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RESUMO: O lúpulo (Humulus lupulos L.) é uma 
planta cultivada em vários países e utilizada na 
indústria cervejeira e farmacêutica. Compostos 
bioativos com benefícios no tratamento da 
obesidade e doenças associadas, são descritos 
por vários pesquisadores. A estrutura fenólica tem 
eficácia de se combinar com enzimas digestivas 
que impedem a absorção dos nutrientes, dessa 
forma, faz com que estes compostos sejam 
possíveis inibidores de algumas enzimas 
digestivas. O objetivo do trabalho foi quantificar 
os compostos Oxidativos e enzimáticos da 
Peroxidase - POD e Polifenoloxidase - PFO 
de 4 variedades de lúpulo (Chinook, Cascade, 
Columbus e EK Golding) cultivadas em viveiro do 
Instituto Federal do Triângulo Mineiro - Campus 
Uberlândia. Amostras de Lúpulos foram coletadas 
no viveiro e acondicionadas em sacos stomacher 
e conduzidos ao Laboratório de Química e 
Físico-químico. As folhas foram selecionadas, 
lavadas e sanitizadas e após tríplice enxague, 
foram quantificadas os teores de pigmentos 
oxidativos (clorofila A, clorofila B, Licopeno e 
beta-caroteno). O experimento foi conduzido em 
um delineamento inteiramente casualizado (DIC), 
com 4 variedades de lúpulo Chinook, Cascade, 
Columbus e EK Golding com 5 repetições, 
totalizando 20 parcelas experimentais. Os 
resultados mostraram significâncias pelo teste 
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de Scott Knott entre as variedades de lúpulos estudadas. As variedades Columbus e Chinook 
foram superiores nas quantidades de pigmentos. Em conclusão, as variedades de Lúpulos 
apresentaram uma variabilidade nos compostos oxidativos.
PALAVRAS - CHAVE: Compostos secundários, Compostos bio-ativos, Antioxidantes

EVALUATION OF ENZYMATIC ACTIVITY OF OXIDATIVE ENZYMES IN HOP 
PLANTS (HUMULUS LUPULUS L.) CULTIVATED IN NURSERY

ABSTRACT: Hops (Humulus lupulos L.) is a plant cultivated in several countries and used in 
the brewing and pharmaceutical industries. Bioactive compounds with benefits in the treatment 
of obesity and associated diseases are described by several researchers. The phenolic 
structure is effective in combining with digestives enzymes that prevent the absorption of 
nutrients, thus, making these compounds possible inhibitors of some digestive enzymes. The 
aims of this work was to quantify the oxidative and enzymatic compounds of Peroxidase - 
POD and Polyphenoloxidase - PPO of 4 hop varieties (Chinook, Cascade, Columbus and EK 
Golding) grown in a nursery of the Federal Institute of Triângulo Mineiro - Campus Uberlândia. 
Hops samples were collected in the nursery and placed in stomacher bags and taken to 
the Chemistry and Physical-Chemical Laboratory. The leaves were selected, washed and 
sanitized and after triple rinsing, the levels of oxidative pigments (chlorophyll A, chlorophyll B, 
Lycopene and beta-carotene) were quantified. The experiment was conducted in a completely 
randomized design (CRD), with 4 hop varieties Chinook, Cascade, Columbus, and EK Golding 
with 5 replications, totaling 20 experimental plots. The results showed significance by the 
Scott Knott test among the studied hop varieties. The varieties Columbus and Chinook were 
superior in pigment quantities. In conclusion, the hop varieties showed variability in oxidative 
compounds.
KEYWORDS: Secondary compounds, Bioactive compounds, Antioxidants

1 |  INTRODUÇÃO
A exigência pelos consumidores por alimentos que apresentem propriedades 

nutricionais e boa palatabilidade impulsiona a indústria alimentícia a fazer pesquisas 
em produtos funcionais. Deste modo, investir nesse campo é a chave para o sucesso 
de uma boa aceitação do novo produto que vise essas características (MALTA; CHAGAS 
2009). Em decorrência da colheita, a mudança do meio onde o fruto se encontra como em 
embalagens e no armazenamento podem sofrer injúrias durante a manipulação atribuindo 
um estresse no fruto.

Com o estresse e a presença do oxigênio, a polifenoloxidase ganha espaço para atuar 
no meio, que por meio de reações químicas promove o aparecimento de manchas escuras, 
comprometendo totalmente o aspecto visual e nutricional do fruto. A polifenoloxidase é a 
enzima que está relacionada com a oxidação dos compostos fenólicos.

