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Otimizacao da extraciao de compostos antioxidantes do coproduto #rub

quente

OPTIMIZATION OF THE EXTRACTION OF ANTIOXIDANT COMPOUNDS FROM THE
CO-PRODUCT HOT TRUB

Isabella Salvat Luccas*, Lilian Tatiani Dusman Tonin®

RESUMO

A produgdo de cerveja caracteriza-se como um processo muito difundido no Brasil, que gera muitos
coprodutos, fontes de compostos bioativos. Este trabalho objetivou a otimizagdo da extragdo dos compostos
antioxidantes do residuo da produ¢do da cerveja artesanal, o trub quente, utilizando o lipulo Bobek. Foi
realizado um planejamento experimental do tipo delineamento composto central rotacional 22, variando
tempo e temperatura. O coproduto foi seco a 40 °C e extraido pelo método da maceragdo dindmica em
shaker (150 rpm) utilizando o solvente etanol/agua 70/30 (v/v). Os extratos foram avaliados quanto a sua
atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil. Os melhores
resultados foram obtidos para os tempos de 4 e 12 horas na temperatura de 60 °C e 20 horas na temperatura
de 66,2 °C, nao apresentando diferenca significativa entre seus valores (p < 0,05). Os valores de atividade
antioxidante proximos de 83%, indicam esse coproduto com potencial aplicacdo nas industrias cosmética,
alimenticia e farmacéutica.

Palavras-chave: Cerveja. Planejamento experimental. Compostos fenélicos. DPPH.

ABSTRACT

Beer production is characterized as a widespread process in Brazil, which generates many co-products, sources of
bioactive compounds. This work aimed to optimize the extraction of antioxidant compounds from craft beer
production residue, the hot trub, using Bobek hops. An experimental design of the central composite rotational
design 2? was carried out, varying time and temperature. The co-product was dried at 40 °C and extracted by the
dynamic maceration method in a shaker (150 rpm) using the solvent ethanol/water 70/30 (v/v). The extracts were
evaluated for their antioxidant activity by the 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl free radical scavenging method. The
best results were obtained for the times of 4 and 12 hours at the temperature of 60 °C and 20 hours at the
temperature of 66.2 °C, with no significant difference between their values (p < 0.05). Antioxidant activity values
close to 83% indicate this co-product with potential application in the cosmetic, food and pharmaceutical
industries.

Keywords: Beer. Experimental design. Phenolic compounds. DPPH.

1 INTRODUCAO

A produgdo de cerveja pode ser avaliada como um processo produtivo gerador de muitos residuos, podendo
citar o bagaco de malte, levedura de cerveja e trub, que possuem caracteristicas que possibilitam, em muitos
casos, serem reutilizados em outros processos industriais. O mercado brasileiro de cerveja apresenta um
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volume anual de 14 bilhdes de litros/ano. Este valor representa cerca de 1,6% do Produto Interno Bruto (PIB)
do Brasil e faturamento anual na ordem de R$ 77 bilhdes (CERVBRASIL, 2016).

O lupulo (Humulus lupulus L.) pertence a familia Cannabaceae, ¢ um dos principais constituintes do trub,
¢ constituido de a- e B-acidos (humulonas e lupulonas, respectivamente), acidos fendlicos como acido cafeico,
acido fertilico, acido sindpico, 4cido vanilico, 4cido gélico e acido siringico, as formas glicosiladas dos
flavonoides kaempferol, quercetina, morina ¢ miricetina, flavan-3-ois catequina e epicatequina, cis € trans-
resveratrol e prenilflavonoides, sendo o principal o xanthohumol e outras 13 chalconas relacionadas
(BOCQUET et al., 2018). A quantidade de polifenois depende da variedade do lupulo (KAMMHUBER,
2005). Os flavonoides presentes no lapulo apresentam diversas atividades biologicas como antitumoral (PAN;
BECKER; GERHAUSER, 2005), antioxidante e antiviral (DI SOTTO, 2018).

Os antioxidantes sdo substincias que reduzem o dano oxidativo das células, atrasando ou inibindo a
oxida¢do do substrato, bloqueando os radicais livres e prevenindo a formacdo de algumas doengas, tais como
o cancer, aterosclerose, artrite ¢ catarata (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Estudos comprovam que os
antioxidantes, provenientes de produtos naturais e seus coprodutos podem ser usados também na preservagao
de alimentos, em cosméticos e para fins medicinais (SCHIEBER; STINTZING; CARLE, 2001).

