica € conferida a bebida pelo perfil de éleos essenciais
presentes no lupulo (SAWICKA et al., 2021).

Os taninos sao os responsaveis por clarificar e aumentar a durabilidade da
espuma (ASTRAY et al., 2020).

Para os cervejeiros os indicadores de qualidade mais importantes da cerveja,
sao: relagdo humuleno e cariofileno (H:C), presentes nos OEL, a relagao a e 3 acidos
e o teor de cohumulona (KILLEEN et al., 2016), fragdo do a-acido responsavel pelo
amargor na cerveja (FORTESCHI et al., 2019).

Embora o mirceno constituam parcela significativa do OEL, e seja importante
para conferir odor ao lupulo fresco (EYRES; DUFOUR, 2009; KOSIR; OCVIRK, 2020)
este composto pouco contribui diretamente para o sabor e aroma da cerveja
(LAFONTAINE et al., 2019) devido as perdas por evaporagéo no processo de fervura
do mosto (ABERL; COELHAN, 2012), a qual ocorre devido a este composto ser
altamente volatil (FORSTER; GAHR, 2013).

Assim, o mirceno tem potencialidade de conferir aroma, apenas a partir da
técnica de dry-hopping’ (MONGELLI et al., 2015). No entanto o mirceno é relatado
como o precursor de outras substancias que tem grande impacto no aroma da cerveja,
como o linalol, geranil e p-cimeno, a partir de reagbes oxidativas e poliméricas
(RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018).

Os monoterpenos sdo pouco soluveis em agua, deste modo, sua contribuigéo
para o aroma da cerveja € baixa (BARTH, 2013). O sesquiterpeno cariofileno, também
pouco contribui por ter baixa solubilidade, ao passo que o humuleno possui maior

importancia, por conferir aroma picante ao lupulo (VAN OPSTAELE et al., 2012) e

" Dry-hooping é uma técnica de producédo de cerveja onde cones de lUpulo inteiros, moidos ou em forma
de pellets sdo adicionados ao mosto fervido, apds seu resfriamento, com o objetivo de transferir a
cerveja componentes de aroma e sabor do lupulo, com niveis mais baixos de perdas, devido a néo
haver evaporagéo e transformagdes quimicas reduzidas, por ndo ocorrer carga térmica e menor
influéncia do fermento (FORSTER; GAHR, 2013).
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devido a sua oxidagdo durante a fervura do mosto gerar epoxidos que atuam na
formagao do aroma da cerveja (PRAET et al., 2016).

Por vezes os teores de humuleno e cariofileno encontrados na cerveja, estao
abaixo do limiar gustativo (VAN OPSTAELE et al., 2012). O sabor atribuido aos
sesquiterpenos em geral é picante, amadeirado ou herbal (DIETZ et al., 2020).

Dentre os compostos de OEL, a maior contribuicdo para o aroma da cerveja
€ oriunda dos alcoois monoterpenos e produtos de oxidagdo de mono e
sesquiterpenos (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015), pois de um modo
geral, a fragao de oxigénio € mais soluvel em agua que os hidrocarbonetos; portanto,
o impacto dos compostos oxigenados no aroma da cerveja € maior (RUTNIK;
HRNCIC; KOSIR, 2021).

Assim, o linalol e o geraniol sdo considerados compostos chave no processo
de contribuir com o sabor lupulado e aroma da cerveja, atribuindo notas florais e
citricas (ALMAGUER et al.,, 2014; RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018; VAN
OPSTAELE et al., 2012).

O linalol esta presente em praticamente todos os cultivares e é um dos
principais componentes para o aroma do lupulo (RAUT et al.,, 2020), sendo
considerado o composto mais aromatico no OEL (LIU; WANG; LIU, 2018). Por outro
lado, o geraniol tem presencga facultativa conforme o cultivar (TAKOI et al., 2010) e
também pode ser produto da oxidagdo do mirceno durante o armazenamento (RAUT
et al., 2020).

Outro alcool monoterpeno que atua na composi¢cédo do aroma da cerveja € o
citronelol, porém com importancia menor que linalol e geraniol (HASLBECK et al.,
2018).

Embora os compostos de enxofre sejam encontrados apenas em pequenas
quantidades no 6leo de lupulo, seu impacto no aroma do lupulo e da cerveja é
consideravel. Estes compostos quando presentes acima de determinados limites sao
indesejaveis, por terem efeito prejudicial no aroma da cerveja (RUTNIK; HRNCIC;
KOSIR, 2021).

Por exemplo, o tiol volatil, 4-mercapto-4-metilpentan-2-ona, é responsavel por
sabores que lembram frutas tropicais, groselha ou maracuja na cerveja (ERIKSEN et
al., 2021) e quando excede o limiar confere a cerveja odor de urina de gato (DIETZ et
al., 2020; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021), mofo ou cebola (ALMAGUER et al.,

2014), comprometendo a qualidade do produto.
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Aldeidos como o hexanal, sdo responsaveis pelo aroma verde da cerveja
(DIETZ et al., 2020; KISHIMOTO et al., 2006).

Cones néo fertilizados, sao preferidos na fabricagdo de cerveja porque os
acidos graxos das sementes podem conferir sabores indesejados as cervejas
(KAVALIER et al., 2011; KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

2.8.2 Industria Farmacéutica

Propriedades do lupulo, benéficas a saude humana, sdo conhecidas da
humanidade ha muito tempo. Os primeiros relatos de uso do lupulo para fins
medicinais remontam ao século IX (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015).

O ldpulo contém centenas de compostos fitoquimicos oriundos de seu
metabolismo secundario com valor farmacoldgico e com potencial medicinal relatados.
Essa moléculas biologicamente ativas estdo principalmente localizadas nas
inflorescéncias femininas € em menor grau nas folhas, caules e rizomas
(KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

Os metabdlitos de lupulo com potencial medicinal incluem terpenos e
sesquiterpenos presentes no OEL, os acilfloroglucindis que compdéem os acidos
amargos, em especial as humulonas (a-acidos), e as chalconas (BOCQUET et al.,
2018a).

O OEL tem sido usado na medicina tradicional ha séculos (BIENDL;
KOETTER, 2010), face aos efeitos curativos de terpenos presentes (NUUTINEN,
2018). Sao relatados efeito sedativo, antiespasmadico, estomacal, hipnético, tonico,
diurético, antiviral, antioxidante, bactericida e estrogénico (LI et al., 2017),
anticancerigeno, analgésico e anti-inflamatério (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021),
apoiados em numerosos ensaios in vitro, animais e clinicos (NUUTINEN, 2018).

O efeito sedativo do lupulo é conhecido desde os primérdios do cultivo,
quando percebeu-se que as pessoas que trabalhavam com essa cultura ficavam
sonolentas durante o trabalho (CLEEMPUT et al., 2009) e sua agao indutora do sono
continua sendo o efeito medicinal mais conhecido até o momento (HRNCIC et al.,
2019).

Inclusive disponivel no mercado com essa finalidade ha varios anos (BIENDL
et al., 2014). Esse efeito € atribuido ao alcool, 2-metil-3-buten-2-ol (BOCQUET et al.,
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2018a; KORIEM, 2022), o qual além de ser encontrado no OEL, também & um produto
da degradagao de a-acidos.

Outras substancias associadas ao efeito sedativo s&o o linalol, que também
possui relacdo com atividade ansiolitica (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021) e o
mirceno (BOCQUET et al., 2018a).

Estudos in vitro e in vivo tem demonstrado efeitos inibidores de extrato de
lupulo em diversos tipos de cancer, como de coélon, pele, ossos, mamas, prostata e
leucemia (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021). Ha relato sobre atividade
antitumoral do linalol (MIYASHITA; SADZUKA, 2013).

Dentre os sesquiterpenos presentes no OEL, o cariofileno € o mais importante
em relacdo aos seus efeitos bioldgicos (HRNCIC et al., 2019). Possui potencial
anticancer, atuando na supressdao do crescimento e proliferacdo de células
cancerigenas (FIDYT et al., 2016), indugéo da apoptose e inibicdo da angiogénese
em céancer colorretal (DAHHAM et al., 2021).

Esse composto também apresenta efeito analgésico (WHITESIDE; LEE;
VALENZANO, 2007), anestésico (TAKEMOTO et al.,, 2021), anti-inflamatério
(FERNANDES et al., 2007), neuro protetor (WANG; MA; DU, 2018) e potencial efeito
contraceptivo masculino (HIFNAWY et al., 2021). O cariofileno diminuiu o conteudo
de espermas moveis em ratos (AL-ALAMI; SHRAIDEH; TAHA, 2015).

O limoneno tem capacidade de induzir apoptose em células cancerigenas,
além de efeito quimiopreventivo e antiproliferativo (MUKHTAR et al., 2018) e acéo
anti-inflamatéria (CHAUDHARY et al., 2012).

Outros componentes do OEL de lupulo que apresentaram efeito anticancer
sdo o pineno (SALEHI et al., 2019), mirceno (LEE et al., 2015), geraniol (CHO et al.,
2016). Mirceno também exerce efeito analgésico (RAO; MENEZES; VIANA, 1990),
promissor contra dor neuropatica (PAULA-FREIRE et al., 2016) e anti-inflamatério
(RUFINO et al., 2015).

O pineno apresenta efeito atenuante contra a dor oriunda de cortes,
queimaduras e escoriagbes (GUIMARAES; SERAFINI; QUINTANS-JUNIOR, 2014).
Humuleno apresentou efeito anti-inflamatério (FERNANDES et al., 2007) e geraniol
apresentou eficacia contra a inflamacéo da pele (NUUTINEN, 2018).

Os acidos amargos, em especial as lupulonas (3-acidos) possuem potencial
antibacterianos contra bactérias Gram-positivas (CLEEMPUT et al., 2009). Por outro

lado, os a-acidos séo relacionados a atividades anti-inflamatorias (BOCQUET et al.,
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2018a). Podem ser utilizados como um fitoquimica eficaz para tratar formas brandas
de acne (WEBER et al., 2019).

Tanto humulonas como lupulonas tem capacidade de inibir a reabsorgao
Ossea e assim prevenir a osteoporose (BOLTON et al., 2019). Também apresentaram
atividade inibitéria frente ao protozoario causador da malaria (Plasmodium
falciparum), assim como a chalcona xanthohumol, essa ultima com efeito mais potente
(CERMAK et al., 2015). Acidos amargos também s&o relacionados com a indugéo a
apoptoses e quimioprevencao de cancer (CHEN; LIN, 2004).

O iso-alfa-acido tem sido indicado para aliviar ou prevenir diferentes doencgas,
como esteatose hepatica, inflamacao e fibrose, bem como disturbios metabdlicos,
como obesidade e diabetes (PONTICELLI et al., 2021; ROSSINI et al., 2021).

Dentre os polifendis presentes nos cones de ldpulo, estdo os
prenilflavonoides, que tém mostrado resultados em fungdo de suas propriedades
antioxidantes e estrogénicas com destaque ao xanthohumol, ao isoxanthohumol e a
8-prenilnaringenina (KAVALIER et al., 2011; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021) e 6-
prenilnaringenina (KORIEM, 2022). Os dois primeiros compostos apresentam
significativa atividade antiproliferativa contra o cancer de mama e outros tipos de
cancer e atenuam outros sintomas da menopausa (KORPELAINEN; PIETILAINEN,
2021).

O xanthohumol tem potencial de inibir a reabsor¢cdo 6ssea in vitro que afeta
mulheres na pés-menopausa (TRONINA; POPLONSKI; BARTMANSKA, 2020),
apresenta atividade anti-inflamatéria (BOCQUET et al., 2018a), previne trombose
arterial e venosa inibindo a ativagao plaquetaria (XIN et al., 2017), atenua disfungao
cardiaca, hipertrofia e fibrose, tendo portanto, efeito protetor cardiovascular
(SUN et al.,, 2021). Também pode ser usado para tratar diabetes, autismo,
doencas de pele e doengas relacionadas com lipidios (AGGARWAL et al., 2021).

A grande potencialidade de uso do xanthohumol com finalidades
medicinais, € a sua ressor¢ao minima no intestino, o que permite a administragéo
de doses elevadas do produto, sem efeitos colaterais ou minimos (SLEHA et al.,
2021).

A 8-prenilnaringenina pela sua atividade estrogénica, alivia sintomas das
mulheres na menopausa e fortalece os mecanismos de protegcéo 6ssea no organismo
feminino (BOLTON et al., 2019).



65

Essa chalcona também esta relacionada como um possivel inibidor de lipase
para tratamento de neuro inflamacgdes e doenga de Alzheimer (TUNG et al., 2021). E
considerada o mais potente fitoestrogénio conhecido (KEILER et al., 2017) e exerce
efeito no alivio de sintomas da menopausa feminina e previne a formagao de tumores
(STULIKOVA et al., 2018).

A 6-prenilnaringenina, isbmero da 8-prenilnaringenina, juntamente com a
humulona, € o composto neuroativo de maior efeito, dentre os presentes no lupulo
(KORIEM, 2022). A 6-prenilnaringenina também tem efeito fitoestrogénico (TRONINA,;
POPLONSKI; BARTMANSKA, 2020), porém tem menor biodisponibilidade que a 8-
prenilnaringenina (CALVO-CASTRO et al., 2018).

O desmetilxanthohumol, €& encontrado em quantidades inferiores ao
xanthohumol, porém esse composto é de interesse farmacéutico, por ter capacidade
de isomerizar em 6 e 8-prenilnaringenina (NIKOLIC; BREEMEN, 2013) e ter
capacidade de desencadear processos de morte celular (BIENDL et al., 2014).

Embora o isoxanthohumol seja menos potente que o xanthohumol em relagéo
as propriedades anticarcinogénicas, essa substancia € antimutagénica, exibe
atividade estrogénica, porém limitada. Além de poder ser metabolizada no figado e
formar 8-prenilnaringenina (HRNCIC et al., 2019).

Dentre os flavondis presentes no lupulo estdo as catequinas e epicatequinas,
que apresentam efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios (FRESCO et al., 2006) e
atuando em conjunto com outros polifendis diminuem a proliferagcdo de células
cancerigenas (KAMPA et al., 2007). As catequinas e epicatequinas, podem ser
encontrados nas sementes de lupulo (ALONSO-ESTEBAN et al., 2019).

Outros compostos com propriedades medicinais relatados como presentes
em cones de lupulo sado o acido ferilico (efeito antioxidante, contra o cancer de mama

e diabetes) e o resveratrol (anti-inflamatério, anticancerigeno) (HRNCIC et al., 2019).
2.8.3 Outros usos

O OEL é toxico ou repelente para algumas espécies, mesmo em baixas
dosagens, essas propriedades o apresentam como um possivel pesticida natural para
matar, repelir ou controlar pragas, mostrando-se um promissor insumo alternativo para
uso agricola (IGLESIAS et al., 2020; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021), com destaque
a atividade contra fungos, insetos e acaros prejudiciais as plantas cultivadas
(PAVENTI et al., 2020).
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A maior parte das pesquisas nessa area, esta centrada na atividade repelente
do xanthohumol, dos B-acidos e do OEL. Dentre os compostos do OEL, os que
apresentam maior efeito como repelente de insetos sdo mirceno, cariofileno, e
limoneno (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Extrato de lupulo quando testado como repelente para o manejo de Drosophila
suzukii, uma praga de frutas de polpa casca mole, apresentou redug¢ao no nivel de
infestacdo (REHER et al., 2019).

Solugao etandlica com OEL mostrou forte atividade repelente contra as
pragas de armazém Rhyzopertha dominica (BEDINI et al., 2015) e Sitophilus granarius
(PAVENTI et al., 2020).

O OEL também apresenta potencial antifungico (BOCQUET et al., 2018b). O
lupulo nativo norte americano tem efeito repelente de pragas como o afideo
Phorodon humuli (Schrank), o acaro (Tetranychus urticae (C.L. Koch), e
patégenos causadores de oidio, como Sphaerotheca humuli (DC.)
(KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

O lupulo tem potencialidade como substituto de antibiético na alimentacéo de
bovinos (CORNELISON et al., 2006) e mostrou-se eficaz contra o acaro ectoparasita
Varroa destructor, importante praga de colmeias de Apis melifera (IGLESIAS et al.,
2020). Foi testado com sucesso como repelente do caracol invasivo Physella acuta
e do mosquito Aedes albopictus, agente transmissor de doengas como a
dengue em regides asiaticas (BEDINI et al., 2016).