De acordo com Taiz e Zeiger (2009), compostos fenólicos são substâncias vindas 
de produtos secundários que contêm um grupo fenol no anel aromático. Contudo a 
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polifenoloxidase compreende duas enzimas distintas, onde a diferença está relacionada 
com o substrato. A primeira, denominada lactase, possui ação restrita à oxidação de orto 
e para-difenóis. Enquanto a segunda, denominada tirosinase, catecol oxidase, fenolase 
ou orto-difenol oxidase, destaca-se como a mais importante, pois é ela a responsável pelo 
escurecimento dos tecidos nos vegetais.

As peroxidases pertencem à classe das oxidoredutases, que tem por função catalisar 
a oxidação pelo peróxido de hidrogênio de alguns substratos (mono e difenóis, polifenóis, 
amiinofenóis, entre outros), estes substratos geralmente são compostos aromáticos.

De acordo com Araújo (1999) a peroxidase é uma enzima termoestável que pode 
ser regenerada quando o processamento térmico não foi eficiente, com decorrência de 
vários processos fisiológicos na planta, devido à retomada da ação, causando perda de 
coloração, sabor, textura e nutrientes do fruto (ROBINSON, 1991).

Assim como a peroxidase, a polifenoloxidase também não apresenta apenas 
aspectos negativos no fruto, pois, nem sempre as substâncias geradas apresentam 
aspectos negativos para indústria, pois sua ação afeta favoravelmente o gosto e o aroma 
de bebidas fermentadas (AMORIM; SILVA, 1968).

A possibilidade do pesquisador de identificar possíveis causas do insucesso 
no desenvolvimento de determinada cultura agrícola, pode ser esclarecida por meio de 
estudos químicos e bioquímicos aplicados a diversas condições de manejos referentes a 
um dado cultivo de plantas.

O lúpulo é uma planta diácida, perene e escalada da família Cannabinaceae. O seu 
cultivo é um recurso econômico valioso em muitos países, reconhecido há pelo menos 
10 séculos devido à sua importância para a indústria de cerveja e para a área medicinal 
(BEATSON, 2005; MEGA et al. 2011).

Neste contexto, o lúpulo (Humulus lupulus L.), se mostra como uma opção bastante 
promissora na medicina natural com várias propriedades terapêuticas, indicando-o no 
combate a várias enfermidades (Magalhães 2006). Em sua composição destaca-se a 
presença de compostos fenólicos que são substâncias bioativas que podem propiciar 
vários benefícios para tratamento da obesidade e doenças correlacionadas.

Os compostos fenólicos são estruturas químicas que apresentam hidroxilas e anéis 
aromáticos, nas formas simples ou de polímeros, originados do metabolismo secundário 
das plantas, encontrados largamente em frutas (Angelo & Jorge, 2007). As estruturas 
fenólicas têm a capacidade de se combinar com enzimas digestivas, proteínas e outros 
polímeros (carboidratos e pectinas) formando complexos estáveis, impedindo a absorção 
dos nutrientes, assim, faz com que os compostos fenólicos sejam possíveis inibidores 
de algumas enzimas digestivas (Costa et al. 2008).  Os polifenóis possíveis de serem 
encontrados no lúpulo são as proantocianidinas, flavonóis glicosídeos, flavonóides, 
prenilflavonóides e os ácidos fenólicos (Kowalczyk, 2013).

Dentre estes compostos existem os polifenóis, que podem ser considerados, dentre 
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os compostos de origem vegetal, os com maior importância em relação à capacidade 
antioxidante. Isto se dá pelo fato de possuírem anéis fenólicos em suas estruturas, os 
quais, em sua maioria possuem grupos hidroxílicos (Helmja, 2007).

Marques et al. (2014), concluíram que extrato aquoso de pelletes de lúpulos 
apresentou um potencial mecanismos de ação inibitória em enzimas digestivas e que 
possibilita trabalhos futuros para diversos fins terapêuticos.

1.1 Enzimas Oxidativas
Enzimas são um grupo de substâncias orgânicas de natureza geralmente protéica 

com atividade intra ou extracelular que têm funções catalisadoras de reações químicas. 
A enzima esterase envolvida nas reações de hidrólise de ésteres está ligada diretamente 
ao metabolismo dos lipídios, como os fosfolipídios totais de membrana celular (SANTOS 
et al. 2005, VEIGA et al. 2010). A inibição de sua atividade impede que os fosfolipídios 
permaneçam protegidos, mas, com a desestruturação destes, as membranas das organelas 
entram em declínio, tornando-se mais suscetíveis aos efeitos deletérios do oxigênio, 
causando a rancificação.

