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EPIGRAFE

"Na vida, ndo existe nada a se temer, apenas a ser compreendido."

Marie Curie



RESUMO

Nesta monografia de concluséo de curso foi realizada uma revisao bibliografica
sobre o historico das discussfes sobre problemas ambientaisnomundoe suarelagéo
com a quimica verde e, em seguida, realizou-se uma prova de conceito, sobre a
possibilidade de se miniaturizaro volume de solvente no preparo de amostras para
analise de humulonas e lupulonas em lupulo, bem como se investigou a possibilidade
de se utilizar terpenos no lugar do tolueno como solvente extrator. Dos terpenos
testados, isto e, limoneno, eugenol e farnezol, o eugenol foi aquele capaz de
solubilizar e extrair os analitos de interesse de maneira mais adequada. E, embora
nao tenhahavido tempo para determina¢des quantitativas com uso de eugenol como
solvente extrator, os resultados preliminares aqui obtidos se revelaram promissores,
sugerindo a continuidade deste estudo, com a adequada validacdo do método

analitico e comparacao de resultados quantitativos com o método oficial de anéalise.

Palavras chave: quimica verde, humulonas e lupulonas, terpenos, cromatografia

liguida de alta eficiéncia.



ABSTRACT

In this research, we present a review on the historical discussions of environmental
issues and their connection to green chemistry and green analytical chemistry.
Subsequently, a proof of concept was carried out to explore the possibility of
minimizing the volume of solvent in the preparation of samples for the analysis of
humulones and lupulones in hops. Additionally, the potential use of terpenes as an
alternative to toluene as extracting solvent was investigated. Among the tested
terpenes, namelylimonene,eugenol, and farnesol, justeugenol proved to be the most
suitable for solubilizing and extracting the target analytes. These preliminary results
are very promising, and suggest further studies, including the proper validation of the
analytical method and the comparison of quantitative results with the official analysis

method.

Keywords: green chemistry, humulones and lupulones, terpenes, high -performance
liquid chromatography.
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1. Introducéo
1.1Breve contextualizacao histoérica

O crescente processo de industrializacdo no século XX (1901 a 2000)
representou um marco importante para o desenvolvimento econémico global (Marco,
etal. 2019) e, apesar dos importantes avanc¢os da industrializacao para a melhoria da
qualidade de vida das pessoas, este crescimento da industria acabou por gerar
impactos negativos no meio ambiente (Tobiszewski, et al. 2009). Em funcéo disso, a
partir dos anos 1940, os movimentos sociais passaram a lutar por um crescimento
industrial que levasse em conta também os impactos da industrializacao para o meio
ambiente, o que provocou alteracbes significativas nas questdes industriais
(Gatuszka, Migaszewski, Namie$nik, 2013). Essa evolucéo na forma de encarar o
desenvolvimento industrial e 0s seus impactos no meio ambiente trouxe avanc¢os
notaveis na conscientizacdo das pessoas e das empresas ao longo das ultimas
décadas. Na Figura 1 pode ser visualizada uma linha do tempo que ilustra as

principais discussodes relacionadas a quimica verde.

: Conferéncia
Conferéncia Livro: Primavera

Cientifica das silinil Intergovernamental Bonterbnoide
Crescimento i llenclosa de Especialistas em
Nacodes Unidas Estocolmo -
das Atividades deRachel Bases Cientificas para
sobrea Esgotamento
Industriais Carson - Uso Racional e
Conservacao e R dos Recursos
Preocupacao Movimento Conservagao dos
Uso de Recursos . . ; Ambientais
ambiental! (UNSCCUR) - EUA Ambientalista Recursos da Biosfera
1940 1949 1960 —«——» 1968 ——» 1972

!

IUPAC RIO+10 Conferéncia Internacional Comissao Mundial
Conferéncias 30anosaposa  dasNacoes Unidas sobre sobre Meio Ambiente
sobre Quimica conferéncia de Meio Ambiente e e Desenvolvimento -
Verde Estocomo Desenvolvimento (EC0O-92) ONU

Figura 1. Historico das discussfes sobre problemas ambientais no mundo e sua

relacdo com a quimica verde. Fonte: autoria propria.

