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RESUMO

O bagaco de malte (BM) constitui a maior fracdo dos subprodutos gerados pela
industria cervejeira. Este residuo ¢ composto principalmente por fragdo lignocelulosica,
proteinas e extraiveis como lipideos, tornando-se uma matriz potencial para a obtengao
de produtos de alto valor de mercado. Portanto, este estudo propde a avaliagdo de
diferentes parametros (temperaturas, razao de solvente e vazdo) para a extracao de
fragdes soluveis de BM usando extragdo com liquido pressurizado (PLE), como uma
abordagem alternativa ao uso das técnicas convencionais de extracdo solido-liquido.
Extracdes em Soxhlet foram realizadas como um método padrdo para avaliar o melhor
solvente para comparar aos rendimentos das extracdes e caracterizacdo dos extratos com
PLE. Os extratos de Soxhlet foram caracterizados por CG-MS para identificar as classes
de compostos presentes em cada extrato e selecionar previamente o solvente a ser usado
no PLE. Compostos fenolicos totais (CFT), flavonoides totais (FT), atividade
antioxidante (AA), acucares redutores (AR) e actcares redutores totais (ART) foram
analisados para a caracterizacdo dos extratos obtidos. As extracdes em Soxhlet indicam
que os melhores solventes para as extragdes do BM foram dgua e etanol. O maior
rendimento de extragao de PLE foi de 20,1 + 0,7%, em 0,5 EtOH/Agua a 120 °C, 2
ml/min de solvente pressurizado e 10 MPa. O contetido de CFT, FT e AA foi favorecido
por extragdes com agua e mistura agua/etanol e em fun¢ao do aumento da temperatura.
O maior valor de CFT foi de 2130 = 1 mg GAE/100g de extrato BSG, a 120 °C ¢ 4
ml/min agua como solvente pressurizado. O maior teor de FT encontrado foi de 778 +
32 mg CE/100 g de extrato BM, obtido na condi¢do de 0,5 EtOH/agua a 90 °C e 4
ml/min. AA foi quantificada pelas metodologias ABTS, DPPH e FRAP. A maior AA
foi obtida usando 4agua a 120 °C e 4 ml/min, o qual apresentou um valor de 9944 + 391,
4769 £+ 330 e 4096 £ 111 umol TE/100 g de extrato de BM, respectivamente. As
analises de AR e ART apresentaram resultados semelhantes entre os extratos de Soxhlet
e PLE, mostrando que as condi¢des de PLE relatadas neste estudo nao foram adequadas
para a remocdo de acucares redutores da matriz. A matriz BM também passou pelo
processo de desengorduramento pelos fluidos didoxido de carbono em condigdes
supercriticas (scCOz) e por propano comprimido antes da extragdo com PLE. O propano
foi entdo selecionado como melhor solvente no fracionamneto da fragdo lipidica do BM
e foi empregado como pré-etapa em extragdes sequenciais usando as melhores
condi¢des de PLE de 0,50 EtOH/Agua, em que o propano foi eficiente na recuperagio
da fracdo lipidica do BM. Os resultados obtidos neste trabalho indicaram a viabilidade
técnica da utilizagdo de extracdes PLE na obtencdo de extratos com valores expressivos
de CFT, FT e alta atividade antioxidante, no entanto mantendo os carboidratos na matriz
para posteriores aplicagdes na geragdo de plataformas quimica de biocombustiveis.

Palavras-chave: Bagaco de malte (BM), extragdes por liquidos pressurizados,
solventes verdes, caracteriza¢ao dos extratos.



ABSTRACT

Brewer's spent grain (BSG) constitutes the major fraction of by-products generated by
the brewing industry. This residue is mainly composed of lignocellulosic fraction,
proteins, and extractable as lipids, making it a potential matrix for obtaining high added-
value products. Therefore, this study proposes pressurized liquid extraction (PLE) as an
alternative approach to the use of conventional solid-liquid techniques, evaluating
different parameters as temperatures, solvent ratio, and flow rate. Soxhlet extractions
were performed as a standard method to evaluate the best solvent to compare to the
extractions yields and extract characterization with PLE. Soxhlet extracts were
characterized by CG-MS to identify the classes of compounds present in each extract
and to previously select the PLE solvent. Total phenolic compounds (TPC), total
flavonoid compounds (TFC), antioxidant activity (AA), reducing sugars (RS), and total
reducing sugars (TRS) were analyzed for the extract characterization. Soxhlet
extractions indicate that the best solvents for the BSG extractions were water and
ethanol. The highest PLE extraction yield was 20.1 + 0.7 wt%, at 120 °C, 2 mL/min of
pressurized solvent (ethanol to water volume ratio of 0.5) and at 10 MPa. The TPC,
TFC, and AA content were favored by water and water/ethanol extractions and
temperature increase. The highest TPC value of 2130 + 1 mg GAE/100g of BSG
extract, at 120 °C and 4 mL/min was obtained by water as solvent. Simultaneously, the
highest TFC content was 778 = 32 mg CE/100 g of BSG extract obtained at the
condition of 0.50 EtOH/Water solvent ratio, 90 °C and 4 mL/min. The AA was
quantified by ABTS, DPPH, and FRAP methodologies. The highest AA was obtained
with water at 120 °C and 4 mL/min achieving 9944 + 391, 4769 + 330 and 4096 £ 111
umol TE/100 g of BSG extract, respectively. The RS and TRS analyses presented
similar results between Soxhlet and PLE extracts, showing that the PLE conditions
reported in this study were not suitable for the release of reducing sugars from the BSG
matrix. The BSG matrix also went through the defatted process using carbon dioxide
fluids in supercritical conditions (scCOz) and compressed propane before extraction
with PLE. Propane was then selected as the best solvent in the fractionation of the lipid
fraction of the BSG and was elaborated as a pre-step in sequential extractions using the
best PLE conditions of 0.50 EtOH/Water, in which propane was efficient in recovering
the lipid fraction of the BSG. The results obtained in this work indicated the technical
feasibility of using PLE extractions to obtain extracts with expressive values of TPC,
TFC and high antioxidant activity, however keeping the carbohydrates in the matrix for
further applications in the generation of chemical platforms for biofuels.

Keywords: BSG, pressurized liquid extraction, green solvents, extract characterization.
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1. INTRODUCAO

O setor cervejeiro no Brasil estd em crescente desenvolvimento e com bilhdes de
litros de cerveja produzidos anualmente. Este setor se tonou responsavel pela geracdo de
grandes quantidades de residuos solidos, dentre eles o bagaco de malte, residuo soélido
de lupulo e levedura excedente. O bagaco de malte representa 85% dos subprodutos
gerados pela industria cervejeira e constitui o residuo solido proveniente da fase inicial
do processo de fabricagdao de cervejas, resultante da moagem e cozimento dos graos de
cevada, na etapa de brassagem. O residuo ¢ composto por graos de cevada, cascas e
endosperma. Esta corrente de residuo pode ser classificada como um material
heterogéneo, composto majoritariamente por celulose, hemicelulose, lignina, proteinas e
extraiveis, tais como lipidios He et al. (2019 e Lutft et al. (2018 e Mussatto et al. (2006 e
Pinheiro et al. (2019).

O bagaco de malte ¢ normalmente destinado a alimentacdo animal devido ao seu
alto valor nutricional e baixo custo ou ¢ encaminhado para disposi¢dao em solo. No
entanto, estudos buscam a valorizacdo desse residuo como matriz na producdao de
compostos como xilitol e acido latico e recuperacdo de biocompostos extraiveis como
acucares, proteinas, antioxidantes, fendlicos, flavonoides, vitaminas e minerais, os quais
podem ser usados nas industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticias Aliyu; Bala
(2010 e Nigam (2017).

Técnicas de extragdo solido-liquido convencionais, como maceragdo, infusdo e
extracdo Soxhlet sdo geralmente empregadas na obtencdo de alguns desses compostos.
Como alternativa as técnicas convencionais, extragcoes a base de liquidos pressurizados
e fluidos compressiveis tém sido propostos para a obtencdo de compostos bioativos
provenientes de plantas e na recuperagdo de moléculas de valor de mercado a partir de
diversas biomassas, oferecendo vantagens em relacdo ao tempo de extracdo, consumo
de solvente, rendimentos de extracdo e reprodutibilidade Benito-Roman et al. (2019 e
Guido; Moreira (2017 e Manjare; Dhingra (2019).

Extracdes por liquidos pressurizados (PLE) compreendem a utiliza¢ao de solventes
liquidos a elevadas temperaturas e pressoes, permitindo a aplicagdo de solventes em

temperaturas acima de seu ponto de ebuli¢do, aumento a solubilidades ¢ a transferéncia



de massa entre o solvente e o analito. Agua subcritica e etanol aquoso pressurizado sdo
geralmente os solventes mais empregados nessa técnica, pois apresentam propriedades
como a ndo geragao de residuos a partir da neutralizacdo dos extratos, nao sao toxicos e
permitem um melhor processamento de biocompostos Herrero et al. (2013 e Plaza;
Turner (2015).

A extragdo por fluidos compressiveis € outra técnica empregada na obtencdo de
biocompostos capaz de processar o material, planta ou biomassa, a baixas temperaturas
evitando a decomposi¢cdo térmica de compostos termolabeis e também o uso de
solventes orgénicos. Entre os fluidos aplicados, estdo o didxido de carbono, geralmente
empregado em condigdes supercriticas (scCO2), devido a sua moderada pressdo e
temperatura criticas (P. = 74 bar; Tc = 32 °C). O propano comprimido, por sua vez, tem
sido empregado na extragdo de compostos lipossoluveis, uma vez que apresenta alto
poder de solvatagao de triglicerideos Bubalo et al. (2018 e Cuco et al. (2019 e Lee et al.
(2019).

Estudos recentes demostram a viabilidade do emprego das técnicas de extragdes por
liquidos pressurizados e fluidos compressiveis na obtengdo de compostos de valor
agregado a partir do bagaco de malte, como proteinas, acucares C-5, B-glucans e
compostos fenolicos Alonso-Riafio et al. (2021 e Benito-Roman et al. (2015 e Spinelli
et al. (2016 e Torres-Mayanga et al. (2019). Porém, poucos ou nenhum desses trabalhos

apresentam um estudo sistematico em relagdo a parametros de processos.

1.1 OBJETIVO

O objetivo geral do presente estudo ¢ a extracdo de fragdes soluveis do bagago de

malte via extragdo com liquidos pressurizados.

1.1.1 Objetivos especificos

e Realizar a caracterizacgao fisico-quimica do bagago de malte;
e Realizar extragdes Soxhlet com diferentes solventes organicos e
definir o solvente a ser utilizado nas extra¢cdes PLE e coadjuvante para

as extragdes com fluidos comprimidos;



Analisar o perfil qualitativo dos diferentes extratos obtidos por
Soxhlet;

Realizar extracdes PLE com o solvente definido nos ensaios por
Soxhlet, determinar o rendimento de extraiveis ¢ obter as curvas de
cinética de extracao;

Avaliar a influéncia de cada variavel de extracdo (temperatura, vazao e
razdo volumétrica de solvente) no rendimento das extracdes PLE;
Realizar extragdes por fluidos comprimidos e selecionar o melhor
solvente para promover remoc¢do da fra¢do lipidica presente no BM
para extragdes PLE posteriores;

Avaliar o efeito de extracdes sequenciais na obtencao de extratos
brutos de BM;

Obter o teor de compostos fenolicos totais, flavonoides totais,
atividade antioxidante e agucares redutores dos extratos de BM obtidos

em cada extragao.