Cones de lupulo também sao uma fonte natural de aromatizante de alimentos
para cereais, especiarias, molhos, tabaco e outras bebidas alcodlicas além da cerveja
(LOUREIRO et al., 2019).

Compostos quimicos encontrados no lupulo sdo produtos amplamente
utilizados na industria cosmética (JELINEK et al., 2012). O IGpulo também & usado
em perfumes, especialmente os tipos picantes e orientais, além de cremes e logdes
para a pele (LOUREIRO et al., 2019).

O mirceno pode ser usado em produtos de consumo, como cosméticos,
sabonetes e detergentes, como agente aromatizante (SURENDRAN et al., 2021).

O linalol € uma substancia natural com aroma floral agradavel, amplamente
utilizado em cosméticos, especialmente fragrancias e perfumaria (LAPCZYNSKI;
LETIZIA; API, 2008).
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3 PRODUGAO DE BIOMASSA E OLEO ESSENCIAL DE LUPULO EM RESPOSTA
A ADUBAGAO NITROGENADA.2

RESUMO

O lupulo (Humulus lupulus L.) € uma das matérias-primas basicas utilizadas na
producao de cerveja. O Brasil, terceiro maior produtor e consumidor de cerveja do
mundo, importa quase todo o lupulo. Logo, técnicas agrondmicas para as condi¢cdes
ambientais locais precisam ser desenvolvidas, inclusive em relagao a sua nutrigdo. O
N € um elemento indispensavel para o desenvolvimento da cultura e o efeito da sua
aplicagao nos cultivos de lupulo é desconhecido nas condicdes ambientais brasileiras.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a producéo de massa seca e de 6leos essenciais
da cultivar de lupulo Chinook cultivado com cinco doses de N em trés safras. Amostras
de folhas, ramos e cones foram coletados para determinacéo da producao de massa
seca, sendo os cones utilizados para analise do teor do 6leo essencial. Amostras de
Oleo essencial foram obtidas por hidrodestilagdo. O niumero de cones por planta e a
producdo total de massa seca da parte aérea (cones, ramos e folhas) e de dleo
essencial aumentaram linearmente com as doses de N e houve diferenga na producéo
entre as safras em funcao das condi¢des climaticas. Conclui-se, portanto, que doses
crescentes de N, até 250 kg ha™' e as condigdes climaticas de cada safra alteram a
producao geral da cultura.

Palavras-chave: Humulus lupulus L.; Chinook; nitrogénio; nutricdo de plantas.

2 Artigo aceito para publicagdo na Revista Ceres (ISSN 2177-3491), agendado para ser publicado no
Vol. 70; N° 06 (nov-dez/2023).
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ABSTRACT

Hops (Humulus lupulus L.) is one of the basic raw materials used in beer production.
Brazil, the third largest producer and consumer of beer in the world, imports almost all
hops. Therefore, agronomic techniques for local environmental conditions need to be
developed, including in relation to their nutrition. N is an indispensable element for the
development of the crop and the effect of its application on hop crops is unknown in
Brazilian environmental conditions. Our goal was to evaluate the production of dry
matter and essential oils of the cultivar of Chinook hops cultivated with five doses of N
in three crops. Samples of leaves, branches and cones were collected to determine
the dry mass production, and the cones were used to analyze the essential oil content.
Essential oil samples were obtained by hydrodistillation. The number of cones per plant
and the total production of shoot dry mass (cones, branches and leaves) and essential
oil increased linearly with N doses and there was a difference in production between
harvests as a function of climatic conditions. It is concluded, therefore, that increasing
doses of N, up to 250 kg ha' and the climatic conditions of each season alter the
general production of the crop.

Keywords: Humulus lupulus L., Chinook, nitrogen.
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3.1 INTRODUCAO

O lapulo (Humulus lupulus L.), espécie dioica da familia Cannabaceae, é uma
das matérias-primas utilizadas no processo de producédo de cervejas, cosmeéticos e
medicamentos (BIENDL et al., 2014; SOLARSKA; SOSNOWSKA, 2015).

Embora o Brasil seja o terceiro maior produtor e consumidor de cerveja do
mundo, os principais produtores mundiais de lupulo sdo Estados Unidos, Alemanha,
Republica Checa e China (CERVIERI JUNIOR, 2017; IHGC, 2019). O Brasil importa
aproximadamente 4.000 toneladas de lupulo por ano, com um custo superior a 200
milhdes de reais (SOARES; FIRMO, 2018).

Atualmente, a industria cervejeira brasileira apresenta um momento de
expansao, principalmente com o surgimento das cervejarias artesanais, sendo que
em 2014 totalizavam 257 e em 2020 passou para 1.383 (MAPA - MINISTERIO DA
AGRICULTURA, 2020).

As propriedades medicinais do lupulo podem estar relacionadas a inducéo do
sono, atividade estrogénica (CHADWICK; PAULI; FARNSWORTH, 2006), tratamento
de dispepsia e falta de apetite (BIENDL et al., 2014), além de potencial uso como anti-
inflamatério (BOCQUET; SAHPAZ; RIVIERE, 2018) e em tratamentos contra cancer
(COMERT ONDER et al., 2016; HO et al., 2020), tuberculose e diabetes (BOCQUET
et al., 2018a).

Os compostos ativos importantes para as industrias cervejeira e medicinal
incluem as resinas, a-acidos e $-acidos (humulona, lupulona e seus derivados 2-metil-
3-butenol), taninos, flavonoides, polifendis (8-prenilnaringenina, xanthohumol,
isoxanthohumol) e O6leos essenciais (mirceno, alfa-humuleno, beta-cariofileno e
farneseno) (BIENDL et al., 2014; NOWAK et al., 2020).

Estas substéncias estao localizadas nas glandulas de lupulina presentes em
espigas curtas, denominadas cones, que sao as flores de plantas femininas (BIENDL
et al., 2014). Essas glandulas armazenam resinas e 6leos essenciais (FARAG;
WESSJOHANN, 2013).

As resinas possuem a-acidos e -acidos que conferem o amargor da cerveja
e cujos teores na massa seca dos cones podem variar de 5 a 13% e 3 a 8%,
respectivamente. Por outro lado, os 6leos essenciais sdo compostos responsaveis
pelo aroma e os teores podem variar de 0,2 a 3% na massa seca de cones (BIENDL

et al., 2014). Tanto as composi¢des de acidos como de 6leos essenciais podem ser
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alteradas conforme as condi¢cbes ambientais, a cultivar ou o estado nutricional do
lupulo, além de fatores relacionados as condigdes pods-colheita (DURELLO; SILVA;
BOGUSZ JR., 2019).

Para a obtencao de boa produgdo de massa seca de cones, contendo niveis
satisfatérios de resinas e dleos, o fornecimento adequado de nutrientes minerais &
necessario. O nitrogénio (N) € um dos macronutrientes importantes para um vigoroso
crescimento vegetativo da cultura, sendo essencial durante o periodo de crescimento
vertical e lateral da planta que ocorre durante a primavera (DODDS, 2017; NEVE,
1991).

A recomendacao de N para o lupulo é variavel em diversos paises (BAVEC;
CEH BREZNIK; BREZNIK, 2003), todavia, os manuais de recomendagdo de
adubacao brasileiros ndo dispdem de informagdes sobre a adubacgao nitrogenada para
a cultura. Também nao ha trabalhos na literatura relacionando a produtividade de
cones e de 6leos essenciais com diferentes quantidades desse nutriente em lupulo
cultivado em condi¢des de campo nas condigdes edafoclimaticas brasileiras.

Diante do exposto, esse trabalho teve por objetivo avaliar a produgéo de
biomassa e de Oleos essenciais de lupulo sob diferentes doses de adubagao

nitrogenada nas condi¢cbes edafoclimaticas de Guarapuava, PR.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado na FAPA (Fundacdo Agraria de Pesquisa
Agropecuaria) da Cooperativa Agraria de Entre Rios localizada em Guarapuava, PR,
microrregiao Centro-Sul do Estado do Parana, Regido Sul do Brasil (25°33'S; 51°29'W
e 1.095 m de altitude). O clima local é do tipo Cfb, segundo a classificagdo de Kdppen-
Geiger, com verdes frescos e sem estagao seca definida (ALVARES et al., 2013).
Dados climaticos do periodo foram coletados pela estagdo meteoroldgica instalada na
estacao experimental (FIGURA 14). O balango hidrico sequencial foi calculado a partir
de séries decendiais de precipitacdo e temperatura (THORNTHWAITE; MATHER,
1955).
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FIGURA 14- MEDIAS MENSAIS DE TEMPERATURA (A), UMIDADE RELATIVA DO AR (B), TOTAL
DE PRECIPITACAO (C), RADIACAO SOLAR (D) E DEFICIT HIDRICO POR DECENDIOS (E),
DURANTE OS MESES DE AGOSTO A MARCO DAS SAFRAS 2018/2019, 2019/2020 E 2020/2021,
NA ESTACAO EXPERIMENTAL DA FAPA, EM GUARAPUAVA-PR.
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O solo da area possui textura muito argilosa (650 g kg™ de argila, 175 g kg™
de areia e 175g kg de silte em 0-40 cm) e é classificado Latossolo bruno aluminico.

Os resultados dos teores na andlise quimica foram os seguintes: pH CaClz - 5,50; Al*3
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- 0,00; H*+AI*3 - 5,50 cmolc dm3; Ca*? - 7,60 cmolc dm3; Mg*? - 2,80 cmolc dm3; K* -
0,52 cmolc dm3; P - 16,70 mg dm?3; C - 51,8 g dm?3; e CTC - 16,42 cmolc dm-.

3.2.1 Experimento de campo

Os experimentos foram conduzidos em condigdes de campo nas safras
2018/2019, 2019/2020 e 2020/2021, sendo utilizada a cultivar Chinook como material
vegetal. A cultura foi implantada na area em agosto de 2017. Diferentes doses de N
(0; 50; 100; 150, 200, 250 kg de N ha") foram aplicados na forma de ureia (46% de
N).

A aplicagao foi realizada a lango em 1 m de largura na linha de plantio e em 3
aplicagbes: 30 kg de N ha' na formacgéo das primeiras folhas (BBCH 1) e o restante
de cada dose em duas aplicagdes iguais na formagao de ramos laterais (BBCH 2) e
de alongamento dos ramos principais (BBCH 3), conforme classificagdo fenologica de
RoBbauer et al. (1995).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com quatro repeticdes
de 8 plantas com espacamento de 1 m na linha e 3 m entre linhas. Em cada
extremidade das parcelas, uma planta foi utilizada como bordadura. Apés a brotacao
foram selecionados seis ramos principais que foram conduzidos por duas cordas de

sisal fixadas em arame a 5 m de altura.
3.2.2 Determinacéo da producédo de massa seca

O ponto de colheita dos cones foi determinado quando estes estavam
amarelando, as pétalas caindo ao toque e a lupulina com coloragdo amarela escura
(BIENDL et al., 2014). As colheitas foram realizadas em média aos 120 dias do inicio
da condugao sendo avaliadas a produgao de cones e massa seca de ramos (principais
e secundarios) e folhas.

A massa seca de ramos e folhas foi obtida utilizando-se secador com
circulagao forcada de ar a 60°C até atingir massa constate. Os cones de Iupulo, por
sua vez, foram secos utilizando-se 0 mesmo secador, porém, em temperatura de 35°C
até massa constate, conforme Falkenberg et al. (2007). Para todas as variaveis foram
avaliadas seis plantas por parcela. O indice de colheita (IC) foi calculado pela relagao
entre a massa seca dos cones e a massa seca aérea total da planta (somatério da

massa seca das folhas, ramos e cones).
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3.2.3 Determinagao do teor de 6leos essenciais

A extracdo do oleo foi realizada no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal da
UFPR, por hidrodestilagdo em aparelho graduado Clevenger por 3 horas contendo
1.000 ml de agua destilada. Para cada tratamento foram utilizadas 4 repetigdes de 50
gramas de cones secos. O teor de 6leo essencial foi determinado em base de massa
seca e expresso em porcentagem (% m m™). A produgdo foi determinada pela

quantidade produzida por cada planta (mg planta).
3.2.4 Determinacao de N na parte aérea da planta

A determinacdo do N nos tecidos vegetais foi realizada no Laboratério de
Solos do IFPR — Campus Palmas, por digestao sulfurica seguida por destilagao via
método Kjeldahl (CARMO et al., 2000). Assim, 100 mg de amostras secas de folhas,
ramos e cones foram colocadas em tubos digestores com 1 g de mistura dos sais
K2S04 e CuSOa4na proporgéo 10:1 e 3 ml de H2SO4 98%.

Os tubos foram entdo aquecidos lentamente em bloco digestor (350°C) até
adquirir coloragcao azul esverdeada. Apos esfriar, o volume foi completado com H20
até 50 ml. A esse extrato digerido foram adicionados 10 ml de NaOH (40%) sendo o
tubo acoplado ao destilador Kjeldahl.

O conteudo da destilagao foi transferido para béquer contendo 25 ml de HsBOs3
(2%) mais indicadores (verde bromocresol 0,1% e vermelho metila 0,04% m/v). A
coloracgao da solucéo foi corrigida para coloragado vinho com solugao de HCI 1 mol L~
1.

Apo6s completar 45 ml de solucéo destilada, o produto de coloragao verde foi
levado para titulagdo em HCI 0,01 mol L' até atingir a coloragéo vinho. O volume
necessario para alterar a coloragao foi utilizado para calcular a quantidade de N na

respectiva amostra.
3.2.5 Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada considerando o experimento em arranjo
experimental de parcelas subdivididas no tempo, sendo as 6 doses de N o fator
principal e as 3 safras, os subfatores.

Ap0s a analise de variancia foi realizada a analise de regressao para as doses

de N e teste de Scott Knott para comparar as médias do subfator safra (p<0,05). Para
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as doses de N na planta foi aplicada analise de variancia, seguida de analise de
regressdo. As condicionantes para a analise de variancia foram verificadas a partir
dos testes de homoscedasticidade (Bartlett, Hartley e Levene) e normalidade (Jarque-
Berra).

Os dados foram analisados pelos softwares Sisvar (FERREIRA, 2019) e
Speed Stat (CARVALHO et al., 2020).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se maiores médias de temperatura nos meses de dezembro e
janeiro na safra 2018/2019 (20,4 e 21,4°C, respectivamente). A umidade relativa do
ar (URA %) por sua vez, foi mais elevada no més de janeiro das trés safras,
especialmente em janeiro de 2021 que atingiu 83%.

Quanto a radiagao, observou-se indices abaixo da média em outubro de 2018,
dezembro de 2020 e janeiro de 2021. As médias de precipitacdo foram insuficientes,
resultando em déficit hidrico do solo em todas as safras, em especial na terceira
(FIGURA 14).

Nas trés safras avaliadas, foram observadas diferencas em relagao as doses
de N, para o numero de cones por planta, massa seca de ramos (principais e
secundarios e totais), folhas, cones e parte aérea total, além da produgao de 6leo
essencial por planta.

Comparando as safras, observaram-se diferencas em relagdo a todas as
variaveis e foi observada interagao entre safra e doses de N somente na producéo de
Oleo essencial por planta (Tabela 1).

A producéo de cones foi menor na safra 2020/2021 (TABELA 7), tanto em
namero como em massa por planta, com reducdes de 62% e 68%, respectivamente,
em relagdo a média das safras anteriores.

A disponibilidade de radiagdo em dezembro de 2020 e janeiro de 2021,
periodo de formagao de ramos secundarios e de inflorescéncias, foi inferior as safras
anteriores (FIGURA 14).

Como o lapulo, € uma planta C3 (OCVIRK; OGRINC; KOSIR, 2018), e
apresenta ponto de saturacéo luminosa entre 890 e 990 W m2 (KENNY, 2005), pode-
se inferir que a diminuicdo da producido na safra 2020/2021 ocorreu em fungao da
menor radiagao incidente, principalmente em dezembro e janeiro, quando a planta

encontrava-se finalizando o estadio 3 (alongamento dos ramos principais) em estadio
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4 (emergéncia de inflorescéncia) e iniciando o estadio 5 (floragédo), conforme escala
fenologica (ROSSBAUER et al., 1995).