De forma resumida, as primeiras preocupacfes ambientais surgiram
oficialmente em 1949, durante a Conferéncia Cientifica das Nac¢des Unidas sobre a
Conservacdo e Uso de Recursos (UNSCCUR), que ocorreu nos Estados Unidos
(Farias & Favaro, 2011). Posteriormente, na década de 1960, surgiu 0 movimento
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ambiental contemporaneo, impulsionado pela publicacdo do livro Primavera
Silenciosa de Rachel Carson (Lutts, 1985). Entédo, apenas oito anos mais tarde (em
1968), durante a Conferéncia Intergovernamental de Especialistas sobre as Bases
Cientificas para o Uso Racional e Conservacdo dos Recursos da Biosfera
(Conferéncia da Biosfera) é que as questdes ambientais ganharam um destaque
especial e uma maior repercussao (Farias & Favaro, 2011). Posteriormente, ocorreu
também a Conferéncia de Estocolmo de 1972, na qual se alertou sobre os danos
ambientais da deplecao dos ecossistemas. O que culminou, na década de 1980, no
surgimento de diversas conferéncias mundiais sobre o meio ambiente, que resultaram
no "Relatorio Brundtland" de 1987. Este importante relatorio definiu o conceito de
desenvolvimento sustentavel como: “o desenvolvimento que atende as necessidades
da geracao atual sem comprometer as necessidades das geragodes futuras” (Marco,
et al. 2019). Além disso, o relatério também enfatizou sobre os perigos da destruicéo
da camada de ozénio e sobre os efeitos do aguecimento global, afirmando que a
capacidade dos cientistas avaliarem e proporem soluc¢des para estes problemas era
muito inferior a velocidade do avanco das mudancas climaticas. Ja em 1991, nos
Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) lancou o
programa de "Rotas Sintéticas Alternativas para a Prevenc¢ao da Poluicao", marcando
o inicio oficial da quimica verde em 1992 (Woodhouse & Breyman, 2005). Um ano
apos, ocorreu a Conferéncia ECO-92 que resultou na"Agenda 21", comprometendo
0s paises com o desenvolvimento sustentavel. Posteriormente, ocorreu a terceira
grande conferéncia das nacfes unidas sobre meio ambiente, mais conhecida como
conferéncia de Joanesburgo ou Rio+10 na qual participaram importantes lideres
governamentais que reavaliaram as metas globais de preservacdo ambiental da
Agenda 21 (Lago, 2007). Finalmente, tivemos o 43° Congresso Mundial de Quimica,
o IUPAC 2011, cujo tema principal abordou a inovacgéo entre as Ameéricas e 0 mundo,
buscando aproximar os paises em busca de algo em comum: a sustentabilidade em
suas agoes (Goulart & Zuin, 2011).

1.2Um pouco de quimica verde

Como foi mencionado anteriormente, a quimica verde surgiu oficialmente, na
década de 1990, quando os pesquisadores Paul Anastas e John Warner introduziram

0s 12 principios da quimica verde (Anastas & Warner, 1998). Esses principios (Tabela
9



1), que ainda se encontram em uso nos dias atuais, fundamentam-se, entre outros
aspectos, na minimizacdo ou na substituicdo dos solventes classicos em processos

industriais objetivando assim a minimiza¢ao dos residuos gerados nesses processos

(Anastas, 1999).

Tabela 1. Os 12 principios de quimica verde propostos por Anastas & Warner.

Namero Principio Descri¢do do Principio
1 Prevencao Este principio diz respeito a prevencdo da geracdo de residuos,
considerando que é melhor evitar a sua geragdo do que trata-los.
2 Economia Atdmica Os processos de sintese quimica devem ser planejados de forma
que o produto final incorpore 0 maximo possivel dos reagentes
utilizados durante o processo para, dessa forma, minimizar a
geracao de residuos.
3 Sinteses Quimicas Os processos de sintese quimica devem ser projetados para utilizar
mais seguras e gerar substancias com baixa ou nenhuma toxicidade ocupacional
e ambiental. Assim, a substituicdo de solventes toxicos por
solventes de baixa ou nenhuma toxicidade é altamente
recomendada.
4 Design seguro de  Deve-se atribuir grande importanciaa toxicidade naetapa de design
produtos quimicos de produtos quimicos. Eles devem, evidentemente, cumprir suas
funcdes, mas também apresentar a menor toxicidade possivel.
5 Solventes mais O uso de solventes e outros reagentes deve ser evitado sempre que
seguros possivel. Quando isso ndo for possivel, estas substancias devem
ser indcuas.
7 Uso de matérias- Sempre que forecondmica e tecnicamente viavel, matérias-primas
primas renovaveis renovaveis devem ser utilizadas no lugar daquelas ndo renovaveis.
8 Reducgéo de Processos de derivatizacdo desnecessarios devem ser sempre
derivados evitados ou minimizados, uma vez que seu emprego exige 0 USO
adicional de reagentes e, portanto, gera mais residuos.
9 Catdlise A utilizacdo de reagentes cataliticos (0 mais seletivos possivel) é
preferivel a utilizacdo de reagentes estequiométricos.
10 Produtos de Os produtos quimicos devem ser projetados de modo que, ao final
degradacéao de sua func&o, se decomponham em produtos de degradacédo
inofensivos e que ndo persistam no ambiente.
11 Andlise em tempo  Procedimentos analiticos devem ser monitorados em tempo real
real para para evitar a formacéo de substancias perigosas.
prevencdo da
poluicdo
12 Prevencgéo de Tanto as substancias quimicas quanto a maneira como elas séo
Acidentes utiizadas em um processo quimico devem ser escolhidas

considerando a minimizacdo de potenciais acidentes, tais como
vazamentos, explosdes e incéndios, visando assim uma maior

seguranca ocupacional e ambiental.

Fonte: Adaptado de Anastas & Warner, 1998.

Desta forma, conceitos de economia atbmica e de energia passaram a ter um

papel de destaque nos processos quimicos, assim como o uso de matérias-primas
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renovaveis. Associadoa isso, o controle da velocidade das reac6es quimicas por meio
de processos de catalise também permitiu obter uma maior economia de energia nos
processos de sintese. Da mesma forma, o conceito de ‘design de produtos e
processos quimicos’ permitiu reduzir a toxicidade ocupacional e ambiental, de modo
gue os processos utilizados e os produtos gerados fossem menos agressivos para o
meio ambiente, evitando fendmenos de bioacumulacdo e biomagnificacdo de

toxicantes nos niveis troficos (Anastas, 1999).