1.2 ESTRATEGIAS DE ACAO

Na Figura 1 sdo representadas em fluxograma conceitual as estratégias de acdo

empregadas nesse estudo.
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FIGURA 1 - FLUXOGRAMA ESTRATEGIAS DE ACAO.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo estdo representados os panoramas global e nacional da produ¢ao
de cerveja e cevada, bem como a gera¢do do residuo, principalmente em relagdo ao
bagaco de malte. Sao aprofundados os conceitos fundamentais para a realizagdo deste
trabalho e estudos sobre a valorizagdo do bagago de malte ¢ dos métodos de extragdo
avaliados no presente trabalho, com foco principal em métodos que levam em

consideragdo os principios da quimica verde.

2.1 CERVEJA

A cerveja ¢ uma das bebidas mais antigas do mundo, descoberta na
Mesopotamia ha mais de 5.000 anos. Surgiu da fabricacdo artesanal e alcancou o
patamar industrial como a terceira bebida mais conhecida mundialmente depois da dgua
e do cha, e se tornou a bebida alcodlica mais consumida em 2017, com mais de 195
bilhdes de litros produzidos mundialmente. Com uma producdo que chega a 13,3
bilhdes de litros por ano, o Brasil se tornou o terceiro maior produtor de cerveja do
mundo, atrds somente da China (46 bilhdes) e dos Estados Unidos (22,1 bilhdes),
ultrapassando paises tradicionais na produgdo de cerveja como a Alemanha (9,4
bilhdes). No Brasil, a produgdo representa cerca de 2% do Produto Interno Bruto (PIB),
com faturamento de R$ 100 bilhdes por ano e geragcdo de 2,7 milhdes de empregos
(ANDERSON et al., 2019; FAO, 2009; PILARSKI; GEROGIORGIS, 2020; SindiCerv,
2017).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2019),
até o ano de 2019, 1.209 cervejarias foram registradas em 26 Unidades da Federagao e
320 novas cervejarias s6 no ano de 2019. As cervejarias concentram-se na regiao Sul-
Sudeste com mais de 80% dos estabelecimentos. O estado que apresenta maior numero
de cervejarias ¢ Sdo Paulo, o qual ultrapassou o Rio Grande do Sul no ultimo
levantamento para o atual, seguidos de Minas Gerais, Santa Catarina e Parana com mais

de cem cervejarias.



A cerveja ¢ tipicamente produzida por uma fonte de amido (cereais), levedura,
lupulo e 4gua. Com o tempo, diferentes tipos de plantas amildceas foram usados para
fabricagdo de cerveja, incluindo milho (na América do Sul), soja (na India e Pérsia),
milho e sorgo (na Africa) e arroz (no Extremo Oriente). Atualmente a cevada ¢ o cereal
mais utilizado no processo cervejeiro, sua preeminéncia como cereal fermentativo
resulta de sua capacidade de ser substrato € ao mesmo tempo fonte de enzimas para a
producdo de acucares durante a fermentagdo (ANDERSON et al., 2019;
SHEWRY ;ULLRICH, 2014).

2.1.1 Cevada

A cevada (Hordeum vulgare L.) pertence a familia Poaceae, também conhecida
como gramineas, ¢ ao grupo Triticeae, um dos grupos de plantas mais importantes
economicamente, composto por cereais de pequenos graos, como trigo (7riticum spp.),
centeio (Secale cereale) e o triticale (Triticosecale). Seu grao ¢ formado por trés partes
principais: germe (embrido), endosperma (composto pelo aleuroma e o endosperma
amilaceo) e coberturas do grio como representado na Figura 2 (MUSSATTO;

DRAGONE; ROBERTO, 2006; SHEWRY ;ULLRICH, 2014).
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Fonte: Adaptado de Finnie e Svensson (2008).

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA SEMENTE DE CEVADA
EM CORTE LONGITUDINAL.

O revestimento de sementes atua como uma membrana semipermeavel na

interface pericarpo-revestimento de sementes, devido a consisténcia cerosa do



policarpo. Ja a casca protege o grdo, composta principalmente de paredes celulares
lignocelulodsicas, proteinas, resinas e taninos. Durante a malteacdo, a casca protege os
coledpteros durante o processo de germinacao e filtragem e confere textura firme aos

graos FAO (2009 e Mussatto et al. (2006).

2.1.2 Processo cervejeiro

Os graos de cevada para ser processados como graos cervejeiros precisam passar
por uma etapa inicial, denominada maltagem, que consiste na modificagdo da estrutura e
acdo de enzimas do grao de cevada por meio da germinagdo controlada. O processo
cervejeiro compreende as etapas de moagem de malte, brassagem, filtracdo de mosto,
fervura, refrigeracdo, fermentacdo, maturacdo e processos finais, como representado da
Figura 3 (SHEWRY; ULLRICH, 2014, FREEMAN, 2010; LINKO et al., 1998;
PAVSLER; BUIATTI, 2009)

| Malte de Cevada |

!
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AQUAICAIOr wwesessnss > Brassagem i
ot T n
[
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L I
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Refrigeracdo «-------w-- > Residuo de lOpulo i
LEVEdUIa ---rerere- > Fermentagdo ..o Leveduras
remanescentes

Maturac&o/Filtracdo

Processos finais

| Cerveja |

Fonte: Adaptado de Mussatto et al. (2006).
FIGURA 3 - REPRESENTACAO SISTEMATICA DO PROCESSO CERVEJEIRO.

Na cervejaria, a producdo de cerveja inicia-se com a moagem dos graos de malte

realizada por moinhos do tipo rolos ou martelo para aumentar a area superficial e fazer



com que o amido se torne mais acessivel as enzimas. Nesta etapa ¢ importante que as
cascas do grdo permanecam intactas, pois ajudam na separacdo do mosto Freeman
(2010 e Pavsler; Buiatti (2009).

Na proxima etapa, denominada brassagem, os graos moidos recebem agua e um
processo de extragdo se inicia, além da ativa¢do das enzimas que promovem uma série
de reagdes que solubilizam parte do substrato no liquido. O amido € entdo gelatinizado
favorecendo sua hidrdlise em actcares fermentesciveis e oligossacarideos (SHEWRY;
ULLRICH, 2014; LINKO et al., 1998).

O resultado da brassagem ¢ um liquido rico em agucares e nutrientes,
denominado mosto, que ¢ separado do residuo insolivel de malte de cevada na etapa de
filtracdo. O objetivo da filtracdo € recuperar a maior quantidade possivel do extrato,
utilizando o proprio residuo insoltvel de malte (da denominagdo em inglés “brewer’s
spent grains - BM”) como filtro Freeman (2010).

O mosto segue para a etapa de fervura e recebe a adicdo de lapulo, com a
finalidade de desenvolver sabor e amargor. A fervura estabiliza o mosto com a
precipitacdo das proteinas, inativagdo das enzimas e elimina¢do de microrganismos. O
excesso de proteinas precipitadas e os residuos solidos de lupulos sdo removidos em um
tanque de separagao conhecido como “whirlpool”. A ¢ iniciada fermentacdo com a
adicao de levedura. A Saccharomyces cerevisiae ¢ a levedura comumente utilizada na
fermentagdo (ANDERSON et al., 2019; FREEMAN, 2010; GALLONE et al., 2018;
SHEWRY;ULLRICH, 2014).

2.2 BAGACO DE MALTE (BM)

O bagaco de malte de cevada (BM) ¢ o subproduto derivado da etapa de
brasagem, que ¢ separado na etapa de filtracdo. O BM corresponde a 85% dos
subprodutos gerados durante a produgdo de cerveja, aproximadamente 20-30 Kg (20-
45% em massa seca) de bagaco de malte ¢ gerado para cada 100 L de cerveja produzida.
Por ano, aproximadamente 87 milhdes de toneladas de bagaco de malte de cevada sdo
gerados na producdo de 193 bilhdes de litros de cerveja mundialmente Balogun et al.

(2017 e Mallen; Najdanovic-Visak (2018 e Mussatto et al. (2006 ¢ Nigam (2017).



Apesar do grande volume de bagago produzido, seu uso continua limitado a
alimentacdo animal (em sua forma natural ou em forma de ragdo), em compostagem ou
como cobertura de solo em lavouras. No entanto, esse residuo apresenta grande
potencial como biomassa na producdo e obtencdo de uma grande variedade de
compostos funcionais e bioativos, como vitaminas, antioxidantes e agucares Gunes et al.
(2019 e Luft et al. (2018 e Nigam (2017 e Spinelli et al. (2016).

O residuo solido ¢ basicamente formado em sua maior parte pelas cascas dos
graos de malte de cevada, fragdes menores de pericarpo e endosperma, com grande teor
de umidade, aproximadamente de 70-80%. As cascas dos grdos sdo ricas em celulose,
hemicelulose, lignina, proteinas e extraiveis como lipidios, além de conter por¢des de
cinzas e a maior parte de componentes polifendis do grao de cevada. Sua composi¢cao
quimica geral ¢ apresentada na Tabela 1, a partir de dados obtidos da literatura Luft et

al. (2018 e Mussatto et al. (2006 e Pinheiro et al. (2019).

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DO BAGACO DE MALTE EM BASE
SECA DE ACORDO COM A LITERATURA.

Componente Torres-Mayanga Paz et al. Paz et al. Balogun et
(% massa seca) et al. (2019) (2018) - Tipo A  (2018) - Tipo B al. (2017)
Umidade 4,80+0,10 9,09 + 0,01 6,62 +0,15 -
Cinzas 3,90 £ 0,20 3,07 +£0,03 3,38 £0,08 3,83 +£0,05
Extrativos 13,60 + 0,20 - 12,71 £0,75 11,82 £0,55
Proteina 19,20 £ 0,20 31,81 £0,46 47,20 + 0,34 -
Celulose 17,90 + 0,02 25,58 £ 6,27 24,44 + 0,58 26,3 + 0,06
Hemicelulose 35,70 £ 0,02 17,64 £ 1,58 21,51 +£0,73 -
Xilose - 12,47 + 1,30 14,22 + 0,62 13,5+0,50
Arabinose - 5,85+ 0,82 7,29 £0,12 5,3+0,10
Lignina Insolavel 11,70 £ 0,10 12,72 £2,00 13,12 £ 0,54 10,11 £0,19
Lignina Soluvel 6,10 + 0,40 - - 3,69 £ 0,07

Fonte: Adaptado de Torres-Mayanga et al. (2019), Paz et al. (2018) e Balogun et al. (2017).

O bagago de malte é em geral definido como material heterogéneo composto
majoritariamente por material lignocelulésico. Sua composicao pode alterar devido a
variedade da cevada e safra, com o processo de maltagem e também com as condi¢des

do processo de brassagem Mussatto et al. (2006 e Pinheiro et al. (2019).
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Entre os recursos de biomassa, o bagaco de malte ¢ um exemplo de residuo

lignoceluldsico agroindustrial que apresenta baixo ou nenhum custo, além de suas

escassas aplicacdes. Diante desses fatos, varios autores buscam obter subprodutos e

identificar métodos alternativos para a valoriza¢do desse residuo, como demonstrados

na Tabela 2.

TABELA 2 - SUBPRODUTOS OBTIDOS DO BAGACO DE MALTE.

Referéncias

Método/Processo

Extrato/Composto/Aplicacio

Meneses et al. (2013)

Moreira et al. (2013)

Farcas et al., 2015

Spinelli et al., 2016

Mallen; Najdanovic-
Visak, 2018

Qin, Johansen e
Mussatto (2018)

Torres-Mayanga et al.,
2018

Outeirifio et al. (2019)

Alonso-Riano et al.
(2021)

Extragdo por solvente com n-hexano,
acetato de etila, metanol, etanol,
acetona e agua.

Extracao assistida por micro-ondas.

Extragdo de compostos volateis
utilizando a técnica de extra¢do em
tubo (ITEX).

Extracdo com CO; supercritico e
etanol como cossolvente.

Extragdo Soxhlet com n-hexano,
secagem e transesterificagdo in situ.

Estratégias de pre-tratamentos para a
extracdo de proteinas.

Hidrolise semi-continua com agua
subcritica (210 °C, 20 ml min~' e S/F
de 64).