TABELA 7 - INDICADORES PRODUTIVOS DE H. lupulus L. CV. CHINOOK EM 3 SAFRAS SOB 5
DOSES DE N E TESTEMUNHA (SEM N) EM GUARAPUAVA-PR. MEDIAS SEGUIDAS
PELA MESMA LETRA NA HORIZONTAL, NAO DIFEREM ENTRE S| PELO TESTE DE
SCOTT KNOTT (P<0,05).

VARIAVEL Safra
2018/2019 2019/2020 2020/2021
Numero cones por planta 1.348,67a 1.274,23a 502,94b
Cones (mg cone™') 96,96a 94,29a 78,83b
Ramos princ. (g planta) 121,23a 130,17a 91,75b
Ramos sec. (g planta) 144,37a 129,44a 25,19b
Ramos (g planta™) 265,60a 259,61a 116,94b
Folhas (g planta-') 330,48a 256,84b 162,69c
Folhas + ramos (g planta-') 596,08a 516,45a 279,63b
Cones (g planta') 126,17a 120,09a 39,48b
Folhas + ramos + cones (g planta') 722,25a 636,54a 319,11b
indice de colheita 0,18a 0,19a 0,12b
Oleo (% m.m™) 0,31a 0,13c 0,19b
Oleo (mg planta) 392,95a 156,79b 77,81c

FONTE: O autor (2022).

LEGENDA: *N — Doses de N; Inter. — Interacdo; Ramos princ. — Ramos principais; Ramos sec. — Ramos
secundarios.

A excessiva URA média ocorrida entre dezembro de 2020 e janeiro de 2021
(80,2 e 86%, respectivamente) resultou na maior incidéncia Pseudoperonospora
humuli L. (GENT; OCAMB; FARNSWORTH, 2010) agente causal do mildio,
considerada uma das doengas mais agressivas do lupulo (PURAYANNUR et al.,
2021).

De acordo com Gent e Ocamb (2009) as infecgcbes mais severas ocorrem
quando ha a combinacao de alta umidade do ar e das folhas, causadas por chuvas
frequentes e, noites relativamente quentes, situagcdo ocorrida no experimento,
especialmente na terceira safra.

Na terceira safra (2020/2021), a temperatura média mensal foi menor que nas
safras anteriores, especialmente nos meses de novembro, dezembro e janeiro
(FIGURA 14), resultando assim em menor atividade metabdlica e, consequentemente,
em menor produgdo, conforme apontado por Eriksen et al. (2020). Da mesma forma

nesta safra houve menor precipitacdo em setembro e outubro que nas anteriores,
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periodo em que surgem as primeiras brotacdes (estadio 0), - desenvolvimento das
folhas (estadio 2) e - formacao de ramos laterais (estadio 3), situagdo que também
contribuiu para a menor produgao por planta na terceira safra.

Assim, a soma destes fatores (menor radiagao incidente, alta URA, mildio,
menor temperatura média e chuvas mal distribuidas) contribuiram para a menor
produgao na ultima safra do experimento.

A produgdo de MS de cones obtida nesse trabalho, cujo fotoperiodo maximo
foi de 13,8 horas, oscilou entre 245,8 e 386,7 kg ha™', valores inferiores comparados
a média dos grandes produtores mundiais que é de 1.971 kg ha™ (IHGC, 2019).

O cultivo da espécie em areas com latitudes entre 35° e 50°, principalmente
do hemisfério norte (RUGGERI; LORETI; ROSSINI, 2018), as quais proporcionam
fotoperiodos superiores a 15 horas, € considerada ideal para o aumento das taxas
fotossintéticas, resultando na maior formacdo das folhas e ramos e,
consequentemente, no maior numero de inflorescéncias.

O rendimento de 6leos essenciais, por MS de cone e por planta, também sofreu
variagdes em relagao as safras de cultivo. Os maiores rendimentos foram na primeira
safra (TABELA 7), quando foram observadas as maiores temperaturas médias e
maiores indices de radiagao solar nos meses de dezembro e janeiro (FIGURA 14),
periodos de floragcdo e formacdo dos cones. Na primeira safra, também foram
observadas menores indices de precipitagdo e URA nesse periodo, especialmente em
relacédo a safra 3, na qual foi observado o menor rendimento de 6leo por planta.

Precipitacdo intensa € um dos fatores mais relevantes em relagdo ao
rendimento dos 6leos essenciais (MORAIS, 2009), principalmente no periodo de
sintese e armazenamento, pois podem ocasionar a perda de substancias
hidrossoluveis nos cones. Outras condicbes meteoroldgicas, como a temperatura
também afetam o rendimento de odleo essencial (CHRYSARGYRIS et al., 2017).
Assim, a acdo combinada dessas diferengcas meteoroldgicas pode ser responsavel
pela diferenca no rendimento de 6leos nas trés safras.

Outros fatores que podem ter contribuido para a baixa producao por planta
nas trés safras de cultivo, foram o baixo indice e a ma distribuicdo das chuvas, o que
resultou em 13 decéndios de situagao de déficit hidrico no solo, entre os meses de
setembro a dezembro das trés safras (FIGURA 14). Periodos em que a planta se
encontra nos estadios 1 a 4 que compreendem desenvolvimento das folhas, formagao

de ramos laterais, alongamentos de ramos principais e emergéncia da inflorescéncia.
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Considerando as trés safras, o acréscimo de doses de N proporcionou efeito
linear e positivo na maioria das variaveis (FIGURA 15). Como ndo houve aumento na
massa média de cones, conclui-se que o0 aumento da producdo de massa seca de
cones ocorreu pelo efeito do N no aumento do numero de cones por planta e ndo no
aumento da massa e tamanho destes.

A adubacao nitrogenada resultou maior desenvolvimento dos ramos primarios
e secundarios, e por consequéncia, maior producdo de folhas. Como as
inflorescéncias sdo produzidas nos ramos secundarios (distribuidos aos pares ao
longo do ramo principal) a partir de gemas localizadas na intersecg¢ao das folhas (tergco
superior da planta) com os ramos secundarios, é possivel afirmar que quanto maior o
numero de folhas maior o numero de inflorescéncias.

Condicao confirmada com indice de correlacao positiva de 0,90, entre massa
de folhas e numero de cones, e 0,87 entre massa de folhas e massa de cones.

O N contribuiu para a maior produ¢ao de ramos secundarios provavelmente
também pelo aumento da sintese de citocininas, as quais aumentam a divisao celular
e atuam no desenvolvimento de gemas laterais e axilares quando em correto balango
com as auxinas, também dependentes do N (KIEBER & SCHALLER, 2014).

O aumento no numero de cones, em funcao das doses crescentes de N,
também contribuiu para o aumento na produgao total de dleo essencial por planta,
visto que as aplicagdes de N n&o proporcionaram aumento no teor de 6leo por cone,
o qual oscilou entre 0,17 e 0,26 % (FIGURA 15). Ao comparar com Kenny (1990),
essa producao foi baixa, uma vez que o 6leo essencial de amostras comerciais de
lupulo cv. Chinook, cultivados em diferentes regides dos Estados Unidos, deve variar
entre 0,94 € 1,73 %.

A producdo de o6leo essencial por planta aumentou linearmente com o
acréscimo das doses de N nas safras de 2018/2019 (Y= 238,495 + 1,236X - R283,32%
— p <0,01) e 2019/2020 (Y= 94,406 + 0,499X) - R*43,41% — p = 0,03), enquanto na
safra 2020/2021 néo foi alterada.

Iskra et al. (2019) concluiram que a adubacéao nitrogenada pode influenciar a
qualidade dos cones, alterando a coloragédo, porcentagem de acidos e de dleo
essencial. Neste trabalho verificou-se aumento linear na produgéo de 6leo essencial
por planta, com doses crescentes de N até 250 kg ha'.

No entanto, o aumento da produgado de d6leo por planta foi ocasionado pela

maior producdo de cones, pois o N ndo aumentou o rendimento de 6leos por cone,
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visto que os Oleos essenciais do lupulo s&o produtos do metabolismo secundario cuja
biossintese nao ¢é induzida pelas diferentes doses de N.

Os resultados desse trabalho demonstram que entre as variaveis avaliadas, a
dose 6tima para producao de cones (produto comercial do lupulo) € de no minimo 250
kg N ha™.

Por outro lado, as recomendagdes de aplicacgdgo de N variam
consideravelmente entres os principais paises produtores. No Reino Unido, variam
entre 180 a 220 kg ha™' conforme a textura do solo (DEFRA, 2010), na Australia, entre
120 a 230 kg ha"' (DODDS, 2017), nos EUA recomenda-se, entre 120 a 170 kg ha™"
em solos com moderados teores de matéria organica, podendo chegar a 230 kg ha™’
para baixos teores de matéria organica, na Eslovénia, 250 kg ha-! e na Alemanha, 270
kg ha' (BAVEC; CEH BREZNIK; BREZNIK, 2003).
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FIGURA 15 - COMPONENTES DE RENDIMENTO DE H. lupulus L. CV. CHINOOK CULTIVADO EM
GUARAPUAVA-PR SOB DIFERENTES DOSES DE N. ANALISE CONJUNTA DAS SAFRAS

2018/2019, 2019/2020 E 2020/2021. *(p<0,05).

Massa Média Cones (mg cone™) Cones por Planta
D
=]
S

MS Ramos Principais (g planta™')

MS Ramos (g planta’!)
— —_— [ [ ] b
w S o S B S
o & 38 &8 38 &8 38

0.30
0.25
0.20
0.15
0.10

0.05

Teor de Oleo Essencial (%)

0.00

o

50

o

50

100

100

100

100

100

140

+
s
2

y = 1.4525x + 860.38
R2=0.7955

MS Cones (g planta’)

150 200 250

350

BN W
S b o
S © ©

N.S. 150

MS Folhass (g planta’!)

150 200 250

160
140
120

100
y=0.1121x + 100.37

R2=0.7789

MS Ramos Secundirios (g planta!)

150 200 250

y = 0.2834x + 178.63
R2=0.7144

MS Parte aérea (g planta’')

150 200 250

.

50

Produtividade de Oleo Essencial (mg planta”)
@
f=]

150 200 250

Doses de N (kg ha'l)

FONTE: O autor (2022).

50

50

50

i y =0.1489x + 76.635
R? = 0.7366
100 150 200 250
% i ..............
...... EI :
y=0.1974x + 225.33
R2=0.4533
100 150 200 250

y =0.1713x + 78.261
R?=0.5855
100 stk = -
E r..‘..v.v..v.--......
y = 0.6296x + 480.6
R? = 0.6662
100 150 200 480
1
y=0.5651x + 138.54
R2=0.8472
. 159 200 250

Doses de N (kg ha!)

LEGENDA: NS: Nao significativo (P<0,05).



98

Embora o solo do experimento tenha altos teores de argila e elevados niveis
de matéria organica, houve demanda das plantas por N (2250 kg ha™'), superior aos
valores recomendados na maioria dos principais paises produtores em regides de
elevadas latitudes.

Essa situagcdo pode ter ocorrido pela baixa umidade do solo nos periodos de
aplicagdo que aconteceram na ultima semana de setembro, outubro e novembro.
Condicdées de menor umidade podem aumentar as perdas do N, visto que foi
identificada volatilizacdo da ambnia em experimentos realizados no mesmo solo
desse estudo: 12,5 a 25,4% do N aplicado na forma de ureia (FONTOURA; BAYER,
2010; VIERO et al., 2014).

Aditivamente, Kolenc et al. (2016) relatam reducao da atividade das enzimas
glutamina sintetase e alanina transferase em lupulo cultivado sob condigbes de déficit
hidrico, diminuindo dessa forma a assimilagao do N.

Nao foram observados sintomas de deficiéncia de N nas parcelas sem
aplicagdo de N. Por outro lado, no tratamento com maior dose (250 kg N ha™)
observou-se o sintoma “asa de anjo”, o qual é relacionado ao excesso de N (SENSKE,
2020).

Observaram-se efeito quadratico das doses de N no teor deste nutriente nas
folhas (Y= -0,00016x2+0,0538x+30,69), folhas e ramos (Y= -
0,00014x%+0,0442x+26,72) e parte aérea total - folhas, ramos principais, ramos
secundarios e cones (Y= -0,00012x?*+0,0381x+26,58), ndo sendo observadas
diferengas para ramos principais, ramos secundarios, ramos totais e cones (Tabela
2).

A maxima eficiéncia de acumulacao de N foi na dose de 165,6 para folhas,
160,4 para folhas e ramos e 164,9 kg de N ha™' para massa seca total da parte aérea.
Os menores teores médios de N, foram observados nos ramos principais com 12,00

mg g-', ao passo que a maior concentragao foi nas folhas, com 33,69 mg g



99

TABELA 8 - TEORES DE NITROGENIO NA PARTE AEREA DE PLANTAS DE H. lupulus L. SOB 5
DOSES DE N E TESTEMUNHA (SEM N) EM GUARAPUAVA-PR. SAFRA 2020/2021,
*P<0,05.

RAMOS RAMOS RAMOS FOLHAS+

DOSESDEN  FOLHAS gECUNDARIOS PRINCIPAIS — (PRINC.+SEC.)  RAMOS

CONES TOTAL

Kg ha N mg g
0 29.70 12.56 12.28 12.32 2597 25.63 2592
50 34.70 13.69 11.98 12.27 29.88 2593 29.32
100 34.63 14.07 12.60 12.84 29.95 26.16 29.42
150 34.02 14.09 12.48 12.75 2945 26.47 29.03
200 34.54 12.75 11.63 11,81 29.66 26.32 29.19
250 34.53 14.40 11.09 11.64 29.61 27.43 29.30
MEDIA 33.69 13.59 12.00 12.27 29.09 26.32 28.70
P-VALOR 0.02* 0.39Ns 0.29Ns 0.31Ns 0.02*  0.71Ns 0.02*
CV % 5.99 10.6 8.13 6.88 5.60 6.12 493
P-VALOR RQ 0.03* - - - <0.02* - 0.02*
R2 RQ 0.71 - - - 0.72 - 0.73

FONTE: O autor (2022).
LEGENDA: NS: Nao significativo P<0,05; RQ: Regressao Quadratica.

Nos cones os teores médios de N foram de 26,32 mg g-!, o que demonstra
que na fase de colheita o N fica mais concentrado nas folhas e cones. Com a
diminuicdo do comprimento do dia no periodo de outono, inicia-se 0 processo de
senescéncia gradual das folhas e parte do N absorvido pela planta comega a ser
deslocado para as raizes, com o intuito de formar reservas para a rebrota da planta

na proxima estagao quente (NEVE, 1991).
3.4 CONCLUSOES

Doses crescentes de N aumentam de forma linear o numero de cones por
planta, a producdo de massa seca de cones, folhas e ramos e a producio de 6leo
essencial em H. lupulus L. cv. Chinook cultivado em Guarapuava-PR. Assim, nas
condigdes deste experimento a dosagem recomendada é de 250 kg N ha™.

As condicbes climaticas (precipitagdes, umidade relativa do ar, radiagao e
temperatura) de cada safra promovem alteragdo nos componentes produtivos da
cultura.

Os teores de N nas folhas de H. lupulus L. cv. Chinook sofrem alteragdo em

funcao da aplicacao de doses de N.
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4 BIOSSINTESE DE COMPOSTOS SECUNDARIOS EM LUPULO EM RESPOSTA
A ADUBAGAO NITROGENADA

RESUMO

O lupulo é cultivado predominantemente para atender as demandas para a industria
cervejeira e seu uso vem crescendo em importancia em fungdo da expanséo das
cervejarias artesanais e as recentes pesquisas que tem evidenciado seu uso potencial
na industria de medicamentos. Assim € de grande importdncia o conhecimento do
perfil dos Oleos essenciais, a e [-acidos e das chalconas xanthohumol,
isoxanthohumol e 6-,8-prenilnaringenina, sobretudo em novas regides de cultivo,
como o Brasil, particularmente em relagao ao efeito de um importante nutriente, como
o nitrogénio. O trabalho teve o objetivo de avaliar o perfil bioquimico de cones de
lpulo da cultivar Chinook, cultivado sob o efeito de diferentes doses de N em
Guarapuava-PR. Lupulo da cultivar Chinook, foi conduzido em 3 safras de cultivo em
condigdes de campo. O d6leo essencial foi extraido por hidrodestilador Clevenger e
seu perfil foi determinado por CG/MS. Teores de a e B-acidos e das chalconas
xanthohumol, isoxanthohumol e 6-,8-prenilnaringenina foram determinados por
HPLC/DAD. Foram identificados 16 compostos no 6leo essencial de lupulo, sendo
dominantes os terpenos. Os majoritarios foram mirceno, (E)-B-farneseno, &-selineno,
B-selineno e (E)-cariofileno. Houve variagao no perfil da composigao do 6leo essencial
entre as trés safras de cultivo. Para cetonas, a-acidos e xanthohumol aplicagdes de
doses crescente de N diminuem a sintese destes compostos em dosagens abaixo do
intervalo entre 122,5 e 173 kg N ha'. Acima destas doses, os teores destes compostos
retornam a crescer, indicando aplicagido de doses acima de 250 kg N ha™! para obter
o0 maximo rendimento. Para maximizar a produgao de 6-prenilnaringenina a dosagem
nao pode ultrapassar 125 kg N ha'. J&4 em relagdo a 8-prenilnaringenina, o N ndo
exerce efeito no rendimento. Para definicdo da dose de N, também é preciso levar em
conta a influéncia desse nutriente na produgao de cones.

