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Otimizacao da extracao de flavonoides do coproduto cervejeiro frub
quente

Optimization of flavonoid extraction from hot trub brewing co-product

Bruna Santos Soares da Costa’, Lilian Tatiani Dusman Tonin?

RESUMO
Este trabalho otimizou a extragédo dos flavonoides do coproduto cervejeiro trub quente, utilizando um

delineamento composto central rotacional 22 com triplicata no ponto central, variando tempo e temperatura.
Apds secagem do residuo, os extratos foram obtidos por extragdo por maceragcdo dindmica em shaker,
utilizando como variaveis independentes tempo e temperatura e variavel dependente a quantificacdo de
flavonoides utilizando cloreto de aluminio. A superficie de resposta demonstrou a influéncia das duas variaveis
no processo de extragdo. As melhores respostas foram obtidas nas condi¢des: 0,69h/45,0 °C, 4h/60,0 °C,
12h/45,0 °C, 12h/66,2 °C, 20h/30,0 °C e 23,3h/45,0 °C. ndo apresentando diferenga significativa entre seus
valores. O grafico de superficie de resposta indica que para extrair o maximo de flavonoides o extrato deve
ser preparado em temperaturas entre 45-60 °C e tempos de até 4 h. As condigbes testadas 0,69h/45,0 °C e
4h/60,0 °C, estao dentro desta faixa. O extrato demonstrou alta fonte de flavonoides, com potencial para
aplicagao nas industrias cosméticas, alimenticias e farmacéuticas, como fonte de antioxidantes naturais.
PALAVRAS-CHAVE: antioxidantes; extragao, residuos.

ABSTRACT

This work optimized the extraction of flavonoids from the hot trub brewing co-product, using a 22 rotational
central composite design with triplicate at the central point, varying time and temperature. After drying the
residue, the extracts were obtained by extraction by dynamic maceration in a shaker, using time and
temperature as independent variables and the quantification of flavonoids using aluminum chloride as
independent variables. The response surface demonstrated the influence of the two variables on the extraction
process. The best responses were obtained under the conditions: 0.69h/45.0 °C, 4h/60.0 °C, 12h/45.0 °C,
12h/66.2 °C, 20h/30.0 °C and 23.3h/45,0 °C. showing no significant difference between their values. The
response surface graph indicates that to extract the maximum amount of flavonoids, the extract must be
prepared at temperatures between 45-60 °C and times of up to 4 h. The conditions tested 0.69n/45.0 °C and
4h/60.0 °C are within this range. The extract demonstrated a high source of flavonoids, with potential for
application in the cosmetic, food and pharmaceutical industries, as a source of natural antioxidants.
KEYWORDS: antioxidants; extraction; waste.

INTRODUGCAO

A producdo de cerveja € um processo produtivo gerador de muitos coprodutos,
podendo citar o bagago de malte, levedura de cerveja e frub quente, que possuem
caracteristicas que possibilitam, em muitos casos, serem reutilizados em outros processos
industriais. O mercado brasileiro de cerveja apresenta um 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, é constituido de a- e B-acidos, acidos fendlicos, flavonoides e
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prenilflavonoides, sendo o principal o xanthohumol e outras 13 chalconas relacionadas
(BOCQUET et al, 2018). Os flavonoides presentes no lupulo apresentam diversas
atividades biolégicas como antitumoral (PAN; BECKER; GERHAUSER, 2005) e
antioxidante (DI SOTTO et al., 2018).

Os antioxidantes sédo substancias que reduzem o dano oxidativo das células,
atrasando ou inibindo a oxidacéo do substrato, bloqueando os radicais livres e prevenindo
a formagado de algumas doencas, tais como o cancer, aterosclerose, artrite e catarata
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Estudos comprovam que os antioxidantes,
provenientes de produtos naturais e seus coprodutos podem ser usados também na
preservacao de alimentos, em cosmeéticos e para fins medicinais (SCHIEBER; STINTZING;
CARLE, 2001).

Esse estudo objetivou otimizar a extragao dos flavonoides do coproduto da cerveja,
o frub quente, utilizando um delineamento composto central rotacional 22 com triplicata no
ponto central, variando tempo e temperatura.

MATERIAIS E METODOS

AMOSTRAS

A cerveja artesanal foi preparada 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). O coproduto trub quente foi
filtrado. A secagem do coproduto foi realizada em estufa de circulagdo de ar (marca SOLAB,
modelo 102/480) na temperatura de 40 °C até seu peso permanecer constante. Apds a
secagem, o produto desidratado foi triturado e armazenado em geladeira para a realizagao
das analises.

PREPARO DOS EXTRATOS

Os extratos foram preparados em duplicata, pesando-se 1,0000 g do coproduto
desidratado com 50,0 mL de solvente EtOH:H20 70:30 (v/v), agitacdo 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 refrigeragdo e ao
abrigo da luz.

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi conduzido um estudo de otimizagdo do tempo e temperatura, a partir de um
delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 com friplicata no ponto central,
conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 para otimizagio do tempo e
temperatura de extragao.