Deslignificagdo com IL glicinato de
colina do residuo solido
remanescente da  producdo de
enzimas e hidrolise enzimatica.

Agua subcritica como um meio
hidrolitico.

Extrato do bagaco de cevada (compostos
fenodlicos, flavonoides, proteinas, radicais livres,
atividade antioxidante e aglicares redutores)
para a industria de alimentos, cosméticos e
farmacos.

Extrato do bagaco de cevada (compostos
fenélicos e atividade antioxidante) para
incorporacdo em alimentos na prevencdo de
alguns tipos de cancer e doencas cronicas.

Extrato do bagago de cevada (perfil de volateis,
acidos graxos, atividade antioxidante, polifenois
¢ flavonoides) para uso na industria alimenticia
e farmacéutica.

Extrato do bagaco de cevada (Compostos
fenodlicos, flavonoides e radicais livres) para a
industria de alimentos, cosméticos e farmacos.

Acidos graxos (acidos palmitico, linoleico e
oleico) para a produgdo de biodiesel.

Extratos proteicos e componentes colaterais,
como acucares e lignina para industria
alimenticia e em biorrefinaria.

Acgucares da hemicelulose (agucares C5) para
biocombustiveis, bioenergia e  materiais
renovaveis.

Cocktails enzimaticos e agucares fermentaveis
com uso em biorrefinaria.

Recuperar e fracionar a fracdo de proteina e
compostos fenolicos do bagaco de malte.

Fonte: A autora.
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2.2.1 Compostos minoritarios presentes no bagaco de malte

O bagaco de malte é composto majoritariamente pelos trés principais grupos de
componentes: amido, proteinas e polissacarideos da parede celular. No entanto, o
bagaco contém cerca de 5,0 a 13,0% de lipidios, e uma variedade de micronutrientes,
incluindo minerais, vitaminas e fitoquimicos, como compostos fenolicos e terpenoides
(SHEWRY; ULLRICH, 2014; SKENDI; HARASYM; GALANAKIS, 2018).

Farcas et al., (2015) identificaram a presenga de 26 acidos graxos no extrato
lipidico do bagaco de malte, dentre eles os mais abundantes foram os acidos linoleico
(18:2n-6), palmitico (16:0) e acidos oleicos (18:1n-9), e em sua forma livre os acidos a-
linolénico (18:3n3) e estearico (18:0) e pequenas quantidades dos acidos miristico
(14:0), vacénico (18:1n-7), araidico (20:0), 11-eicosenodico (20:1n-9), acidos beénico
(22:0) e lignocérico (24:0).

Del Rio, Prinsen e Gutiérrez, (2013), detectaram além dos acidos graxos, mais
duas classes de compostos lipidicos, os alquilresorcinol, uma série de 5-n-
alquilresorcinol em pequenas quantidades (30 mg/ kg de bagago livre de cinzas) e
esteroides de diversas classes denominados esteroides hidrocarbonetos, esteroides
cetonas e esterdis na forma livre e conjugada (com glicosideo e ésteres), sendo a classe
de esterois livres a mais abundante (910 mg/ Kg de bagaco livre de cinzas) com 450
mg/Kg de sistoesterol e 250 mg/Kg de campesterol. Cabe mencionar que os
alquilresorcinois exercem efeitos citotoxicos nas células cancerigenas, sendo um grande
aliado na prevengao contra o cancer, enquanto fitosterois sdo ingredientes funcionais em
alimentos, que podem reduzir o nivel de colesterol no sangue.

Além dos acidos graxos, o bagago de malte representa uma fonte rica de
compostos fenodlicos, com aproximadamente 1,2% de acidos fenodlicos mono- e di-
méricos. Derivados de 4cidos fenolicos hidroxicindmicos, como os 4acidos ferulico, p-
cumarico e sinapico. O &cido fertlico ¢ um antioxidante natural, conservante de
alimentos/agente microbiano, possui propriedade anti-inflamatéria e fotoprotetora, além
de ser precursor de sabor em alimentos, enquanto o acido p-cumarico possui
propriedades antioxidantes e quimioprotetoras e o acido sinapico apresenta um potente
efeito ansiolitico, anti-inflamatério e antioxidante Aliyu; Bala (2010 e Farcas et al.

(2015 e McCarthy et al. (2013 e Stefanello et al. (2018).
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Alguns desses compostos podem ser obtidos por técnicas de extracdo mais
sustentaveis, como a extragdo com didxido de carbono supercritico (scCOz), com a
adicao de cossolventes capazes de aumentar o poder de solvatacdo dos compostos de
interesse, os quais podem ser usados para obtencao de extratos ricos em varios grupos
fenolicos, como cumarinas, acidos cindmicos, quinonas e flavonoides em condicdes de
40 a 50 °C e 200 a 350 bar e por fluidos pressurizados em condi¢des 60 — 280 °C e 10 —
103 bar. Dentre outros solventes alternativos que podem ser utilizados para recuperacao
de compostos presentes no bagaco de malte destaca-se o propano comprimido, o qual
pode ser empregado na obtengdo de compostos lipossoliveis como triglicerideos,
tocoferdis, fitosterdis e carotenoides, devido a maior solubilidade desses compostos em
solventes apolares Bezerra et al. (2019 e Bubalo et al. (2018 e Cuco et al. (2019 e Fetzer
et al. (2018).

2.3 METODOS DE EXTRACAO

A obten¢do de extratos do bagaco de malte ¢ tipicamente realizada por meio de
processos de extragdo solido-liquido convencional, como maceragdo, infusdo e extragdo
Soxhlet. Essas técnicas demandam um longo tempo de extragdo, além de grandes
quantidades de solventes organicos, como hidrocarbonetos, alcoois e cloroalcanos,
devido a grande maioria dos biocompostos ndo serem soluveis em agua. No entanto
novas técnicas de extracdo mais seguras e eficientes baseadas em principios de quimica
verde, os quais permitem a utilizacdo de solventes alternativos que garantam um
extrato/produto seguro e de qualidade, tem sido estudada. Dentre essas técnicas destaca-
se a extragdo por fluido supercritico e por fluidos pressurizados Bubalo et al. (2018 e
Chemat et al. (2019 e Farcas et al. (2015 e Mallen; Najdanovic-Visak (2018 e Meneses
et al. (2013).

A seguir ¢ apresentada uma breve descri¢do dos métodos de extracdo utilizados

no presente trabalho.
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2.3.1 Extragdo Soxhlet (SE)

A extragdo Soxhlet (SE — Soxhlet Extraction) € uma das técnicas mais antigas de
extracdo solido-liquido utilizada na separacdo e isolamento de compostos bioativos de
interesse e de fracdes insoluveis de alto peso molecular provenientes de fontes naturais.
A SE ¢ utilizada como método padrao e referéncia na comparacio de novas técnicas de
extragdo e em sua forma convencional, consiste em um condensador acoplado ao
extrator (a amostra ¢ posicionada no extrator) e a um baldo de destilagao aquecido por
uma fonte de calor, como representado na Figura 4 Bubalo et al. (2018 e Lopez-Bascon-

Bascon; Luque de Castro (2019 e Luque de Castro; Priego-Capote (2010).

| — Condensador

+— Fonte de calor

Fonte: Adaptado de Luque de Castro e Priego-Capote (2009).
FIGURA 4 - EXTRATOR SOXHLET CONVENCIONAL.

O solvente de extracdo selecionado ¢ adicionado no baldo de destilacao
aquecido, em que por ebulicdo o solvente ¢ arrastado pelo capilar lateral do extrator, o
solvente ¢ entdo condensado e preenche gradualmente o extrator e a amostra. Quando o
liquido atinge o nivel de transbordamento, o sifao desloca o liquido para o baldo de
destilacdo, transportando o solvente contendo os analitos extraiveis da amostra. O
tempo mensurado de um transbordamento a outro ¢ denominado ciclo. Essa operagao ¢
repetida até que a extragdo exaustiva ocorra, para esse método de 6 a 24 h de extracao
Lopez-Bascon-Bascon; Luque de Castro (2019 e Sluiter, A. et al. (2008).

A extracdo ocorre no ponto de ebulicdo do solvente, que pode levar a

decomposic¢ao térmica de alguns compostos termolabeis e perda de compostos volateis,
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devido a permanéncia do sistema em temperaturas elevadas por um longo periodo de
tempo. Os solutos extraidos por este método sdo geralmente obtidos em alto volume e
em sua forma diluida havendo a necessidade de uma etapa de concentracdo. Mas a
maior desvantagem desse método ¢ a necessidade de solventes organicos de elevado
custo (em sua maioria), toxicos e de alta pureza, como metanol, cloreto de metileno,
acetona, acetonitrila, entre outros, em grandes quantidades que podem causar problemas
ambientais Chemat et al. (2019 e Luque de Castro; Priego-Capote (2010 e Yousefi et al.
(2019).

O rendimento de extraiveis na extragdo Soxhlet depende do solvente e de sua
afinidade com a biomassa. Para o bagaco de malte, Paz et al. (2019) relataram um
rendimento de extragao de 14,0 + 0,1% em 24 horas com etanol como solvente. Mallen
e Najdanovic-Visak (2018) e Almeida et al. (2017) relataram de 6,41 a 7,50% de
extraiveis com n-hexano e Del Rio, Prinsen e Gutiérrez, (2013) obtiveram 8,3 + 0,1%
usando 8 horas de extragdo e acetona como solvente. Outros solventes como o
diclorometano foram usados durante 24 horas de extragdo com um rendimento de

extraiveis de 11,82 + 0,55% Balogun et al. (2017).

2.3.2 Extragdo com liquidos pressurizados (PLE)

A extragdo com liquidos pressurizados (PLE - Pressurized Liquid Extraction) ¢
amplamente utilizada na obtencdo de biocompostos de fontes naturais, no
fracionamento termoquimico de biomassa lignocelulésica e na remocdo de
contaminantes organicos em produtos farmacéuticos. A PLE ¢ também conhecida como
extracao por solvente-quente pressurizado (PHSE - Pressurized Hot-Solvent Extraction)
ou extragdo acelerada por solvente (ASE - Accelerated Solvent Extraction) Herrero et
al. (2013 e Hoff; Pizzolato (2018 e Huerta; Saldafia (2018 e Nieto et al. (2010).

O método PLE ¢ baseado na extracdo por solvente a elevadas temperaturas e
pressdes em que o solvente permanece no estado liquido durante todo o processo. A
extragdo ¢ realizada a temperaturas e pressdes abaixo do ponto critico do solvente.
Devido a performance da extragdo a altas pressoes, a PLE ¢ considerada um processo
rapido, que também requer menores volumes de solventes, quando comparado as

técnicas tradicionais Herrero et al. (2013 e Sdnchez-Camargo et al. (2017).
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Quando submetidos a elevadas temperaturas e pressdoes de operacao os solventes
empregados na PLE exibem propriedades unicas devido a mudanga da constante
dielétrica, densidade, viscosidade e difusividade e devido ao rompimento de forgas
intermoleculares (como Van der Waals, ligagdes de hidrogénio e atracdes dipolo), a
transferéncia de massa ¢ favorecida, a solubilidade ¢ difusividade aumentam, fazendo
com que as ligagdes analito-matriz se rompam e a tensdo superficial do solvente e
viscosidade diminuem, permitindo que o solvente penetre facilmente na matriz sélida,
removendo os componentes de interesse € aumentando as cinéticas de extracdo Hoff;
Pizzolato (2018 e Mena-Garcia et al. (2019 e Sanchez-Camargo et al. (2017).