Palavras-chave: Humulus lupulus; oleo essencial; acidos amargos; xanthohumol;
prenilnaringenina.
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ABSTRACT

Hops are predominantly cultivated to supply the demands of the brewing industry and
their use has been growing in importance due to the expansion of craft breweries and
recent research that has evidenced their potential use in the medicine industry. Thus,
it is of great importance to know the profile of essential oils, a and (-acids and
chalcones xanthohumol, isoxanthohumol and 6-,8-prenilnaringenin, especially in new
growing regions, such as Brazil, particularly in relation to the effect of an important
nutrient, such as nitrogen. The objective of this survey was to evaluate the biochemical
profile of hop cones of the cultivar Chinook, cultivated under the effect of different levels
of N in Guarapuava-PR. Hops of the cultivar Chinook, was conducted in 3 crops of
cultivation in field conditions. The essential oil was extracted by Clevenger
hydrodistiller and its profile was determined by GC/MS. Contents of a and -acids and
chalcones xanthohumol, isoxanthohumol and 6-,8-prenylnaringenin were determined
by HPLC/DAD. A total of 16 compounds were identified in hop essential oil, with
terpenes being dominant. The majority were myrcene, (E)-B-farnesene, &-selinene, -
selinene and (E)-caryophyllene. There was variation in the profile of the essential olil
composition among the three crops. For ketones, a-acids and xanthohumol
applications of increasing doses of N decrease the synthesis of these compounds at
dosages below the range between 122.5 and 173 kg N ha™'. Above these doses, the
contents of these compounds grow again, indicating application of doses above 250
kg N ha' to obtain the maximum vyield. To maximize the production of 6-
prenylnaringenin the dosage can not exceed 125 kg N ha-1. In relation to 8-
prenylnaringenin, N has no effect on yield. To define the dose of N, it is also necessary
to take into account the influence of this nutrient on the production of cones.

Keywords: Humulus lupulus; essential oil; bitter acids; xanthohumol; prenilnaringenin.
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4.1 INTRODUCAO

O lapulo (Humulus lupulus L.), é uma planta trepadeira herbacea, perene,
pertencente a familia Cannabaceae (PISTELLI et al., 2018), conhecida mundialmente
como um dos ingredientes mais importantes para a industria cervejeira, conferindo
amargor e aroma (MORCOL; MATTHEWS; KENNELLY, 2021).

O lapulo é cultivado predominantemente para atender as demandas para a
industria cervejeira (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021), que tem seu interesse
ampliado, pelo recente sucesso das cervejarias locais e artesanais (ROSSINI et al.,
2021), em virtude a uma tendéncia de consumo de cervejas lupuladas e com
caracteristicas sensoriais especificas (BOCQUET et al., 2018b).

Esse cenario, estimula o cultivo de lupulo em novas regides, proximas as
microcervejarias que estdo em expansao (SAWICKA et al., 2021) e optam por utilizar
ingredientes locais para produgao de cervejas com identidade local (FORTESCHI et
al., 2019).

O lupulo ganha mais importancia, face o aumento no interesse pela medicina
natural, que abre novas perspectivas para essa cultura (ROSSINI et al., 2021) face ao
seu potencial medicinal e bioativo. Além dos produtos sedativos tradicionais como
chéas, extratos e tinturas (NAGYBAKAY et al., 2021), também chamam a atencéo
outras atividades bioldgicas, por possuir compostos com agdo estrogénica,
antioxidante, anti-inflamatoria e anticancerigena (TIAN et al., 2022; YU et al., 2014).

Os produtos do metabolismo secundario presentes nas glandulas de lupulina
podem ser majoritariamente divididos em trés grupos: os 6leos essenciais, as resinas
e os polifendis (STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015; WANG et al., 2008).

Os ¢6leos essenciais presentes nas glandulas de lupulina conferem aroma que
complementa o sabor final caracteristico da cerveja. Os terpenos sdo os seus
componentes mais ativos (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Os acidos amargos, que compdem as resinas do lupulo conferem amargor e
plenitude ao sabor da cerveja (HONG et al., 2022; LOUREIRO et al., 2019). Dentre os
polifendis, destaca-se a chalcona prenilada xanthohumol, por ser uma das principais
substancias ativas do lupulo, com efeito medicinal (YU et al., 2014) e a 8-
prenilnaringenina, um dos mais potentes fitoestrogénios existentes e responsavel pela
atividade estrogénica do lupulo (ZHOU; YANG,; LI, 2021).



106

A composicao quimica do lupulo por ser influenciada por fatores ambientais,
como as condigdes climaticas (KEUKELEIRE et al., 2007).

O cultivo de lupulo requer uma quantidade abundante de macronutrientes,
para obtencao de altas produtividade e qualidade de cone. Sendo que o Nitrogénio é
um dos nutrientes mais importantes para o bom desenvolvimento dessa cultura
(RODOLFI et al., 2021).

Alguns estudos demonstram que aplicagdo de diferentes doses de N,
promovem alteragdo na composicdo de 6leo essencial em plantas como Salvia
officinalis L. (HAZRATI; KHURIZADEH; SADEGHI, 2022; KATAR; KATAR; CAN,
2022), Origanum vulgare L. (KARAMANQOS; SOTIROPOULOU, 2013), Lippia gracilis
(ALMEIDA et al., 2018) e Ocimum basilicum L. (KORDI et al., 2020; NURZYNSKA-
WIERDAK et al., 2013).

Quantidades elevadas de N podem diminuir o rendimento do conteudo de alfa
4cidos (BAVEC; CEH BREZNIK; BREZNIK, 2003; ISKRA et al., 2019) e beta acidos
de cones de lupulo (ISKRA et al., 2019).

Em relacdo a sintese de flavonoides resultados contraditérios sao relatados
em resposta ao efeito da adubacéo nitrogenada: positivo em Mentha spicata L.
(CHRYSARGYRIS et al., 2017) e negativo em Origanum vulgare L. (KROL et al.,
2020).

As diretrizes de aplicagc&do de nutrientes, dentre estes o N, ainda precisam ser
desenvolvidas para proporcionar a producédo de lupulo em novas areas de cultivo,
sobretudo em regides subtropicais, que atualmente dependem de referéncias de
publicagbes realizadas a partir de ensaios realizados em zonas temperadas do
hemisfério Norte.

Aliado a isso, os estudos sobre o perfil bioquimico do lupulo cultivado no Brasil
e demais regides com latitudes inferiores a 35° sdo poucos, em um momento que a
cultura esta em fase de implantagcéo e/ou expansao nessas areas.

A falta de conhecimentos especificos sobre 0 comportamento dessa cultura
nas condi¢des ambientais brasileiras, gera inseguranga aos produtores, o que leva o
Brasil, a importar cerca de 4.000 t de Iupulo todo ano para atender as demandas da
industria cervejeira nacional (ALMEIDA et al., 2020).
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Deste modo, esse trabalho teve o objetivo de avaliar o perfil bioquimico de
cones de lupulo da cultivar Chinook, cultivado sob o efeito de diferentes doses de N

em Guarapuava-PR.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Experimento de campo

O experimento foi instalado no municipio de Guarapuava-PR (25°33'S;
51°29'W), 1.095 m de altitude na estagao experimental da FAPA. O clima local é do
tipo Cfb, segundo a classificagdo de Koppen-Geiger, com verdes frescos e sem
estacao seca definida (ALVARES et al., 2013). Dados climaticos foram coletados pela
estacdo meteoroldgica instalada na estacao experimental (FIGURA 14).

O ensaio em condi¢gbes de campo foi repetido em trés safras (2018/2019,
2019/2020 e 2020/2021), sendo avaliada a cultivar Chinook sob 6 doses de adubacéao
nitrogenada (0; 50; 100; 150, 200 e 250 kg de N ha), utilizando ureia como fonte de
N (46%).

A aplicagao do N foi realizada a lango na linha de plantio, distribuida em 1 m
de largura, dividida em 3 parcelas: 30 kg de N ha' na formagao das primeiras folhas
(BBCH 1) e o restante de cada dose aplicada em 2 parcelas iguais, no estadio de
formagao de ramos laterais (BBCH 2) e no alongamento dos ramos principais (BBCH
3), classificagc&o fenoldgica conforme Rossbauer et al. (1995).

O experimento foi disposto num delineamento em blocos ao acaso com quatro
repeticbes e cada unidade experimental composta por 8 plantas (2 plantas como
bordadura), espagadas em 1 metro na linha e 3 metros entre linhas. Apds a brotacéo,
foram selecionados seis ramos principais, conduzidos por duas cordas de sisal fixadas
a um arame colocado a uma altura de 5 metros.

O ponto de colheita dos cones foi determinado quando estes estavam
amarelando, as pétalas caindo ao toque e a lupulina com coloragcdo amarela escura.
Cones de lupulo de 6 plantas por parcela foram secos em estufa com circulagao
forcada de ar a 35°C, até a estabilizacdo da massa, adaptando-se o método descrito
por Falkenberg et al. (2007).



108

4.2.2 Extragao e analise dos 6leos essenciais

Os procedimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal e
no Laboratoério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica, ambos da UFPR, Curitiba-
PR.

Para as analises de oleos foram coletadas amostras de cones secos da
producao de trés safras. Para cada tratamento foram separadas 4 repeticoes de 50
gramas de cones secos, para a extragdo do 6leo por hidrodestilagdo em aparelho
Clevenger por 3 horas em 1.000 ml de agua destilada.

O teor de d6leo essencial foi determinado em base de massa seca, expresso
em porcentagem (% m m'). Apds a extragdo, o dleo foi armazenado em freezer a -
20°C, até o processo de identificacdo e quantificacdo dos componentes dos oOleos
essenciais.

Para tal, as amostras foram diluidas a 1% de concentracéo, utilizando hexano
e 1 yl desta solucéo foi injetada em cromatografo gasoso acoplado em espectrometro
de massas (GC/MS) Shimadzu (2010 Plus).

O injetor foi mantido a 250°C e a separagao dos constituintes foi realizada por
coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) tendo gas hélio como carreador (1
ml min-'). A temperatura do forno foi programada de forma crescente (60 a 240°C /
3°C min™).

Os constituintes quimicos foram identificados pelos seus indices de retengao
linear, calculados a partir da injegdo de uma série homologa de n-alcanos (VAN DEN
DOOL; DEC. KRATZ, 1963) e pelos espectros de massas, ambos comparados com
dados da literatura (ADAMS, 2017).

Os compostos foram quantificados utilizando um CG com detector de
ionizagdo de chamas (DIC) nas mesmas condigdes da GC/MS, porém utilizando
hidrogénio (1,5 ml min"') como gas carreador. Sua composic¢éo porcentual foi obtida
via integracao eletrénica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente

pela area total (%).
4.2.3 Determinacao de compostos fendlicos

Para analise dos conteudos de acidos, xanthohumol, isoxanthohumol, 6-
prenilnaringenina e 8-prenilnaringenina, foram utilizadas amostras colhidas na terceira

safra do experimento e aplicado uma adaptagdo do método descrito por (LOUREIRO
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et al., 2019). Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Quimica Analitica,
Nutricdo e Bromatologia, da USC-Universidade de Santiago de Compostela, em
Santiago de Compostela-Espanha.

Pesaram-se 100 mg de estrébilos triturados de lupulo, e adicionaram-se 10 ml
de etanol absoluto para extracdo. As amostras condicionadas em frascos de vidro,
foram sonicadas em ultrassom Branson 5510 (Branson Ultrasonic Corp., Danbury, CT,
EUA) por 30 minutos. Depois foram diluidas em agua ultrapura: 500 ul de lupulo
triturado + etanol absoluto e 500 uL de agua ultrapura.

As amostras finais foram transferidas para frascos de vidro ambar de HPLC,
por filtracdo com membranas de PTFE de tamanho de poro de 0,45 um. Todos os
ensaios de extracao foram realizados em triplicata para todas as amostras.

As amostras foram medidas com o método HPLC-DAD otimizado em
diferentes comprimentos de onda (225, 270, 310 e 326 nm). O equipamento utilizado
foi o HPLC-DAD-UV Modelo 1200 Infinity Series da Agilent Technologies (Hewlett-
Packard, Waldbronn, Alemanha), equipado com desgaseificador a vacuo, bomba
quaternaria, bandeja de amostras, sistema de coluna termostatica e detector de rede
(DAD). Todos controlados pelo software HP ChemStation (versdo B.03.01-SR1 (317)).

A separacao dos compostos foi realizada com uma coluna Phenomenex Luna
C18 (2) (150 x 3 mm, tamanho de particula de 5 um, 100 A) a 30°C.

Os solventes utilizados como fase mével foram metanol (A) e agua ultrapura
(B), ambos acidificados a 0,5% com acido acético. A separagao dos compostos seguiu
gradiente de eluicdo: 0 a 6 minutos (30 % A + 70% B); 6 a 10 minutos (70% A + 30%
B); 10 a 26 minutos (80% A + 20% B); 26 a 28 minutos (90%A + 10%B) e 28 a 30
minutos (100% A). O volume de injegdo foi de 10 pl, o fluxo foi de 0,8 ml min -'e as
medicoes foram feitas no comprimento de onda de 326 nm.

Para determinagdo dos acidos amargos foi utilizado padrdao de referéncia
ICE4 (composto por 42,58% de a-acidos — 10,98% de cohumulona e 31,60% de
adhumulona + humulona (ad + humulona) —, e 26,54% de B-acidos — 13,02% de
colupulona e 13,52% de adlupulona + lupulona (ad + lupulona) fornecido por Labor
Veritas, Zurique, Suica. Para determinacdo dos compostos xanthohumol,
isoxanthohumol, 6-prenilnaringenina e 8-prenilnaringenina os respectivos padrbes
foram fornecidos pela Biosynth-Carbosynth, Berkshire, Reino Unido.

Os compostos foram identificados pela comparacédo dos tempos de retengao

e espectros de UC com aqueles obtidos com padrdes puros injetados sob as mesmas
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condigdes cromatograficas e foram quantificados pelo método do padrdo externo com
curvas de calibragao (coeficientes de correlagdo >0,999 para todos os compostos).

A linearidade (R?) foi determinada usando linhas de calibragao de 7 pontos no
caso de ICE4 —com concentragbes de 2 a 200 mg L e linhas de 8 pontos, com
concentragdes de 0,05 a 5 mg L' para xanthohumol e isoxanthohumol, e 0,02 a 2 mg
L-' para 6-prenilnaringenina e 0,05 a 2 mg L™" para 8-prenilnaringenina.

4.2.4 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada considerando o experimento em arranjo
experimental de parcelas subdivididas no tempo, sendo as 6 doses de N o fator
principal e as 3 safras, os subfatores.

Fez-se andlise de variancia com posterior aplicagao de analise de regressao
para as doses de N e teste de Scott Knott para comparar as médias do subfator safra,
considerando p<0,05 em todas as avaliagdes.

As condicionantes para a analise de variancia foram verificadas a partir dos
testes de homoscedasticidade (Bartlett, Hartley e Levene) e normalidade (Jarque-
Berra). Os dados foram analisados pelos softwares Sisvar (FERREIRA, 2019) e
Speed Stat (CARVALHO et al., 2020).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Mediante analise quantitativa e qualitativa dos componentes das amostras
dos 6leos essenciais do lupulo, foi possivel identificar 16 diferentes compostos, que
correspondem a 93,33% da massa média total deste 6leo essencial.