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 propria (2023).
DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS PELO METODO DE AICls

Os flavonoides totais foram quantificados segundo a adaptagdo da metodologia
descrita por Woisky; Salatino (1998), com modificagdes de dos Santos et al., (2022). A um
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tubo de ensaio com tampa rosqueavel foram adicionados 500,0 pyL do extrato, 250,0 uL de
uma solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5% e 4,25 mL de metanol. A mistura foi
agitada e permaneceu a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse tempo realizou-
se a leitura em espectrofotébmetro de absorgdao UV-Vis (Cary 60, Agilent) no comprimento
de onda de 420 nm. As analises foram realizadas em triplicata. Uma curva padréo de Rutina
nas concentragdes de 10, 20, 40, 80, 100 e 200 mg L™" foi construida (y = 0,005x — 0,021;
R? = 0,995) e os resultados foram expressos em mg de rutina 100 g' de amostra (mg RU
100 g™).

ANALISE ESTATISTICA

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

RESULTADOS E DISCUSSOES

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 extracdo € uma operacgao 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, 0 método de extragao, tempo e temperatura (de
SANTANA et al., 2017; TZIA, C.; LIADAKIS, 2003). De acordo com Kowalczyk et al., (2013),
o emprego de solventes hidroalcodlicos favorece a extragdo de compostos fendlicos, o que
justifica a escolha do solvente utilizado. A proporgéo etanol-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: H20 70:30 (v/v).

Os resultados de quantificacdo de flavonoides para os extratos do coproduto
estudado estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados da quantificagdo de flavonoides totais do extrato EtOH:H.0 70:30 do trub

quente.

Tempo (h) Temperatura (°C) FLV (mg RU 100 g)
0,69 45,0 298,65 + 3,102 ¢
4,0 30,0 290,26 + 5,56 ¢
4,0 60,0 314,49 £ 5,272b
12,0 23,8 257,556 + 1,609
12,0 45,0 318,49 + 3,692
12,0 45,0 290,43 £ 2,74 ¢
12,0 45,0 292,77 £ 3,07%¢
12,0 66,2 297,28 + 7,57% ¢
20,0 30,0 295,06 + 2,943 b ¢
20,0 60,0 283,80 + 8,72¢
23,3 45,0 298,12 +7,132b:¢

Fonte: Autoria propria (2023).
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Resultados expressos como média + desvio padrao (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam que nao
ha diferengas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Através da analise dos dados de quantificacao de flavonoides da Tabela 2, pode-se
observar que as condi¢cdes que apresentaram as melhores respostas, sem apresentar
diferenca significativa entre seus valores (p<0,05) foram: 0,69h/45,0 °C, 4h/60,0 °C,
12h/45,0 °C, 12h/66,2 °C, 20h/30,0 °C e 23,3h/45,0 °C.

O modelo proposto ndo se ajustou ao ensaio de quantificagdo de flavonoides com
R? de 0,4013. Os dados de ANOVA indicam que as variaveis temperatura (L e Q) e a
interacdo entre as duas variaveis foram significativas no intervalo de confianga de 95%.
(Tabela 3).

Tabela 3 - Andlise de variancia para o DCCR para a quantificagdao de flavonoides.

Fonte de variagao GL? sQP Qme Valor F F (Pr) Significancia
Tempo (Q) 1 28.98 28.98 0.1210 0.1414
Tempo (L) 1 531.96 531.96 2.2209 0.7292
Temperatura(L) 1 3526.43 3526.43 14.7225  0.0003 el
Temperatura (Q) 1 3103.31 3103.31 12.9560  0.0006 o
Tempo*Temperatura 1 1889.04 1889.04 7.8866 0.0067 e
Residuo 60 24004.05 239.53

Fonte: Autoria propria (2023).
L: linear; Q: quadratico @ graus de liberdade ® soma dos quadrados; ¢ quadrado médio; Pr (F) valor teste t (<
0,05 diferenca significativa).

A modelagem dos dados experimentais foi realizada baseada no modelo representado
na Equacao 2, onde: t: tempo e T: Temperatura

FLV = 155,14 + 2,5637 t + 5,3185 T — 0,0739 t.T + 0,0145 t?> — 0,0429 T2 (2)

Negligenciando os termos nao significativos, a Equacao preditiva final 3 foi obtida e
graficos de superficie tridimensionais e bidimensionais (Figuras 1a e 1b) foram construidos:

FLV = 186,41 + 4,6916 T — 0,0127 t.T + - 0,0441 T? (3)

O grafico de superficie indica que para extrair o maximo de flavonoides o extrato
deve ser preparado em temperaturas entre 45-60 °C e tempos de até 4 h. As condicdes
testadas 0,69h/45,0 °C e 4h/60,0 °C, estao dentro desta faixa, e apresentaram as melhores
respostas para flavonoides totais. Considerando o menor gasto energético, a melhor
condigao a ser empregada na extracao de flavonoides do frub, é 0,69h a 45,0 °C.
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Figura 1 - Superficie de resposta para a quantificagido de flavonoides em relagao a temperatura (°C) e

CONCLUSOES
A otimizagdo da extragcao dos flavonoides do coproduto da produgédo de cerveja

tempo (h): (a) grafico 3D e (b) grafico de contorno.
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Fonte: Autoria Prépria (2023).

artesanal, o trub quente, preparado com o lupulo Bobek foi otimizada através de um DCCR
22 variando tempo e temperatura. As condigbes que apresentaram melhores respostas
foram para os extratos preparados em 0,69h/45,0 °C e 4h/60,0 °C, estando dentro da
melhor faixa obtida pela analise da superficie de resposta. Os resultados demonstraram
alto conteudo de flavonoides neste coproduto, sugerindo sua aplicagdo nas industrias
farmacéuticas, alimenticias e cosméticas.
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