Segundo Veiga et al. (2010), as enzimas envolvidas nos processos de respiração 
como a piruvato quinase e na deterioração das sementes como as esterases, malato 
desidrogenase, álcool desidrogenase, catalase, peroxidase, dentre outras, são usadas 
para monitorar e caracterizar a qualidade fisiológica de sementes, além de auxiliar no 
entendimento sobre as causas da redução de vigor e viabilidade.

1.2 Enzima Polifenoloxidase
O escurecimento interno de frutas e vegetais é iniciado pela oxidação enzimática 

de compostos fenólicos a partir das polifenoloxidases (EC: 1.10.3.1), este escurecimento 
ocorre no tecido vegetal quando há ruptura da célula e a reação não é controlada. A 
enzima polifenoloxidase é encontrada em todos os tecidos vegetais, é uma oxiredutase 
que oxida compostos fenólicos (difenóis) na presença do oxigênio. Ela catalisa duas 
reações diferentes: a hidroxilação de monofenóis em o-dihidroxifenol e a oxidação do 
o-dihidroxifenol em quinonas, que irão resultar em compostos de coloração escura e 
insolúveis, denominados melanina. Este biopolímero é o principal pigmento encontrado na 
pele, cabelo e olhos dos seres humanos (NÚÑEZ-DELICADO et al. 1996).

O pH ótimo de atuação da polifenoloxidase situa entre 6 e 7, mas varia com a 
fonte da enzima no seu substrato e sua inativação ocorre em pH 4. De acordo com Araújo 
(2005), o escurecimento enzimático é uma reação oxidativa que pode ser retardada com 
a ausência de oxigênio na superfície do fruto danificado. Entretanto podem ser usados 
agentes químicos, que é um método mais prático para inibição, pois agem sobre a enzima 
ou nos intermediários da formação de pigmentos.

A polifenoloxidase virou objeto de estudos em diversos vegetais pela sua importância 
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tanto na fisiologia quanto na bioquímica e sua atividade varia em função da espécie, 
variedade, estádio de maturação e condições de cultivo (GOUPY et al. 1995). Porém sua 
atividade é mais elevada nos frutos mais jovens e após uma injúria mecânica ou ataque 
microbiano. Mas a enzima só começa sua reação quando entra em contato com seus 
substratos fenólicos (YORUK; MARSHALL, 2003).

A importância da polifenoloxidase nos vegetais está relacionada com a defesa que 
proporciona aos mesmos. Pois nos tecidos onde é encontrada e que estão impregnados com 
polímeros, atuam como barreiras contra a penetração de micro-organismos ou retardando 
sua proliferação (MAYER; HAREL, 1979). Porém, tais substâncias conferem muitas vezes 
características comerciais e nutricionais indesejáveis aos produtos vegetais, porque podem 
participar de um grande número de reações oxidativas e biodegradativas como a mudança 
de cor nos vegetais devido a degradação da clorofila ou auxinas, oxidação de fenóis, 
oxidação do ácido indol acético, biossíntese de lignina, o que em muitos casos podem estar 
associados com aroma, cor, textura, sabor e qualidade nutricional dos alimentos.

1.3 Enzima Peroxidase
A peroxidase (EC: 1.11.1.7) ou peróxido de hidrogênio óxido-redutase pertence às 

oxidoredutases. A peroxidase é considerada uma enzima estável quando submetida ao 
tratamento térmico.  Por isso a redução da sua atividade tem sido usada como medida 
de avaliação do processo térmico de branqueamento onde a temperatura ocorre entre 
90 e 100°C por 30 minutos, o suficiente para sua destruição. A mudança de sua atividade 
é atribuída com a diminuição do pH, sendo observada quando há acidificação do meio. 
(ARAÚJO, 2005).

Contudo, a resistência ao calor depende da fonte da enzima. Além disso, esses 
parâmetros podem variar de uma isoenzima para outra (LEE et al. 1984).

A ação da peroxidase em plantas também constitui na proteção antioxidativa como 
resistência a doenças, lignificação e suberização, proteção contra peróxido de hidrogênio e 
outros oxidantes, com tolerância à seca, degradação da clorofila e à senescência. Também 
têm sido relacionadas com atividades antifúngicas (ABELES; BILES, 1991; PENG; KUC, 
1992; REUVENI et al. 1992).