Emrelacdo ao uso de solventes e reagentes mais seguros € importante lembrar
gue a maioria dos solventes organicos classicos é altamente volatil, o que pode
facilmente levar a poluicdo do ar e a contaminacao ocupacional. Além disso, muitos
destes solventes sdo também inflamaveis e explosivos constituindo umafonte derisco
de acidentes. Assim, segundo 0s principios da quimica verde, sempre que possivel,
0s solventes organicos classico devem ser substituidos por agua, etanol, CO2
supercritico ou até mesmo liquidos idnicos (Marco, et al. 2019). Na Figura 2, é
apresentada uma classificacdo quanto a toxicidade de solventes baseada nos 12
principios da quimica verde (Prat, Hayler, Wells, 2014).

RECOMENDADO "peOMENPAO0 O prosLEMATICO - - -
v v w
Agua Metanol 2-Metilte- Metil terc-butil | |Di-isopropil éter Dietil-éter
Etanol Ter-Butanol trahidrofurano éter 1,4-Dioxano Benzeno
Acool Alcool Benzilico Heptano Tetra- Dimetiletoxietano| | Cloroférmio
Isopropilico Etileno Glicol Metil- hidrofurano Pentano Tetracloreto de
N-butanol Acetona Ciclohexano Ciclohexano Hexano Carbono
Acetato de Etil Bu'tanona . Tollueno l?xc.loron?ete?no N'N dlm(?t|l- Di.cloroetano
Acetite de Metil-Isobutil Xileno Acido Férmico ft')rm?mld.a Nitrometano
, cetona Clorobenzeno Piridina N’N dimetil-
Isopropil Ciclohexanona Acetonitrila acetamida
Acetato de Metil-Acetato Dimetil- Metilpirrolidona
Butil Acido Acético | |propileno Ureia Metoxi etanol
Anisol Anidrido Dimetil - Trietalonamina
Sulfonil Acético Sulféxido
- toxico + toxico

A

Figura 2. Classificacdo de solventes quanto a sua toxicidade. Adaptado de Prat,
Hayler, Wells, 2014.

Ademais, vale a pena destacar que a adocdo dos 12 principios da quimica

verde por uma industria também conduz a beneficios econémicos nos processos
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guimicos. O que pode ser verificado pela menor necessidade de investimentos
financeiros em etapas de armazenamento e tratamento de efluentes, bem como na
possibilidade de se evitar o pagamento de indenizac6es pordanosambientais (Prado,
2003). Este € um aspecto muito importante pois, se a quimica verde n&o trouxer
beneficios econdmicos para o mercado, ela ndo despertard interesse no seu
emprego, nem sera viavel para ser adotada pelas empresas. Para ilustrar, este
aspecto podemos mencionar o desastre ambiental ocorrido no Brasil em 2015, apos
o colapso da barragem de rejeitos da empresa de mineracdo Samarco, na cidade de
Mariana, estado de Minas Gerais. Nessa tragédia, de acordo com a revista brasileira
Exame (2017), mais de 34 milhf&es de metros cubicos de lama fluiram pelo Rio Doce
causando um enorme prejuizo em uma area estimada em seiscentos quilémetros
guadrados, afetando o abastecimento de agua e ameacando o0s meios de
subsisténciade moradores da regido. ApGs esse episddio, a empresa concordou com
0 governo brasileiro em realizar um trabalho de recuperacdo socioecondmica e
ambiental no valor de 20 bilhdes de reais (Exame, 2017). Estes custos poderiam ter
sido evitados se 0s 12 principios da quimica verde tivessem sido adotados e seguidos

arisca pela empresa Samarco.

1.3Um pouco de quimica analitica verde

Podemos afirmar que, nos primérdios da quimica verde, predominava o tema
da sintese organica verde em diferentes ramos da industria quimica e, em especial,
naindustriafarmacéutica (Gatuszka, Migaszewski, Namiesnik,2013). Posteriormente,
nos anos 2000, o Professor Jacek Namiesnik e colaboradores, introduziram a
terminologia ‘quimica analitica verde’, baseando-se nos 12 principios da quimica
verde (Namiesnik, 2000). A partir de entdo, a quimica analitica verde consolidou-se
como uma proposta relacionada principalmente ao papel dos quimicos analiticos em
tornar as praticas laboratoriais mais ecoldgicas e ambientalmente amigaveis através
da substituicdo de reagentes toxicos, da miniaturizacdo e da automatizacdo de
métodos analiticos, permitindo assim reduzir drasticamente as quantidades de
reagentes consumidos e de residuos gerados para, desta forma, reduzir ou evitar 0s

efeitos dos procedimentos analiticos no meio ambiente (Armenta, et al., 2008).
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Tabela 2. Os 12 principios da quimica analitica verde, propostos Namiénski.

NUumero Principio e descri¢do

Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar a etapa de tratamento da amostra.

