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INTRODUGAO:

O lapulo (Humulus lupulus Linnaeus) € uma espécie vegetal que pertence a ordem Rosales e a
familia Cannabaceae (DURELLO, SILVA e BOGUSZ, 2019). A palavra lupulus, originada do latim lGpus,
significa um lobo subindo em uma ovelha, € uma referéncia por ser uma planta trepadeira, que sobe
utilizando outras plantas como apoio (SILVA, 2019; ZANOLI e ZAVATTI, 2008).

Recentemente, pesquisadores tém provado a atividade biologica do lupulo e os mecanismos
moleculares que realizam suas atividades (DE OLIVEIRA, DE SOUZA e MAGALHAUES-GUEDES,
2022). As substancias que geram grande parte das atividades bioldgicas do lupulo, sdo sintetizadas pelo
metabolismo secundario da planta, que constitui diversos componentes (BARBOSA e MOMESSO, s.d.),
dentre os quais estdo os compostos fendlicos, que integram a classe dos fitoterapicos alimentares
(ELROD et al., 2019).

O estresse oxidativo € um aumento nos radicais livres celulares e diminuicao da concentracao
de antioxidante. E o principal causador de danos celulares e é associado a numerosos disttrbios, como
o cancer, disturbios hepaticos e neuroldgicos e doengas cardiovasculares (ZUGRAVU et al, 2022).

Os antioxidantes sado substancias que atrasam ou impedem a oxidagdo do substrato, mesmo
encontrando-se em baixas concentragdes. E sdo baseados no conceito da capacidade antioxidante total,
Ou seja, essa capacidade é medida na quantidade de radicais livres extintos pela solucdo teste de uma
amostra bioldgica (NEHA et al, 2019).

O uso de compostos naturais com agao antioxidante, como plantas com compostos fendlicos,
pode contribuir para a defesa do corpo humano contra o estresse oxidativo e efeitos adversos. Os
compostos fendlicos, usualmente, induzem enzimas antioxidantes, que quebram os anions superoxidos
e hidroperdxidos (ROTHE et al, 2023). Dentro do grupo dos compostos fendlicos estao os flavonoides

que sdo pigmentos naturais ha maioria das plantas, ndo sintetizada pelo corpo humano, com grande
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importancia devido a sua atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidante (DOBRZYNSKA,
NAPIERALA e FLOREK, 2020).

O método utilizado para determinacao da capacidade antioxidante in vitro foi realizado por FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power) e a medi¢éo da capacidade redutora pelo método Folin-Ciocalteu.

Assim como, a medicao do teor de flavonoides totais.

METODOLOGIA:

O extrato de lupulo seco foi obtido por extracdo com didxido de carbono supercritico, sob
condicbes de pressao e temperatura controladas. Posteriormente, o extrato de lapulo foi diluido em
etanol absoluto na proporgéo de 1:10 de amostra:solvente, seguido por um processo de filtragao simples.

Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro (FRAP)

O método FRAP é baseado na redugdo do complexo férrico-tripiridiltriazina [Fe'"(TPZ)]3* ao

complexo ferroso [Fe!!(TPZ)]?* em condigbes acidas. A mudanga de cor de uma solugéo incolor para a
cor azul é causada sob condi¢cdes acidas para manter a solubilidade do ferro, realizando a leitura de

absorbancia em 595 nm de comprimento de onda (SIDDEEG et al, 2021).
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Figura 1 Mecanismo de reagdo FRAP

Foram preparadas as seguintes solugdes:
e Solugao de HCI 40 mM: adigao de 3,34 mL de HCI concentrado em um balédo volumétrico
de 1 litro e completado com agua destilada;
e Solugédo de TPTZ 10 mM: dissolver 3,12 g de TPTZ em 5 mL de HCI 40 mM em um baldo
volumétrico de 1 litro e completar com HCI 40 mM;
e Solugéao de cloreto férrico 20 mM: dissolver 5,4 g de cloreto férrico com agua destilada e

completar no baldo volumétrico de 1 litro com agua destilada;
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e Tampéo de acetato 0,3 M e pH 3,6: adicdo de 3,1 g de acetato de s6dio em 16 mL de
acido acético glacial e completar o volume de 1 litro em baldo volumétrico com agua
destilada.

