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RESUMO
Antimicrobianos naturais se fazem necessarios em face as demandas do mercado consumidor
por alimentos clean label, tendo em vista que os consumidores estdo em busca por alimentos
que contenham ingredientes naturais, organicos ou até mesmo aqueles reduzidos em ingrediente
nocivo a saude. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método de extragao para obter o-
acidos e B-acidos a partir de lupulo, vislumbrando aplicagdes antimicrobianas em alimentos. O
lupulo foi submetido a dois métodos de extragdo, por agitacdo e assistida por ultrassom,
empregando trés diferentes tipos de 6leos de origem vegetal (6leo de girassol, 6leo de soja e
azeite de oliva). Além do tipo de solvente, os parametros de extragao avaliados foram a
temperatura (20-60 °C) e a fragdo entre massa de solvente e massa de amostra (1/10-30 g/mL).
A matéria-prima foi caracterizada em relagdo a umidade e composi¢do em a-acidos e B-acidos.
A performance das extragdes foi avaliada pelo rendimento e recuperagao de a-acidos e f-acidos
usando técnica espectrofotométrica. A melhor performance de extracao foi obtida por agitacao
com o emprego do 6leo de soja, a temperatura de 20 °C, e fragdo entre soluto e solvente de 1/20
(g/mL). Para a extragdo assistida por ultrassom, a poténcia de 280 W ¢ o tempo de extragdo de
6 minutos foram as varidveis determinadas como as varidveis que apresentaram maior
rendimento e recuperagdo. Os compostos extraidos obtidos nas melhores condi¢des foram
caracterizados quanto a propriedade reoldgica e acidez. Portanto, o trabalho avaliou diversas
variaveis perante a extracdo por agitagdo e extragdo assistida por ultrassom, permitindo a
escolha de parametros ideais para a aplicagdo futura dos antimicrobianos extraidos, em

alimentos.

Palavras-chave: bioativos, ultrassom, a-acidos, B-acidos, Humulus lupulus, engenharia de

alimentos, extracdo solido-liquido, pellets.



ABSTRACT
Natural antimicrobials are necessary as substitutes for synthetic ones due to consumer market
demands for clean-label foods. Over time, dietary consumption patterns have adjusted, with
consumers seeking foods that contain natural or organic ingredients or those with reduced
amounts of components perceived as harmful to health. The aim of this study was to develop
an extraction method to obtain o-acids and B-acids from hops, aiming at antimicrobial
applications in food. Hops were subjected to two extraction methods—agitation and ultrasound-
assisted extraction—using three different types of plant-based oils (sunflower oil, soybean oil,
and olive oil). In addition to the type of solvent, the extraction parameters evaluated included
temperature (20—-60 °C) and the ratio of solvent mass to sample mass (1/10-30 g/mL). The raw
material was characterized in terms of moisture content and composition of a-acids and B-acids.
The extraction performance was evaluated based on yield and recovery of a-acids and B-acids
using spectrophotometric techniques. The best extraction performance was achieved through
agitation using soybean oil at room temperature (20 °C) and a solute-to-solvent ratio of 1/20
(g/mL). For ultrasound-assisted extraction, a power of 280 W and an extraction time of 6
minutes were determined to be the conditions yielding the highest extraction efficiency and
recovery. The extracts obtained under optimal conditions were further characterized in terms
of rheological properties and acidity. Therefore, this study evaluated multiple variables in both
agitation and ultrasound-assisted extraction methods, enabling the selection of ideal parameters

for the future application of the extracted antimicrobials in food products.

Keywords: bioactives, ultrasound, a-acids, B-acids, Humulus lupulus, food engineering, solid-

liquid extraction, pellets.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de produtos naturais para aplicacdo em alimentos tem crescido nos
ultimos anos principalmente devido as demandas do mercado. O consumidor esta cada vez mais
exigente quanto a origem, composi¢ao e rota de fabricagao dos itens que consomem. Diante
dessa transformacao do mercado consumidor, a industria ¢ a academia t€ém buscado alternativas
aos sistemas tradicionais de producdo (Bearth ef al., 2014). Entre essas mudangas esta a
necessidade de agentes antimicrobianos naturais substitutos aos sintéticos (Alzoreky, e
Nakahara, K., 2003).

A motivagao pela substitui¢do dos antimicrobianos sintéticos se deve principalmente a
dois fatores. O primeiro diz respeito ao uso indevido e manuseio incorreto de microrganismos,
incluindo patégenos de origem alimentar que ndo apenas resistem a antibidticos, mas também
sd0 mais tolerantes a varios métodos de processamento e preservagao. Além disso, o aumento
da conscientizagao sobre o potencial impacto negativo dos conservantes sintéticos na satude, a
importancia de produtos clean label e os beneficios dos aditivos naturais tem alavancado o
interesse de pesquisadores e levado a industria a procurar conservantes alternativos que possam
melhorar a seguranca e a qualidade dos alimentos (Gyawali; Ibrahim, 2014).

O lupulo € uma matéria-prima milenar usada na fabricacdo de cerveja. Suas fungdes na
bebida estdo associadas as caracteristicas sensoriais € a estabilidade microbiologica. Sao
inimeros os estudos reportados na literatura que mostram a a¢do antimicrobiana dos extratos
desta matéria-prima contra varios microrganismos (Abiko et al.,2022; Bogdanova et al., 2018).
No entanto, os compostos responsaveis pela acdo antimicrobiana sdo majoritariamente
extraidos por extracdo com dioxido de carbono supercritico (Mihaylova ef al., 2013), uma vez
que apresentam carater apolar. A extracdo supercritica apresenta um elevado custo para a
implantacdo industrial. Portanto, estudos vém sendo desenvolvidos em busca de técnicas de
extracdo com maior rendimento de compostos alvos e baixo custo de implantagdo e operagao
(Khaw et al. 2017). Adicionalmente, o uso de solventes compativeis com a producdo em
alimentos ¢ fundamental para se alcangar a aplicacao em formulacdes de alimentos, pois evitam
etapas de evaporacao e concentracdo do extrato.

A extragdo solido-liquido para obtencdo de compostos bioativos, incluindo compostos
antimicrobianos, tem sido alvo de muita pesquisa nos ultimos anos, como a pesquisa
desenvolvida por Al-Dhabi et al (2017), em que foram investigados os resultados da extragao

solido-liquido assistida por ultrassom de compostos fendlicos de residuos de borra de café.
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Diferentes técnicas e matérias-primas vém sendo estudadas (Silva and Rangel, 2010), no
entanto, s30 poucos 0s casos que conseguem superar a barreira laboratorial e alcangar aplicagdo
industrial. Um dos principais desafios ¢ a producdo em grande escala e o custo de produgao;
tanto a disponibilidade da matéria-prima quanto o aumento da escala do processo precisam
atender as escalas industriais e, além disso, o custo de producao deve ser vidvel a substituicao
dos agentes sintéticos (Wibowo; Zhao, 2019). Dentre algumas aplicagdes da extragdo solido-
liquido, tem-se a extragdo por agitacdo e a extracdo assistida por ultrassom, em que ambas
possuem caracteristicas individuais e vantagens comparativas, consistindo na extracdo de
compostos soluveis de uma matriz sélida pela aplicacdo de um solvente (Jerman; Trebse;
Mozeti¢ Vodopivec, 2010).