2 O tamanho e a quantidade de amostras devem ser 0s menores possiveis.

3 Andlises in situ devem ser realizadas.

4 A integracdo de processos e operagfes analiticas deve ser realizada, pois promove economia
de energia e reduz o uso de reagentes.
Métodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados.
Derivatizacdes devem ser evitadas, pois exigem o0 uso de reagentes adicionais e, portanto,
geram residuos.

7 A geracdo de grandes volumes de residuos deve ser evitada, e 0 manuseio correto desses
residuos deve ser proporcionado.

8 Métodos multi-analiticos devem ser preferidos em relagdo a métodos que analisam um analito
de cada vez.

9 O uso de energia elétrica deve ser minimizado.

10 Reagentes obtidos a partir de fontes renovaveis devem ser preferidos.

11 Reagentes perigosos devem ser descartados.

12 A seguranca dos operadores deve ser aumentada.

Fonte: adaptado de (Gatuszka, Migaszewski, Namiesnik, 2013).

Sob a ética da quimica analitica verde a maioria dos métodos analiticos néo
pode ser considerada verde e precisa de melhorias especificas, como a eliminagao
de reagentes toxicos, a reducdo do uso de reagentes e de energia, € 0 aumento da
seguranca do analista. Mudancas sdo necessarias em todo o processo analitico,
desde a amostragem até o tratamento dos residuos. Essas mudancas podem ser
feitas com a ajuda de diferentes estratégias, incluindo o uso de quimiometria e
estatisticas para a reducédo do numero de amostras; pelo uso de sistemas analiticos
integrados para melhorar a eficiéncia analitica; pela reducdo do uso de reagentes;
através da aplicacdo de reagentes menos téxicos e, preferencialmente, naturais; e
pela miniaturizacdo de métodos visando a diminui¢do do risco para o operador bem
como para o meio ambiente (Gatuszka, Migaszewski, Namiesnik,2013). A expectativa
da adocado dos 12 principiosda quimica analiticaverde em um laboratério € que estes

fornecerdo as diretrizes para tornar os laboratérios analiticos mais sustentaveis.

Além disso, segundo Kogawa, et al.,, (2016), de uma maneira bastante
simplificada, a escolha correta de um método analitico, dos reagentes, dos
acessorios, da qualificagdo do pessoal, do tempo de andlise e da qualidade de um

procedimento analitico, quando guiado pelos 12 principios da quimica analitica verde
13



fazem parte do ‘pentagrama do pensamento ecologicamente correto’, conforme

ilustrado na Figura 3.

Tempo

Acessorios

Figura 3. Pentagrama do pensar ecologicamente correto. Fonte: adaptado de
Kogawa, et al., (2016).

1.4 A importancia do conceito de sustentabilidade

A quimica verde e a quimica analitica verde, como anteriormente mencionado,
apresentam propostas para se trabalhar os problemas relacionados aos avanc¢os da
industrializacdo e suas consequéncias negativas para o0 meio ambiente. Neste
sentido, € importante lembrar dos dezessete objetivos para o desenvolvimento
sustentavel (ODS) da agenda 2030 da Organizacgdo das Nag¢fes Unidas (ONU, 2023),
gue no seu objetivo de numero doze contempla o consumo e a producao
responsaveis. E que, nas metas deste mesmo objetivo, destaca a necessidade de,
até 2030, reduzir substancialmente a geracdo de residuos por meio da prevencao,
reducao, reciclagem e reuso. Bem como, alcancar o manejo ambientalmente
adequado dos produtos quimicos e de todos os residuos, ao longo de todo o ciclo de
vida destes para assim reduzir significativamente sualiberacao para o ar, agua e solo,
a fim de minimizarseus impactos negativos sobre a salde humanae o meio ambiente
(ONU, 2023). A Figura 4 ilustra esses objetivos, organizados em nichos do que foi

pensado como meta alcancavel para o desenvolvimento do mundo.
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ERRADICAGAD SAUDE E EDUCAGAD IGUALDADE Agua POTAVEL
DA POBREZA BEM-ESTAR DE QUALIDADE DE GENERD E SANEAMENTD

METLW

TRABALHO DECENTE INDUSTRIA, INOVAGAO 1 REDUGAQ DAS CONSUMD E
ECRESCIMENTO EINFRAESTRUTURA DESIGUALDADES PRODUGAD
ECONOMICO Ao RESPONSAVEIS

=) Q)

v

13 AGAO CONTRA A VIDA NA 16 st PARCERIAS E MEIOS
MUDANGA GLOBAL AGUA INSTITUIGOES DE IMPLEMENTAGAD
D0 GLIMA EFICAZES

&> YR

Figura4. Os 17 objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS) estabelecidos pela
ONU. Fonte: (ONU, 2023).

Sendo assim, fica clara a importancia dos principios da quimica verde e a
guimica analitica verde para que possam ser alcancadas as metas e 0s objetivos do
ODS numero 12 da agenda 2030 da ONU.