Os compostos encontrados em maiores quantidades foram: o monoterpeno
mirceno (50,10%), além dos sesquiterpenos (E)-B-farneseno (14,62%), &-selineno
(9,07%), B-selineno (8,36%) e (E)-cariofileno (4,92%). Outros 10 compostos foram
identificados, com teores menores que 1,5% cada, pertencentes aos grupos
monoterpenos, sesquiterpenos, ésteres, aldeidos, cetonas e alcoois mono e
sesquiterpenos (TABELA 9).

O mirceno também foi apontado por outros trabalhos como o componente
mais abundante do 6leo de lupulo (LIGOR et al., 2015; RETTBERG; BIENDL; GARBE,
2018; SAWICKA et al., 2021; XU et al., 2013). Esses autores também destacam os

sesquiterpenos cariofileno e humuleno entre os componentes dominantes deste dleo
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e Su & Yin (2021), incluem o (E)-B-farneseno nessa lista. Embora o cariofileno e o
farneseno estejam presente em nossas amostras, o humuleno n&o foi identificado.

Como comparativo, mostra-se o trabalho de Kenny (1990), o qual apontou
enquanto composi¢ao padrao para o 6leo de lupulo cv. Chinook, 0,57% de farneseno
e 9,52%, de cariofileno. Conteudos diferentes desses compostos foram visualizados
no presente trabalho: 14,62% de farneseno e 4,92%, para cariofileno.

Os hidrocarbonetos (mono e sesquiterpenos), como o mirceno e o cariofileno,
embora encontrados em maior quantidade no perfil de OEL, sdao muito volateis e
quase a totalidade é perdida por evaporacao durante o processo de fervura do mosto
no processo de fabricagdo da cerveja (HONG et al.,, 2022), principalmente os
monoterpenos que tem ponto de ebulicdo menor que os sesquiterpenos (BIENDL et
al., 2014).

Por outro lado, é importante destacar que foi encontrada presenca do linalol
(0,40%), o qual tem grande importancia no sabor da cerveja, por contribuir para os
aromas floral, citrico e frutado dessa bebida (BIENDL et al., 2014; RETTBERG;
BIENDL; GARBE, 2018).

Este composto & considerado um indicador de qualidade do lupulo dado o seu
papel junto ao produto final (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021). Porém, nao foi
detectado geraniol, composto oxigenado caracteristico de ser encontrado na cv.
Chinook (0,7-1,0%) e de interesse para a industria cervejeira (DURELLO; SILVA;
BOGUSZ JR., 2019).

Segundo Eyres & Dufour (2009) e Su & Yin (2021), a localizagao geografica,
clima e fatores agronédmicos diversos podem criar diferentes perfis da composig¢ao de
Oleos essenciais oriundos de mesmo material genético. Ainda segundo esses autores,
variagdes também podem ocorrer entre os anos e locais de cultivo, devido a diferentes
condicbes climaticas, como precipitacdo, temperatura e insolacdo. O que pode
explicar a auséncia do humuleno e do geraniol.

Da mesma forma, Almaguer et al. (2014) e (SU; YIN, 2021), apontaram que
componentes dos 6leos de lupulo sao afetados pelas condi¢des ambientais de cultivo.
Essa situacdo também foi observada neste trabalho, onde a producao de quase todos
os compostos apresentou grande variagao entre as safras de cultivo, excec¢ao apenas
para (E)-cariofileno e y-cadineno.

Na ultima safra, o experimento foi acometido por uma forte infeccao de

Pseudoperonospora humuli L., patdogeno causador do mildio, considerado uma das
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doengas mais graves do lupulo (PURAYANNUR et al., 2021), que pode atacar
diversas partes da planta, inclusive os cones, em qualquer estagio de
desenvolvimento (GENT et al., 2015).

Esse patdogeno pode causar perdas significativas, principalmente em
condigdes de chuvas frequentes e alta umidade relativa do ar (FEINER et al., 2020;
HIGGINS; MILES; HAUSBECK, 2021).

A incidéncia de doencas pode alterar a composicao e o rendimento de 6leos
essenciais, pois no processo de defesa vegetal determinadas substancias
secundarias sao produzidas e armazenadas (TAIZ et al., 2017). Inclusive, Cerenak;
Kralj & Javornik (2009) observaram que os niveis de selineno séo alterados em fungao
da incidéncia de oidio em lupulo.

Os terpenos dominaram o perfil das amostras, representando, entre mono e
sesquiterpenos, mais de 90% do perfil do OEL, enquanto os alcoois 1,75%, as cetonas
0,75%, os aldeidos 0,34% e o ésteres apenas 0,16% (TABELA 10). Su & Yin (2021)
também observaram na cultivar Chinook dominancia dos terpenos, em especial os
monoterpenos.

Cetonas, aldeidos e ésteres, embora comumente encontrados em amostras
de ldpulo, estdo presentes em pequenas quantidades (BOCQUET et al., 2018a;
GUTIERREZ-DEL-RIO; FERNANDEZ; LOMBO, 2018) e aldeidos geralmente s&o
perdidos no processo de secagem em estufas (EYRES; DUFOUR, 2009).
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A cetona mais abundante foi a 2-undecanone, assim como descrito por
Stevens (1966).

TABELA 10 — CLASSES DOS COMPOSTOS (%) EM AMOSTRAS DE OLEO ESSENCIAL DE LUPULO
(%) CULTIVADO SOB DOSES DE N EM GUARAPUAVA-PR SOB 5 DOSES DE N
DURANTE 3 SAFRAS.

CLAS- DOSES N 3 SAFRAS MEDIA SAFRAS v P-VALOR

SES 0 50 100 150 200 250 2019 2020 2021 N A I

MT 47,4 53,4 524 454 502 54,7 51,2b 38,0c 625a 50,6 041N <0,01** 0,21NS
ST 41,8 37,6 384 442 404 36,2 383b 51,1a 36,2c 39,8 045N <0,01** 0,22NS
AMT 0,37 041 047 039 037 042 046a 03% 037b 040 0,53%¢ 0,03 0,62\
AST 143 126 1,32 163 138 1,09 1,28 1,70a 1,07c 1,35 0,18\ 0,01* <0,01**
CT 1,08 059 0,59 064 085 0,73 1,05a 0,87b 0,73b 0,75 <0,01* 0,01*  0,01”
AD 0,37 0,32 032 0,30 040 035 0,31b 044a 027b 0,34 0,07NS <0,01** 0,14Ns
ET 0,7 0,16 0,14 0,45 0,17 0,17 0,21a 0,13b 0,13b 0,16 0,051Ns 0,01**  0,02*

FONTE: O AUTOR, 2022.

LEGENDA: (N) Nitrogénio; (A) Safras; (I) Interagdo; (MT) Monoterpeno; (ST) Sesquiterpeno (AMT)
Alcool Monoterpeno; (AST) Alcool Sesquiterpeno; (CT) Cetona; (AD) Aldeido; (ET) Ester;
(*) Significativo p<0,05; (**) Significativo p<0.01.

NOTA: Médias seguidas da mesma letra na horizontal, comparando as safras, nao diferem de si pelo
teste de Scott-Knott, considerando p<0,05.

As diferentes doses de N aplicadas néo alteraram a composicdo dos 6leos
essenciais do lupulo (TABELA 9), com excecdo das cetonas, 2-decanone e 2-
undecanone, para as quais inclusive houve interagao entre as doses de N e as safras
de cultivo 2019/2020 e 2020/2021 (FIGURA 16).

Em todas as situagdes houve diminui¢cdo nos teores de cetonas, na primeira
dose de N em relagdo a testemunha e uma estabilidade proximo a dose de 150 kg N
ha.

Na safra de 2020/2021 (quando houve o melhor ajuste da curva), a menor
producdo de cetonas se deu com 122,5 kg N ha”', com a produgdo aumentando
conforme se diminui ou aumenta a dose de N a partir desse ponto.

O N atua na producdo de OE, pois compde a estrutura de aminoacidos e
enzimas catalizadoras, fundamentais para a sintese destes compostos (GENDY et al.,
2015; OMER et al., 2014) e nesse experimento verificou-se que, no caso das cetonas,
as dosagens maiores que 122,5 kg N ha' resultam em maior teor deste composto
em relacdo ao perfil do 6leo essencial e maior producédo total por planta, visto que

dosagens de N promovem maior produgao de 6leo essencial por planta (FIGURA 15)
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O que pode ser considerado positivo visto que as cetonas, podem conferir

caracteres citricos, frutados e florais na cerveja (DIETZ et al., 2020; KORPELAINEN,;

PIETILAINEN, 2021; VAN OPSTAELE et al., 2012).

FIGURA 16 — TEORES DAS CETONAS 2-DECANONE E 2-UNDECANONE NAS DIFERENTES
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A metodologia utilizada permitiu avaliar os teores de a e B-acidos totais e seus

respectivos compostos cohumulona e adhumulona + humulona para a-acidos e

colupulona e adlupulona + lupulona para B-acidos.

acidos e os seus compostos identificados.

As doses de N exerceram efeito geral quadratico negativo em relagao aos a-

A menor producéao de a-acidos (FIGURA 17E) acontece quando se aplica 160

kg N ha™'. Isso ocorre pois até essa dosagem o N aplicado é priorizado pela planta
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para consumo no metabolismo primario. Como a partir dessa dose, os teores de a-
acidos voltam a subir, infere-se que o N excedente do uso pelo metabolismo primario
seja destinado ao metabolismo secundario, em especial nesse caso, para a sintese
de a-acidos. Ja para os B-acidos e seus compostos identificados, quanto maior a dose
de N, até 250 kg N ha™', menor a produgdo de B-acidos.

Quanto a producéo de acidos totais (a + B-acidos) (FIGURA 17G), o efeito foi
quadratico, porém com tendencia de estabilizacdo do teor dos acidos em valores
menores ao apresentado pela testemunha (sem N). O teor de acidos para a
testemunha foi de 20,0 mg g, ao passo que estes teores variaram entre 11 e 14 mg
g nos demais tratamentos, onde foram aplicadas doses de N. De maneira similar,
Iskra et al. (2019) relataram diminuicdo nos teores de a e B-acidos, conforme o
aumento nas doses de N.

Ao se aumentar as doses de N, diminui-se a sintese de acidos em favor do
crescimento vegetativo da planta (RODOLFI et al., 2021). Segundo esses ultimos
autores, essa situacao é contornada se o N for aplicado apenas nos primeiros estadios
da cultura. Para a relagéo entre a e B-acidos, o menor valor indicado pela regresséo
¢ de 0,25, na dose de 140 kg N ha™! (FIGURA 17).

Considerando que a relagéao esperada para cultivares comerciais de lupulo é
de 0,4 a 0,61, com média de 0,5 (MCCALLUM et al., 2019), a dose indicada pela curva
regressao, € maior que 250 kg N ha™'. Dosagens maiores que este valor, também
indicam maior producgéo de a-acidos, mais importantes para a industria cervejeira, por
isomerizarem em iso-alfa-acidos durante o processo de fervura e conferindo sabor
amargo e estabilidade a bebida (FORTESCHI et al., 2019).
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FIGURA 17 — TEORES DE ACIDOS AMARGOS EM CONES SECOS DE LUPULO CULTIVADO SOB
O EFEITO DE 5 DOSES DE N + TESTEMUNHA, SAFRA 2020/2021.
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FONTE: O autor (2022).
A aplicacdo de doses de N proporcionou efeito na sintese das chalconas

xanthohumol e isoxanthohumol. Para xanthohumol, observou-se que houve

diminuigdo da sintese a partir da aplicagdo da primeira dose de N (50 kg ha™), e
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estabilizagdo da producéo a partir dessa dose, o que nos leva a indicar que a aplicagao
de Nitrogénio diminui sua sintese, visto que o tratamento testemunha obteve o maior
teor de xanthohumol (3,1 mg g™') ao passo que os tratamentos com N oscilaram entre
2,1e2,4mg g’ (FIGURA 18), com ponto minimo de produgédo em 173 kg N ha™.

Em relacdo ao isoxanthohumol, embora n&o seja possivel afirmar com
precisdao face ao baixo ajuste da curva, os dados indicam uma tendéncia de
estabilidade na sintese desse composto, independente da dose de N, visto que o baixo
ajuste deve-se algum efeito n&o identificado ocorrido apenas na dose de 200 N ha-"
(FIGURA 18).

FIGURA 18 — TEORES DE POLIFENOIS EM CONES SECOS DE LUPULO CULTIVADO SOB O
EFEITO DE 5 DOSES DE N + TESTEMUNHA, SAFRA 2020/2021.
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FONTE: O Autor (2022).
A aplicacao de doses de N, alterou os teores de 6-prenilnaringenia (FIGURA

18). Os maiores teores foram obtidos com a dosagem de 125 kg N ha'. Ao se
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considerar a soma de 6 + 8-prenilnaringenina os maiores teores foram obtidos com a
aplicagdo de 132 kg N ha™'.

Em outras espécies como Mentha spicata, Cynara cardunculus var. scolymus
e Origanum vulgare, foram observados diferentes efeitos da adubagao nitrogenada
sobre a produgdo de flavonoides, tanto positivos como negativos (OLESINSKA;
SUGIER; KACZMARSKI, 2021).

O efeito do N, na sintese das chalconas era esperado, pois tem o
desmetilxanthohumol como precursor, o qual sua sintese € dependente de N, visto

que é oriundo da via do acido chiquimico e da fenilalanina (LI et al., 2017).

4.4 CONCLUSOES

Aplicacbes de doses de N alteram o perfil bioquimico de cones de lupulo
Chinook em Guarapuava-PR.

Para cetonas, a-acidos e xanthohumol aplicagbes de doses crescente de N (0
a 250 kg ha™'), diminuem a sintese destes compostos em dosagens dentro do intervalo
122,5 e 173 kg N ha'. Abaixo ou acima destas doses, os teores destes compostos
sdao aumentados, indicando aplicagédo de doses acima de 250 kg N ha' para obter o
maximo rendimento.

Se a intencao for o maximo de producgédo de 6-prenilnaringenina a dosagem
nao pode ultrapassar 125 kg N ha'. J&4 em relagdo a 8-prenilnaringenina, o N ndo
exerce efeito no rendimento.

Para definicao da dose de N, também é preciso levar em conta a influéncia

desse nutriente na producao de cones.
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5 CARACTERIZAGAO FITOQUIMICA DE GENOTIPOS DE LUPULO
CULTIVADOS EM REGIAO SUBTROPICAL DO BRASIL

RESUMO

O ldpulo, em funcao dos o6leos essenciais e acidos amargos, apresenta
impacto significativo nas caracteristicas organolépticas da cerveja e tem seu uso
crescente na industria farmacéutica, face a seus compostos bioativos como
xanthohumol, isoxanthohumol e prenilnaringeninas. A presenga destes compostos é
variavel em fungcdo do material genético e condigbes ambientais, conforme a regido
de cultivo. Os resultados de pesquisas locais sdo poucos e descontinuos, assim
poucos dados estado disponiveis sobre o comportamento da cultura e o desempenho
de cada cultivar em regides em que o lupulo ainda estda em fase recente de
implantacédo, como o Brasil. Este trabalho teve o objetivo de avaliar o comportamento
de gendtipos de lupulo em Guarapuava-PR, em relagcéo a produgao dos metabdlitos
secundarios 6leos essenciais, acidos amargos e flavonoides prenilados. Determinou-
se o teor (%) e a composicao de 6leo essencial por GC/MS, e de acidos amargos,
xanthohumol, isoxanthohumol e prenilnaringeninas por HPLC/DAD, em cones de
lupulo cultivados a campo por duas safras. Quanto a composi¢ao do 6leo essencial,
foram identificados 32 compostos e predominaram sesquiterpenos e monoterpenos.
Em relacdo ao teor de 6leo essencial, os gendtipos mais produtivos foram Parana 2,
Cascade, Savage e Cristal. Os maiores teores de mirceno foram encontrados no
genotipo Cascade Australiano na primeira safra e em Parana 2, Cascade e Savage
na segunda safra. Os maiores teores de linalol foram encontrados em Cascade
Australiano na primeira safra e no Inglés Sementes 1 na segunda safra. O gendtipo
que mais produziu polifendis (tanto acidos como xanthohumol) foi Parana 2 na
primeira safra e Cascade Australiano, Cascade e Savage para acidos totais. Savage
e Cristal para xanthohumol + isoxanthohumol na safra 2. Os gendtipos que
apresentaram maior produgédo de prenilnaringeninas foram: Cascade para 6-
prenilnarigenina, Cascade Australiano para 8-prenilnaringenina e para a soma
de 6 e 8-PN. O gendtipo com maior potencial para a industria cervejeira, € o Cascade
Australiano, em funcdo dos teores de linalol e de a-acidos. Verifica-se um bom
potencial para uso medicinal, especialmente em relacédo as chalconas xanthohumol e
isoxanthohumol, cujos teores assemelham-se aos das regides tradicionais produtoras
de lupulo. Para estes compostos o gendtipo de maior destaque foi o Savage. Quanto
as prenilnaringeninas, o genotipo indicado para fins medicinais € Cascade Australiano.