Mas a oxidação fenólica proveniente da enzima peroxidase, em alguns casos, está 
associada com a deterioração da qualidade nutricional, sabor, cor e textura nos alimentos 
processados (ROBINSON, 1991).

Devido a isso, o seu interesse em pesquisas bioquímicas relacionadas a aplicações 
em análise de qualidade de alimentos vem aumentando, pois nos alimentos o peróxido 
é agente determinante de contaminação e largamente utilizado na análise de processo 
esterilizante, cuja presença pode levar a perda do valor nutricional, aparência indesejável 
e formação de compostos tóxicos como hidroperóxidos, lipoperóxidos, epóxidos e aldeídos 
(SIMIC; KAREL, 1979).
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O objetivo desse trabalho foi quantificar as atividades enzimáticas da peroxidade 
e polifenoloxidase da planta de lúpulo (Humulus lupulus L.), durante o desenvolvimento 
vegetativo em viveiro experimental.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS

2.1 Condução do Experimento
As amostras de Lúpulo (Caule, Folhas e Flor) foram adquiridas provenientes do 

plantio numa área experimental do IFTM Campus Uberlândiam, Figura 1.
As análises das atividades enzimáticas oxidativas foram realizadas no Laboratório 

de Química e Físico-química do IFTM – Campus Uberlândia.

Figura 1 Exemplares de Lúpulo cultivados no viveiro do IFTM – Campus Uberlândia – Uberlândia-MG.

2.2 Preparo das Amostras
As amostras de Lúpulo foram coletadas no viveiro experimental de mudas de lúpulo 

do IFTM - Campus Uberlândia, de forma manual e acondicionadas em sacos stomacher, e 
transportadas em caixas plásticas até o Laboratório de Química e Físico-química, Figura 2.
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Figura 2 Variedades de Flores de Lúpulo colhidas e preparadas para análises químicas e físico-
químicas (A – Cascade; B – Chinnok; C – Columbus e D – EK Golding).

3 |  MÉTODOS DE AVALIAÇÃO FÍSICO-QUÍMICAS E QUÍMICAS

3.1 Compostos Fenólicos
Doseados após fracionamento conforme metodologia descrita por REICHER et al. 

(1981). A cada fração, foi utilizado como extrator o etanol a 50 %, para extração de fenólicos 
poliméricos, oligoméricos e dímeros, respectivamente. Após a extração foram quantificados 
os teores de compostos fenólicos. As leituras foram feitas em espectrofotômetro (Spectronic 
Genesys 2) a 720 nm e os resultados expressos em mgEAT 100 g-1 (mg de equivalente em 
ácido Tânico em 100 g de amostra).
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3.2 Clorofila A, Clorofila B, Licopeno e Betacaroteno
Foi realizada segundo metodologia proposta por Nagata e Yamashita (1992). A 

extração foi feita por trituração, com solução acetona-hexano (4:6) e a leitura de absorbância 
(663, 645, 505 e 453 nm) em espectrofotômetro (Hach DR 2800). A quantificação foram 
utilizadas as Equações:

Clorofila a (mg 100mL-1) = 0,999 A663 – 0,0989 A645   (5)
Clorofila b (mg 100mL-1)  = - 0,328 A663 + 1,77 A645    (6)
Licopeno (mg 100mL-1)  = -0,0458 A663 + 0,204 A645 + 0,372 A505 – 0,0806 A453
Beta caroteno (mg 100mL-1)  = 0,216 A663 - 1,22 A645 – 0,304 A505 + 0,452 A453

3.3 Atividade da Enzima Peroxidase
Foi colocado 5,0 mL de tampão fosfato-citrato 0,1 M, pH 5,0; 3,0 mL de extrato e 

0,5 mL de guaiacol. Em seguida, adicionou-se 0,5 mL de H2O2 a 3,0%. Incubou-se por 5 
minutos, e adicionou-se 1,0 mL de bissulfito de sódio a 3,0%, como sugere Matsuno e Uritani 
(1972). Atividade enzimática foi expressa em unidade enzimática (UE), que é definida como 
a quantidade de enzima aumentada em 0,001 unidade por minuto de absorbância.

3.4 Atividade da Enzima Polifenoloxidase
De acordo com a metodologia recomendada por Matsuno e Uritani (1972), foram 

colocados 50,0 mL de tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0; 0,5 mL do extrato enzimático; 0,05 
mL de catecol 0,1 M. Esta mistura foi incubada em banho de água por 30 minutos. Após 
colocadas em banho de gelo adicionou-se 0,8 mL de ácido perclórico a 2,0 N. Após repouso 
de 10 minutos prosseguiu a leitura espectrofotométrica de 395nm.