A selecao do solvente para a extragdo ¢ um dos parametros mais importantes. O
solvente deve ser capaz de solubilizar os analitos de interesse € minimizar a co-extragao
de outros componentes. Sua polaridade deve ser proxima a do analito de interesse.
Solventes apolares como hexano e pentano combinados com solventes de média
polaridade como diclorometano e acetato de etila sdo frequentemente utilizados na
extragdo de compostos apolares e lipofilicos. Solventes mais polares como acetonitrila,
metanol, etanol, acetato de etila e 4gua sdo empregados na extracdo de compostos
polares e hidrofilicos. Misturas de solventes de alta e baixa polaridade sdao uma
estratégia para a extragdo de uma gama maior de analitos, assim como extragdes PLE
sequenciais, em que a primeira ¢ conduzida com solvente apolar e a segunda com
solvente polar. Atualmente tem-se a preferéncia pelo uso de solventes reconhecidos
como seguros (GRAS - Generally recognized as safe), tais como agua, etanol, lactato de
etila ou até mesmo p-limoneno, pois ndo geram residuos a partir da neutralizacdo dos
extratos € ndo sdo toxicos Carabias-Martinez et al. (2005 e Sanchez-Camargo et al.
(2017).

Quando a agua ¢ utilizada como solvente em PLE a extragdo ¢ denominada
extragdo com agua subcritica (SWE - Subcritical Water Extraction) ou extracdo com
agua superaquecida (SHWE - Superheated Water Extraction) ou até mesmo extragdo
com agua quente pressurizada (PHWE - Pressurized Hot-Water Extraction). A SWE
utiliza 4gua em temperaturas entre 100 °C e 374 °C e pressao alta o suficiente para que a
agua permaneg¢a no estado liquido. Em temperaturas e pressdes acima de 374 °C e 220

bar a 4gua passa a estar em condigdes supercriticas. As principais propriedades da agua
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sdo alteradas quando submetidas a diferentes condi¢des de operagao, como representado
na Tabela 3 Bubalo et al. (2018 e Herrero et al. (2013).

A SWE ¢ afetada diretamente pela constante dielétrica (€) da 4gua. Em condigdes
ambientes a agua ¢ um solvente altamente polar, e sua constante dielétrica € de cerca de
80. Nessa condi¢do a agua ¢ adequada para a extragdo de compostos altamente polares.
Com o aumento da temperatura, de 100 a 374 °C, e sob alta pressdo a polaridade da
agua diminui e torna-se favordvel para a extracdo de compostos polares e apolares,
devida a queda da constante dielétrica. A 250 °C e 50 bar a constante dielétrica da agua
em condi¢do subcritica ¢ de 27, valor semelhante a de solventes organicos como o
etanol (€ = 24) e metanol (€ = 33), frequentemente usados em PLE para recuperagao de
compostos de polaridade moderada Bubalo et al. (2018 e Herrero et al. (2013 e Ong et
al. (2006).

TABELA 3 - PROPRIEDADES DA AGUA EM DIFERENTES CONDICOES E

ESTADOS.
Propriedade Agua em condicées normais Agua em condicdes subcriticas
T (°C) 25 350
P (bar) 1 250
p (Kgm™) 997,45 625,45
€(¢) 78,5 14,86
pKw (-) 14,0 11,5

Fonte: Adaptado de Brunner (1994).

Em temperaturas elevadas a tensdo superficial da agua diminui, permitindo a
dissolugdo dos compostos mais rapidamente, pois a agua ¢ capaz de umedecer mais
facilmente e penetrar na matriz s6lida melhorando a taxa de difusdo, devido a
diminui¢do da viscosidade. Além das propriedades mencionadas, a constante de
dissociacdo (Kw) da 4gua também sofre alteracdo com o aumento da temperatura, de
1,0x10'* a 25 °C para 1,2x107'? a 350 °C, com valor maximo de 4,9x107'2 a 250 °C, o
que implica em seu poder de auto ionizagdo Bubalo et al. (2018).

O processo da SWE pode ser definido em trés fases, como representado na Figura
5. A primeira fase corresponde a difusdo do soluto do nticleo da matriz até a superficie
da matriz, na segunda ocorre transporte do soluto da superficie das particulas da matriz
para o solvente e na terceira e ultima fase o soluto ¢ eluido para fora da célula de

extragdo Ong et al. (2006).
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Estudos relatam que a SWE tém sido utilizadas na obtengdo de antioxidantes
(fenodis e flavonoides), 6leos essenciais, acidos graxos, 6leos, carotenoides, agucares,
manitol, pectina, resorcinol ¢ no isolamento de HAP’s (hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos) do solo. Entretanto, a maioria dos estudos busca investigar a extracdo de
compostos fendlicos de uma grande variedade de fontes, como em ervas, frutas,

sementes, raizes, subprodutos e residuos Bubalo et al. (2018).

-

Material
orgdnico

Fonte: Adaptado de Ong, Cheong e Goh (2006).

FIGURA 5 - REPRESENTACAO SISTEMATICA DAS FASES DE EXTRACAO DA
SWE: (1) ENTRADA RAPIDA DE FLUIDO; (2) DESSORCAO DE SOLUTOS DOS
LOCAIS ATIVOS DA MATRIZ; (3) DIFUSAO DE SOLUTOS POR MEIO DE
MATERIAIS ORGANICOS; (4) DIFUSAO DE SOLUTOS POR MEIO DO FLUIDO
ESTATICO EM MATERIAIS POROSOS; (5) DIFUSAO DE SOLUTOS PELA
CAMADA DE FLUIDO ESTAGNADO FORA DAS PARTICULAS; E (6) ELUICAO
DE SOLUTOS.

Outro solvente frequentemente utilizado em extragdes com liquido pressurizado ¢é
o etanol em solucdo aquosa, denominada extragdo a quente de etanol aquoso
pressurizado (PHAE - Pressurized Hot Aqueous Ethanol). Sarkar, Alvarez e Saldafia
(2014), empregaram misturas de etanol e agua (0 - 20 %) em temperaturas de 120 — 180
°C, tempos de confinamento de 2 — 20 min e vazdes de 2 — 6 ml/min para a obtencao de
carboidratos e compostos fenolicos a pressdao constante de 15 MPa. E obtiveram 450,3

mg/g de carboidratos totais por g de casca de cevada e 80,3 mg/g de fendlicos totais por
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g de casca de cevada em sua melhor condicdo de operagdo a 12% de etanol, 180 °C,
com tempo de confinamento de 15 min e vazao de 5 ml/min.

A alta pressao empregada na PLE reduz a ocorréncia de bolhas de ar dentro da
matriz solida, pois a presenga dessas bolhas impede a chegada do solvente até o soluto
desejado. Apesar da pressdo ser um importante pardmetro de extracdo, ndo apresenta
influéncia significativa na obtencdo de compostos, desde que seja elevada o suficiente
para manter o solvente em seu estado liquido Okiyama et al. (2019 e Sanchez-Camargo
et al. (2017).

Uma vez que a temperatura e pressdo de extragdo sdo selecionadas, o tempo de
extracao deve ser considerado. Em geral o tempo de extragdo ¢ definido pelo tempo
necessario para esgotar totalmente uma amostra, ¢ pode ser dividido em tempo de
extracdo estatica e dinamica. Na extragdo estatica, certo volume de solvente, sob a
condi¢do de operagdo selecionada, ¢ mantido em contato com a amostra por um
determinado tempo, uma vez que o equilibrio dos componentes presentes na amostra
com os solubilizados no solvente ¢ alcangado a eficiéncia de extragdo nao muda.
Tempos de 5 a 20 min sdo geralmente empregados na extracdo de bioativos. Na
extracao dinamica, o solvente pressurizado flui constantemente pela amostra, evitando a
formagdo do equilibrio, favorecendo a extracdo completa da matriz. Neste caso a vazao
do solvente influencia diretamente o tempo de extragdo necessario Sanchez-Camargo et

al. (2017).

2.3.3 Extragdo com fluidos compressiveis

Técnicas de extracdo a base de fluidos compressiveis tém sido amplamente
empregadas na obtengdo de compostos bioativos provenientes de plantas e na
recuperagdo de moléculas bioativas de biomassa no conceito de biorrefinaria e também
na industria alimenticia e farmacéutica em processos de purificagdo e extragao livre de
contaminag¢do. A implementa¢do dos principios da quimica verde ¢ uma das motivacdes
para o uso dessa técnica na obtencdo de bioativos como oleorresinas e compostos
fenolicos, pois ¢ capaz de processar o material, planta ou biomassa, a baixas

temperaturas evitando a decomposicao térmica de certos compostos € também o uso de
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solventes organicos Benito-Roman et al. (2019 e Gallego et al. (2019 e Lee et al. (2019
e Manjare; Dhingra (2019 e Spinelli et al. (2016).

A extragao por fluidos compressiveis consiste basicamente na extracao de
substancias soltiveis de uma matriz solida por uma solvente com alta compressibilidade
em determinadas temperatura e pressao, que flui através do leito compactado no extrator
solubilizando os componentes presentes na matriz e pelo aumento da temperatura e/ou a
diminui¢cdo da pressdao o extrato torna-se livre de solvente. Em matrizes vegetais o
processo de extracdo ocorre em diferentes etapas, no instante em que o leito de extragdo
¢ preenchido com o fluido compressivel a matriz vegetal absorve o fluido, que expande
sua estrutura celular e dilata os canais intercelulares de sua membrana diminuindo sua
resisténcia a transferéncia de massa. Quando a dissolu¢do dos componentes ocorre, o
transporte de massa acontece da matriz interna para a superficie externa da particula ou
do leito, e entdo o solvente carrega o extrato para a fase “bulk” e pode ser removido
Pereira; Meireles (2010 e Da Silva et al. (2016).

Os fluidos empregados nas extragdes, podem ser utilizados em condigdes sub ou
supercriticas. Fluidos supercriticos (SFs - Supercritical Fluids) possuem propriedades
fisico-quimicas entre gases e liquidos (poder de solvatagdo, tensdo superficial
desprezivel, elevada difusividade e baixa viscosidade). Quando empregados em
condi¢des de pressdo e temperatura acima de seu ponto critico adquirem a capacidade
de comportar-se como liquido e gés, o que possibilita a modulacdo continua do
solvente, difusdo do fluido para dentro da matriz e seletividade Bubalo et al. (2018 e
Reverchon; De Marco (2006 e Yousefi et al. (2019).

O didxido de carbono (CO») é comumente utilizado como fluido supercritico em
processos de extracdo, devido a sua moderada pressdo critica (Pc = 74 bar) e
temperatura critica (T = 32 °C). Sua baixa T. ¢ capaz de preservar e evitar a
decomposicdo térmica de compostos presentes no extrato. O CO> ¢ miscivel em
hidrocarbonetos de baixo peso molecular e em compostos organicos oxigenados
facilitando a remoc¢ao desses extratos. Outras caracteristicas do CO> como apresentar
baixa toxicidade, ndo inflamavel, ndo corrosivo, nao poluente ¢ com disponibilidade em
alta pureza, além do baixo custo e de facil remoc¢do do extrato/produto fazem deste
fluido um candidato em potencial para uso como solvente para extracao de plantas

naturais. Além disso a baixa entalpia de vaporizagdo faz com que o CO> seja facilmente
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vaporizado e separado do soluto. Em temperatura e pressdo ambiente, o CO; ndo
apresenta poder de solvatacdo, o que durante a despressurizagao da corrente de saido do
extrator na SFE facilita sua eliminagdo do extrato Bubalo et al. (2018 ¢ Mantell et al.
(2013).

A principal desvantagem do scCO; ¢ sua baixa polaridade, dificultando a
extragdo de compostos de alta polaridade, o que para alguns tipos de matrizes torna a
extracao nao eficiente. A adicao de modificadores de polaridade (cossolventes) aumenta
a solubilidade do soluto e por sua fez a eficiéncia da extragdo, pois apresentam ligagcdes
de hidrogénio, interagcdes dipolo-dipolo e outras interagdes e com o analito de interesse.
Em geral a quantidade de cossolvente adicionada na extra¢do ¢ de 1 a 15%. Em alguns
casos acima de certa propor¢do a a¢ao do cossolvente ndo faz mais efeito. Entre os
cossolventes mais empregados esta o metanol, utilizado em uma grande variedade de
matrizes, mas devido a sua alta toxicidade vem sendo evitado, dando espago para o
etanol, comumente utilizado na extracdo de compostos bioativos. A escolha do
cossolvente adequado esta relacionada a sua afinidade com os compostos de interesse da
extragdo Pereira; Meireles (2010 e Da Silva et al. (2016 e Spinelli et al. (2016).