Palavras-chave: Humulus lupulus; 6leo essencial, acidos amargos,
xanthohumol, polifendis.
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ABSTRACT

Hops, due to essential oils and bitter acids, have a significant impact on the
organoleptic characteristics of beer and have their increasing use in the
pharmaceutical industry, due to their bioactive compounds such as xanthohumol,
isoxanthohumol and prenylnaringenins. The presence of these compounds is variable
depending on the genetic material and environmental conditions, according to the
region of cultivation. The results of local research are few and discontinuous, so few
data are available on the behavior of the crop and the performance of each cultivar in
regions where hops are still in the recent phase of implementation, such as Brazil. This
study aimed to evaluate the behavior of hop genotypes in Guarapuava-PR, in relation
to the production of secondary metabolites essential oils, bitter acids and prenylated
flavonoids. The content (%) and composition of essential oil by GC/MS, and of bitter
acids, xanthohumol, isoxanthohumol and prenilnaringenins by HPLC/DAD, were
determined in hop cones cultivated in the field for two crops. Regarding the
composition of the essential oil, 32 compounds were identified and sesquiterpenes and
monoterpenes predominated. Regarding the essential oil content, the most productive
genotypes were Parana 2, Cascade, Savage and Cristal. The highest levels of
myrcene were found in the genotype Cascade Australiano in the first harvest and in
Parana 2, Cascade and Savage in the second crop. The highest levels of linalool were
found in Australian Cascade in the first crop and in Inglés Sementes 1 in the second
crop. The genotype that produced the most polyphenols (both acids and xanthohumol)
was Parana 2 in the first harvest and Australian Cascade, Cascade and Savage for
total acids. Savage and Crystal for xanthohumol + isoxanthohumol in crop 2. The
genotypes that presented the highest production of prenylnaringenins were:
Cascade for 6-prenylnarigenin, Cascade Australiano for 8-prenylnaringenin
and for the sum of 6 and 8-PN. The genotype with the greatest potential for the
brewing industry is the Cascade Australiano, due to the linalool and a-acid contents.
There is a good potential for medicinal use, especially in relation to the chalcones
xanthohumol and isoxanthohumol, whose contents resemble those of traditional hop-
producing regions. For these compounds, the most prominent genotype was Savage.
As for prenilnaringenins, the genotype indicated for medicinal purposes is Cascade
Australiano.

Keywords: Humulus lupulus; essential oil, bitter acids, xanthohumol,
polyphenols.



129

5.1 INTRODUCAO

Embora o lupulo (Humulus lupulus L.), planta da familia Cannabaceae, esteja
presente em pequenas quantidades na receita das cervejas, apresenta impacto
significativo na qualidade e caracteristicas organolépticas dessa bebida (BOCQUET
et al., 2018a).

O valor cervejeiro do lupulo é devido aos acidos amargos e aos Oleos
essenciais, que conferem amargor, aroma e sabor (MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI,
2020; ROSSINI et al., 2021; SAWICKA et al., 2021).

Atualmente, o crescente interesse pela medicina natural, esta ampliando as
perspectivas de utilizagdo dessa cultura, face a potencialidade de uso medicinal, que
apontam o Ilupulo como uma cultura rica em diversos compostos bioativos
(KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021; ROSSINI et al., 2021), que podem também ser
utilizados na industria cosmética (SAWICKA et al., 2021).

Dentre os efeitos medicinais do lupulo destacam-se sua atividade ansiolitica,
antioxidante, antidiabética, anti-inflamatoria, antitumoral, anticancerigena e neuro
protetora (NAGYBAKAY et al., 2021).

O sabor e o odor caracteristicos do lupulo sdo atribuidos por produtos do
metabolismo secundario, classificados em 6leos essenciais, predominantemente
terpendides volateis, em resinas ou acidos amargos nao volateis e em compostos
fendlicos produzidos e armazenados em tricomas glandulares denominados de
lupulina (RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018; SU et al., 2022).

Os compostos mais abundantes no 6leo essencial sdo o mirceno, a-humuleno
e B-cariofileno. Os acidos amargos sao divididos em alfa e beta acidos, derivados
respectivamente da humulona e lupulona. O principal composto fendlico é o flavonoide
prenilado xanthohumol (PATZAK et al., 2015), importante precursor de flavanonas
preniladas (ZHOU; YANG,; LI, 2021). Outras flavonas, a 6-prenilnaringenina e a 8-
prenilnaringenina, também estao presentes em cones de lupulo, porém em niveis mais
baixos que xanthohumol e isoxanthohumol (BOCQUET et al., 2018a)

A composigao do 6leo essencial e os niveis de acidos amargos e polifendis
presentes nos cones de lupulo variam principalmente de acordo com cada cultivar
(MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020; ROSSINI et al., 2016), devido ao seu perfil

genético e recebem influéncia das condigcbes de ambiente, clima, grau de maturagao
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do cone (BOCQUET et al., 2018a; PATZAK et al., 2015) e praticas agronémicas
(MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020).

As cultivares de lupulo podem ser diferenciadas de acordo com quantidade
de acidos amargos. As cultivares de lupulo aromatico produzem cerca de 3 a 4% de
enquanto as cultivares de lupulo amargo sintetizam de 8 a 15% alfa acidos
(BOCQUET et al., 2018a).

O xanthohumol é a principal chalcona do lupulo, sendo representando entre
0,1 a 1,2% do peso seco dos cones (LOUREIRO et al., 2019), ja seu isbmero, a
flavanona isoxanthohumol, representa cerca de 0,008% (BOCQUET et al., 2018a). A
8-prenilnaringenina, € o fitoestrogénio mais potente, ja isolado, e esta presente no
lupulo em até 0,002% da matéria seca (BOCQUET et al., 2018a).

O xanthohumol é encontrado exclusivamente em inflorescéncias do lupulo
(ASTRAY et al., 2020) e diversos cultivares de lupulo foram relacionadas a atividades
estrogénica e antioxidante (ALMEIDA; SILVA; MARQUES, 2019; MONGELLI et al.,
2016) devido a sua presenga de suas derivadas demetiladas, 6-prenilnarigenina e 8-
prenilnarigenina (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021). Diferentes praticas agricolas
e condicdes climaticas resultam em alteracdo nos niveis de xanthohumol
(KEUKELEIRE et al., 2007; KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

A crescente popularidade da cerveja artesanal produzidas em
microcervejarias tem nos ultimos anos favorecido o cultivo local de lupulo,
ultrapassando assim os limites tipicos de cultivo e indo além das cultivares de Iupulo
amplamente reconhecidas (SAWICKA et al., 2021).

Em ambientes novos de cultivo, os resultados de pesquisas locais sdo poucos
e descontinuos (ROSSINI et al., 2021), assim poucos dados estao disponiveis sobre
comportamento da cultura e o desempenho de cada cultivar para as condi¢des de
clima e solo das regides em que o lupulo ainda esta em fase recente de implantacao,
como € o caso do Brasil.

Como a producgao de cerveja ocorre no mundo todo, uma grande quantidade
de cultivares de lupulo foram desenvolvidas, as quais diferem em termos de
rendimento de cones, adaptacdo climatica, desempenho agronémico e niveis de
producdo de metabdlitos secundarios, nas diferentes regides de cultivo (MONGELLI
et al., 2016).
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Por exemplo, a presenca de determinados produtos do metabolismo
secundario, como compostos aromaticos, e suas respectivas concentracbes sao
alteradas conforme a cultivar (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

O teste e desenvolvimento de cultivares adaptadas regionalmente, séo
fundamentais para o desenvolvimento da cultura em novas areas de cultivo e
proporcionar oportunidades relacionadas ao desenvolvimento do turismo
gastronémico em torno das cervejarias, sobretudo as artesanais.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o comportamento de gendtipos de
lupulo, em regido produtora de malte cervejeiro no subtropico do Brasil, em relagéo a
produgcdo dos metabdlitos secundarios O6leos essenciais, acidos amargos e

flavonoides prenilados.
5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Experimento de campo

O experimento foi instalado no més de setembro de 2020, no municipio de
Guarapuava-PR (25°33'S; 51°29'W), 1.095 m de altitude na estagao experimental da
FAPA. O clima local € Cfb, segundo a classificagdo de Koppen-Geiger, com verdes
frescos e sem estacgao seca definida (ALVARES et al., 2013). Dados climaticos foram
coletados pela estagdo meteoroldgica instalada na estagdo experimental (FIGURA
14).

O ensaio em condi¢des de campo foi realizado em duas safras (2020/2021, e
2021/2022), sendo avaliados os seguintes materiais genéticos da cole¢ao do Estagao
Experimental do Canguiri da UFPR: Columbus (COL), Cascade Australiano (CAA),
Parana 1 (PR1), Parana 2 (PR2), Rio Grande do Sul (RS), Chinook (CHI), Inglés 1
(IS1), Cascade (CAS), Savage (SAV) e Cristal (CRI).

Na primeira safra do experimento apenas 5 gendtipos produziram cones e na
segunda foi possivel avaliar os teores de acidos e xanthohumol em 10 gendtipos e em
9 para oleos. O gendtipo RS n&o produziu cones em quantidade suficiente para a
aplicar a metodologia de extracéo de dleos.

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, com
trés repeticdes e cada unidade experimental composta por 4 plantas, espacadas em

1 metro na linha e 3 metros entre linhas. Apds a brotacio, foram selecionados seis
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ramos principais, conduzidos por duas cordas de sisal fixadas a um arame colocado
a uma altura de 5 metros.

O ponto de colheita dos cones foi determinado quando estes estavam
amarelando, as pétalas caindo ao toque e a lupulina com coloragédo amarela escura.
Cones de lupulo de 4 plantas por parcela foram secos em estufa com circulagéo
forcada de ar a 35°C, até a estabilizacdo da massa, adaptando-se o método descrito
por Falkenberg et al. (2007).

5.2.2 Extragéo e analise dos 6leos essenciais

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal e
no Laboratoério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica, ambos da UFPR, Curitiba-
PR.

Para as analises de 6leos foram coletadas amostras de cones secos da
producdo cada safra. Para cada tratamento foram separadas 3 repeticdes de 50
gramas de cones secos, para a extracdo do oleo por hidrodestilagdo em aparelho
Clevenger por 3 horas em 1.000 ml de agua destilada. O teor de 6leo essencial foi
determinado em base de massa seca, expresso em porcentagem (% m m-'). Apds a
extracao, o 6leo foi armazenado em freezer a -20°C, até o processo de identificagao
e quantificagdo dos componentes dos 6leos essenciais.

Para tal, as amostras foram diluidas a 1% de concentragao, utilizando hexano
e 1 uL desta solugao foi injetada em cromatografo gasoso acoplado em espectrometro
de massas (GC/MS) Shimadzu (2010 Plus).

O injetor foi mantido a 250°C e a separagao dos constituintes foi realizada por
coluna capilar HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um) tendo gas hélio como carreador (1
mL min"). A temperatura do forno foi programada de forma crescente (60 a 240°C /
3°C min™).

Os constituintes quimicos foram identificados pelos seus indices de retencao
linear, calculados a partir da injegdo de uma série homologa de n-alcanos (VAN DEN
DOOL; DEC. KRATZ, 1963) e pelos espectros de massas, ambos comparados com
dados da literatura (ADAMS, 2017).

Os compostos foram quantificados utilizando um CG com detector de
ionizagdo de chamas (DIC) nas mesmas condigdes da GC/MS, porém utilizando

hidrogénio (1,5 mL min-') como gas carreador. Sua composigdo porcentual foi obtida
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via integracao eletrénica do sinal do DIC pela divisdo da area de cada componente

pela area total (%).
5.2.3 Compostos fendlicos

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Quimica Analitica,
Nutricdo e Bromatologia, da USC-Universidade de Santiago de Compostela, em
Santiago de Compostela-Espanha.

Para analise dos conteudos de acidos, xanthohumol, isoxanthohumol, 6-
prenilnaringenina e 8-prenilnaringenina foram utilizadas amostras colhidas na terceira
safra do experimento e aplicada uma adaptagdo do método descrito por (LOUREIRO
et al., 2019).

Pesaram-se 100 mg de estrébilos triturados de lupulo, e adicionaram-se 10 ml
de etanol absoluto para extracdo. As amostras condicionadas em frascos de vidro,
foram sonicadas em ultrassom Branson 5510 (Branson Ultrasonic Corp., Danbury, CT,
EUA) por 30 minutos. Depois foram diluidas em agua ultrapura: 500 ul de lupulo
triturado + etanol absoluto e 500 uL de agua ultrapura.

As amostras finais foram transferidas para frascos de vidro ambar de HPLC,
por filtragdo com membranas de PTFE de tamanho de poro de 0,45 um. Todos os
ensaios de extracao foram realizados em triplicata para todas as amostras.

As amostras foram medidas com o método HPLC-DAD otimizado em
diferentes comprimentos de onda (225, 270, 310 e 326 nm). O equipamento utilizado
foi o HPLC-DAD-UV Modelo 1200 Infinity Series da Agilent Technologies (Hewlett-
Packard, Waldbronn, Alemanha) equipado com desgaseificador a vacuo, bomba
quaternaria, bandeja de amostras, sistema de coluna termostatica e detector de rede
(DAD), todos controlados pelo software HP ChemStation (versdo B.03.01-SR1 (317)).

A separacao dos compostos foi realizada com uma coluna Phenomenex Luna
C18 (2) (150 x 3 mm, tamanho de particula de 5 um, 100 A) a 30°C.

Os solventes utilizados como fase moével foram metanol (A) e agua ultrapura (B),
ambos acidificados a 0,5% com &acido acético. A separacao dos compostos seguiu
gradiente de eluigdo: 0 a 6 minutos (30 % A + 70% B); 6 a 10 minutos (70% A + 30%
B); 10 a 26 minutos (80% A + 20% B); 26 a 28 minutos (90%A + 10%B) e 28 a 30
minutos (100% A). O volume de injegdo foi de 10 pl, o fluxo foi de 0,8 ml min -'e as

medi¢des foram feitas no comprimento de onda de 326 nm.
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Para determinagdo dos acidos amargos foi utilizado padrdao de referéncia
ICE4 (composto por 42,58% de a-acidos — 10,98% de cohumulona e 31,60% de
adhumulona + humulona (ad + humulona) —, e 26,54% de B-acidos — 13,02% de
colupulona e 13,52% de adlupulona + lupulona (ad + lupulona) fornecido por Labor
Veritas, Zurique, Suica. Para determinacdo dos compostos xanthohumol,
isoxanthohumol, 6-prenilnaringenina e 8-prenilnaringenina os respectivos padrbes
foram fornecidos pela Biosynth-Carbosynth, Berkshire, Reino Unido.

Os compostos foram identificados pela comparacado dos tempos de retengao
e espectros de UC com aqueles obtidos com padrées puros injetados sob as mesmas
condigdes cromatograficas e foram quantificados pelo método do padrao externo com
curvas de calibragao (coeficientes de correlagdo >0,999 para todos os compostos).

A linearidade (R?) foi determinada usando linhas de calibragédo de 7 pontos no
caso de ICE4 —com concentragbes de 2 a 200 mg L e linhas de 8 pontos, com
concentragdes de 0,05 a 5 mg L' para xanthohumol e isoxanthohumol, e 0,02 a 2 mg

L-' para 6-prenilnaringenina e 0,05 a 2 mg L' para 8-prenilnaringenina.
5.2.4 Analise estatistica

Fez-se analise de variancia com posterior aplicacéo de teste de Scott Knott
para comparar as medias, considerando p<0,05 em todas as avaliagdes.