1.5 Porque este trabalho de pesquisa foi realizado

Baseado no exposto, este trabalho de pesquisa foi realizado para tratar de um
problema real, como ser& explicado a seguir. As metodologias oficiais para analises
guimicas de humulonas e lupulonas em lupulo (um ingrediente da fabricacdo de
cerveja), utilizamum preparo de amostras baseado em extracdo solido-liquido, com
uso de solventes organicos como éter dietilico, metanol ou tolueno. E, o emprego de
tais solventes ndo se encaixa nos principios da quimica analitica verde, uma vez que
tais solventes sdo volateis, inflamaveis, tdxicos e explosivos. Além disso, o volumede
residuos gerados em uma unica analise de humulonas e lupulonas em IGpulo é
expressivo, com cerca de 120 mL para cada replicata de extragcdo (ASBC, 2010).
Ademais, quando se considera o escalonamento deste processo de extracdo, por
exemplo, em analises de controle de qualidade para uma inddstria cervejeira, na qual
séo realizadas dezenas de analises ao dia, esse volume de residuos de solventes
toxicos € amplificado. Desta forma, nossa hipdtese foi miniaturizar o processo de

extracdo solido-liqguido (maximo de 1000 uL por replicata de extracdo), bem como
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substituir os solventes organicos classicos por produtos naturais como é o caso dos

terpenos (também conhecidos também como terpenoides ou isoprenoides).

A grande vantagem do uso de terpenos como solventes, € que estes sao
produzidos pelo metabolismo secundariode plantas, como é o caso do limoneno,que
€ o terpeno majoritario (= 80%) do 6leo essencial de casca da laranja, e que € obtido
como um subproduto do processo de obtencdo do suco de laranja. Em outras
palavras, 0s terpenos por serem de origem vegetal, contribuem para o sequestro de
carbonoda atmosfera, através da fotossintese das plantas dos quais séo obtidos. Nao
precisam de sintese quimica para sua obtencdo, sdo menos toxicos, volateis e
explosivos se comparados a solventes organicos convencionais (i.e., éter dietilico,

metanol ou tolueno) utilizados nas analises de lupulo como.

A seguir, sera apresentada uma breve revisao sobre a quimica do lapulo, dos
terpenos e, em seguida, serdo apresentados os principais resultados e discussoes

relativos a parte experimental desta pesquisa.

1.6 O lupulo e os analitos alvo deste estudo

O lupulo (Humulus Lupulus Linnaeus) € uma planta trepadeira perene, que
produz flores ricas em fitoquimicos de interesse para industria cervejeira, isto €,
resinas amargas, antioxidantes naturais e compostos de sabor (Durello, Silva,
Bogusz,2019). Em especial, as resinasamargas sao fontede humulonase lupulonas,
compostos responsaveis pelo amargor, frescor, equilibrio de sabor e pela sensacao

de saciedade que a cerveja proporciona (Baxter & Hughes, 2001).

Quimicamente, as humulonas (ou a-acidos) sdo um grupo de compostos
formado pela mistura de cinco moléculas orgénicas relacionadas: humulona,
cohumulona, adhumulona, prehumulona e poshumulona (Durello, Silva, Bogusz,
2019). Por suavez, as lupulonas (ou p-acidos) também correspondem a uma mistura
de cinco congéneres: lupulona, colupulona, adlupulona, prelupulona e poslupulona
(Durello, Silva, Bogusz, 2019). A Figura 5 representa as estruturas quimicas das

humulonas e lupulonas do lupulo.
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Figura 5. Estruturas quimicas das humulonas e lupulonas do lupulo. Fonte:
adaptado de karabin et al., 2016.

A analise quimica de humulonas e lupulonas em lupulo € fundamental para a
producdo cervejeira pois, como o lupulo € um componente essencial para a
formulacéo e composicao da bebida, faz-se necessario calcularo quanto de lUpuloé
necessario para o processo de fabricacdo de cerveja. Além disso, o teor de
humulonas e lupulonas em IUpulo também é til para que se possa estabelecer o

preco de comercializacdo do lupulo.

2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa foi realizar uma prova de conceito sobre a
possibilidade de miniaturizacdo e substituicdo dos solventes organicos classicos por
terpenos na etapa de preparo de amostras para analise de humulonas e lupulonas

em lupulo.

2.2 Objetivos Especificos

a) Testar a eficiéncia de extracdo dos terpenos limoneno, eugenol e

farnezol quanto a sua capacidade de extrair humulonas lupulonas de lupulo.

b) Comparar os resultados obtidos com o0 uso de terpenos com a
metodologia oficial de preparo de amostras para analise de humulonas e lupulonas
em lUpulo com uso de solventes organicos seguido de analise por cromatografia

liguida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).
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3. Materiais e Métodos

3.1 Amostras de lapulo

As amostras de lupulo utilizadas neste estudo consistram em lGpulos
peletizados comerciais das variedades Cascade, Sorachi ace e Comet, que foram

adquiridas no comércio local da cidade de Séo Carlos — SP.

3.2 Materiais, reagentes e padrdes

Nas analises foram utilizados: metanol grau HPLC (J. T. Baker), &cido fosforio
85% (Macron Fine Chemicals), tolueno grau HPLC (Honeywell), acetonitrila grau
HPLC (J. T. Baker), EDTA (J. T. Baker), limoneno, eugenol e farnezol (Sigma Aldrich),
corante Vermelho do Nilo (98%, MedChemExpress) e agua ultra purificada em
sistema Milli-Q. Para a quantificagdo dos analitos foi utilizado o padrao de humulonas

e lupulonas ICE-4 da American Society of Brewing Chemists.