Spinelli et al. (2016) utilizaram o método de SFE com scCO> e etanol como
cossolvente em diferentes temperaturas (40, 50 e 60 °C), pressoes (15, 25 e 35 MPa) e
razdo solvente/co-solvente de scCO; + 20, 40 e 60% de etanol (v/v), na extragdo de
biocompostos do bagago de malte de cevada e obtiveram para a melhor condicdo (40
°C, 35 MPa e scCO: + 60% de etanol), apds um periodo de 240 min, 0,35 + 0,01 mg/g
bagaco de malte de compostos fenodlicos, 0,22 + 0,01 mg/g bagaco de malte de
flavonoides e 2,09 + 0,04 %/g bagaco de malte de compostos com propriedades
antioxidantes.

Por outro lado, para a extragdo de compostos lipossoluveis, o propano tem sido
apresentado como uma alternativa adequada ao CO», uma vez apresenta alto poder de
solvatacdo de compostos apolares de alta cadeia molecular, tais como triacilglicerdis;
requer baixas pressoes de operacao, que resultam em maiores rendimentos de 6leo, além
de ser relativamente barato e nao gerar residuos toxicos. O propano apresenta pressio e
temperatura critica de 369,67 K e 4,3 MPa, respectivamente. No entanto, ¢
frequentemente empregado nas extragdes em condicdes a baixo de seu ponto critico

Cuco et al. (2019 e Fetzer et al. (2021).
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Fetzer et al. (2018) realizaram a extragao de sementes de baru (Dipteryx alata
vogel) utilizando a técnica de extra¢do por propano comprimido e CO; supercritico com
a adicdo de etanol como cossolvente. O maior rendimento global obtido foi de 36,87%
quando empregado propano comprimido a 10 MPa, 60 °C, com 10 min de tempo de

confinamento e tamanho de particula de 0,5 mm.
2.3.4 Cinética e fases de extracao

Os dados cinéticos obtidos nas extragdes por liquidos pressurizados e por fluidos
compressiveis (sub e/ou supercriticos) sdo geralmente representados em um grafico da
massa extraida acumulada (rendimento da extracdo acumulado) versus o tempo de
extragdo. As curvas gerais de extracdo (OEC — Overall Extraction Curves) sao divididas
em trés fases, que correspondem aos periodos de extracdo, as quais podem ser

observadas na Figura 6, que utiliza dioxido de carbono supercritico como solvente Da

Silva et al. (2016).

Rendimento (%)

.— Particula da matriz  'e=% teer Tempo (min)

Fonte: Adaptado de da Silva et al. (2016).
FIGURA 6 - PERIODOS DE EXTRACAO E SUA CURVA.

A primeira fase corresponde a taxa constante de extragdo (CER — Constant
Extraction Rate), em que os componentes sdo transportados do interior para o exterior
da célula vegetal por meio da convecgdo, mecanismo dominante de transferéncia de
massa nessa etapa e a maior parte do soluto € recuperada. A segunda fase ¢ denominada

periodo de queda da taxa de extracdo (FER — Falling Extraction Rate), na qual a
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camada de oleo superficial de soluto que envolve a célula comeca a falhar e a
transferéncia de massa ocorre pela combinagdo do mecanismo de convecgdo e difusdo.
A terceira e ultima fase corresponde ao periodo de baixa taxa de extragao (LER — Low
Extraction Rate) ou controlada pela difusdao (DC — Diffusion-Controlled), na qual a
camada de 6leo praticamente desaparece e a difusdo ¢ o mecanismo de transferéncia de
massa dentro das particulas s6lidas Da Silva et al. (2016).

Nos fenomenos de solubilidade, as interagdes matriz-analito sdo mais fracas ¢ o
processo depende a parti¢do do analito entre a matriz e o fluido de extragdo. Enquanto,
em fenomenos de transferéncia de massa em que a extragdo ¢ controlada por difusdo
geralmente apresentam fortes interacdes entre matriz-analito ou longos caminhos que o

analito precisa percorrer pela matriz (MUSTAFA; TURNER, 2011).

2.4 CONSIDERACOES GERAIS

O bagago de malte ¢ o residuo mais gerado na producdo cervejeira, destinado a
ra¢ao animal ou utilizado como cobertura de solo. Varios estudos buscam demonstrar a
viabilidade de transformar esse residuo em diferentes produtos de valor agregado para
garantir sua reutilizagdo sustentavel.

Metodologias de extracdo consolidadas utilizam grandes quantidades de solventes
organicos e demandam um longo periodo de extragdo. Com a crescente demanda por
alternativas menos poluentes, novas técnicas de extracdo mais seguras e eficientes,
baseadas em conceitos de quimica verde tém sido estudadas. A extracdo do bagago de
malte foi relatada por poucos pesquisadores utilizando técnicas como e PLE e scCO», o
que torna o estudo dessas técnicas necessario, com o aprimoramento de parametros e
otimizacdo dos processos. Em funcdo das caracteristicas do bagago de malte,
principalmente na variabilidade de compostos e classes quimicas presentes no bagago, a
estratégia de recuperacdo maxima desses compostos passa necessariamente por uma
extracao com diferentes solventes, por exemplo, usando solventes apolares seguido de
solventes polares. Ainda, as medidas de curvas de extracdo e a obtengdo de extratos
brutos para posterior fracionamento sdo assuntos pouco estudados do ponto de vista de

engenharia de processos. Desta forma, com base no estudo realizado, o presente
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trabalho propde a avaliagdo das metodologias de extragdo do bagago de malte pelas
técnicas de extragdo por liquidos pressurizados (PLE) e remocao da fracdo lipidica por

fluidos compressiveis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

As amostras de bagago de malte foram fornecidas pela microcervejaria OPA
Bier (Joinville, Santa Catarina, Brasil), com teor de umidade e compostos volateis
iniciais de 80,5 + 0,1%, determinado gravimetricamente. O material foi seco em estufa
com circulagdo de ar a 45 °C por 24 h até umidade e compostos volateis constantes e
triturado em um liquidificador comercial (Modelo Liq Art, Walita) como representado
na Figura 9. As amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno a vacuo e

armazenadas a 4 °C.

Fonte: A autora.

FIGURA 7 - BAGACO DE MALTE APOS SECAGEM E MOAGEM.

3.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Apods a secagem do material, a amostra foi submetida as analises de teor de
umidade, determinacdo de didmetro médio de particula, densidade e porosidade. Bem
como, caracterizado com base na metodologia aplicada pelo Laboratorio Nacional de

Energia Renovéavel (NREL), do Departamento de Energia dos Estados Unidos da
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América. Foram quantificados os teores de cinzas, lignina insoliivel e soluvel,

carboidratos estruturais e extraiveis totais.
3.2.1 Teor de umidade e compostos volateis

O teor de umidade e compostos volateis (U%) foi determinado gravimetricamente
por meio da secagem das amostras em estufa a 105 °C durante 3 horas. A analise foi
realizada em triplicata com base na NREL/TP-510-42621 proposta por Sluiter et al.
(2008b). A Equagdo 1 ¢ utilizada para a determinacdo do percentual de umidade, em

que Miniciqr € @ Mmassa de bagaco de cevada antes da secagem (g) € Mgipq; € @ massa de

bagago de cevada apos a secagem (g).

U(%) — Minicial~"Mfinal %100 (1)

Minicial

3.2.2 Diametro médio de particula

O perfil granulométrico das particulas foi determinado segundo metodologia
descrita por Gomide (1983) para material particulado heterogéneo. A analise foi
realizada em triplicata utilizando peneiras (tipo série Tyler, W.S. Tyler, Wheeling,
EUA) de mesh 8, 10, 14, 20, 28 ¢ 35 durante 15 min em agitador mecanico vertical
(Modelo 110/220 - Bertel Industrial Metalurgia LTDA), na peneira de mesh 8
localizada no topo do agitador foram adicionados 100 g de bagaco de cevada. Apds a
agitacdo, o material retido em cada peneira foi pesado e por meio da Equacao 2

calculou-se a fragdo de massa retida, em que Mpqgqc0 € @ massa total de bagaco de
cevada (g) € Mpag /peneira € @ Massa de bagaco retida em cada peneira (g).

Xi = Mpag./pencira (2)

Mpagago

Para o célculo do didmetro médio (D,,) de particula utilizou-se a Equagdo 3,
segundo metodologia descrita por Gomide (1983), em que X; ¢ a fragdo de massa retida

na peneira e D; o didmetro de abertura da peneira (mm).
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Dm = Z Xi Di (3)
3.2.3 Densidade e porosidade

A densidade real foi medida por meio de um picndmetro de géas hélio conforme o
manual de operagdo do picndmetro automatico (Quantachrome Ultrapyc 1200e) na
Central Analitica — Instituto de Quimica da UNICAMP. A medida da densidade foi
realizada por meio da variagdao da pressao do gas hélio em uma camera de determinado
volume. Dessa forma calculou-se o volume real de um soélido.

Para o célculo da densidade aparente (p,) das particulas utilizou-se a Equagao 4,
em que My, ¢ a quantidade de massa de bagacgo (g) de cevada que preenche o leito de
extracio e Vipir, € 0 volume do leito (cm?) de extragio.

_—
Pa= 7o “)

A porosidade do leito foi determinada por meio da Equacgdo 5, utilizando a
densidade real p, (g/cm?) e da densidade aparente p,(g/cm?).

—1_"Fa
e=1 o (5)

3.2.4 Teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado por meio da incineragdo das amostras secas a 575
+ 25 °C por 4 horas, com base na NREL/TP-510-42622 Sluiter et al. (2005). A analise
foi realizada em triplicata e o teor foi determinado pela Equacdo 6, na qual mc jniriq; € @
massa de bagaco de cevada antes da incineragdo (g) € me ring; € @ massa de bagago de

cevada apo0s a incineragao (g).

Mo iri 1= 51
cinitial c,final x100 (6)

Teor de cinzas (%) =
Mc,initial
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3.2.5 Lignina insoluvel e soltivel

A quantidade de lignina presente no bagaco de malte foi determinada com base
no método proposto por Sluiter et al. (2004) (NREL/TP-510-42618) que quantifica
teores de lignina insolivel em meio acido (determinado por gravimetria) e lignina
soluvel em meio acido (determinado por espectroscopia no ultravioleta). O método
consiste na hidrolise de aproximadamente 0,3 g de amostra em tubos de ensaio com 3
ml de &cido sulftrico 72% (m/m) por 1 ha 30 °C, com agitacdo constante utilizando um
bastdo de vidro a cada 5 min. Em seguida, o material foi transferido para um frasco de
vidro e diluido a 4% adicionando 84 ml de dgua destilada. Os frascos foram fechados,
homogeneizados e condicionados em autoclave a 121 °C por 1 h, transcorrido o tempo,
os frascos foram retirados da autoclave e filtrados em cadinho de Gooch a temperatura
ambiente.

Ap0s a filtragdo, os cadinhos foram novamente secos em estufa a 105 °C por 12
h, até massa constante. Em seguida, os cadinhos de Gooch foram pesados ¢ a massa do
residuo retido no cadinho foi usada para calcular a porcentagem de lignina insolivel na
amostra em relacdo a massa seca do material analisado. O calculo foi realizado pela
Equacgao 7, em que myesidquo € @ massa seca residual retida no cadinho, m ;45 € @ massa
de cinzas presente no residuo insoluvel obtida pelo método descrito no Item 3.3.1 e

M,mostra © @ Massa inicial de amostra em base seca empregada.