As condicionantes para a analise de variancia foram verificadas a partir dos
testes de homoscedasticidade (Bartlett, Hartley e Levene) e normalidade (Jarque-
Berra). Os dados foram analisados pelos software Speed Stat (CARVALHO et al.,
2020).

Também foi realizada analise multivariada por analise de componentes

principais (PCA), utilizando-se o software PAST3.
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira safra (TABELA 11) o rendimento médio de 6leo essencial foi de
0,13%, enquanto na segunda (TABELA 12) a média geral foi de 0,27%.

Na primeira safra nao foi observada diferenca significativa no rendimento do
O0leo dos gendtipos avaliados. Por outro lado, na segunda safra verificou-se as
seguintes diferengas: os genotipos mais produtivos foram Parana 2, Cascade, Savage

e Cristal, com rendimento de 6leo variando entre 0,32 e 0,54%.
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Estudo realizado na Italia, ao comparar o rendimento de 6leo de diferentes
genotipos identificou rendimento que variou entre 0,2 e 1,1% (PISTELLI et al., 2018).
Outro estudo, este realizado na Polénia encontrou rendimentos variando entre 0,83 e
2,22%, para quatro cultivares (LEONARDI et al.,, 2013). Nos EUA, foi obtido
rendimento de 1,47% (JELIAZKOVA et al., 2018).

O rendimento da producdo de OE é afetado diretamente por condi¢des
ambientais, como temperatura, fotoperiodo, disponibilidade de agua, além da nutri¢ao,
fatores genéticos, idade e condigdes de crescimento da planta (DIETZ et al., 2020;
KHAMMAR et al., 2021).

Desta forma, os potenciais de rendimento da maioria dos cultivares de lupulo
geralmente apresentam um declinio acentuado de produtividade quando cultivados
fora da Europa ou regido do Pacifico Noroeste, ao serem submetidos a testes iniciais
visando reproducao e selegao de gendtipos (DARBY et al., 2017). Considerando que
este foi o primeiro teste destes gendtipos em condicdo ambiental do Brasil, os
resultados obtidos neste trabalho nao foram surpreendentes.

Quanto a composicao do oleo essencial, seu perfil mostrou-se diferente entre
0s genodtipos testados, em ambas as safras de cultivo. Na primeira safra (TABELA 11)
foram identificados 16 compostos, os quais em média representam 88,21% do perfil
do dleo.

Destes foram: 2 monoterpenos (mirceno, B-felandreno), 1 alcool monoterpeno
(linalol), 8 sesquiterpenos ((E)-B-farneseno, (E)-cariofileno, a-trans-bergamoteno, 9-
epi-(E)-cariofileno, trans-cadina-1(6),4-dieno, &-selineno, B-selineno e y-cadineno), 1
alcool sesquiterpeno (a-cadinol), 1 éster (heptanoato de metil), 1 aldeido (n-nonanal)
e 2 cetonas (2-decanone, 2-undecanone).

Os 5 compostos predominantes foram na ordem: mirceno, (E)B-farneseno, 6-
selineno, B-selineno e (E)cariofileno, juntos representando 78,8% do perfil médio dos
OE dos gendtipos, na primeira safra. Na segunda safra, repetiu-se esses compostos,
porém com uma pequena inversao na ordem, com B-selineno e (E)cariofileno trocando
de posicao. Nessa safra esses compostos representaram 76,2% do perfil.

O gendtipo CAA, teve o perfil com maior teor de compostos identificados
(92,12%) e apresentou os maiores teores de mirceno, n-nonanal, 2-decanone, [3-
felandreno e linalol. Enquanto no genétipo PR1 foram os compostos: (E)-B-farneseno,
a-cadinol, trans-cadina-1(6),4-dieno, vy-cadineno, a-trans-bergamoteno e -

felandreno.
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Para PR2 foram (E)-B-farneseno, y-cadineno e B-felandreno. RS teve como
maiores teores em relagdo aos demais: (E)-B-farneseno, a-cadinol, trans-cadina-
1(6),4-dieno, y-cadineno, n-nonanal e 2-decanone, enquanto para CHI foram (E)-B-
farneseno, (E)-cariofileno, a-cadinol, trans-cadina-1(6),4-dieno, y-cadineno e a-trans-
bergamoteno.

Para os sesquiterpenos, B-selineno, 6-selineno, 9-epi-(E)-cariofileno, a cetona
2-undecanone e o éster heptanoato de metil, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os gendtipos.

Quanto as classes de compostos, os terpenos predominaram, sendo
majoritarios os sesquiterpenos, seguidos dos monoterpenos. O gendtipo menos
abundante em sesquiterpenos foi o CAA, e todos os demais apresentaram teores
inferiores, desse composto, porém sem diferencas entre si.

Em relacdo aos monoterpenos, houve comportamento inverso aos
sesquiterpenos, com o0s maiores teores observados na CAA. Quanto a alcool
sesquiterpeno os gendotipos majoritarios foram PR1, RS e CHI. Ja para as cetonas,
foram CAA, PR1 e RS, enquanto para alcool monoterpeno foi CAA.

Por outro lado, n&o foi observada diferenga entre os teores de ésteres, nos

genotipos avaliados.
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TABELA 11 — COMPOSICAO E RENDIMENTO DO OLEO ESSENCIAL DE 5 GENOTIPOS DE
LUPULO CULTIVADOS EM GUARAPUAVA NA SAFRA 2020/2021. MEDIAS SEGUIDAS PELA
MESMA LETRA NA LINHA, NAO DIFEREM ENTRE SI PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT (p=<0,05).

Composto Genotipos Média CV % P-Valor
CAA PR1 PR2 RS CHI

Mirceno 42,32 a 26,25 ¢ 34,54 b 27,25 ¢ 16,88 d 2945 191 <0,001*
(E)-B-farneseno 16,44 b 20,25 a 18,73 a 18,96 a 19,16 a 18,71 7,86 0,01*
d-selineno 10,17 a 12,63 a 11,38 a 11,68 a 13,42 a 11,86 17,9 0,32ns
B-selineno 9,31 a 11,97 a 105 a 10,98 a 12,45 a 11,04 1841 0,09
(E)-cariofileno 543 ¢ 704 b 726 b 829 b 10,73 a 7,75 17,4 <0,001**
a-cadinol 158 b 212 a 162 b 222 a 251 a 201 109 <0,01*
trans-cadina-1(6),4-dieno 161 b 205 a 1,79 b 195 a 232 a 1,94 14,4 <0,001*
y-cadineno 1,25 b 18 a 181 a 181 a 18 a 169 17,9 <0,001**
2-undecanone 115 a 115 a 0,83 a 104 a 091 a 1,02 221 0,07
a-trans-bergamoteno 0,71 ¢ 09 a 079b 077 b 087 a 081 55 <0,001**
n-nonanal 048 a 049 a 043 b 058 a 0,35 b 047 1838 <0,001*
9-epi-(E)-cariofileno 034 a 042 a 038 a 04 a 046 a 040 19,0 0,15
2-decanone 0,44 a 04a 03b 04a 036b 038 122 <0,001*
B-felandreno 039 @a 026 b 034 a 029 b 024 b 030 281 0,04
Linalol 029 a 021 b 018 b 018 b 021 b 021 134 0,003**
Heptenoato de metil 021 a 013 a 017 a 019 a 015 a 0,17 23,0 0,23
Sesquiterpeno 4526 b 57,06 a 52,64 a 54,84 a 61,21 a 54,20 59 0,002*
Monoterpeno 4271 a 26551 ¢ 34,88 b 27,54 ¢ 17,12 d 29,75 11,1 <0,001**
Alcool Sesquiterpeno 158 b 212 a 162 b 222 a 251 a 201 158 0,02¢
Cetona 159 a 155 a 114 b 144 a 127 b 140 83 0,003*
Aldeido 048 b 049 b 043 c 058 a 035 c 047 11,3 0,004*
Alcool Monoterpeno 029 a 021 b 018 b 018 b 021 b 021 134 0,003**
Ester 021 a 013 a 017 a 019 a 015 a 0,17 23,0 0,23
TOTAL 92,12 88,07 9106 86,99 82,82 88,21
Rendimento 6leo 012 a 014 a 013 a 012 a 013 a 0,13 428 0,99

FONTE: O Autor (2021).
LEGENDA: * Diferenga significativa p<0,05; ** Diferenga altamente significativa p<0,01; ns Diferenca
nao significativa p<0,05.

Na segunda safra (TABELA 12) foi identificada uma quantidade superior de
compostos (32), representando 91,6% do perfil total do 6leo essencial das amostras.

Esses compostos estdo distribuidos em 7 grupos de metabdlitos secundarios,
listados em ordem decrescente de presenca no perfil: 15 sesquiterpenos ((E)-B-
farneseno, &-selineno, (E)-cariofileno, B-selineno, a-humuleno, a-calacoreno, trans-
cadina-1(6),4-dieno, a-cadineno, y-cadineno, &-cadineno, a-trans-bergamoteno, (-
copaeno, a-amorfeno e 9-epi-(E)-cariofileno), 2 monoterpenos (heptenoato de metil e
decanoato de metila), 6 alcoois de sesquiterpeno (a-cadinol, alcool de cariofilenila,

oxido de cariofileno, (2Z, 6E)-farnesol, epi-a-cadinol e (E)-nerolidol), 5 cetonas (2-
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undecanona, 2-tridecanona, 2-decanona, (6Z)-pentadecen-2-ona e 2-dodecanona), 1
aldeido (n-nonanal), 1 alcool monoterpeno (linalol) e 2 ésteres (heptenoato de metila
e decanoato de metila). Por outro lado, nenhum composto contendo enxofre foi
identificado.

O gendtipo que teve identificada a maior por¢cao do perfil do OE foi a CRI
(93,21%). Os genodtipos mais ricos em monoterpenos foram PR2, CAS e SAV,
enquanto PR1 foi a mais rica em sesquiterpenos. Quanto a alcool sesquiterpeno, o
gendtipo PR1 junto com CHI apresentaram os maiores indices. SAV obteve os
maiores valores de cetonas e alcool monoterpeno, PR2 de ésteres e COL, CAA e PR1
de aldeidos.

COL em comparagdo com os demais gendtipos, demonstrou os maiores
teores de (E)-B-farneseno, a-cadineno, a-humuleno, a-trans-bergamoteno, (2Z, 6E) -
farnesol, n-nonanal e B-copaeno.

CAA destacou-se no composto n-nonanal. PR1 obteve destaque para (E)-B-
farneseno, trans-cadina-1(6),4-dieno, 0&-selineno, [-selineno, a-cadinol, 2-
tridecanona, a-trans-bergamoteno e n-nonanal. PR2: mirceno, &-cadineno, -pineno,
B-felandreno e decanoato de metila. CHI: a-cadinol, trans-cadina-1(6),4-dieno, &-
selineno, B-selineno, 2-tridecanona e n-nonanal. IS1 se destacou em (E)-cariofileno,
linalol, a-trans-bergamoteno, B-pineno, Alcool de cariofilenila, Heptenoato de metil e
n-nonanal.

CAS: mirceno, B-pineno, e B-felandreno. SAV: mirceno, a-cadineno, linalol e
B-pineno. E por fim, CRI destacou-se nos compostos: (E)-B-farneseno e a-trans-
bergamoteno.

Embora as caracteristicas aromaticas do lupulo sejam inerentes a cada
gendtipo, diferengas podem estar presentes dentro do mesmo genétipo, em fungéo
de local e/ou ano de cultivo (FORTESCHI et al., 2019).

Assim, eram esperadas alteragcdes nos perfis dos Oleos, dos diferentes
genaotipos, cultivados em safras diferentes, visto que essa situagao € dependente de
muitos fatores, como as caracteristicas especificas de cada cultivar, grau de
amadurecimento do cone, condigbes climatoldgicas, aspectos nutricionais e
condi¢bes de armazenamento (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

O mirceno é o composto responsavel pelo odor caracteristico do lupulo fresco
(MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020), comumente € o composto mais abundante
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no perfil do dleo essencial de lupulo (SAWICKA et al., 2021) e junto com o linalol,
porém este presente em quantidade bem inferior, estdo entre os mais importantes
aromas do oleo essencial de lupulo (KORPELAINEN; PIETILAINEN, 2021).

Neste trabalho, na safra 1, para todos os gendétipos o composto predominante
foi o mirceno, com excegao ao CHI cujo composto majoritario foi o (E)-B-farneseno.
Esse composto € valorizado em lUpulos aromaticos (ALMEIDA et al., 2021), cujos
teores se destacaram na safra 2, nos genétipos COL, PR1 e CRI.

O gendtipo com maior teor de mirceno na safra 1, foi o CAA, o qual apresentou
o menor teor de (E)-B-farneseno dentre os gendtipos. CAA foi também o que
apresentou o maior teor de linalol. Esse composto, € produto de hidratacdo do
mirceno, e a maior polaridade do grupo hidroxila aumenta a sua solubilidade em agua
(RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Na segunda safra, o mirceno foi o0 composto com maior quantidade em todos
0s genotipos, com excegao de PR1, cujo compostos mais presentes foram -selineno,
B-selineno e (E)-B-farneseno, porém com teores bem proximos ao mirceno. Os
gendtipos com maior teor de mirceno nessa safra foram CAS e SAV.

A participagao do linalol no perfil do OE de lupulo na segunda safra do
experimento, com 0,78% na média dos genotipos, 1,20% (IS1) e 1,34% (CAS),
melhores tratamentos, mostra que o OE deste ensaio € mais rico deste composto que
em outros trabalhos: 0,39% nos Estados Unidos (JELIAZKOVA et al., 2018), 0,34-
0,56% na ltalia (GRESTA et al., 2022) e 0,2-0,8% na Poldnia (PISTELLI et al., 2018).

Este composto é fundamental na determinacado do sabor e aroma da cerveja
(HONG et al., 2022), especialmente o aroma floral (SANTAGOSTINI et al., 2020).
Assim o linalol é considerado um indicador de qualidade do lupulo (ALMAGUER et al.,
2014; RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

Geraniol, outro indicador importante de qualidade para algumas cultivares de
lupulo, ndo foi identificado em nenhuma amostra, nas duas safras da pesquisa.
Fatores ambientais, clima, solo e latitude podem ser a causa dessa auséncia (SU;
YIN, 2021; VAN OPSTAELE et al., 2012). O geraniol também & um exemplo de um
composto varietal especifico que nao pode ser encontrado em todas as cultivares de
lupulo em concentracdes detectaveis (DIETZ et al., 2020). Assim, € possivel também

que os materiais testados, sejam gendtipos ndo produtores deste composto.
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O unico gendtipo que se destacou em relagéo a a-humuleno foi a COL. (E)-
cariofileno apresentou teor mais elevado no gendtipo IS1. Quanto ao a-trans-
bergamoteno os gendtipos que obtiveram os maiores teores foram COL, PR1 e CRI.

A presenga do mirceno no perfil do gendtipo Chinook (CHI), variou bastante
em relagao as duas safras (16,9 % na primeira e 29,4% na segunda). Destaca-se que
o teor na segunda safra se aproximou dos valores esperados para a cultivar, que fica
entre 35 e 40 % (MOZZON; FOLIGNI; MANNOZZI, 2020). Comparando com a
proporgao de cariofileno listada por estes autores para essa cultivar (9-11%), os
valores obtidos também foram semelhantes: (10,7% na safra 1 e 9,0 na safra 2).

Os teores médios de cariofileno, 7,7% (safra 1) e 6,5% (safra 2) foram
semelhantes a média (6,6%) de 6 cultivares testadas em diferentes regides da
Poldnia, todas com latitude entre 51°13’N e 51°16’ N (SAWICKA et al., 2021).

Porém, o composto (E)-cariofileno, embora seja o quinto mais abundante na
primeira safra e o quarto na segunda safra, ndo tem muita importancia para a
qualidade da cerveja, pois devido a sua baixa solubilidade, apenas uma minima parte
contribui com sabor ou aroma da cerveja (RUTNIK; HRNCIC; KOSIR, 2021).

A presenca de 6xido de cariofileno nas amostras de COL, CAA, PR2 e CAS,
na segunda safra indicam um pequeno grau de oxidagcao das amostras, visto que seus
teores s&o bem inferiores aos teores de (E)-cariofileno (15,7; 2,80; 8,10 e 20,8%
respectivamente).