Esse estudo objetivou otimizar a extragdo dos compostos antioxidantes do coproduto da cerveja, o trub
quente, utilizando um delineamento composto central rotacional 2% com triplicata no ponto central, variando
tempo e temperatura.

2 METODO

Amostras: A cerveja artesanal foi preparada pela professora Lilian Tatiani Dusman Tonin, no periodo de
maio a agosto de 2019, em duplicata. Os maltes utilizados foram: 5,0 Kg Malte Pilsen e 0,86 g Malte Munich;
e o lupulo Bobek (20,0 g no tempo 60 min e 40,6 g no tempo 0,0 min).

A secagem do residuo foi realizada em estufa de circulagdo de ar (marca SOLAB, modelo 102/480) na
temperatura de 40 °C até seu peso permanecer constante. Apos a secagem, o produto desidratado foi triturado
e armazenado em geladeira para a realizagdo das analises.

Preparo dos extratos: Os extratos foram preparados em duplicata, pesando-se 1,0 g do residuo
desidratado com 50,0 mL de solvente EtOH:H,O 70:30 (v/v), agitagdo em shaker, a 150 rpm, conforme o
planejamento experimental apresentado na Tabela 1, ao abrigo da luz (C =20 g/L). Foram filtrados a partir da
filtragdo simples, armazenados sob refrigeracdo e ao abrigo da luz.

Planejamento experimental: Foi conduzido um estudo de otimizag¢ao do tempo e temperatura, a partir de
um delineamento composto central rotacional (DCCR) 2% com triplicata no ponto central, conforme a Tabela
1 descreve.

Tabela 1 — Delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 para otimizag¢io do tempo e temperatura
de extracao.

Variaveis/Niveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
Tempo (h) 0,69 4 12 20 23,3
Temperatura (°C) 23,8 30 45 60 66,2

Fonte: Autoria prépria (2021).
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Determinacgéo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre DPPH. O método
do sequestro do radical livie DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIE;
BERSET, 1995) foi realizado a partir da adigdo de 1,0 mL de extrato (C =20 g L") ¢ 2,0 mL de solugédo do
radical DPPH (0,12 mM em MeOH) em uma cubeta. Ap6s 30 minutos foi realizada a leitura da absorbancia
em espectrofotometro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) a 517 nm. Interpreta-se a atividade
antioxidante como a porcentagem de inibigdo em relagdo ao controle (1,0 mL de EtOH e 2,0 mL da solugéo
do radical DPPH). Foi feito também o preparo do branco da amostra (1,0 mL de extrato e 2,0 mL de EtOH).
A atividade antioxidante foi calculada com o uso da Equagao 1, onde (Aa) representa a absorbancia da amostra,
(Ab) a absorbancia do branco da amostra ¢ (Ac) a absorbancia do controle. Os padroes BHT (butil-hidroxi-
tolueno) e acido ascorbico a uma concentragdo de 0,1 g L' foram testados nas mesmas condigdes. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata.

%AA = [ Ac — (Aa — Ab)] . Ac™?! (1)

Analise estatistica. Os resultados apresentados foram obtidos através da média das repeti¢des + desvio
padrdo e foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05), com comparagdes multiplas. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Stat Soft. Inc. (2007).

3 RESULTADOS

A temperatura de secagem ¢ um fator importante, principalmente quando se visa manter os componentes
bioativos dos produtos naturais (DA SILVA et al., 2017). Neste sentido, o trub quente foi seco a 40 °C a fim
de ndo degradar seus compostos. A secagem durou em torno de 48 h, com um rendimento de aproximadamente
24%.

A extragdo € uma operacgdo unitaria que envolve transferéncia de massa. Neste processo o solvente age na
estrutura celular do vegetal, extraindo os compostos de interesse. Ha diversos fatores que influenciam o
resultado final da extragdo, como por exemplo, o tipo e polaridade do solvente, o método de extragdo, tempo
e temperatura (DE SANTANA et al., 2017; TZIA & LIADAKIS, 2003). De acordo com Kowalczyk et al.
(2013), o emprego de solventes hidroalcoolicos favorece a extracdo de compostos fendlicos, o que justifica a
escolha do solvente utilizado. A proporcao solvente-agua foi escolhida baseada em estudos recentes, de acordo
com Tonin et al. (2021), que apresentou melhores resultados de atividade antioxidante na propor¢ao EtOH:
H>0 70:30 (v/v).