3.3 Determinacdo de humulonas e lupulonas em lupulo

A determinacdo de humulonas e lupulonas nas amostras seguiu 0 método
oficial da American Society of Brewing Chemists (ASBC), Hops-12, conforme descrito
a seguir. Inicialmente pesaram-se 10 g de lupulo peletizado, que foram devidamente
triturados em um almofariz. Em seguida, pesaram-se 5 £ 0,001 g da amostra triturada
em um Erlenmeyer de 250 mL (envolto em papel aluminio para protecdo da amostra
frente a incidéncia direta da luz) e entdo adicionaram-se 100 mL de tolueno. O
Erlenmeyer foi tampado com uma rolha de silicone e a mistura foi agitada com auxilio
de um agitador magnético e de uma barra de agitagdo magnética por 30 minutos.
ApoOs a extracao, a amostra foi centrifugada (3000 RPM por 5 min.) para separacao
do material particulado. Entéo, foram pipetados 5,0 mL da fase sobrenadante limpida
para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com tolueno. Apds
misturar o contetdo do baldo volumétrico uma aliquota da amostra foi filtrada em

membrana de 0,45 pum e injetada no HPLC.

A separacdo cromatografica das humulonas e lupulonas foi realizada em um

HPLC Shimadzu, dotado de uma coluna XDB-C18, (4,6 x 250 mm e 5 um de
18



particula). A fase mével utilizada consistiu em uma mistura de 750 mL de metanol,
240 mL de agua Milli-Q, 5 mL de acido fosférico e 1 mL de EDTA 4% (fase A) e de
acetonitrila (fase B). O gradiente iniciou com uma propor¢cao 80% de fase movel A e
20% de fase mével B. Em seguida, seguiu-se comum incremento da fase B até 35%,
a vazao de fase moével no sistema de 1,0 mL min-1, e detector operando em 314 nm.
Para a construcao das curvas de calibragao, foi usado o padrdo de humulonas e
lupulonas ICE-4 em sete dilui¢gbes diferentes (0,5; 3,0; 5,5; 8,0; 10,5; 13,0 e 15,5 mg

mL-1). Os resultados quantitativos foram expressos em base seca a 10% de umidade.

3.4 Medida da polaridade dos solventes

Para se conhecer a polaridade dos solventes e dos terpenos, empregou-se 0
método do solvatocromismo, com uso do corante Vermelho do Nilo (98%,
MedChemExpress), conforme procedimento descrito por Fernandeset al. (2021) com
pequenas modificagcdes: preparou-se uma solucéo etanélicade 1 mg mL-1 do corante
Vermelho do Nilo que foi usada para a diluicédo (1:200) nos diferentes solventes. Em
seguidaobteve-se o0 espectro de varredura dos solventes de 200 a 800 nm utilizando-
se um espectrofotometro UV-1700 (Shimadzu). O ensaio foi feito em triplicata para
cada solvente, e o comprimento de onda de absorbancia maxima (Amax) de cada
amostra foi usado para calcular o parametro de polaridade (energia de transicéo,

ENR), de acordo com a Equacgao 1 abaixo:

28.591

Eyg (kcal mol™) = Equacéo (1)

ax

3.5 Testes de solubilidade das humulonas e lupulonas nos terpenos

Os testes de solubilidade dos analitos nos diferentes solventes (i.e., tolueno,
limoneno, eugenol e farnezol) foi realizado pela diluicdo de 0,01 mg do padrdo ICE-4
em 1 mL de cada solvente, com auxilio de banho ultrassénico por 30 minutos. Apos
a diluicdo as amostras foram filtradas em filtro seringa de membrana de celulose
regenerada de 0,22 um e injetadas no HPLC. As areas dos analitos foram
comparadas e o solvente capaz de fornecer as maiores areas no cromatograma foi

selecionado para as etapas posteriores.
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3.3.4 Extracdo de humulonas e lupulonas de Lupulo com eugenol

As amostras tiveram seu contetdo de humulonas e lupulonas determinado pelo
método oficial da ASBC Hops — 12 e, em seguida pelo método miniaturizado
empregando o terpendo eugenol como solvente extrator. Para isso foram utilizados
10 mg de lupulo que foram extraidos com 1 mL de eugenol sob agitagdo magnética
por 30 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min,
filtradas membrana de celulose regenerada de 0,22 um e injetadas no HPLC. O

mesmo foi realizado com tolueno.

4, Resultados e Discussao
4.1Teores de humulonas e lupulonas nas amostras pelo método oficial

Inicialmente, foram realizadas determinacdes dos teores de humulonas e
lupulonas nas amostras de lupulo segundo o método oficial da ASBC Hops — 12, com
o intuito de aprendizado com a etapa de preparo de amostras e familiarizagcdo com a
operacgéo do HPLC. Um cromatograma ilustrando a separacao dos analitos pode ser

visualizado na Figura 6.
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Figura 6 - Comparativo entre os cromatogramas de humulonas e lupulonas: A)

conforme descrito nano método da ASBC Hops- 12 e B) obtido em nosso laboratorio.
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E importante destacar, que embora existam cinco humulonas e cinco
lupulonas, na metodologia oficial de referéncia, isto €, da ASBC Hops- 12,
consideram-se apenas quatro bandas no cromatograma, isto €, duas bandas para
humulonas (cohumulona e N + adhumulona) e duas bandas para lupulonas
(colupulonae N + adlupulona). Ou seja, a segunda e a quarta banda correspondem a
guantificacdo aos pares.