A extragdo solido-liquido obtida por agitacdo ¢ um dos processos mais utilizados para
extrair compostos de interesse de plantas, graos e outros materiais biologicos, principalmente
por ser simples e de baixo custo (Borges et al., 2017). Por outro lado, a extragao assistida por
ultrassom ¢ uma técnica mais moderna e tem o seu principio baseado no emprego de ondas de
alta frequéncia para extra¢do de compostos soluveis presentes em uma matriz solida, em que a
cavitacdo resultante da alta frequéncia, gera microbolhas que auxiliam no processo de extragao
solido-liquido, além de garantir um processo mais rapido e sustentavel (Freitas, 2019).

Portanto, a busca por métodos de extragao eficientes e de baixo custo ¢ imprescindivel
para obtencdo e aplicagdo dos compostos de interesse do lupulo em alimentos, visando a
conservagdo dos mesmos e a conversdo dos experimentos laboratoriais em grandes solugdes

dentro da escala industrial de forma otimizada e o mais rentavel possivel.

2 OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo obter extrato de lupulo usando tecnologias e
solventes de baixo custo (agitacdo e ultrassom) vislumbrando aplicagdo em alimentos, e avaliar

qualitativamente o 6leo de melhor performance de extragao apds o processo.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ANTIMICROBIANOS NATURAIS
Compostos naturais tém apresentado forte potencial para serem usados na seguranca do

alimento devido as suas propriedades antimicrobianas contra uma ampla gama de patogenos de
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origem alimentar. Esses compostos naturais incluem substancias de origem vegetal, animal
bacteriana, algas e cogumelos (Gyawali, Ibrahim, 2014; Lucera et al., 2012).

A inibi¢do de microrganismos em alimentos pela a¢ao de agentes antimicrobianos
naturais pode ser alcancada pela adigdo direta na formulagao do produto, revestindo o produto
com uma superficie contendo o antimicrobiano ou incorporando a embalagem do produto. A
adi¢do direta resulta na agdo imediata, porém pode ter curto prazo de acdo. Enquanto a acdo
pela embalagem ou filme de cobertura pode provocar a liberagdo gradativa por um periodo mais
longo (Lucera et al., 2012). Adicionalmente, antimicrobianos também podem ser encapsulados
em nanoparticulas, que promovem a liberacdo controlada, e incorporadas diretamente na
formulacdo, na superficie, ou na embalagem primaria do produto (Gyawali, Ibrahim, 2014).

As principais substancias naturais com comprovada a¢do antimicrobiana incluem os
Oleos essenciais, compostos fendlicos, alcaloides, enzimas de fontes animais, bactericidas
microbianas e polimeros naturais (Irkim; Esmer, 2015; Hintz et al., 2015; Gyawali, Ibrahim,
2014; Pisoschi et al., 2018). No entanto, a aplicagdo em alimentos ¢ desafiadora; o agente
antimicrobiano ndo deve apenas conservar o produto e estender sua vida Util, mas também, ndo
pode alterar as propriedades tecnoldgicas, sensoriais e nutricionais do produto, o que impactaria
em caracteristicas sensoriais e nutricionais (Pisoschi ef al., 2018). Portanto, apesar de ser uma
area vastamente estudada, ainda ha oportunidade de pesquisa para descoberta de novas fontes
antimicrobianas, validacdo na aplicacdo em alimentos, producdo em escala industrial e com

custo de produgdo reduzido.

3.2 LUPULO

As flores femininas ou cones de lupulo fazem parte dos ingredientes essenciais na
producdo de cerveja. O lapulo ¢ uma planta da espécie Humulus lupulus que pertence a familia
Cannabaceae. Na produgdo cervejeira, o lupulo pode ser utilizado através dos cones
desidratados, no formato de pellets ou extrato (Damjanovi¢; Varga, 2021). No entanto, sua
aplicacdo vai além do uso na cerveja, ha diversos produtos no mercado a base dessa matéria-
prima, como extratos antimicrobianos e nutracéuticos.

A producdo mundial de ltpulo estd concentrada no hemisfério norte entre as latitudes
35° e 55°, sendo a Alemanha e os Estados Unidos os principais produtores (Pearson et al.,
2016). O Brasil importa quase toda sua demanda de Iupulo, no entanto, a partir de 2015 a

produgdo nacional comecou a ganhar destaque e hoje cresce em ritmo acelerado, o que ¢
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altamente desejavel para tornar o pais menos dependente da importagdo. No estado de Sdo
Paulo, em particular na regido administrativa de Sorocaba, estdo os produtores de maior
destaque em termos de quantidade e qualidade do lupulo cultivado (Meirelles, 2021). Como ¢
mostrado na Figura 1, os estados brasileiros que t€ém se destacado sao Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Sao Paulo, nos quais predomina a produ¢do da agricultura familiar. No entanto, a

cultura ainda precisa superar muitos desafios para poder elevar a producao nacional.

Figura 1 - Localizagdo geografica das propriedades de lapulo no Sudeste e Sul do Brasil (A) e no
estado de Sao Paulo (B). Pontos verdes representam propriedades agricolas, canecas de cerveja
representam cervejarias que utilizam Iupulo nacional e Erlenmeyer representa laboratorios de analises

quimicas de lapulo.
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Fonte: Van den Bergen, 2022.

Em relacdo a industrializagdo de extrato de lupulo, a primeira fracdo de extrato foi
obtida em 1819 por destilagdo a vapor (Schonberger; Kostelecky, 2011). Desde entao, técnicas
de extracdo foram desenvolvidas ¢ nos anos 70, técnicas de extragdao envolvendo fluidos

pressurizados, especialmente fluidos supercriticos surgiram. Segundo Del Valle et al. (2003),
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CO: ¢ o solvente mais aceito para a manufatura do extrato dos cones de lupulo. Tal processo
de extragdo ja tem sido usado na Australia, Alemanha, Reino Unido e Estados Unidos.

O processo de extragao com CO; permite a separagdo e da lupulina (pequenas particulas
amarelas que estao localizadas dentro das inflorescéncias e protegido pelas bracteas e bractéolas
da flor) do material vegetal da flor do lupulo. A lupulina concentra os compostos de interesse
do lupulo que sdo as resinas moles (a-acidos e B-acidos) (Fergus, Graham 2006; Barth-Hass,
2016). A extragdo com COz ¢ seletiva de acordo com a pressdo e temperatura usadas e por isso
oferece a vantagem de produzir extratos a partir de lipulo com elevada pureza. No entanto, ¢
uma técnica que eleva o custo da implanta¢dao da planta industrial. E, portanto, técnicas de
menor custo pode ser atrativas para substituir a extracdo com COx.

A agdo antimicrobiana do extrato de lupulo estd associada aos a-acidos (Figura 2(a) e
(b))e B-acidos (Figura 2(c) e (d)) e alguns flavondides como o xanthohumol (Figura 2(e)),
devido a presenca de radicais prenil (3-metil-but-2-en-1-il) nestas moléculas (Bocquet; Sahpaz;
Riviere, 2018). O lupulo ¢ uma fonte rica nestes compostos. Os a-acidos podem representar de
5 a 13% da massa no lapulo, enquanto os B-acidos podem variar de 5 a 15% da massa da
matéria-prima. Por outro lado, xanthohumol pode estar presente de 0,3 a 1,5% (Durello; Silva;

Bogusz, 2019).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos compostos alvo presentes nas flores do Iupulo: (a)

cohumulona, (b) adhumulona, (¢) colupulona, (d) adlupulona, (e) xanthohumol.