Para a otimizacao do tempo e temperatura de extragdo por maceragdo dinamica utilizando EtOH:H,O 70:30
como solvente extrator, foi realizado um DCCR 22, e os resultados de atividade antioxidante para os extratos
do residuo estudado e os padrdes BHT e 4cido ascorbico pelo método DPPH estao apresentados na Tabela 2.

O método colorimétrico de sequestro do radical livre DPPH ¢ determinado pelo decréscimo da absorbancia
a 517 nm da solugdo de DPPH, que sofre reducdo pelos componentes presentes no extrato ¢ formagdo do
composto difenil-picril-hidrazina, com mudanga simultinea na coloragdo de violeta a amarelo (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIE; BERSET, 1995).

A partir da analise dos dados é possivel observar que os tempos de 4 ¢ 20 h na temperatura de 60 °C ¢ 12
h na temperatura de 66,2 °C foram as condi¢des que forneceram a maior porcentagem de inibi¢ao do radical
DPPH, ndo apresentando diferenca significativa entre seus valores (p < 0,05). A alta atividade antioxidante
dos extratos pode ser conferida a presenca de compostos fendlicos presentes no lupulo.
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Tabela 2 — Resultados das porcentagens de atividade antioxidante (%AA) do trub quente.

Tempo Temperatura DPPH
0,69 45,0 70,66 £ 0,73¢
4,0 30,0 74,51 +£0,29°¢
4,0 60,0 82,86 + 0,29*
12,0 23,8 62,73 +0,49¢
12,0 45,0 78,31 +0,54°
12,0 45,0 77,19 + 0,63%°¢
12,0 45,0 77,17 £ 0,70%°¢
12,0 66,2 81,58 + 0,52°
20,0 30,0 78,62 +0,22°
20,0 60,0 82,57 +1,17°
233 45,0 65,01 +£0,63¢
BHT 99,45 + 0,04
Acido ascorbico 99,68 + 0,06

Fonte: Autoria proépria (2021).
Resultados expressos como média = desvio padrao (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. BHT = butil-hidroxi-
tolueno.

A partir dos resultados do planejamento experimental apresentado na Tabela 2, foram obtidos os modelos
teoricos, as superficies de resposta e os diagramas de Pareto, para conseguir-se uma visao clara dos efeitos dos
fatores tempo e temperatura na atividade antioxidante da semente do maracuja.

Figura 1 — a) Modelo proposto pelo planejamento fatorial 22. b) Diagrama de pareto para o teste de DPPH.
para o teste DPPH.
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Fonte: Autoria prépria (2021).

A metodologia de superficie de resposta é considerada crucial para um estudo estatistico cientifico, no qual
otimiza-se 0s processos experimentais, através da analise da influéncia das variaveis experimentais e suas
interagdes no resultado experimental, enquanto reduz o nimero de experimentos (TONG et al., 2017).

O DCCR escolhido n#o se ajustou a0 modelo referente ao ensaio do DPPH (Figura la) apresentando R?
baixo (0,4798) e erro residual alto (25,1276). No diagrama de Pareto (Figura 1b) observa-se o efeito
padronizado linear (L) e quadratico (Q) das variaveis tempo e temperatura ¢ suas interagdes sobre a atividade
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antioxidante pelo método DPPH. O tempo (Q) ¢ a temperatura (L) foram significativos no intervalo de
confianga de 95 %. O maior efeito ¢ observado para a temperatura linear, que exerce influéncia positiva no
processo extrativo, isto €, o aumento da temperatura reflete em um aumento na atividade antioxidante pelo
método DPPH.

Pelo grafico de superficie de resposta do delineamento experimental (Figura 2), que indica a relagao entre
as variaveis tempo e temperatura para o teste de DPPH, pode-se observar que para a obtengdo do percentual
maximo de redugdo do radical DPPH, o extrato deve ser preparado em temperaturas mais altas (65 a 70 °C) e
tempos entre 4 a 14 h.

Figura 2 - Superficie de resposta para o teste DPPH em relaciio a temperatura (°C) e tempo (horas): (a) grafico
3D e (b) grafico de contorno.
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Fonte: Autoria proépria (2021).

4 CONCLUSAO
Os resultados demonstraram o potencial antioxidante do coproduto agroindustrial, proveniente do frub
quente, utilizando o lupulo Bobek, sendo as melhores condigdes de extracdo obtidas pelo planejamento

experimental temperaturas entre 65 a 70 °C e tempos entre 4 a 14 h. O coproduto estudado possui potencial
para aplicag@o nas industrias farmacéuticas, alimenticias e cosméticas.
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