LIA (%) — ™Mresiduo™ Mcinzas %100 (7)

Mamostra

O filtrado foi avolumado em 250 ml e esta fragdo foi submetida a analise
espectrofotométrica no comprimento de onda de 240 nm para determinacdo da lignina
soluvel em acido (LSA), realizada de acordo com a Equagao 8. UV,gg € a absorbancia
em 240 nm, €,; ¢ a absortividade molar da lignina de bagagco de malte neste
comprimento de onda (25 L.g"'.cm™), mseca ¢ a massa seca do material submetido ao

ensaio e CP ¢ o comprimento do percurso de leitura da absorbancia em cm.

UV gpsxVolumegirqqo X Diluicdo

LSA (%) =

x 100 (8)

Eml X MgecqXCP
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A determinagdo da lignina total (LT) foi realizada por meio do somatorio da

lignina soluvel (LSA) e lignina insoluvel (LIA), como apresentado na Equacao 9.
LT (%) = LSA (%) + LIA (%) 9)
3.2.6 Carboidratos estruturais

A quantidade de carboidratos foi determinada utilizando o hidrolisado obtido na
determinagdo de lignina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), com
base na metodologia proposta por Sluiter et al., (2004) (NREL/TP-510-42618). O
conteudo de carboidratos foi analisado pelo CLAE (modelo Shimadzu LC20AD),
fornecido com um amostrador automatico (modelo SIL 10A), um desgaseificador de
fase movel (modelo DGU 14 A), um aquecedor de coluna (modelo CTO 10A) e
detectores nos modelos RIDIOA para indice de refracio e SPD-MI10Avp para
espectrofotometria ultravioleta. A coluna utilizada foi a Rezex RHM (Phenomenex 300
x 7,8 mm) a 65 °C, precedida por uma pré-coluna Phenomenex (8,0 x 3,2 mm) e eluida
com fase movel de 5 mmol.I"' de H>SO4 a uma vazio de 0,6 ml.min™!. As quantifica¢des
foram feitas por padronizagdo, com base em curvas de calibragdo construidas para cada
componente monitorado nas concentragdes de 0,08 a 0,8 g/L. de celobiose, 0,2 a 2 g/L
de glucose, 0,1 a 1 g/L de xilose, 0,08 a 0,8 g/L de arabinose e de 0,1 a 1 g/L de 4cido
acético. Para os célculos, também foram considerando seus respectivos fatores de
hidrdlise, convertendo cada componente em seu derivado anidro: 0,95 para a celobiose,
0,90 para glucose, 0,88 para xilose e arabinose, ¢ 0,72 para acido acético, que sdo
devidos a incorporagdo de uma molécula de dgua a cada etapa de hidrolise dcida de uma

ligacao glicosidica, conforme descrito por Sluiter et al., (2004).

3.2.7 Extraiveis totais

A determinagdo de extraiveis totais foi realizada de acordo com a NREL/TP-
510-42619, descrita por Sluiter et al. (2008). O ensaio visa quantificar extraiveis em
duas etapas (4gua e etanol) em amostras de biomassa que contém uma quantidade
significativa de material solivel em agua. Foram realizadas duas extracdes Soxhlet

convencionais de forma consecutiva. A primeira extracdo foi realizada com agua
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destilada como solvente durante 6 horas, e com a parte solida residual da primeira
extragdo realizou-se a segunda extracdo com o solvente etanol (95 % de pureza),
durante mais 6 horas, totalizando 12 horas de extragcdo. Os extraiveis totais em agua e
etanol foram quantificados pela Equacao 10, em que Mexiraiveis (&) € @ massa de extrato

obtido na extracao € mym,ostra () € @ massa da amostra de bagaco de cevada utilizada.

Extraiveis totais (%) = —extralveis 10 (10)

Mamostra

3.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS DE BAGACO DE MALTE

Para a obtenc¢do dos extratos brutos de bagago de malte, foram utilizadas as
técnicas de extracdo Soxhlet como comparativo a extragdes por liquidos pressurizados.
Foram empregadas também extragdes por fluidos comprimidos com o objetivo de

remocao da fracdo lipossoluvel presente no BM.

3.3.1 Extragao Soxhlet

Extracdes Soxhlet foram realizadas para determinar o teor total de extrato bruto
como comparativo as extragdes com liquidos pressurizados. Foram selecionados os
solventes, agua destilada, etanol (Neon, 99,8% de pureza), acetato de etila (Neon,
99,5% de pureza), n-hexano (Neon, 99,5% de pureza) e acetona (P.A.). Extracdes
sequenciais na ordem 4gua — etanol e etanol — 4gua também foram realizadas com a
finalidade de avaliar o rendimento global de extragdes pressurizadas de misturas
etanol/agua.

Para as extracdes foram utilizados 3 g de bagago de malte seco e 175 ml de solvente.
Os extratos foram secos em um evaporador rotativo a vacuo (IKA, Modelo RV 10
digital) e entdo seco em estufa de circulacio de ar (IKA, Nova Etica, modelo 400-2) até
massa constante a 60 °C. Os extratos foram armazenados em frascos de ambar e
mantido sobre refrigeracao a -4 °C. Os rendimentos de extracao (R) foram calculados
usando a Equagdo 11, em que meyraro (g) € @ massa de extrato obtido na extracdo e

Mpagaco (&) € @ massa da amostra de bagaco de cevada utilizada.
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R (%) = —etrato 100 (11)

Mpagaco

3.3.2 Extragdes com liquidos pressurizados (PLE)

Os experimentos de extracdo com liquidos pressurizados foram realizados em
unidade de extragdo, de acordo com a Figura 8. A unidade compreende uma bomba de
alta pressdo, um sistema de pré-aquecimento, uma célula de extragdo encamisada, um

sistema de refrigeracdo e um ponto de coleta de extrato.

Célula de extracéo

LLiL Resfriador

Banho termostatico Vi V3 |

0

Amostra

Camisa de
aguecimento g

O

Filtro Pré-
aquecimento

- o

:1-------‘

’1\. Bomba
Solvente | —D—I

Legenda: V1 e V2 - valvulas cilindricas, V3- valvula reguladora back pressure.
Fonte: Adaptado de Dias et al. (2018).

FIGURA 8 - UNIDADE DE EXTRACAO PRESSURIZADA.

O solvente em condi¢do ambiente foi transferido em fluxo volumétrico constante
por uma bomba de alta pressdo (Eldex, modelo 2SM, EUA) responsavel pela
pressurizagdo do sistema. O solvente foi entdo pré-aquecido por um sistema de
serpentinas, composto de uma valvula cilindrica, e bombeado at¢ um vaso extrator
semi-batelada encamisado de 20,44 cm? de volume interno (17,2 cm de comprimento e
1,24 cm de didmetro). As extremidades inferior e superior do extrator foram revestidas
com filtros de ago inoxidavel com tamanho de poro de 0,5 mm para evitar o arraste de
particulas solidas provenientes da amostra. A camisa de aquecimento da célula de
extracdo ¢ composta de uma resisténcia elétrica e termopares, responsaveis pelo
controle da temperatura de extracdo desejada. O extrato que flui da célula de extragdo ¢
resfriado a 40 °C por um sistema composto por um vaso encamisado € um banho

termostatico. Apos o sistema de refrigeragdo, a tubulagao consta de um mandmetro e de
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uma valvula de contrapressio (V3 - back pressure) responsavel pelo controle da pressdo
do sistema e por uma valvula cilindrica (V2) responsavel controle de tempo de
preenchimento do volume da célula de extracao.

As extracoes foram realizadas com agua destilada, etanol (Neon, 99,8% de pureza)
e fracdes volumétricas de etanol/agua (EtOH/agua) de 0, 0,5 e 1 como liquidos
pressurizados nas temperaturas de 60, 90 e 120 °C a pressdo constante de 100 bar para
garantir que os solventes permanecam no estado liquido. Extra¢des adicionais foram
realizadas com fragdes volumétricas de 0,25 e 0,75 EtOH/agua.

A célula de extragdo foi preenchida com aproximadamente 6 g de bagaco de malte
e a linha total de extracdo com aproximadamente 500 ml de solvente. A extragao
iniciou-se em duas etapas, denominadas extragdo estatica e dindmica. Quando todo o
volume da célula de extracao foi preenchido com o solvente e a temperatura e pressao
de extragdo estabilizaram iniciou-se o tempo de confinamento, definido em 15 min para
todos os ensaios para garantir o equilibrio térmico-mecanico do sistema. Com o término
do tempo de confinamento, a etapa correspondente a extracdo dinamica iniciou-se, com
vazao constante de solvente de 2, 4 e 6 ml/min, ¢ a solu¢ao de extraiveis (solvente e
extrato) foi coletada em baldes volumétricos de fundo redondo de 50 ml durante 1 h de
extracao dinamica.

Parte de cada amostra dos extratos em solu¢do (aproximadamente 5 ml) foram
utilizados para determinar o rendimento das extra¢des ao longo do tempo. Aliquotas
fixas para todos os pontos foram coletadas e submetidas ao processo de evaporagao do
solvente em estufa a 60 °C para as solucdes etanolicas e 80 °C para as solugdes aquosa
durante 24 h e entdo a temperatura foi elevada a 105 °C para todos os extratos até peso
constante. Os volumes remanescentes dos extratos foram reunidos e armazenados em

frascos ambar sob refrigeragdo a aproximadamente -4 °C para andlises posteriores.

3.3.2.1 Planejamento Experimental

O planejamento experimental para as extragdes com agua, etanol e razao
EtOH/4gua foi determinado a partir de trés varidveis de processo, temperatura (°C),
razdo etanol/agua e vazao volumétrica de solvente (ml/min) em dois niveis (X1: 60-120

°C, X2: 0-1, X3: 2-6 ml/min), com triplicata no ponto central. Na Tabela 4, esta
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representado o planejamento experimental Box-Behnken (3k-p) com trés fatores e
triplicata no ponto central, que corresponde a um total de 15 experimentos aleatorios,

com os valores para as variaveis codificadas e reais dos experimentos.

TABELA 4 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL BOX-BEHNKEN (3k-p) COM
PONTO CENTRAL PARA AS EXTRACOES POR LIQUIDOS PRESSURIZADOS A

100 BAR POR 60 MIN.
Niveis codificados Niveis reais
Ensaio EtOH/A Vazi
T EtOH/Agua Vazio T (°C) %) gua (m:;f:i(:l N
1 -1 -1 0 60 0,0 4
2 +1 -1 0 120 0,0 4
3 -1 +1 0 60 1,0 4
4 +1 +1 0 120 1,0 4
5 -1 0 -1 60 0,5 2
6 +1 0 -1 120 0,5 2
7 -1 0 +1 60 0,5 6
8 +1 0 +1 120 0,5 6
9 0 -1 -1 90 0,0 2
10 0 +1 -1 90 1,0 2
11 0 -1 +1 90 0,0 6
12 0 +1 +1 90 1,0 6
13 (C) 0 0 0 90 0,5 4
14 (C) 0 0 0 90 0,5 4
15 (C) 0 0 0 90 0,5 4

Legenda: T — temperatura, C — ponto central.

Fonte: A autora.

3.3.3 Extragao por fluidos compressiveis

Os experimentos de extracdo com fluidos compressiveis foram realizados em uma
unidade de extragdo composta por um cilindro de solvente (propano ou CO3), acoplado
a uma bomba seringa de alta pressdo (ISCO, modelo 500D, Lincoln, NE 68504, USA),
como representado na Figura 9. Um banho termostatico para manter a temperatura da
bomba a 10 °C. O solvente flui por meio da bomba até o vaso extrator encamisado de
62,4 cm?® volume interno (22 ¢cm de comprimento e 1,9 cm de didmetro). A camisa do
extrator ¢ ligada a um banho termostatico que garante a temperatura de extragao
desejada. Na extremidade inferior do vaso de extragdo estdo conectadas duas valvulas
como ponto de coleta de amostras, uma valvula agulha responsavel pelo controle de

fluxo e uma valvula agulha com regulagem micrométrica para o controle da pressao.
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Legenda: V1 e V2 - valvulas do cilindro de propano; V3 - valvula esfera; V4 - valvula agulha e; V5 -
valvula agulha com regulagem micrométrica.