(a) -CH(CH;), (¢) -CH(CHs), (e)
(b) -CH,CH(CH;), (d) -CH,CH(CH;),

Fonte: Autoria propria, 2023.
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3.3 PROCESSOS DE EXTRACAO

Os processos de extracdo a partir de matérias-primas vegetais solidas sao classificados
como extragao solido-liquido. Na fase sélida se encontram os compostos de interesse, os quais
se deseja separar com o emprego de um solvente geralmente liquido (Tadini et al., 2015). A
selecdo do método de extragdo e do solvente sdo as primeiras tarefas no desenvolvimento da
extragao a partir de uma matéria-prima.

O método consiste na técnica usada e ¢ caracterizado pelo principio da técnica e pelas
principais variaveis de controle. Em geral, temperatura, pressao, agitacao, razao entre massa de
solido e solvente, tamanho das particulas, poténcia, frequéncia sdo as principais variaveis
investigadas (Da Silva et al., 2021). Durante anos, os processos de extracdo usavam solventes
toxicos; no entanto, atualmente ha uma forte tendéncia para a aplicacdo de solventes
reconhecidos como seguros, o que nao oferece perigo aos produtos, operadores € meio ambiente
(Nutrizio et al., 2022)

Em relacdo aos solventes, além de aspectos de seguranca, eles sdo selecionados com
base no rendimento do composto alvo e a concentracdo dele no extrato; portanto, rendimento e
seletividade sdo desejados na escolha dos solventes (Da Silva et al., 2021). O indice de
polaridade ¢ um dos aspectos que devem ser considerados na escolha, de modo que solventes
apolares promovem a extragdo de compostos apolares e solventes polares privilegiam a extragao
de compostos também polares (Mukherjee et al., 2022).

Especificamente na extragdo a partir de lupulo, CO, supercritico tem sido o principal
solvente usado na separacdo de a-acidos e B-acidos pois possibilita altos rendimentos e elevada
concentracao; extratos contendo em torno de 60% destes compostos podem ser obtidos por essa
técnica. Enquanto fracdes de maior polaridade como os flavonoides sdo mais bem extraidos
com solventes como etanol ou mistura de etanol e d4gua (Meirelles, 2021). Do ponto de vista
técnico, a extragdo com CO; supercritico atende aos principais aspectos esperados de um
processo de extragdo. Porém, apresenta elevado custo para a implantagdo das unidades de
fabricacao (Vigand; Zabot; Martinez, 2017).

O processo de extracdo com CO2 permite a separagao e da lupulina (pequenas particulas
amarelas que estdo localizadas dentro das inflorescéncias e protegido pelas bracteas e bractéolas
da flor) do material vegetal da flor do lapulo. A lupulina concentra os compostos de interesse

do lupulo que sdo as resinas moles (a-acidos e B-acidos) (Fergus, Graham 2006; Barth-Hass,
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2016). A extragdo com COz ¢ seletiva de acordo com a pressao e temperatura usadas e por isso
oferece a vantagem de produzir extratos a partir de lupulo com elevada pureza. No entanto, é
uma técnica que eleva o custo da implantagdo da planta industrial. E, portanto, técnicas de
menor custo pode ser atrativas para substituir a extragdo com CO».

Dentro da revisdo bibliografica realizada neste projeto ndo foi verificado o uso de 6leos
vegetais como solventes de extragdo. Outrossim, 6leos vegetais ja foram usados como
cossolventes com CO; supercritico na extracdo de licopeno (Vasapollo et al., 2004), astaxantina
(Krichnavaruk ef al. 2008), carotendides (Sun e Temelli, 2006). No entanto, hé desafios a serem
superados quanto ao uso destes solventes, como maior viscosidade do que os solventes volateis
e maior dificuldade operacional na separagdo mecanica do extrato oleoso e matriz vegetal. Por
outro lado, o uso de Odleos vegetais como solventes pode trazer beneficios para futuras

aplicacdes do extrato, pois se encontrara disponivel para uso direto em formulagdes.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O dleo de soja, girassol e azeite de oliva foram adquiridos em um supermercado local
(Campina do Monte Alegre, SP, Brasil). A variedade de lipulo Comet (em pellets), rica em a-
acidos e B-acidos e com baixo teor de dleos essenciais, foi obtida da Fazenda IraHops,

localizada na cidade de Itapetininga, SP, Brasil.

4.2 PRE-TRATAMENTO E CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA
Os pellets foram desintegrados por moagem, com o auxilio de almofariz e pistilo e,

entdo, armazenados ao abrigo da luz em temperatura de -18 °C para posterior uso.

4.2.1. Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com metodologia oficial 934.06 da AOAC
(1997). Foram pesados 5 g de amostra de lipulo, em cadinhos previamente secos e tarados.
Posteriormente, os cadinhos foram colocados em estufa a temperatura de trabalho de 105 °C e
mantidos sob estas condi¢des durante 8 horas e 30 minutos, tempo necessario para que a
amostra apresentasse massa constante. Apos o periodo de secagem, o teor de umidade foi

calculado pela Equagdo 1 e apresentado em base seca (Ubs).
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gdeagua Mam — Mf

Ubs (. ) = T 100 (Equgéo 1)

Ggdeamostra

Em que Ubs ¢ a umidade em base seca (%), Mam ¢ a massa inicial da amostra (g) e Mf ¢é a

massa apds secagem em estufa (g).

4.2.2. Teor de o-acidos e p-acidos

O teor de a-acidos e B-acidos foi determinado seguindo o método ASBC — HOPS 6A
(ASBC, 2008). Em um béquer de 50 mL, foram pesados 10 g da amostra moida de pellets de
lupulo, obtida através da moagem com almofariz e pistilo. Apds esse procedimento, uma
aliquota de 0,75 g de amostra de lipulo moido foi adicionada a um tubo de ensaio de 30 mL, e
posteriormente diluida em 15 mL de tolueno. O tubo de ensaio foi envolvido por papel aluminio
e acondicionado ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, permitindo a ocorréncia de extragao
overnight. Em seguida, 20 uLL do sobrenadante presente no tubo de ensaio foi pipetado em trés
tubos de ensaios de 10 mL, permitindo a andlise em triplicata, e diluido em solug¢ao de hidroxido
de sodio 6 mol/L. Apoés a triplicata ser preparada, e anteriormente a leitura da absorbancia a
275 nm, 325 nm, 355 nm em espectrofotdometro (NOVA Instruments, 1600UV, Piracicaba, Sao
Paulo), o denominado reagente branco foi preparado de maneira analoga as amostras de
medigdo. As leituras foram realizadas e os teores de a-acidos e B-acidos foram calculados pelas

Equagdes 2 e 3, respectivamente.
a — acidos (%) — d(—51.56A355 + 73.794325 — 19.07A4275) (Equagédo 2)

B — acidos (%) — d(55.57A355 — 47.594325 + 5.104275) (Equagdo 3)

Em que, Asss € a absorbancia a 355 nm, A3zs € a absorbancia a 325 nm, Az7s € a absorbancia a

275 nm e d € o fator de dilui¢dao do extrato.
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4.3 PROCESSOS DE EXTRACAO
A extracdo dos compostos apolares do lupulo foi realizada com trés diferentes 6leos
comestiveis (6leo de soja, 6leo de girassol e azeite de oliva), utilizando extragdo por agitacao

ou assistida por extracao.
4.3.1 Extracdo por agitacio

4.3.1.1. Determinagdo do tipo de solvente e temperatura de extra¢do

Para determinar o tipo de solvente que melhor extraiu os compostos de interesse, foram
realizadas extragdes utilizando cada um dos trés tipos de solventes escolhidos: 6leo de soja,
6leo de girassol e azeite de oliva. No entanto, anteriormente ao experimento, pelos solventes
apresentarem densidades diferentes, e consequentemente massas diferentes, foi necessario
estimar a massa especifica de cada solvente, a qual foi realizada em picnometro de vidro, a

temperatura ambiente (20 °C) e usando a Equacao 4.
pi = % (Equacao 4)

Em que pi ¢ a densidade de cada solvente (g/mL), mi ¢ a massa de solvente (g) e V € o volume
do picndmetro (mL).