O reagente FRAP foi feito no momento da analise, misturando de 25 mL do tampao de acetato
0,3 M, 2,5 mL da solugao de cloreto férrico 20 mM e 2,5 mL da solugcado de TPTZ 10 mM. O reagente
FRAP foi usado como branco para obter a curva de calibragio (Y=0,00294x-0,0353; R2=0,997)

Foi transferida uma aliquota de 20 uL da amostra do extrato e adicionado 60 uL de agua milli-Q
e 600 uL do reagente FRAP, sendo homogeneizados em Vortex e mantido a 37°C em banho-maria por
30 minutos. Em seguida, a leitura de absorbancia foi realizada em 1=595 nm de comprimento de onda,
sendo cada amostra analisada em ftriplicata. O resultado obtido sera expresso em pmol de Trolox
equivalente por grama de peso.

Capacidade Redutora Total (Folin-Ciocalteu)

O método Folin-Ciocalteu é baseado no mecanismo SET (transferéncia de um elétron), o
reagente € uma mistura de fosfomolibdato e fosfotungstato usado para colorimetria in vitro, que tem
finalidade de medir a capacidade redutora total. A cor azul é gerada quando o Folin-Ciocalteu reage com
fenois e absorve o comprimento de onda de 725 nm, causada pela redugdo de Mo®* em Mo°*. Os
derivados anidnicos dos acidos fosfotungstico e fosfomolibdico alteram a cor de amarelo para azul
(CHRISTODOULOU et al, 2022; BIBI SADEER et al, 2020).
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Figura 2 Mecanismo de reagdo Folin-Ciocalteu

Preparacio dos reagentes:
e Solugdo saturada de carbonato de sédio 10%: pesar 10,599 g de carbonato de sédio e
dissolver em 100 mL de agua destilada;
e Solucgao padrao de acido galico: dissolugdo de 10 mg de acido galico em 10 mL de agua;
e Solucao de Folin-Ciocalteu.
A curva padrao foi preparada, incluindo quatro pontos, sendo um o ponto de concentragao zero.

A leitura das absorbancias foi feita em espectrofotdbmetro a 725 nm de comprimento de onda,
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relacionando a concentragéo padrao e os valores de absorbancia, foi construida uma curva de regressao
linear, sendo Y=0,00291x-0,0354 e R2=1.

Para os ensaios das amostras foram utilizados 50 uL da amostra do extrato, 800 uL de agua e
50 pL de Folin-Ciocalteu, homogeneizar e repousar durante trés minutos no escuro. Em seguida,
adiciona-se 50 uL de carbonato de sédio e deixa-se em repouso por duas horas, ao abrigo da luz. Apds
homogeneizado, foi pipetado 250 uL para realizagao da leitura em modo triplicata. Os resultados da
capacidade redutora total serdo expressos em equivalente de acido galico de mg de peso seco.

Flavonoides Totais

Reagentes utilizados:
e Catequina 0,002g/ 10ml de agua
e Nitrito de sodio (NaNO,) 5% m/v
e Cloreto de Aluminio (AICl3) 10% m/v
e Hidréxido de sodio (NaOH) 1M (1mol/L)

A determinagédo de flavonoides totais foi realizada em absorbancia de 510 nm, a partir do
complexo formado entre o flavonoide e o aluminio do reagente de cor, formando compostos de coloragao
amarela. O teor de flavonoides totais foi calculado a partir da equacgao da curva de calibragio obtida por
regressdo linear, sendo Y = 0,0047x + 0,0037 e R? = 0,9993. Os resultados foram expressos em

miligramas de equivalentes de catequina por grama.

RESULTADOS:

A partir dos resultados obtidos pelas analises do extrato seco de lUpulo, foi possivel estimar a
capacidade redutora total, a determinacdo do teor de flavonoides totais e consequentemente seu
potencial antioxidante. A capacidade redutora total foi determinada pelo método Folin-Ciocalteu e
expresso como miligrama de equivalentes de acido galico por grama de peso seco, ja para o conteudo
de flavonoides totais foi calculado como miligramas de equivalentes de catequina por grama, enquanto
o potencial antioxidante pelo método FRAP foi expresso em umol de Trolox equivalente por grama. A
capacidade redutora total foi de 24,46 + 1,52 mg EAG/g, o teor de flavonoides totais foi de 2,61 + 0,15
mg ECAT/g e o resultado do FRAP foi 73,63 £ 2,10 umol Trolox equivalente/g.

CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos concluiu-se que o extrato seco de lupulo possui capacidade
antioxidante e redutora, visto que os resultados revelaram similaridade com a literatura, sendo um
alimento com alto teor de flavonoides. Assim, o extrato vegetal poderia representar uma fonte natural e

segura na aplicagao industrial e de saude.
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