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INTRODUGAO:

O Brasil € o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, atras somente da China e dos Estados
Unidos. O setor € um dos mais relevantes da economia brasileira. Com produgé&o anual de 14,1 bilhdes
de litros por ano e faturamento de 107 bilhGes de dolares, 0 mercado cervejeiro representa 1,6% do
Produto Interno Bruto (PIB) e é responséavel pela geracdo de 2,7 milh6es de empregos ao longo da
cadeia produtiva, sendo considerado um dos maiores empregadores do Brasil (CERVBRASIL, 2022). O
Dry Hopping é um processo de extracao fria e aquosa onde o lipulo (Humulus lupulus L.) é adicionado
a cerveja durante a etapa de fermentagdo enquanto a cerveja esta sendo resfriada. Essa técnica tem o
objetivo de fornecer propriedades do lupulo para a cerveja, a fim de alcangar o aroma e o0 sabor intensos
do lupulo na cerveja. Os residuos de ldpulo sédo subutilizados, sendo empregados apenas na
alimentacg&o de ruminantes e como adubo para o solo (HAUSER; LAFONTAINE; SHELLHAMMER, 2019;
PIOVESAN; SOARES; COSTA, 2020).

O lbpulo é uma planta amplamente utilizada na producéo de cerveja devido as suas propriedades
aromaticas e de amargor, mas também possui um complexo perfil quimico que confere diversos
beneficios a saude. Dentre os principais compostos bioativos presentes no lapulo, destacam-se os
acidos alfa e beta, os prenilflavonoides e os polifenéis, que apresentam propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR, 2019; LIN et al., 2019). Os polifendis
sdo metabdlitos secundarios que compreendem até 4% do peso total dos cones de lipulo seco, ja os
acidos alfa e beta sdo componentes bioativos cruciais presentes no lipulo. Além de conferirem o
amargor caracteristico a cerveja, esses acidos possuem uma série de propriedades benéficas para a
salde humana. Os &cidos alfas exibem atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias,

desempenhando um papel na preservacdo da qualidade e seguranca dos alimentos, bem como na
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prevencdo de doencas. Além disso, estudos indicam que esses &cidos possuem atividade
anticancerigena, inibindo o crescimento de células tumorais. Ja os beta-acidos também contribuem para
a saude cardiovascular, reduzindo o risco de doencas cardiacas. Em resumo, os 4cidos alfa e beta séo
compostos bioativos de grande importancia no lapulo, com potencial para aplicacdes terapéuticas e
funcionais em diversas areas (ALMAGUER et al., 2014). O consumo regular destes compostos pode
ajudar a combater varias doencas, através de diversos mecanismos, mas, principalmente, pela sua forte
capacidade antioxidante e pelas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias (ARNOSO; COSTA;
SCHMIDT, 2019).

A Extracdo liquida pressurizada assistida por ultrassom (UAPLE) é uma técnica inovadora, que
utiliza a energia ultrassénica durante a extragdo com liquidos pressurizados. Essa abordagem intensifica
a recuperacdo de compostos fendlicos, resultando em maior quantidade e qualidade dos compostos
extraidos. A busca por métodos eficientes e sustentaveis na extracdo de compostos bioativos € uma
area em crescimento, e a UAPLE apresenta potencial para impulsionar a descoberta de novos

compostos bioativos e o desenvolvimento de aplicacfes terapéuticas, cosméticas e alimenticias.

METODOLOGIA:

A matéria-prima do trabalho foi o residuo de lUpulo resultante de Dry Hopping, durante a producao
de cerveja. O residuo foi doado pela Cervejaria Dogma, Sdo Paulo, SP, Brasil. As amostras foram

armazenadas em pacotes herméticos e mantidas em freezer a -18 °C até o momento das extracoes.

UAPLE (Ultrasound-assisted pressurized liquid extraction)

Para cada extracao, 5 g de residuo de lupulo foram adicionados a uma célula de extracéo de aco
inoxidavel com capacidade de 300 mL. Como solvente, foram utilizadas misturas de etanol e agua (50,
75 e 100%, 3:1, m/m). As extracBes foram realizadas a 10 MPa e trés temperaturas (70, 90 e 110 °C). A
frequéncia ultrassonica foi fixada em 20 kHz, e a poténcia variou entre 20% e 60% da poténcia maxima
do equipamento (160, 240 e 480 W, respectivamente) e tempo de 20 minutos. Apds a extracao, a mistura
de solvente e extrato foi descomprimida em uma valvula micrométrica. O volume recuperado foi medido,
e o0 extrato resultante foi armazenado em frascos escuros, devidamente vedados e protegidos da luz, a
-18 °C.