Fonte: Adaptado de Araujo (2019).
FIGURA 9 - UNIDADE DE EXTRACAO DE FLUIDOS COMPRESSIVEIS.

As extracdes foram realizadas com propano (White Martins SA, 99.5% pureza) nas
temperaturas de 40, 60 e 80 °C e pressdo constante de 100 bar e CO, (White Martins
S.A., 99.5% pureza na fase liquida) nas temperaturas de 40 e 80 °C e pressoes de 150 e
250 bar, além da adicdo de etanol (Neon, 99,8% de pureza) como cossolvente. As
extremidades inferior e superior do extrator foram revestidas com algodao para evitar o
arraste de particulas solidas da amostra para o interior das tubulagdes, e entdo
aproximadamente 12 g de bagago de malte foram adicionados no leito de extragao.

O processo de extragdo ¢ performado em duas etapas, a primeira corresponde a
extracdo estatica, periodo em que todo o vaso extrator ¢ preenchido com solvente e a
pressdo de extragdo desejada ¢ atingida, em conjunto com o tempo de confinamento,
tempo em que a amostra ¢ mantida em contato com o solvente, podendo absorvé-lo. O
tempo de confinamento foi definido em 30 min para garantir o equilibrio térmico-
mecanico do sistema. Transcorrido o tempo de extracdo estatica, iniciou-se a etapa
correspondente a extracdo dinamica, em que o solvente flui continuamente a vazao
constante de 2 cm’/min até o fim da extracdo. Os extratos obtidos foram coletados em
tubos de ensaio no ponto de coleta e armazenados em frascos ambar sob refrigeracao a

aproximadamente -4 °C.
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3.3.4 Extragdes sequencias

Extragdes sequenciais foram realizadas utilizando a técnica de extragdo com
fluido compressivel seguido de extra¢do por liquido pressurizado. Extracdes utilizando
propano comprimido foram realizadas a pressao e vazao volumétrica constantes de 100
bar e 2,0 £ 0,2 cm®/min, respectivamente, e temperaturas de 40, 60 e 80 °C conforme
descrito no item 3.3.3. Com o residuo solido das extragdes, foram realizadas extragdes
com liquidos pressurizados na fragio volumétrica de 0,5 EtOH/Agua a 120 °C, 2

ml/min e 100 bar, conforme descrito no item 3.3.2.
3.4 ANALISE DOS EXTRATOS DO BAGACO DE MALTE

Para a avalia¢do da influéncia dos diferentes solventes e condigdes experimentais
dos extratos obtidos, neste trabalho foram avaliadas as composi¢des dos extratos de
Soxhlet por meio das andlises de cromatografia gasosa com detector de massa (CG-
MS). Os demais extratos foram caracterizados por analises de compostos fenolicos

totais, flavonoides totais, atividade antioxidante e agticares redutores.

3.4.1 Analise dos extratos de Soxhlet via CG-MS

Os extratos provenientes das extracoes Soxhlet foram submetidos a cromatografia
gas com detector de massa (CG-MS) com a finalidade de identificar compostos de
diferentes classes obtidos com o uso de diferentes solventes. As amostras de extratos
foram primeiramente derivatizadas, para esse processo 5 mg de amostra foram
dissolvidas em 200 ul de piridina e misturadas com 200 pul de MSTFA a 30 °C durante
20 min. A solucao derivatizada foi completada até 1 ml com diclorometano e injetada.
A anélise foi realizada em um cromatoégrafo Shimadzu QP2010 SE, com uma coluna
VF-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), seguido pela detec¢do por espectrometria de
massa operando com fonte ionizante por impacto de elétrons a 70 eV. O equipamento
foi operado no modo split (10:1) com volume de 1 pul, o qual foi injetado com gas hélio
a vazao total de 19,5 ml/min. O injetor e a interface do espectrometro de massa foram
ajustados a 200 °C e 260 °C, respectivamente, e a temperatura da coluna foi programada

para iniciar a 60 °C, permanecer por 2 min, ¢ aquecer a uma taxa de 4 °C/min, até¢ 100



35

°C e permanecendo por 4 min. Ao atingir 180 °C, com nova taxa de 15 °C/min atingiu
250 °C e foi mantida isotermicamente por 10 min, resultando em 51 min de anélise. Os
espectros de massa foram coletados a cada 0,3 s na faixa de 70-1000 m/z. A
identificacao dos compostos foi realizada com os espectros de massa de cada banda em
relagdo ao banco de dados da biblioteca do NIST (National Institute of Standards and

Technology).

3.4.2 Compostos fenodlicos totais (CFT)

Os compostos fenolicos totais (CFT) foram determinados com base no método
Folin-Ciocalteau, descrito primeiramente por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos
(1999). O método utiliza acido galico como referéncia e baseia-se na oxidabilidade dos
fenois no pH bdsico, enquanto o reagente Folin-Ciocalteu funciona como um agente
oxidante. Aproximadamente 50 mg de extrato foram solubilizados em 2 ml de solugao
metanolica (80 %, v/v). Aliquotas de 0,1 ml desta solu¢do foram diluidas com 0,4 ml de
metanol e adicionados a 2,5 ml de solu¢ao de Folin-Ciocalteau 0,2 mol/l, diluido 10
vezes com agua destilada. Apds 3 min foram adicionados 2,0 ml de solucao saturada de
carbonato de sodio (75 g/l). A mistura foi mantida a temperatura ambiente ao abrigo da
luz durante 120 min. A leitura da absorbancia foi realizada, em espectrofotometro, a 760
nm. Os resultados sao expressos em mg de acido galico equivalente por 100 g de extrato

(mg AGE/ 100 g extrato).

3.4.3 Flavonoides Totais (FT)

Os flavonoides totais foram quantificados com base no método proposto por
Zhishen, Mengcheng e Jianming, (1999). Aliquotas (0,1 a 0,3 ml) de amostras,
preparadas conforme descrito anteriormente, na determinagao de CFT, e metanol até 0,4
ml, 1,6ml de dgua destilada e 0,12ml de NaNO> (5% m/v) foram adicionados aos
frascos ambar e misturados. Apds 5 min, 0,12 ml de AlICI; (10% m/v) foi adicionado; e
apos Smin, foram adicionados 0,8 ml de NaOH (1 mol/l) e 0,96 ml de 4gua destilada. A
absorbancia foi medida a 510 nm em espectrofotometro UV-Vis (Global Analyzer). A
catequina foi utilizada como referéncia e os resultados foram expressos em mg

equivalente de catequina por 100 g de amostra (mg CE/100 g).
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3.4.4 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP.
Inicialmente, os extratos de bagaco de malte foram preparados conforme descrito no

item de determinacao de compostos fendlicos totais (CFT).
3.4.4.1 Método ABTS

A atividade antioxidante foi determinada a partir do acido 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico) (ABTS) com sequestro de radicais, com base no
procedimento descrito por Re et al. (1999). Primeiramente, o radical cation ABTS™ foi
preparado a partir de uma solugdo aquosa de ABTS (7 mmol/l). Para tanto, 5 ml desta
solucao foi misturada a 0,88 ml de uma solugdo de persulfato de potassio (140 mmol/I)
e mantido a temperatura ambiente e auséncia de luz durante 16 h, para disponibilizar o
ABTS" na solugdo estoque. A solugdo estoque de ABTS™ foi diluida em etanol, até se
obter uma solu¢ao trabalho com absorbancia de 0.700 + 0.020 a 734 nm.

Para a analise dos extratos, 0,1 ml das solu¢gdes metanolicas dos extratos de BM
foram adicionados a 3,9 ml da solugdo trabalho de ABTS™ e homogeneizados. A
solugdo resultante foi mantida na auséncia de luz por 6 min. Apds esse tempo a
absorbancia foi medida a 734 nm em um espectrofotometro UV-vis (Global Analyzer).
O é&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich Co,
St. Louis, EUA), foi utilizado como padrao antioxidante para constru¢do da curva de
calibra¢do. Os resultados de AA foram expressos em pmol de atividade antioxidante

equivalente ao Trolox (TE) por 100 g de extrato (umol TE/ 100 g).

3.4.4.2 Método DPPH

A determinag¢do da atividade antioxidante (AA) pelo método DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhidrazil) foi realizada baseando-se em Brand-Williams; Cuvelier e
Berset (1995). 0,1 ml da solugdo metanolica dos extratos de bagagco de malte, descrita
em CFT, foram adicionados a 3,9 ml da solugdo recém preparada de DPPH em metanol
(0,06 mmol/l) e agitada até homogeneizagdo. A mistura resultante foi mantida em um

ambiente sem incidéncia de luz durante 60 min. Apos este periodo, a perda de coloracao
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do radical DPPH foi mensurada através da absorbancia, medida a 515 nm em um
espectrofotometro de UV-vis (Global Analyzer). O branco foi preparado contendo
apenas metanol utilizado nas solugdes. Foi utilizado também um controle contendo 0,1
ml de metanol e 3,9 ml da solugdo de DPPH. O 4acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, EUA), foi
utilizado como padrido antioxidante para construcdo da curva calibra¢do. Os resultados
de AA foram expressos em pumol de atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TE)

por 100 g de extrato (umol TE/ 100 g).

3.4.4.3 Método FRAP

O ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP) foi conduzido de acordo
com Benzie e Strain (1999). Dentro de frascos ambar, 100 ul de solugdes de amostras
preparadas e 3 ml do reagente FRAP, foram misturados. O reagente FRAP consistia em
um mistura de solu¢do tampdo de acetato de sédio 300 mmol.I"! (pH 3.6), 10 mmol.1™!
de solugdo de TPTZ em 40 mmol.I"! de HCI e 20 mmol.I"! de solucdo de FeCl;.6H,0 em
propor¢ao de volume de 10:1:1. Apos a adicdo do reagente FRAP, os frascos foram
colocados em banho-maria em 37 °C durante 10 min. A absorbincia da mistura foi
medida em 593 nm, 5 min ap6s o periodo de incubagdo. Para a etapa de quantificagdo,
uma curva analitica Trolox foi construida, e os resultados foram expressos em pmol de

atividade antioxidante equivalente ao Trolox por 100 g de extrato (wmol TE/100 g).

3.4.5 Agucares redutores

Os teores de acucares redutores (AR) e agucares redutores totais (ART)
presentes nos extratos obtidos foram determinados pelo método colorimétrico DNS
Miller (1959). Os extratos foram solubilizados em 4gua destilada, reagiram com o
reagente DNS em banho térmico a 100 °C por 5 min. Apods a reacdo, a mistura foi
resfriada até a temperatura ambiente e a absorbancia foi medida a 540 nm.

O ART foi determinado apos hidrélise acida com acido cloridrico (37% p/p) a
60 °C por 20 min e neutralizacdo com hidroxido de so6dio (6 mol/l) Torres-Mayanga et

al. (2019). A quantificagdo de AR e ART foi realizada por meio de curva de calibracao
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elaborada com glicose. Os resultados foram expressos em g de glicose equivalente por

100 g de amostra (g GE/100 g).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados de caracterizacdo de matéria-prima
bagaco de malte, extragdes Soxhlet, extracdo por liquidos pressurizados e fluidos
compressiveis. Assim os resultados de caracterizagdo dos extratos obtidos pelos

diferentes solventes e processos.