Altas propor¢des de selineno sao negativas para o lupulo destinado a industria
cervejeira, pois afetam negativamente o aroma (NESVADBA et al., 2020). Na primeira
safra ndo foram observadas diferengas entre os gendtipos, para esse composto,
porém na segunda, os genotipos que apresentaram menor proporgao foram COL,
PR2, CAS e CRI, para d-selineno e PR2, CAS e CRI para B-selineno.

A auséncia de compostos contendo enxofre € algo interessante, pois estes
compostos possuem limiar de sabor e aroma muito baixos e por vezes, sua presenca
€ capaz de suprimir o aroma e sabor frutado induzidos por linalol ou geraniol, podendo
deixar a cerveja com aromas que lembram cebola ou urina de gato (DIETZ et al.,
2020), portanto indesejaveis.

Ressalta-se que estes experimentos foram conduzidos, tendo material
experimental plantas jovens de lupulo, com amostras coletadas das primeiras e
segundas floradas e a presenca e teor de alguns compostos sao dependentes da
idade do lupulo (PEACOCK; DEINZER, 1979).
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Considerando acidos alfa e beta e seus componentes principais, bem como o
xanthohumol, na primeira safra (TABELA 13) o gendtipo PR2 apresentou os maiores
valores. Ainda nessa safra, os genétipos RS, CHI e PR2 obtiveram os maiores teores
de adhumulona + humulona, acidos alfa totais e xanthohumol.

RS também teve o mesmo desempenho de PR2 considerando a soma de
xanthohumol e isoxanthohumol. Quanto a relagdo alfa:beta acidos e o teor de

isoxanthohumol, ndo foram observadas diferengas entre os gendtipos testados.

TABELA 13 — TEORES DE ACIDOS E POLIFENOIS DE 5 GENOTIPOS DE LUPULO CULTIVADOS
EM GUARAPUAVA-PR NA SAFRA 2020/2021. MEDIAS SEGUIDAS PELA MESMA
LETRA NA LINHA, NAO DIFEREM ENTRE S| PELO TESTE DE SCOTT-KNOTT

(P<0,05).
COMPO?TO GENOTIPOS M cgv o-valor
mg g CAA PR1 PR2 RS CHI %o

Cohumulona 043 b 0,36 b 082 a 064 a 046 b |0,54 | 20,0(0,012*
Adhumulona + humulona (1,84 b 1,31 b 426 a 3,82 a 3,26 a|290 | 22,9|0,004*
Acidos Alfa 227 b 168 b 508 a 4,46 a 3,72 a|3,44 | 22,1|0,005**
Colupulona 1,13 ¢ 1,05 ¢ 358 a 246 b 1,40 c|1,92 | 25,0/0,002*
Adlupulona + lupulona 093 b 066 b 280 a 154 b 1,14 b (1,41 | 34,5|0,011*
Acidos Beta 206 b 1,71 b 6,37 a 4,00 b 254 b|3,34 | 28,8|0,005**
Acidos Totais 434 b 339 b 1145 a 846 a 6,26 b |6,78 | 24,9|0,005**
a/B 1,22 a 101 a 0,80 a 1,11 a 149 a|1,13 | 159/0,05™
Xanthohumol 061 b 063 b 1,00 a 1,07 a 065 b|[0,79 | 9,70 |<0,001**
Isoxanthohumol 0,07 a 0,08 a 0,08 a 0,08 a 0,08 a|0,08 | 16,8|0,870"
Iso + Xanthohumol 068 b 0,71 b 108 a 1,15 a 0,73 b |0,87 | 8,8|<0,001**

FONTE: O autor (2022).

Na segunda safra do experimento (TABELA 14), observou-se uma produgao
bem mais elevada de acidos amargos, em comparagao com a primeira (5,28:1).

Quanto aos polifendis iso e xanthohumol, os teores também foram mais
elevados na segunda safra (2,12:1). Na segunda safra, a produgéo de alfa acidos foi
superior a producao de beta acidos, em uma relagao média de 1,14:1, propor¢ao muito
semelhante a primeira safra, que ficou em 1,13:1 a favor dos alfas acidos.

Na safra 2, foram observadas diferengas entre os gendtipos, em relagéo a
todas as variaveis avaliadas. Dentre os genotipos testados, SAV apresentou os
maiores teores de ad + humulona, ad + lupulona, acidos beta, acidos totais,
isoxanthohumol, xanthohumol e a soma de iso + xanthohumol.

CAS foi superior aos demais para cohumulona, colupulona, acidos beta,
acidos totais e isoxanthohumol. CAA destacou-se nos teores de ad + humulona,

acidos alfa, acidos totais e relacdo a/B. CRI sobressaiu-se nos teores de ad +
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humulona, xanthohumol e a soma de iso + xanthohumol. RS ficou na primeira posi¢cao
para ad + lupulona e acidos beta. CHI sobressaiu-se apenas para acidos beta e 1S1
para xanthohumol.

A producgao de acidos (a.+) ficou abaixo da faixa de 10 a 25% (BIENDL et al.,
2014). Os maiores teores de acidos totais ficaram na faixa de 5%, na safra 2, para os
gendtipos mais produtivos em acidos (CAA, CAS e SAV).

A biossintese de acidos é dependente dos aminoacidos leucina, isoleucina e
valina, logo depende da via do fosfoenolpiruvato. E a sintese da deoxihumolona,
precursora dos acidos, é dependente do complexo DMAPP / IPP, cuja sintese é
derivada das vias do metileritrol fosfato e do acido mevalénico (HONG et al., 2021).

O cultivo de gendtipos em condi¢des climaticas adversas as regides que
foram adaptadas, pode ter dificultado o processo de sintese dependente de diversas
vias metabdlicas. Seja por condigdes de temperatura média diferentes e por um
regime bem diferenciado de fotoperiodo, com numero inferior de horas-luz. Vale
destacar também que sao plantas de primeira e segunda safra de cultivo, periodo em
que a planta tem menor potencial de produgédo de metabdlitos secundarios.

A chalcona xanthohumol foi identificada nos diferentes gendtipos em teores
médios de 0,08% na primeira safra do experimento e 0,18% na segunda, com
destaque a producao de 0,27 e 28% para os genétipos SAV e CRI na segunda safra.

Estes teores estdo dentro da faixa de valores encontrados nas areas
produtivas de lupulo: 0,1-1,0% (BOCQUET et al., 2018a), porém mais proximos dos
limites inferiores e abaixo da média esperada: 0,5% (KEUKELEIRE et al., 2007).

Por outro lado, o isoxanthohumol, isdbmero do xanthohumol, apresentou na
média das duas safras de pesquisa teor de 0,0085%, o qual esta de acordo com o
indicado na literatura para as areas produtivas (STEVENS; PAGE, 2004).
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Esses dados nos levam a apontar que possivelmente as condi¢des de cultivo
do Brasil favorecem o processo de ciclizagdo do xanthohumol em isoxanthohumol.
Importante ressaltar que o isoxanthohumol pode ser metabolizado no figado humano
para formar 8-prenylnaringenina, o mais potente fitoestrogénio ja isolado
(HRNCIC et al., 2019).

Os gendtipos que apresentaram maior producao de prenilnaringeninas
foram: CAS para 6-prenilnarigenina, CAA para 8-prenilnaringenina e para a
soma dos dois. Porém os teores encontrados foram bem inferiores ao
esperado que é de 20 ug g' (STEVENS; PAGE (2004).

Apds a andlise de variancia, aplicou-se o método estatistico
multivariado por Analise de Componentes Principais (PCA) para verificar se
havia similaridades ou diferencas entre os gendtipos estudados, levando em
consideracao todas as variaveis ao mesmo tempo.

Essa analise mostrou que na safra 2020/2021(FIGURA 19), os dois
primeiros componentes principais explicaram mais de 99% da variancia dos
dados (FIGURAS 19A, 19B, 19C E 19D). Os 5 gendtipos avaliados,
apresentaram caracteristicas bem distintas entre si, em relagdo a composigao
do oleo essencial. Diferengcas acentuadas foram observadas principalmente
entre PR1, CHI e CAA, situados em posi¢cdes opostas nos quadrantes e em
distadncias relativamente longas entre si. Foi possivel observar que quanto
maior a sintese de mirceno, menor a sintese de todos os demais compostos.

Quanto as classes de o6leos essenciais, percebe-se que CHI esta
situado a mais esquerda do quadrante esquerdo inferior, em fungdo de seus
baixos teores de monoterpenos e CAA esta situado na posicao oposta no
quadrante inferior dado aos seus baixos teores de sesquiterpenos.

Na safra 2021/2022 FIGURA 20, os dois primeiros componentes
explicaram para os compostos do 6leo essencial de lupulo, 94,46% (FIGURAS
20A e 20B) e para as classes de compostos 99,93% (FIGURAS 20C e 20E) da
variancia dos dados.

A analise PCA destaca, em relacao ao perfil do 6leo essencial de lupulo
de 9 gendtipos, semelhancas entre CAS, PR2 e SAV. IS1 e CAA formam outro
grupo semelhante. Ao passo que CHI, PR1, COL e CRI, diferenciam-se entre
si e em relacdao aos demais. Quanto as classes de compostos, ainda nessa

safra, podem-se formar os seguintes agrupamentos: CAS e PR2; IS1 e CAA.
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Os demais genodtipos sdo bem distintos entre si e em relagdo aos demais.
Destaca-se que quanto maior a sintese de monoterpenos, menores os teores
de aldeidos, cetonas e alcoois sesquiterpenos.

Em relagdo aos polifendis na safra 2020/2021 (FIGURA 21A e 21B),
CAA e PR1 mostraram semelhancgas, face ao baixo conteudo de a-acidos, ao
passo que os demais gendtipos nao tém semelhancgas entre si e em relagéo a
CAA e PR1. O genétipo RS se destaca em relagdo aos a-acidos e PR2 para
B-acidos.

Para 2021/2022 (FIGURA 21C e 21D), CAS e SAV, formam um par, com
elevados teores de xanthohumol, a-acidos e B-acidos. CAA se destaca em
relacado aos teores de a-acidos e 6-prenilnaringenina. Enquanto COL, PR1 e
PR2, estdo posicionados em um quadrante que indica gendétipos pobres nos

polifendis estudados.
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As diferengas observadas nesse trabalho entre a composi¢céo dos cones, seja
do perfil dos 6leos ou dos compostos fendlicos avaliados, dentro do mesmo gendtipo
de uma safra para outra, e mesmo as diferengas entre a composi¢cao de compostos
secundarios dos gendtipos cultivados no Brasil em relagéo aos cultivados em outras
regides do mundo, também podem ser explicadas pelo fato das espécies vegetais
possuirem DNA metilado, o que leva alguns genes a serem ligados mais facilmente
que outros.

Estresses bidticos e abidticos, diferencas de solo, horas luz e disponibilidade
de agua, dentre outras variagcbes ambientais, podem influenciar esse processo de
metilagdo (ZHANG; LANG; ZHU, 2018).

Assim, embora o DNA ndo tenha a sequéncia original da molécula alterada, o
padrdao de metilagdo pode ser diferente (HHERONYMUS, 2012), repercutindo em

diferente sintese de metabdlitos secundarios.
5.4 CONCLUSOES

Os gendtipos de lupulo cultivados em regido subtropical brasileira apresentam
perfil distinto de dleos essenciais, acidos alfa e beta, xanthohumol, isoxanthohumol e
6-,8-prenilnaringenina.

Pensando no mercado cervejeiro, os teores de 6leos essenciais e de a-acidos
estdo abaixo do desejado, lembrando que séo plantas de primeira e segunda safra,
com potencial de melhoria nesses indices nas proximas safras. Dentro deste contexto,
0s genodtipos com maior potencial para a industria cervejeira no critério aroma, sao
CAA, CAS e SAV, em fungao dos teores de linalol encontrados no perfil do 6leo
essencial. Quanto ao amargor, outra exigéncia da industria cervejeira, face os teores
de a-acidos o gendtipo mais recomendado é o CAA.

Por outro lado, verifica-se um bom potencial para uso medicinal, especialmente
em relagdo as chalconas xanthohumol e isoxanthohumol, cujos teores encontrados
nesse trabalho assemelham-se aos das regides tradicionais produtoras de lupulo.
Para estes compostos o gendtipo de maior destaque foi o SAV. Quanto as
prenilnaringeninas, outra chalcona de interesse medicinal, o genotipo com maior

destaque € o CAA.
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6 CONCLUSOES GERAIS

A cultura do lupulo apresenta resposta positiva a aplicacédo de diferentes
dosagens de N, em especial em relagdo ao numero de cones por plantas, produgéo
de massa seca da parte aérea (folhas, ramos e cones) e produgao de 6leo essencial
por planta.

A cultura mostrou-se sensivel as alteracbes ambientais de cada safra,
considerando os componentes de rendimento massa seca da parte aérea, produgcao
de cones e 6leo essencial.

Aplicagbes crescentes de N, proporcionam acumulo deste nutriente nas
folhas, situagdo que n&o ocorre no restante da parte aérea (cones e ramos).

Os compostos majoritarios no perfil do 6leo essencial do lupulo Chinook foram
mirceno, (E)-B-farneseno, &-selineno, B-selineno e (E)-cariofileno e as condigdes
ambientais de cada safra alteram a composicéo do 6leo essencial.

Dentre os 16 compostos identificados no 6leo essencial de lupulo, aplicacdes
de N promoveram alteracdo somente nos teores das cetonas, 2-decanone e 2-
undecanone.

As doses crescentes de N diminuem a sintese de a e B-acidos, além das
chalconas xanthohumol, isoxanthohumol. Por outro lado, contribuem para o aumento
da sintese de 6-prenilnaringenina.

Foram observadas diferengas entre os gendtipos em relagéo ao perfil dos 6leos
essenciais, bem como na producdo de acidos alfa e beta, xanthohumol, iso
xanthohumol e 6-prenilnaringenina.

O gendtipo com maior potencial para a industria cervejeira, € o CAA em funcao
dos teores de linalol encontrados no perfil do 6leo essencial e dos teores de a-acidos.

Por outro lado, verifica-se um bom potencial para uso medicinal, especialmente
em relagdo as chalconas xanthohumol e isoxanthohumol, cujos teores encontrados
nesse trabalho assemelham-se aos das regides tradicionais produtoras de lupulo.
Para estes compostos o gendtipo de maior destaque foi o SAV. Quanto as
prenilnaringeninas, outra chalcona de interesse medicinal, o gendtipo com maior

destaque € o CAA.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

As informacgdes disponibilizadas pelo conjunto de pesquisas que compuseram
este documento, trazem uma importante contribuicdo para o0 processo de
desenvolvimento da cultura do lupulo no Brasil, visto que todos os experimentos foram
conduzidos em condi¢gdes de campo ao longo de trés safras.

Embora em linhas gerais, os indices produtivos da cultura estiveram abaixo
dos valores encontrados em outros trabalhos realizados em zonas tradicionais de
cultivo do lupulo, os dados obtidos fornecem importantes elementos para a realizacéo
de novas pesquisas e subsidios aos produtores.

Verificou-se a necessidade de se pesquisar o comportamento do N na cultura
em dosagens acima de 250 kg N ha, visto que o efeito das doses nos componentes
produtivos foi linear.

O experimento realizou-se em area de campo sem irrigagdao. Em area irrigada
o comportamento das doses de N, podera ser diferente do que foi encontrado nesse
ensaio.

Quanto a producao de acidos, observou-se uma tendéncia crescente em seu
teor a partir de 140 até 250 kg N ha-'. Portanto novos testes com dosagens acima de
250, sao necessarios para encontrar o ponto de equilibrio entre a maxima produc¢ao
de cones, a-acidos e 6leos essenciais. Mesma situacdo em relacdo a chalcona de
grande interesse medicinal, o xanthohumol.

Dentre os genotipos testados, em relagdo a producdo de metabdlitos
secundarios, aponta-se como promissores os genotipos CAS, SAV e CAA, pela maior
producao de 6leo essencial e perfil mais rico de mirceno e linalol. CAA e SAV também
se destacaram em relacdo a producado de acidos e SAV para xanthohumol. CAS
também se destacou na producdo de 6-prenilnaringenina e CAA para 8-
prenilnaringenina.

Assim, indicamos estes 3 gendtipos para estudos mais aprofundados,
inclusive em relagdo aos componentes de rendimento relacionados ao metabolismo

primario.
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