A medicdo da massa especifica de cada solvente foi importante também para manter a
relagdo equilibrada entre a quantidade de soluto e solvente no sistema. Tal proporcdo ¢
geralmente conhecida como relagdo S/F, onde S ¢ referente a massa do soluto e F representa a
massa de solvente, além de ser comumente associada a processos de extragao soélido-liquido.
Além disso, trabalhar dentro de um S/F ideal ¢ fundamental para tornar uma extracdo mais
eficiente e aumentar o rendimento de um processo (Mabesoone et al., 2020).

Para se manter a relacao S/F de 1/20 (g/mL),1 g de lupulo moido foi adicionado em um
béquer de 50 mL, no qual se adicionou 18,29 g de 6leo de girassol ou 18,25 g de 6leo de soja
ou 18,17 g de azeite de oliva. Para que a temperatura ideal de extragdao também pudesse ser
determinada, foram realizadas extra¢des para cada um dos tipos de 6leo, nas temperaturas de
20 °C, 40 °C e 60 °C, sendo a temperatura aferida com o auxilio de um termometro digital,

durante todo o experimento. Em seguida, os béqueres tiveram suas superficies cobertas por
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papel aluminio e as amostras foram agitadas, por meio de agitador magnético, durante o periodo
de 1 hora na temperatura desejada. Apos este periodo, os béqueres foram colocados ao abrigo
da luz e a temperatura ambiente para decantacdo, durante 1,16 h. A seguir, 20 pL do
sobrenadante foi coletado, diluido com metanol alcalino em baldes volumétricos de 10 mL. A
leitura da absorbancia das 27 amostras foi realizada em espectrofotometro de microplacas a 275

nm, 325 nm e 355 nm (BMG Labtech, SPECTROstar Omega, Ortenberq, Alemanha).

4.3.1.2. Determinagdo da fragdo entre volume de solvente e massa de amostra

Nesta etapa, trés diferentes S/Fs (g/mL) foram testados (1/10, 1/20 e 1/30), considerando
a conversdo do volume (mL) de solvente em gramas. O solvente utilizado foi o 6leo de soja
(18,25 g de 6leo de soja, considerando a densidade). As amostras foram agitadas por 1 h a 20
°C, utilizando um agitador magnético, e posteriormente armazenadas a temperatura ambiente
ao abrigo da luz, durante 70 minutos. Apos separacao de fases, 20 uL da solucao foi diluida em
metanol alcalino, em béqueres de 10 mL, e as amostras foram lidas em espectrofotdmetro
(NOVA Instruments, Spectrophotometer Model Nova 1600UV, Piracicaba, Sao Paulo), a 275

nm, 325 nm e 355 nm.

4.3.1.3. Determinacgdo do empo de extragdo (cinética)

Para determinacdo do tempo de extragdo ideal, a andlise cinética foi realizada nos
tempos de 5, 10, 20, 30, 45 e 60 minutos. As amostras foram preparadas levando em
consideragao um S/F de 1/20 (g/mL) e utilizando o 6leo de soja como solvente para a extracao
por agitacdo, realizada a temperatura de 20 °C. Apos o periodo de agitacdo e de descanso das
amostras, 20 pL da solucdo foi diluida em metanol alcalino, em béqueres de 10 mL, e as
amostras foram lidas em espectrofotometro (NOVA Instruments, Spectrophotometer Model

Nova 1600UV, Piracicaba, Sao Paulo), a 275 nm, 325 nm e 355 nm.

4.3.2 Extracao assistida por ultrassom

Na extragdo assistida por ultrassom foram investigados a poténcia de ultrassom e o
tempo de extracdo. O 6leo de soja foi usado como solvente ¢ o S/F foi de 1,5/27,4 (g de
amostra/g de solvente), tendo em vista que o comprimento do transdutor ndo era suficiente para

alcangar a solucao.
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4.3.2.1 Determinagdo da poténcia de extragdo

O lapulo moido e o solvente (6leo de soja) foram adicionados em tubo conico de
centrifugacdo. Em seguida, em cada experimento, o ultrassom (Unique, modelo DES500,
Indaiatuba, SP) foi configurado para as poténcias 200 W, 280 W e 360 W. O tempo de extragao
foi de 4 minutos e os experimentos foram realizados em triplicata. Vale ressaltar que a
temperatura final das amostras foi mensurada, uma vez que a energia fornecida pelo ultrassom
aumenta a temperatura do meio de extragdo. Apos a extracao, 2 mL do sobrenadante foram
transferidos para tubos de microcentrifuga, os quais foram submetidos a centrifugacao, durante
10 minutos a 5.589 g. Posteriormente, o sobrenadante foi novamente transferido para outros
tubos de microcentrifuga, permitindo o armazenamento do extrato. Para a leitura nos
comprimentos de onda de 275 nm, 325 nm e 355 nm, 20 uL. de cada amostra foi colhido e
adicionado em tubos conicos de centrifugacdo e diluido em 9980 pL de metanol alcalino. E
entdo, 200 pL destas solugdes foram pipetados em microplaca e a leitura realizada em
espectrofotometro de microplacas (BMG Labtech, SPECTROstar Omega, Ortenberq,
Alemanha).

4.3.2.2 Determinagdo do tempo de extragdo

A poténcia foi fixada em 280 W e o tempo foi estudado como variavel. Neste caso, as
extragdes foram realizadas, em triplicata, para cada um dos tempos a seguir: 2, 4, 6, 8 ¢ 10
minutos. Ressaltando que a temperatura foi mensurada ao final de cada extragdo. O preparo das
amostras e a leitura foram realizados de forma andloga ao descrito na se¢cdo de avaliacdo da

poténcia de extragao.

4.3.3 Rendimento e recuperacio de a-e B-acidos

Os extratos foram analisados quimicamente como descrito na Sec¢do 3.2 “a”. O teor total
de a-acidos e B-acidos do extrato foi aplicado na Equacdo 5 para quantificar o rendimento da
extragdo. A recuperagao dos compostos alvos também foi avaliada (Equagdo 6), usando como

referéncia o conteudo total presente na matéria-prima.
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i teordocompostoalvo (iL) x volumedeextrato (mL) "
Rendimento (%) = 1 100 (Equacgéo 5)

massadeamostra (g)

Rendimento

Recuperagdo (%) = 100 (Equacdo 6)

Teornamatéria—prima

4.4 ANALISE DE RESULTADOS
Os resultados foram expressos pela média e pelo desvio padrdo das triplicatas
experimentais. Andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey foram usados para verificar

diferengas a 5% de significancia através do software Statistica.