AplOs se obter uma separacdo adequada dos analitos, procedeu-se a
determinacéo dos analitos nas amostras dos lupulos Cascade, Sorachi ace e Comet.
A quantificao dos analitos foi realizada com o padrao ICE-4 que nada mais e do que
um extrato supercritico de lapulo certificado, isto €, cuja quantidade de humulona e
lupulona foi determinada através de ensaios de proficiéncia. Os resultados destas

determinacfes podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados (média + desvio padréo) dos teores de humulonas e lupulonas

expressos em base seca a 10% de umidade.

Lupulo % Humulonas + SD % Lupulonas + SD
Cascade 7,53 +0,35 10,14 £ 0,42
Comet 6,39 £ 0,14 5,15+0,35

Sorachi Ace 10,68 £ 0,12 11,05 + 0,06

Os teores de humulonas e lupulonas nas amostras sdo condizentes com a
literatura, uma vez que, segundo a literatura, sdo esperados para a variedade
Cascade teores de 4 a 9% de humulonase 5,5 a 9% de lupulonas. Enquantoque para
a variedade Comet sao esperados teores de 6 a 10,5% de humulonas e 4 a5,5% de
lupulonas. E, finalmente, para a variedade Sorachi Ace sao esperados teores de 10 a

12,5% de humulonas e 6,5 a 12 % de lupulonas.

4.2Medida da polaridade dos solventes

Quando pensamos em um solvente, a sua constante dielétrica é uma das
propriedades quimicas fundamentais para entendermos a sua capacidade de ligacao
de hidrogénio e, consequentemente, sua polaridade Fernandes et al. (2021). Neste
sentido, solvatocromismo é o fendmeno observado quando a cor de uma solucao é
muda em funcdo da dissolucdo de um soluto em diferentes solventes. O efeito

solvatocrdmico revela como o espectro de uma substancia (o soluto) varia quando
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este se encontra dissolvido em diferentes solventes. Quimicamente, o que ocorre é
gue existe um efeito no estado eletronicofundamental e no estado excitado do soluto,
de modo que o tamanho da lacuna de energia entre eles muda conforme o solvente
muda. E isso se reflete no espectro de absor¢cdo ou emissdo do soluto como
diferencas na posicao, intensidade e forma das bandas espectroscépicas. Quando a
banda espectroscopica ocorre na parte visivel do espectro eletromagnético, a

solvatocromia € observada como uma mudanca de cor Fernandes et al. (2021).

A Tabela 2 mostra os resultados de comprimento de onda de absorbancia
maxima (4 max) e valores de energia de transi¢cdo (ENR) (a 25 °C) obtidos pela
dissolucéo de limoneno, eugenol, farnesol e tolueno no corante Vermelho do Nilo. E
possivel observar que os valores de ENR variaram de, aproximadamente, 50,5
(eugenol)a 50,4 (limoneno), enquanto que o tolueno apresentou uma ENR de 54,6.
Basicamente, a ENR calculadaé inversamente proporcional a polaridade do solvente,
uma vez que quanto mais apolar o composto, maior a energia necessaria para atrair
cargas elétricas. Assim sendo, 0 solvente mais polar entre os testados (e, portanto,
com menor energia de transicdo) foi o Eugenol, o que pode ser vantajoso para a

extracdo das humulonas e lupulonas, uma vez que sdo moléculas semi-polares.

Tabela 2. Resultados das medidas de comprimento de onda de absorbancia maxima

(Amax) e valores de energia de transi¢cao (ENR) (a 25 °C) para limoneno, eugenal,

farnezol e tolueno.

Solvente A max (hm) ENR (kcal mol-1)
Limoneno 520,6 54,91 + 0,02
Eugenol 565,8 50,53 £ 0,02
Farnezol 541,8 52,82 £ 0,02
Tolueno 5234 54,64 + 0,02

Fonte: autoria propria.

Na figura 7, pode-se observar as diferentes cores obtidas pela dissolucéo dos
solventes no corante Vermelho do Nilo. Analisando os resultados obtidos, observa-se
gue as cores e, portanto, as energias de transicao foram relativamente proximas para
0S compostos testados, a excecdo do eugenol. Tais resultados indicam que os
terpenos testados nesta etapa do estudo podem ser utilizados como substitutos do

solvente organico tolueno se considerarmos a sua ENR.
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Figura 7. Aspecto visual obtido pela dissolucéo dos solventes no corante Vermelho

do Nilo para obtencéo de um indicativo de sua polaridade por Solvatocromismo.

4.3 Testes de solubilidade das humulonas e lupulonas nos terpenos

Com o objetivo de propor uma técnica mais alinhada com os principios da
quimica verde e da quimica analitica verde no preparo de amostras para a extracao
de humulonas e lupulonas foram realizados testes de solubilidade do padréo ICE-4
em limoneno, eugenol, farnezol e tolueno. Todos os testes foram conduzidos na
proporgdo de 1 mg de extrato para 1 mL de solvente. Na Figura 8 pode se observada

uma foto do sistema utilizado para os testes de diluic&o.