A atividade enzimática foi expressa em unidade enzimática (UE).

3.5 Determinação de Atividade Antioxidante Total – Método Dpph
A determinação da atividade antioxidante total foi realizada segundo metodologia 

desenvolvida por Brand- Willians et al. (1995) referida por Rufino et al. (2007). O método 
avalia a atividade antioxidante através da capacidade da amostra de sequestrar o radical 
DPPH (2,2-difenil-1-pricril-hidrazil). O DPPH apresenta a cor púrpura e ao passo que ocorre 
redução apresenta-se na cor amarela produzindo um decréscimo da absorbância a 515 
nm. A capacidade antioxidante foi expressa em IC50, que indica a concentração de amostra 
necessária para reduzir 50% dos radicais DPPH.

3.6 Delineamento Experimental e Análises Estatísticas
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), sendo quatro 

variedades de Lúpulo (EK Golding, Chinook, Columbus e Cascade) em tecidos vegetais 
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(flor) com 5 repetições totalizando 20 parcelas experimentais. Os resultados foram avaliados 
estatisticamente através de análise descritivas com auxílio do programa computacional 
Sisvar versão 5.6, (Ferreira, 2011). 

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÕES
Os resultados mostraram, no geral, que a variedade Columbus foi superior nas 

quantidades de pigmentos em relação as outras variedades. A variedade EK Golding foi 
em média superior na análise de peroxidase e a variedade Cascade foi em média superior 
a análise de polifenoloxidase.

Lúpulo
Clorofila (mg 100g-1) Licopeno

(mg 100g-1)
Betacaroteno

(mg 100g-1)A B Total 

Chinook 2,1808 b 1,7302 b 3,9522 b 0,1718 b 0,00 c

Columbus 2,2179 a 2,1353 a 4,1740 a 0,2527 a 0,00 c

Cascade 1,9743 c 1,1631 c 3,4916 c 0,0786 c 0,2756 a

EK Golding 2,1801 b 1,5372 d 3,9010 b 0,1021 c 0,0816 b 

Tabela 1: Teores médios dos pigmentos (Clorofila A, B e Totais, Licopeno e Betacarotenos) em plantas 
de Lúpulos Humulus lupulus L. cultivadas em viveiro experimental do IFTM - Campus Uberlândia.

P<0,05 teste de Scott knott 

A variedade de Lúpulo EK Golding foi a que apresentou uma atividade da Peroxidase 
em média superior as demais variedades seguida pelas Columbus, Cascade e Chinook. 

Lúpulo
PE PFO Fenólicos 

(mgEAT 100g-1)UE min-1g-1 UE min-1g-1

Chinook 1151,120 d  948,906    b 667,496    b 

Cascade 1441,810  c 2049,094     a 607,826 c
Columbus 2276,534   b  957,652    b 681,658     a
EK Golding 3625,254    a  778,108   c 679,296     a

Tabela 2: Teores médios de Atividades enzimáticas (Peroxidase PE e Polifenoloxidase - PFO) e 
Compostos Fenólicos em plantas de Lúpulos Humulus lupulus L. cultivadas em viveiro experimental do 

IFTM - Campus Uberlândia.

P<0,05 teste de Scott knott 

Podemos observar que a variedade Columbus foi em média superior na análise de 
taninos, seguida pela EK Golding, Chinook e Cascade. 

A ação oxidativa da enzima fenolítica da polifenoloxidase foi variável nos lúpulos 
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estudados. A variedade Cascade foi em média superior na análise de polifenoloxidase, 
seguida pela Columbus, Chinook e EK Golding.

 Lúpulo Atividade Oxidante (IC50)

Chinook 45,63a

Columbus 44,62a

Cascade 40,83 b

EK Golding 47,27 a

Tabela 3: Teores médios de Atividades Oxidantes (DPPH) em plantas de Lúpulos Humulus lupulus L. 
cultivadas em viveiro experimental do IFTM - Campus Uberlândia.

Observou-se que a variedade Cascade foi em média inferior na atividade oxidativas 
apresentada na Tabela 3. Por outro lado as demais variedades de Lúpulos East Kent 
Golding, Columbus e Chinook apresentaram elevadas ação oxidante. Isso se deve à 
presença de compostos secundários através das análises de pigmentos contribuíram para 
ação oxidativas

5 |  CONCLUSÃO
Conclui-se que as variedades de Lúpulos apresentaram uma variabilidade nos 

compostos oxidativos.
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