4.5 ANALISE DE QUALIDADE DO OLEO APOS EXTRACAO

ApoOs otimizagao do processo de extragdo, a fracao lipidica (6leo + extrato de lupulo)
obtida da extracdo por agitagdo com o6leo de soja, a temperatura ambiente (20 °C), fragdo entre
massa de soluto e massa de solvente de 1/20, a um tempo de agitagdo de 5 minutos, foi avaliada

quanto as suas propriedades.

4.5.1. Acidez

A anélise de acidez do 6leo de soja contendo extrato de lupulo foi realizada por titulagdao
acido-base, utilizando a metodologia AOCS Ca5a-40 (AOCS, 2009). Foram pesadas 1 g de
amostra e adicionada ao alcool previamente neutralizado. A solucdo foi entdo titulada com
hidroxido de sédio 0,1 mol/L e o teor de acidos graxos livres (AGL) foi calculado com base na
Equacao 7.

VxNx?28,2

AGL (% de acido oleico) = —)

(Equacao 7)
Em que V ¢ o volume de hidréxido de sddio gasto na titulagdo (mL), N é a normalidade do

hidroxido de sédio (N) e mA ¢ a massa de amostra (g).

4.5.2. Comportamento reolégico
A andlise reoldgica da solucao foi realizada utilizando um red6metro de tensao controlada
Physical MCR101 (Anton Par, Alemanha) acoplado a um sensor de geometria placas paralelas

de ago inoxidavel, paralela PP50. A placa superior, com didmetro efetivo de 49,98 mm foi
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posicionada a uma distancia (gap) de 0,1 mm em relagdo a placa inferior. A andlise foi realizada
auma temperatura constante de 25 °C, por meio do sistema de controle térmico do equipamento.
As curvas foram determinadas em trés rampas continuas (crescente, decrescente, crescente),

com taxa de deformacdo variando de 0,001 a 300 s~1 utilizando 2 min em cada curva. As

determinagdes foram realizadas em triplicata e os dados da terceira curva de fluxo foram
ajustados aos modelos de Herschel-Bulkley, Lei de Newton e Lei da Poténcia (Hasan; Khan,

2020).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

5.1.1 Teor de Umidade

O contetdo de umidade na matéria-prima foi 11 £ 0,16 g/g matéria seca. A umidade ¢é
um dos principais pardmetros a serem avaliados quando se tem o objetivo de preservar
caracteristicas intrinsecas ou a qualidade das matérias-primas ou produtos, visto que o teor de
agua presente na matriz do material pode influenciar suas propriedades fisicas, quimicas e
biologicas, podendo consequentemente impacta-lo negativamente, principalmente durante o
seu periodo de armazenamento (Preetha; Narayanan, 2020).

Neste contexto, objetivando maior preserva¢do dos compostos aromaticos € outros
compostos de interesse, como a-acidos e B-acidos, ¢ ideal que o teor de umidade do lupulo
esteja proximo a 10%, evitando degradacdo de substancias relevantes e promovendo maior
estabilidade durante seu armazenamento, principalmente admitindo-se que os compostos
presentes no lipulo podem ser degradados ou oxidados facilmente caso o seu estoque seja feito
fora das condigdes favoraveis, como na presenca de luz, altas concentragdes de agua e fora de
refrigeragdo (Tedone et al., 2020).

Portanto, partindo do ponto de que os pellets de lupulo geralmente apresentam teor de
umidade entre 8-11% (Rangel, 2016), e levando em consideragdo o teor obtido nesta pesquisa,
pode-se afirmar que o ganho de umidade por parte dos pellets de lupulo foi minimo, e tal fato
pode ser explicado pelo correto armazenamento, dentro de embalagem com fechamento

hermético, e manipulagdo da variedade adquirida (Hefmének; Rybka; Honzik, 2018).
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5.1.2 Teor de a-acidos e B-acidos

O solvente empregado (tolueno) possui uma notavel afinidade com os compostos
aromaticos investigados neste estudo, uma vez que o tolueno ¢ um solvente organico por
natureza (Zhang; Gu; Peng, 2019). Além disso, sua caracteristica volatil permitiu uma
evaporagao eficiente apos a extragdo dos a-acidos e B-acidos, facilitando o processo de analise.
Portanto, a utilizacdo do tolueno desempenhou um papel significativo ao resultar em um teor
dos compostos de interesse na faixa de 13-15% para a-acidos e 6,6-7,4% para B-acidos,

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragdo de a-acidos e -acidos nos pellets de lupulo.

Composto de interesse Teor do composto na amostra (%)
o-acidos 14,20 £ 0,92
B-acidos 7,15+0,39

Fonte: Autor, 2023.

No entanto, mesmo que o tolueno tenha demonstrado uma afinidade consideravel
perante os a-acidos e B-acidos, € importante salientar que este solvente possui um carater toxico,
o que demanda a busca por solventes alternativos tdo eficazes quanto o tolueno, porém com
menor potencial de risco a satide e ao meio ambiente, minimizando possiveis impactos adversos
para aqueles que manuseiam esses compostos, a flora e a fauna (Forster et al., 1994).

A cultivar de lupulo Comet ¢ uma das variedades utilizadas pelo mercado cervejeiro
para conferir aroma e amargor aos produtos, devido ao seu perfil aromatico distinto e que inclui
notas de citricos, picantes e herbais. Além disso, apresenta uma concentracao de o e -acidos
moderada, contemplando uma faixa de 6-12% 3-6,1%, respectivamente (Woodske, 2012). No
entanto, as caracteristicas e a composi¢ao em acidos podem variar a cada safra e local de cultivo.

Sendo assim, ao comparar o teor de a-acidos e B-acidos no lupulo com a literatura
(Nesvadba; Strakova; Trnkova, 2023), € possivel afirmar que os teores foram proximos ao que
se era esperado segundo a literatura, apresentando um maior teor de a-acidos. Este
acontecimento pode ser explicado pelo emprego de diferentes tratamentos acerca das amostras,

além de manuseio do tolueno, solvente utilizado nesta etapa.
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5.2 EFEITO DAS VARIAVEIS DA EXTRACAO POR AGITACAO

5.2.1 Tipo de solvente e temperatura de extra¢ao

A extracao solido-liquido € caracterizada pela extragdo do composto de interesse soluvel

de um soélido, pelo emprego de um solvente liquido. Existem diversos fatores que influenciam

diretamente a relagdo entre a substancia a ser extraida e o tipo de solvente utilizado, como: as

interacdes quimicas entre soluto e solvente, a natureza do solvente quanto sua polaridade, a

temperatura de extragcdo, o tempo de contato, a razao s6lido-liquido, a influéncia de agitacdo, e

a presenca de interferentes ou impurezas na matriz solida (Costa, 2017).

A Tabela 2 apresenta uma visdo comparativa das eficacias dos solventes 6leo de soja,

6leo de girassol e azeite de oliva na extragdo de a e B acidos, fornecendo informagdes cruciais

para a selecdo do solvente mais apropriado para o processo.