Caracterizacdo dos extratos

Até o momento, foram caracterizados somente os extratos de 75 e 100%. Esses extratos foram
caracterizados em termos de fendlicos totais e capacidade antioxidante por FRAP. As demais analises
estdo em andamento e os resultados completos serdo divulgados no relatério final e na apresentagéo

do seminario de iniciagéo cientifica.

Fendlicos totais (FT)
O teor de fendlicos totais foi determinado utilizando-se a metodologia de Folin-Ciocalteu, descrito

por Singleton et al. (1999), com algumas modificacdes. Inicialmente, foram preparadas diluicdes de acido
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gélico em concentrag¢des de 0,02 a 0,2 mg/mL, para servirem como padréo de calibra¢éo. As diluicdes
foram feitas em agua destilada até que a absorbancia estivesse na faixa de 0,1 a 0,9. Em seguida, foram
pipetados o branco, o padrao de calibracdo e as amostras em uma microplaca transparente de 96 pocos.
Foram adicionados 20 yL de Folin-Ciocalteu e, apds 3 minutos de reacédo, acrescentou-se 20 uL de
solucdo saturada de carbonato de sodio. Para finalizar o processo, foram pipetados em cada poc¢o 140
pL de dgua destilada. Toda a reacdo ocorreu em temperatura ambiente, protegida da luz, durante 120
minutos. A absorbancia foi medida a 725 nm utilizando um leitor de microplacas (FLUOstar Omega BMG
LABTECH GmbH, Ortenberg, Alemanha). O teor fendlico total foi calculado como equivalente de acido

galico e todas as amostras foram analisadas em triplicata.

FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

A capacidade redutora férrica dos extratos foi avaliada utilizando o método FRAP, conforme
descrito por Benzie e Strain (1996), com algumas modificacdes. Cada extrato foi diluido em agua
destilada até que a absorbancia estivesse entre 0,1 e 0,9. A solu¢cdo FRAP foi preparada utilizando
tampdao acetato 0,3 M (pH 3,6), TPTZ 10 mM em HCI 40 mM e solugéo FeCl3 20 mM. Posteriormente,
a absorbéncia foi medida a 595 nm em um leitor de microplacas (FLUOstar Omega BMG LABTECH
GmbH, Ortenberg, Alemanha). Uma curva padréo de Trolox foi construida, utilizando concentracdes que
variaram de 0,01 a 0,06 mg/mL. Os resultados foram expressos em mg de Trolox equivalente (TE) por

grama de matéria-prima em base seca.

Analise estatistica
A analise estatistica foi conduzida utilizando andlise de variancia (ANOVA) com um nivel de
significancia de 5% pelo teste de Tukey. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, e os

resultados foram apresentados como média + desvio padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Caracterizacdo dos extratos
Conteldo de fenélicos totais (FT)

Em relacdo ao solvente 75% etanol, a analise de fendlicos totais mostrou um aumento no
rendimento fendlico de 4,66 para 6,35 mg GAE/g MP com o aumento da poténcia de 240 para 480 W.
Esse aumento pode estar associado ao maior rompimento das paredes celulares das amostras vegetais
e a maior solubilizagdo dos compostos fendlicos no solvente sob a agdo de maior energia ultrassonica.
No entanto, ao diminuir a poténcia para 160 W, observou-se uma queda do conteudo fenélico em todas
as temperaturas testadas. Isso indica que o emprego de maior energia ultrassonica foi benéfico para a
extracdo dos compostos fendlicos, independente da temperatura.