Figura 8. Fotografia do experimento de dissoluc¢ao do padrao ICE-4 em limoneno,

eugenol, farnezol e tolueno. Fonte: autoria propria.
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Por se tratar de um extrato supercritico o ICE-4 é um excelente material para
testes, uma vez que representa as concentracdes reais que podem ser encontradas
em amostras de lapulo. Além disso, como o ICE-4 € um padrao certificado, sua

concentracdo de humulonas e lupulonas é conhecida.

Apos agitacdo por 30 minutos, as amostras foram centrifugadas, filtradas em
membrana de 0,22 um e injetadas no HPLC para obtencé&o das areas das humulonas
e lupulonas. Na Figura 9 pode se observado um cromatograma ilustrativo para a

extracdo utilizando o terpeno eugenol.

mAU
Tl4nmdnin ]
1250 —

N+Adhumulona

Cohumulona

N+Adlupulona

Figura 9. Cromatograma ilustrativo para a separagcdo de humulonas e lupulonas no

teste de dissolucéo do padréo ICE-4 com eugenol.

Os resultados dos testes de solubilidade expressos em area das bandas
cromatogréficas, para cada solvente investigado pode ser visualizada na Figura 10. E
possivel observar nesta figura que os terpenos forneceram maiores areas para 0s
picos de humulonas e lupulonas no cromatograma se comparados ao tolueno. O que
possivelmente esta relacionado a maior solubilidade dos analitos nos terpenos em
comparagdao com o tolueno, como foi sugerido anteriormente nos ensaios de
solvatocromismo. Além disso, também se pode observar que os maiores valores de
area foram obtidos com o uso do terpeno eugenol, seguido pelo limoneno e pelo
farnesol.Em relacéo ao perfil de solubilidade do farnesol este diferiu muito em relagéao
ao tolueno, uma vez que o farnesol forneceu maiores valores de area para

cohumulona que os demais solventes. Ademais, o perfil de solubilidade do limoneno
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foi o que forneceu as menores areas de N+adlupulona, sendo que este perfil também
foi diferente do perfil obtido com usodo tolueno.Sendoassim, o terpeno que forneceu

as maiores areas e o perfil mais semelhante ao tolueno foi o eugenol.
6,E+07
5,E+07

4,E+07 ® cohumulona

m N+adhumulona
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N+adlupulona
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0,E400 ‘

Tolueno Limoneno Eugenol Farnezol
Solventes
Figura 10. Gréfico representativo da eficiéncia de solublizacao de humulonas e lupulonas nos

dos diferentes solventes limoneno, eugenol, farnezol e tolueno.

4.4Teste de extracdo de humulonas e lupulonas de lapulo com eugenol

Os resultados animadores obtidos com os testes de solubilidade empregando
eugenol como solvente sugerem que é possivel solubilizar e, possivelmente, também
extrair humulonas e lupulonas do lupulo uso de eugenol no lugar de tolueno. Em
funcéo disso, preparamos uma extracdo de humulonas e lupulonas de uma das
amostras de lupulo (Cascade)anteriormente analisadas empregando o eugenol como
solvente extrator. Um cromatograma ilustrativo desta extragao pode ser observado na

Figura 11.

E possivel observar que o cromatograma obtido foi muito semelhante aquele
gue se obteve com os testes de solubilidade. Indicando que a aplicabilidade pratica
do uso de eugenol como solvente verde e ambientalmente amigavel na etapa de

preparo de amostras para analise quimica de lapulo e perfeitamente possivel.
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Figura 11. Cromatograma ilustrativo da separacéo de humulonas e lupulonas obtidas no

teste de extragcdo de uma amostra de lUpulo Cascade com eugenol como solvente extrator.

5. Conclusdes e perspectivas futuras

Nesta monografia de conclusdo de curso foi apresentada uma revisao
bibliografica sobre o historico das discussdes sobre problemas ambientais no mundo
e suarelagdocom a quimica verde. Foitambém apresentadaumabreve revisdo sobre
a quimica verde e a quimica analitica verde e sua relacdo com o conceito de

sustentabilidade.

Em seguida, realizou-se uma prova de conceito, sobre a possibilidade de se
miniaturizaro volume de solvente no preparo de amostras para analise de humulonas
e lupulonas em ltupulo, bem como se investigou a possibilidade de se utilizar terpenos

no lugar do tolueno como solvente extrator.

O preparo de amostras teve umareducéo de 100 vezes no volume de solvente
empregado e, dos terpenos testados, o eugenol foi aquele capaz de solubilizar e
extrair os analitos de interesse de maneira mais adequada. E, embora nédo tenha
havido tempo para determinagdes quantitativas com uso de eugenol como solvente
extrator, os resultados preliminares aqui obtidos sugerem a continuidade deste
estudo, com a adequada validacdo do método analitico e comparacao de resultados

guantitativos com o método oficial de anélise.

Finalmente,sugere-se o calculoda eco-escala para se conhecero “greness” da
etapa de preparo de amostras em comparacdo a metodologia que utilizatolueno na

extracdo de humulonas e lupulonas de lupulo.
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