Tabela 2 - Rendimento e recuperacdo de alfa e beta acidos obtidos a partir da variagdo do tipo de

solvente e da temperatura de extracdo para S/F igual a 1/20 (g/mL) e tempo de processo de 60 min.

Tipo de solvente Temperatura (°C)

Rendimento de
a-acidos (%)!

Recuperagdo de
a-acidos (%)!

Rendimento de
B-acidos (%)!

Recuperagdo de -

acidos (%)!

Oleo de Soja

Oleo de Girassol

Azeite de Oliva

20
40
60
20
40
60
20

40

60

16,71 + 3,82°
16,44 + 2,05 ¢
18,20 + 3,93
15,07 + 3,04
15,81 42,730
22,90 +3,01°

12,16 + 2,48

13,10 + 3,685 %¢ 9224 +259]%d¢

17,63 +1,51°

129,40 + 26,92¢
115,79 + 14,46¢
128,19 + 27,67
210,83 + 42,56
221,13 +38,21°
320,43 +42,16°

85,68 + 17,504

124,21 £10,60°

6,13 + 0,98
6,33 +£0,31%"
7,13 0,975
5,04+ 0,975 ¢
5,49+ 1,10%¢
747 £0,78%¢

4,05 + 0,65°

4,70 + 0,86% ¢

5,38+ 0,34b¢

85,72 + 13,69*
88,51 £4,37%°
99,80 + 13,624

70,52 + 13,6151

76,79 + 15,36% % f

104,56 + 10,85
56,61 +9,07¢
65,69 + 12,085

75,32 £ 5,820h

! Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Fonte: Autor, 2023.

Os trés solventes empregados sao considerados apolares. Entretanto o azeite pode

apresentar polaridade minima e os 6leos de soja e girassol polaridade moderada (Tang; You;
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Wu, 2021), promovendo a extragdo, com maior ou menor eficiéncia, dos compostos de
interesse, uma vez que os a-acidos e B-acidos sdo substancias consideradas apolares (Feitosa et
al., 2022). A partir da polaridade dos oleos ¢ possivel explicar a diferenca entre os valores de
rendimento e recuperagao, confirmando a baixa eficiéncia do azeite de oliva para solubilizar e
extrair os compostos de interesse. Os 6leos de soja e de girassol foram os mais eficientes quanto
a extracdo de o-acidos e P-dcidos. No entanto, apesar do rendimento e da recuperagdo
encontrada para ambos os 6leos terem obtido valores aproximados (p > 0,05), tanto para a-
acidos, quanto para B-acidos, o custo do 6leo de soja € menor quando comparado ao do 6leo de
girassol. Portanto, partindo do objetivo de minimizar os custos com processos de extragdo, o
6leo de soja foi escolhido como o melhor solvente.

Em relagdo as temperaturas analisadas, € perceptivel que a elevacdo da temperatura
contribuiu para um maior rendimento e recuperacao dos compostos de interesse (p < 0,05),
independentemente do tipo de solvente empregado. Isso pode ser explicado pelo fato de que o
aumento da temperatura contribui para o aumento da solubilidade dos compostos, ou seja,
quanto maior a temperatura de extra¢do, maior o rendimento e a recuperagao dos compostos de
interesse (Xilu et al., 2022).

A temperatura estd diretamente ligada a diminui¢do da tensao interfacial e a viscosidade
do solvente (Kartika; Kurniawan; Kresna, 2023). A tensao interfacial ¢ uma propriedade fisica
que ocorre devido as forgas de coesdo entre as moléculas de um liquido em sua superficie e
pode ser entendida como a quantidade de energia necessaria para aumentar a sua area superficial
ou romper a superficie entre duas substancias imisciveis, no caso de misturas (Hartland, 2004).
Tal propriedade pode sofrer influéncia pelas caracteristicas das substancias envolvidas e
também por condi¢des ambientais, como pressdo, fontes de contaminagdo e temperatura.
Quanto maior a temperatura, menor a tensao interfacial, uma vez que o aumento da temperatura
permite que as moléculas ganhem mais energia cinética (maior agitacdo) e sejam menos
aderidas a superficie, visto que sua forca de atracao ¢ reduzida (Fowkes, 1964).

Em contrapartida, a viscosidade ¢ a propriedade fisica que mensura a resisténcia que um
fluido tem ao escoamento, €, por isso, sua relacdo com a temperatura ¢ dada em funcao a essa
capacidade das moléculas de ganharem energia cinética e escoarem mais rapidamente,
superando a resisténcia gerada pela viscosidade do fluido (Tadini, 2015). Sendo assim, no caso
de uma extragdo solido-liquido, ¢ ideal que o solvente tenha um bom poder de arraste das

substancias requeridas da parte solida, e com o aumento da temperatura, a maioria dos liquidos
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tem sua viscosidade reduzida, facilitando esse enriquecimento da fase liquida com os
compostos soliveis de interesse e o seu rendimento e recuperacdo em processos extrativos
(Tadini, 2015). Por isso, 0 aumento da temperatura de extracao permitiu valores de rendimento
e recuperacao de a-acidos e B-acidos mais altos (Tabela 2).

Levando em consideragdo tanto os fatores que influenciam o rendimento e a recuperagdo
de a e B-acidos, quanto a necessidade de desenvolver métodos de extragdao de baixo custo, a
temperatura do processo de extracdo dos compostos do liapulo com o emprego de 6leo de soja,
foi fixada em 20 °C, visto que ¢ mais rentavel utilizar temperaturas préximas a ambiente em
vez de utilizar aquelas que necessitam de meio de aquecimento, pois elevariam o custo de

Processo.

5.2.2 Fracao entre quantidade de soluto e de solvente

Partindo do principio de que a razdo entre soluto e solvente influencia na eficiéncia da
extragdo solido-liquido, experimentos foram realizados para averiguar trés diferentes S/F na
extra¢do de a-acidos e B-acidos, e os valores de rendimento e recuperagdo sao apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento e recuperacio de a-acidos e B-acidos obtidos a partir da variacdo do S/F (g/mL)

para tempo de processo de 60 min e temperatura de 20 °C.

Tipo de SIF (g/mL) Rendimento de Recuperacdo de Rendimento de f- Recuperagdo de
solvente a-acidos (%)'  a-acidos (%)! acidos (%)’ B-acidos (%)’

| 1/10 13,11 +3,34° 92,34 +23,60° 7,44 +0,78° 104,07 + 10,80°
Oleo de Soja 1/20 16,71 £3,82* 129,40 £+ 26,92* 6,13 £0,98° 85,72 +13,69°

1/30 18,81 +£3,02*° 132,51 +21,30° 11,79 +£2,59° 164,94 + 36,20°

' Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Autor, 2023.

Em geral, quanto maior a disponibilidade de solvente, maior a extragdo da substancia
de interesse. Apesar disso, existe o ponto de saturacdo do solvente, o qual pode ser definido

como aquele em que a quantidade de soluto ¢ igual ao seu coeficiente de solubilidade, ou seja,
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¢ 0o momento em que ja foi atingida a quantidade maxima de soluto que pode se solubilizar pelo
solvente, e a partir dele ndo ha mais extragdo do composto de interesse (Brown et al., 2005).
As fragdes entre massa de solvente e massa de amostra que obtiveram os melhores desempenhos
em relacdo a extracao solido-liquido, foram os S/F de 1/20, em g/mL, (para rendimento de a-
acidos) e 30 mL/g (para rendimento e recuperagdo de p-acidos), ou seja, os que utilizaram maior
quantidade de solvente. Contudo, os valores de recuperacao dos S/F de 1/20 g/mL e 30 g/mL
sdo estatisticamente iguais (p > 0,05) para a-acidos, fazendo com que a escolha seja novamente
pautada em custos, ou seja, menor gasto de solvente. Portanto, pelo S/F de 1/20 g/mL utilizar

menor volume de solvente este foi selecionado para seguir as etapas.