Quanto ao solvente etanol 100%, a 160 W, verificou-se um maior rendimento fendlico em relagcéo
ao 75%, o que indica uma resposta positiva da extragdo quando comparado com o solvente a 75% na
mesma poténcia. Contudo, ao aumentar a poténcia para 240 W, foi observada uma queda no contetudo

fendlico extraido a medida que a temperatura aumentava para 90 °C. Esse comportamento pode estar
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relacionado & volatilizagdo dos compostos fenolicos em temperaturas mais elevadas ou a formagéo de
subprodutos indesejados. Curiosamente, em 240 W na temperatura de 110 °C, houve um aumento de
extracdo de compostos fendlicos, sugerindo que a combina¢do de maior poténcia ultrassdnica com o
solvente mais puro pode ter facilitado a liberacdo dos compostos fendlicos das matrizes vegetais,

resultando em uma extragdo em maior quantidade.

FRAP

Em relacdo a capacidade antioxidante pelo FRAP, os resultados variaram entre 3,57 e 5,39 mg
TE/g MP. Foi possivel observar que, para o solvente de 100% etanol e poténcia de 160 W, o aumento
da temperatura se mostrou essencial no aumento da capacidade antioxidante dos extratos. A anélise
dos dados mostrou que as alteragbes mais significativas na capacidade antioxidante ocorreram a 110
°C, enquanto nas temperaturas de 70 °C e 90 °C, os resultados foram menores. A 240 W, os extratos
obtidos nas temperaturas de 70 °C e 110 °C apresentaram uma capacidade antioxidante maior em
comparacado com a temperatura de 90 °C. O aumento da atividade antioxidante pode estar relacionado
a maior eficiéncia da extracdo dos compostos bioativos com o aumento da temperatura. Entretanto, as
andlises futuras deverdo ajudar a elucidar o desvio ocorrido a 90 °C. Ao investigar condi¢cdes ainda mais
intensas (480 W), para o solvente de 100%, observou-se um aumento gradativo da capacidade
antioxidante em cada uma das temperaturas testadas. Os resultados mostraram que a temperatura de
110 °C foi relevante na obtencdo de extratos com alta capacidade antioxidante, mesmo sob essas
condi¢cOes de extragdo mais vigorosas. Esses resultados sugerem que a UAPLE foi influenciada tanto
pela poténcia do ultrassom, quanto pela temperatura e composi¢ao do solvente. A poténcia do ultrassom
€ crucial para promover uma maior liberacdo dos compostos antioxidantes presentes no material vegetal.
Além disso, a temperatura desempenha um papel importante, com 110 °C sendo a temperatura 6tima
para a extracdo de compostos antioxidantes no solvente 100% etanol.

Os resultados obtidos na analise FRAP para o solvente 75% etanol e diferentes poténcias (160,
240 e 480 W) mostraram comportamentos distintos em relacdo a temperatura. Observou-se que, em
todas as temperaturas testadas (70, 90 e 110 °C), houve um acréscimo sutil da capacidade antioxidante,
indicando que esse solvente pode ndo ser a melhor escolha para a extragdo dessa matéria vegetal.
Entretanto, um padréo diferente foi observado quando se analisou o solvente de 75% com a poténcia de
480 W. Nesse caso, houve um aumento gradativo na atividade antioxidante a cada temperatura utilizada,
sendo que os maiores resultados foram obtidos em 110 °C. Isso sugere que a poténcia de 480 W pode
estar desempenhando um papel importante na extracdo de compostos antioxidantes, e que a

temperatura de 110 °C é favoravel para liberar esses compostos nessas condi¢coes.

CONCLUSOES:

Em suma, os resultados da UAPLE empregando solventes a 75 e 100% etanol demonstraram
que as variagbes nas condi¢cdes experimentais, como poténcia e temperatura, influenciaram a

guantidade de compostos fendlicos extraidos e na capacidade antioxidante dos extratos. A poténcia de
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160 W mostrou-se mais eficiente para a extragdo em 100% etanol e a poténcia de 480 W para a de 75%.
As poténcias mais altas podem ter afetado negativamente o rendimento da extracdo em um solvente
mais puro, possivelmente por alteracdes fisico-quimicas nos extratos. Em relacdo a capacidade
antioxidante dos extratos, a temperatura de 110 °C foi o pardmetro de maior importancia, uma vez que
influenciou de forma positiva 0 aumento da capacidade antioxidante dos extratos recuperados.

Como mencionado na sec¢do de metodologia, algumas analises ainda estdo em andamento e

seus resultados ajudardo a elucidar os fenbmenos abordados neste trabalho.
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