5.2.3 Tempo de extracao (cinética)

Uma vez que o tipo de solvente (6leo de soja), a temperatura ideal de extracdo (20 °C)
e a fracdo entre massa de soluto e massa de solvente (20 mL/g) foram determinados, foi
realizada analise de cinética, onde a amostra foi submetida a agitagdo por 5, 10, 20, 30, 45 ¢ 60

minutos (Tabela 4).

Tabela 4 - Rendimento e recuperacdo de a-acidos e B-acidos obtidos a partir da variacdo do tempo para

S/F de 1/20 (g/mL) e temperatura de 20 °C.

Tipo de Tempo  Rendimentode  Rendimento de Recuperacao de Recuperagao de
solvente (min) a-acidos (%) B-acidos (%) a-acidos (%) B-acidos (%)
5 53,10 £ 0,30%>¢ 12,26 £ 0,54%¢ 373,99 £2,10%" 171,51 £ 7,49%°
10 58,39+ 1,632>¢ 12,24+ 1,21*>¢ 411,26 + 11,45 171,24 +16,95°
, 20 48,43 + 12,42° 8,70 + 1,38¢ 341,10 + 87,50 121,68 £ 19,25
Oleo de Soja
30 66,87 £ 3,79 14,57 £2,53* 470,99 + 26,69* 203,78 + 35,37°

45 53,79 £2,51%¢ 10,74 £ 1,62%¢ 379,91 +17,70%* 150,32 +22,68*°
60 62,65+ 1,07%° 13,98 + 0,54 441,26 + 7,55° 195,54 +£7,61%

' Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Autor, 2024.

A temperatura de extracdo ¢ um fator crucial que afeta o rendimento e a qualidade dos

compostos bioativos, uma vez que temperaturas elevadas podem levar a degradagdo das
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substancias de interesse, como no estudo realizado por Barbosa et al. (2016), em que os
pesquisadores chegaram a conclusdo de que o emprego de altas pode reduzir a concentragao de
fenolicos totais e a atividade antioxidante, neste caso, de milho de graos pretos (Barbosa; Paes;
Pereira, 2016). Sendo assim, o emprego de temperaturas mais baixas podem ser ideias para
preservacao da integridade dos compostos desejados. Além disso, o rendimento dos compostos
de interesse pode ser influenciado por outras variaveis, que, quando combinadas ao efeito da
temperatura, podem garantir um resultado de extracdo mais otimizado (Groeler, 2020).

Sendo assim, levando em consideracdo os resultados apresentados na Tabela 4 e as
demais condi¢des de processo, o tempo de 5 minutos foi considerado eficiente para uma
extracdo dos compostos proxima aos niveis registrados pela amostra em 60 minutos. Neste
sentido, visando a otimizacdo do tempo de processo, sem prejudicar a eficiéncia, o tempo de 5

minutos foi escolhido como o ideal para extragdo por agitacdo dos compostos de interesse.

5.3 EFEITOS DAS VARIAVEIS DA EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

5.3.1 Poténcia do ultrassom

A poténcia utilizada no ultrassom impacta diretamente a eficiéncia da extracdo de
compostos. Este método tem como principio a agdo de ondas mecéanicas de baixa frequéncia,
as quais resultam na cavitagdo actstica do meio, favorecendo a formagao e o colapso de bolhas
de vapor que geram areas de alta pressdo e temperatura, as quais geram agita¢ao turbulenta no
solvente, aumentando a transferéncia de massa entre os compostos de interesse na matriz sélida
e o solvente, ou seja, aumentando a eficiéncia de extracdo (Moreno ef al., 2022). A Figura 3
apresenta os ensaios de extracdo com as varidveis otimizadas assistido por ultrassom a

diferentes poténcias (W).
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Figura 3 - Efeito da poténcia de extracdo por ultrassom na recuperacao de a-acidos (a) e B-acidos (b)
para tempo de 4 min e 1,5 g de amostra. Letras mintsculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: Autor, 2023.

A Figura 3 mostra que as poténcias de 280 W e 360 W resultaram em uma maior
recuperacao de a-acidos, o que pode ser explicado por uma maior cavitagdo e consequente
agitacdo proporcionada pelo aumento da poténcia de trabalho. No entanto, ao analisar os
desvios padrdo calculados para cada um dos casos que apresentaram bons resultados, admite-
se que a poténcia de 280 W foi a que proporcionou maior recuperacdo dos compostos de
interesse, permitindo que ela fosse definida como a poténcia ideal de trabalho. Para recuperagao
de B-acidos as poténcias de 200 W, 280 W e 360 W foram estatisticamente (p>0,05) iguais.

Os valores médios de temperatura registrados apds a extragao foram 69 + 8 °C, 98 £ 1
°Ce 117 £ 2 °C, para 200 W, 280 W e 360 W, respectivamente, mostrando um aumento da
temperatura conforme a poténcia do ultrassom cresce. A elevagdo da temperatura, apesar de
contribuir para uma extracdo mais eficiente, pode contribuir com a degradagdo dos compostos
de interesse, principalmente se forem termossensiveis. Neste sentido, apesar dos a e -acidos
serem resistentes as altas temperaturas, sua exposi¢do a essa condi¢do pode contribuir para
perda de sua estrutura quimica e funcionalidade, perdas por volatilidade, alteracdo na
solubilidade desses compostos na matriz solida e até desnaturagdo de enzimas presentes no
extrato que contribuem com a eficiéncia da extracdo dos compostos desejados (Khan, 2010).
Portanto, o ideal € que o processo de extracao seja feito em condi¢des de temperatura favoraveis

para garantir um bom rendimento e uma boa recuperagdo das substancias desejadas.
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5.3.2 Tempo de extraciao

O tempo de extracao € um parametro que influencia diretamente a eficiéncia com que o
solvente consegue extrair as substancias de interesse (Costa, 2017). Deste modo, foram
analisados 5 tempos de extragdo assistida por ultrassom diferentes, variando de 2 a 10 minutos.

E os dados de recuperagdo de a-acidos e B-acidos obtidos estdo apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Efeito do tempo de extragdo por ultrassom na recuperacao de alfa-acidos (a) e beta-acidos
(b) para poténcia de 280 W ¢ 1,5 g de amostra. Letras mintisculas iguais na coluna nio diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: Autor, 2023.
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Analisando os dados de recuperagcdo de a-acidos e B-acidos apresentados durante a
variagdo do tempo, pode-se concluir que o tempo de 6 minutos foi o mais eficiente para a
extragao dos compostos. Se apenas o fato de que quanto maior o tempo de contato do soluto
com o solvente, maior a quantidade de substancia de interesse solubilizada no solvente, fosse
levado em considera¢do, o melhor tempo teria sido o de 10 minutos. No entanto, considerando
que o aumento do tempo de extracdo, sob alta poténcia, gera aumento de temperatura, e esse
aumento pode resultar na degradacao dos compostos que deveriam ser extraidos. Portanto, o
tempo de extracdo de 6 minutos foi considerado como ideal perante processo de extragdo que
ocorre sob poténcia de 280 W, S/F de 1/20 (g/mL) e dleo de soja como solvente.

Os dois métodos de extragdo, por agitacdo e por ultrassom, obtiveram valores de

recuperacdo acima de 100%, significando que a solugdo continha substancias interferentes que
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ndo foram completamente removidas durante a extragdo, como residuos de lupulo e o6leos
essenciais. Recuperagdes maiores do que 100% ¢ interessante do ponto de vista industrial e
econOmico, pois, pode implicar na redugdo de custos, gerando maior economia por parte das
industrias que buscam processos cada vez mais rentaveis € que visam a extragdo de compostos

aplicaveis em produtos, principalmente alimentos (Gruz et al., 2014).

5.4 ESCOLHA DO METODO DE EXTRACAO

O método de extragdo por agitacdo foi escolhido devido a sua simplicidade e eficacia
na obtengdo de compostos antimicrobianos a partir dos pellets de lupulo. O 6leo de soja foi
utilizado como solvente, junto as condigdes de temperatura ambiente (20 °C), razdo
solvente/soluto (S/F) de 1/20 g/mL e tempo de extracdo de 5 minutos, visando a maximizag¢ao

do rendimento.

5.5 ANALISE DE QUALIDADE DE OLEO EXTRAIDO

5.5.1. Acidez

Avaliando o teor de acidos graxos livres presentes na amostra analisada, € possivel
concluir que a solucao de 6leo contendo os compostos de interesse apresenta uma acidez de 0,6
% de acido oleico ou 0,1194 mg KOH/g. O valor encontrado estd dentro dos parametros
estabelecidos pela legislagdo no Anexo III da Instru¢do Normativa - IN n°® 87, de 2021, que
indica que a acidez méxima permitida para 6leos e gorduras refinados ¢ de 0,6 mg KOH/g
(Brasil, 2021). Considerando que a amostra passou pelo processo de extracdo dos compostos
dos lupulos, era esperado a maior presenca de acidos graxos livres, pois processos extrativos
podem promover a liberagdo desses compostos a partir da matriz lipidica. Um aumento na
acidez pode indicar uma degradagdo parcial do 6leo, tornando-o mais suscetivel a oxidacao e
reduzindo sua vida util (Rodrigues, 2016). No entanto, o fato de a amostra permanecer dentro
dos limites regulatérios indica que a extracdo dos compostos dos lapulos ndo comprometeu

significativamente sua qualidade.

5.5.6. Comportamento reolégico
Os dleos de soja e o blend de dleo de soja + 6leo de lupulo se ajustaram ao modelo de
Newton, como era esperado para dleos vegetais, uma vez que a tensdo de cisalhamento foi
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diretamente proporcional a taxa de deformacado. Os pardmetros obtidos para os 6leos através do

modelo melhor ajustado estdo dispostos na Tabela 6 e na Figura 5.

Tabela 5 - Parametros obtidos para os 6leos de soja e de lipulo através do modelo ajustado de Newton.

Amostra u (Pa.s) Pr>t R? Root MSE
Oleo de Soja 0,038 + 0,000 <.0001 0,999 0,065
Blend de o6leo de soja 0,041 £ 0,000 <.0001 0,999 0,103

com 6leo de lupulo

Fonte: Autor, 2025.

Figura 5 - Comportamento reoldgico do 6leo de soja e do blend de 6leo de soja com 6leo de

lapulo.
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Fonte: Autor, 2025.

A viscosidade (n) foi de 0,038 Pa-s para o 6leo de soja e 0,041 Pa-s para o blend de 6leo
de soja com oleo de lupulo, demonstrando que este ultimo € ligeiramente mais viscoso. O alto
coeficiente de determinagdo (R?) reforca o excelente ajuste ao modelo de Newton. A Figura 5,
ilustra o comportamento reoldgico do blend de 6leo de soja e 6leo de lupulo, mostra uma relagdo
linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagdo, confirmando a natureza

newtoniana do fluido.
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Os fluidos de comportamento newtoniano apresentam vantagens industriais quando
comparados aos fluidos que ndo seguem tal comportamento, facilitando os pardmetros de
trabalho e até mesmo a aplicagdo em processos que envolvem produtos alimenticios. Dentre os
principais beneficios encontra-se o controle preciso da consisténcia e textura dos alimentos, a
previsibilidade e dimensionamento dos equipamentos e do processo, € a otimizacdo dos
processos em meio a facilidade de controle das varidveis que refletem e afetam o
comportamento dos fluidos (Helibombas, 2023; Esss, 2017).

Além disso, a ligeira diferenga na viscosidade do blend pode estar relacionada a sua
composi¢ao quimica, possivelmente contendo uma maior propor¢ao de solutos em comparagao
ao dleo de soja. Esses fatores devem ser considerados ao avaliar a aplicabilidade desses 6leos

em formula¢des alimenticias.

6 CONCLUSAO

Foi explorado a obtengdo de compostos naturais extraidos de pellets de Iupulo, visando
oferecer alternativas mais saudaveis e seguras para a conservagao de alimentos. Os resultados
obtidos demonstraram a eficidcia da extragdo de compostos antimicrobianos utilizando
diferentes métodos: extragdo por agitacdo e a extragao assistida por ultrassom. Os experimentos
revelaram que o 6leo de soja foi o solvente mais eficiente para a extra¢do por agitacdo, com as
condi¢des de temperatura ambiente, S/F de 1/20 g/mL e tempo de extragdo por agitacao de 5
minutos. Ja a extracdo assistida por ultrassom com poténcia de 280 W e tempo de extragao de
6 minutos também foram identificados como as condigdes mais propicias para obter os
melhores rendimentos na extragdo dos compostos antimicrobianos. Sendo assim, os resultados
sugerem que diferentes métodos e condi¢des de extracdo podem ser otimizados para maximizar
a obtencao de a-acidos e B-acidos, contribuindo para a formulacao de produtos saudaveis e sem
a adi¢do de aditivos quimicos. Em relagdo as analises de qualidade do blend de 6leo de soja
com 6leo de lupulo, o teor de 4cido graxo livre presente na amostra se apresentou dentro da
legislagdo. Quanto ao comportamento reoldgico, o 6leo avaliado seguiu o comportamento
esperado para oleos vegetais, apresentando um comportamento de fluido newtoniano. Assim,
conclui-se que o objetivo de avaliar e comparar dois métodos de extragcdo foi realizado no
presente trabalho, obtendo-se as varidveis ideais para extracdo dos compostos de interesse do
lupulo (a- e B- acidos) dentro das melhores condigdes experimentais. Agora vale expandir o
potencial de aplicagdo do blend em alimentos, levando em considera¢do o potencial
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antimicrobiano desempenhado principalmente pelos o-acidos, mas sem desconsiderar os
possiveis impactos das caracteristicas sensoriais do blend de 6leo de lupulo e 6leo de soja,
especialmente a coloragdo esverdeada, na aparéncia, a cor, o sabor e outras propriedades dos

alimentos a serem testados.
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