4.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

O bagaco de malte foi submetido ao processo de secagem para reducdo da
umidade e compostos volateis. O resultado foi uma reducao de 80,5 + 0,1% para 4,9 +
0,1% neste parametro. Apds ser triturado, o bagago apresentou didmetro médio de
particula igual a 1,2 £ 0,4 mm, de acordo com o perfil de didmetro de particulas
apresentado na Tabela 5, densidade real de 1,368 g/cm?® = 0,001, densidade aparente de
0,232 g/cm? e porosidade de 0,830.

TABELA 5 - PERFIL DE DIAMETRO DE PARTICULAS DO BAGACO DE

MALTE.
Mesh Fracdo de Massa Retida (%) Didmetro Médio (mm)
8 6,7+0,8 0,159+ 0,019
10 24,6 1,4 0,406 + 0,023
14 27,4+0,2 0,320 + 0,003
20 30,0+0,9 0,250 £ 0,008
28 7,8+0,5 0,047 + 0,003
<35 2,34+0,3 0,010 £ 0,001

Fonte: A autora.

Para aumentar a taxa de extracdo, a matriz solida deve ser triturada aumentando a
area de transferéncia de massa. Normalmente o tamanho de particula de matrizes
naturais utilizado para a extracdo ¢ de 0,25 a 1,80 mm. No entanto, particulas muito
pequenas devem ser evitadas, pois podem promover a compactagao do leito levando ao
aumento da resisténcia interna a transferéncia de massa, canalizando o fluido/liquido

extrator de forma ndo uniforme. A porosidade do leito influencia na transferéncia de
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massa. De modo geral o aumento da porosidade da matriz aumenta a eficiéncia de
extracOes rapidas, principalmente no caso de extragdes com liquido pressurizado
Pereira; Meireles (2010).

A composicao quimica do bagaco de malte ¢ apresentada na Tabela 6. O BM,
formado basicamente pelas cascas dos grdos de malte, pericarpo e endosperma
apresentou teor de cinzas quantificado em 3,3 + 0,1%, resultado em conformidade com
a literatura que apresenta valores de 3,07 a 3,90%, podendo chegar até 5% Balogun et

al. (2017 e Paz et al. (2018 e Torres-Mayanga et al. (2019).

TABELA 6 - COMPOSICAO QUIMICA DO BAGACO DE MALTE.

Composiciao Percentual (%)
Umidade 49+0,1
Cinzas 3,3+0,1
Proteinas -
Glucose 254+13
Hemicelulose 21,1 £1,2
Xilose 14,3 +£0,8
Arabinose 6,9+ 0,4
Lignina Insoluvel em acido 12,3+ 1,0
Lignina Solavel em acido 6,0+0,3
Extraiveis em agua 9,4+0,5
Extraiveis em etanol 11,1 +£0,3

Fonte: A autora.

As cascas dos graos sao ricas em celulose, hemicelulose, lignina, proteinas e
extraiveis. O teor de glucanas (majoritariamente celulose) foi determinado em 254 +
1,3 %, semelhante ao encontrado por Paz et al., (2018), que quantificaram o teor de
glucanas para diferentes variedades de bagaco de malte e obtiveram valores em torno de
25%. O teor de hemicelulose obtido foi de 21,1 + 1,2%, podendo variar de 20 a 40%; as
fragdes de xilose e arabinose foram quantificadas em 14,3 £ 0,8 ¢ 6,9 £ 0,4%,
respectivamente, assim como valores reportados na literatura, de 12 a 15% de xilose e 5
a 8% de arabinose Balogun et al. (2017 e Paz et al. (2018). Os teores de lignina
insoluivel e soluvel em acido obtidos neste trabalho foram de 12,3 £ 1,0% e 6,0 £+ 0,3%,

respectivamente, os quais estdo em conformidade com a faixa apresentada de 10,11 a
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13,12% para lignina insoluvel e 3,69 a 6,10% para lignina soluvel, apresentadas na
literatura Balogun et al. (2017 e Torres-Mayanga et al. (2019).

Os extraiveis totais medidos neste trabalho foram quantificados em extraiveis em
agua e etanol, de 9,4 £ 0,5 e 11,1 £ 0,3%, respectivamente. Valores entre 5 e 20% foram
reportados pela literatura utilizando diferentes solventes e tempos de extracdo: 5,7 + 0,3
e 13,6 =+ 0,2% foram reportados por Torres-Mayanga et al. (2019), utilizando os
solventes agua e etanol, respectivamente; 11,82 + 0,55 foram obtidos por Balogun,
Sotoudehniakarani e McDonald (2017), utilizando diclorometano durante 24h; 12,9 +
0,4 a 22,5 + 1,1% de extraiveis foram quantificados por Pinheiro et al. (2019) em

diferentes variedades de bagaco de malte por etanol 80% durante 8 h.

4.2 EXTRACOES SOXHLET DO BAGACO DE MALTE

Os rendimentos das extra¢des Soxhlet, obtidos ap6s 6 h de extragdo com os
solventes agua, etanol, acetato de etila, acetona e n-hexano foram representados na
Tabela 7. As extragdes com agua (1) e etanol (3) resultaram nos melhores rendimentos
obtidos, de 9,6 + 0,6% e 10,1 £ 0,3%, respectivamente. Torres-Mayanga et al. (2019)
relataram rendimentos de 5,70 £ 0,3% para dgua e de 13,6 = 0,20% para o etanol. Paz et
al. (2019) também relataram um rendimento superior (14 £ 0,10%) ao do presente

estudo para o etanol, porém com tempos de extracdo de 24 h de extracgao.

TABELA 7 - RENDIMENTOS DA EXTRACAO SOXHLET POR DIFERENTES

SOLVENTES.
Extracao Solvente Polaridade” Ciclos Rendimento (%) *
1-2 Sequencial 4gua e etanol 10,2-5,2 4-10 9,6 £0,6 -10,5+0,1
3-4 Sequencial etanol e agua 5,2-10,2 10-4 10,1+0,3-7,7£0,3
5 Acetato de etila 43 16 7,6+0,1
6 Acetona 5,4 28 6,6 £ 0,1
7 n-Hexano 0,0 18 6,3+0,3

Fonte: A autora; * Byers (2003); * Base seca (média = desvio padrdo) em triplicata.

Nas extragdes sequenciais (1 — 2 e 3 — 4), quando o etanol foi empregado como
primeiro solvente extrator (3) fez com que a extracdo por agua (4) apresentasse um

decréscimo de 1,9 p.p. (pontos percentuais) em rendimento, quando comparado a
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extragdo sequencial em que a 4gua foi empregada como primeiro solvente (1). Em
matrizes vegetais ricas em polissacarideos, como o BM, com a desidrata¢do por etanol
esses polissacarideos tendem a condensar formando um revestimento rigido ao redor de
cada microfibrila da parede celular vegetal, dificultando a reidratacdo por agua e assim a
extracao de alguns componentes D¢léris; Wallecan (2017).

As extragdes realizadas com acetona apresentaram rendimento de 6,6 + 0,1% em
6 horas de extragdo, de forma similar ao quantificado pela literatura, onde sao
reportados estudos de extragdo por 8 horas e para rendimentos de 8,3 + 0,1% Del Rio et
al. (2013). O nimero de ciclos de extra¢do realizados e o tempo empregado em cada
extracdo podem influenciar no rendimento de extraiveis, assim como a composi¢ao
quimica do bagaco de malte que se altera de acordo com a variedade da cevada, safra,
com o processo de maltagem e também com as condi¢gdes do processo de brasagem
Mussatto et al. (2006 e Pinheiro et al. (2019).

As extragdes com n-hexano apresentaram rendimento de 6,3 £ 0,3%. Tais
valores estdo proximos aos valores reportados pela literatura, de 6,41 - 7,50% Almeida
et al. (2017 e Mallen; Najdanovic-Visak (2018). A extracdo com acetato de etila
apresentou rendimento de 7,6 + 0,1%. Cabe ressaltar que ndo foram encontrados dados
de extracdo Soxhlet com bagaco de malte utilizando este solvente na literatura. Porém,
Santos et al. (2017) obtiveram um rendimento de 5% em extratos de candeia
(Eremanthus erythroppapus) e Guedes et al. (2020) valores de 6,36 + 0,27% em
extratos de janauba (Synadenium grantii Hook f.) quando utilizaram acetato de etila
como solvente em Soxhlet.

Rendimentos mais baixos, como 6,6 = 0,1% e 6,3 + 0,3% foram obtidos quando
solventes de baixa polaridade e apolares foram empregados. No entanto, o melhor
rendimento foi obtido com etanol e d4gua em extracdao sequencial, ja que a eficiéncia da
agua pura como solvente em extragcdo ¢ reduzida porque compostos, como proteinas e
compostos fendlicos sdo frequentemente mais soliveis em solventes organicos menos
polares do que a agua Socaci et al. (2018). A partir dos resultados de rendimentos de
extragdo Soxhlet obtidos, a 4gua e o etanol foram selecionas como solventes para as
extragcdes com liquidos pressurizados. Além do uso de diferentes concentracdes de

misturas EtOH/4gua, uma vez que a adi¢do de agua a solventes organicos como acetona,
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metanol e etanol cria um meio mais polar que facilita a extragdo de compostos

fenolicos, aumentando assim o rendimento de extragdo Meneses et al. (2013).

4.2.1 Caracterizacao dos extratos de Soxhlet

Para melhor compreender o desempenho das extragdes Soxhlet e a escolha do
melhor solvente extrator a ser empregado nas extragcdes PLE, os extratos obtidos foram
caracterizados quimicamente e os resultados sdo apresentados na Figura 10. De modo
geral, os resultados apresentam uma tendencia de aumento do rendimento em extrato
bruto com o aumento da polaridade dos solventes empregados, sendo a agua

responsavel pela maior recuperagdao de compostos do bagago de malte.
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Fonte: A autora.

FIGURA 10 - CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE SOXHLET POR
DIFERENTE SOLVENTES. (A) COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS; (B)
FLAVONOIDES TOTAIS; (C) ATIVIDADE ANTIOXIDANTE; (D) ACUCARES

REDUTORES.

Na Figura 10(A) estdo representados os resultados de compostos fendlicos totais
(CFT) em que o maior resultado foi quantificado no extrato de 4gua, com valor de 826,5

+ 35,76 mg GAE/100 g de extrato de BM, seguido pelo extrato de etanol com
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recuperagdo de CFT de 249,3 = 10 mg GAE/100 g de extrato de BM. Os extratos de
acetona, acetato de etila e n-hexano apresentaram resultados semelhantes, com valores
de 1499 £ 59, 1683 + 6,8 ¢ 121,1 £ 49 mg GAE/100 g de extrato de BM,
respectivamente. Assim como para CFT, na Figura 10(B), a 4gua foi responsavel pela
melhor recuperacdo de flavonoides totais (FT), quantificados em 340,9 + 0,7 mg
CE/100 g de extrato de BM. Acetona e etanol apresentaram quantidades similares de
flavonoides totais (67,1 = 0,1 e 60,8 + 0,1 mg CE/100 g de extrato de BM), enquanto os
solventes n-hexano e acetato de etila foram responsaveis pelas menores quantidade
obtidas (45,1 £0,1 e 41,8 + 0,1 mg CE/100 g de extrato de BM, respectivamente).

Na Figura 10(C) estao representadas as atividades antioxidantes (AA) dos
extratos obtidas pelas metodologias ABTS, DPPH e FRAP. A atividade antioxidante
aumenta com o aumento da concentragdo de CFT e FT nas amostras dos extratos, uma
vez que a presenga desses compostos ¢ responsavel pela AA. A dgua apresentou os
maiores valores de AA, com valores de 3894,2 + 124,5 umol TE/100 g de extrato de
BM para a metodologia ABTS, 3249,3 + 46,1 ¢ 1761,86 £ 13,66 umol TE/100 g de
extrato de BM para as metodologias DPPH e FRAP, respectivamente. Além da dgua, o
etanol também apresentou resultados significativos de AA, de 80,8 £ 5,0,488,9+ 18,5 ¢
1128,8 = 9,9 umol TE/100 g de extrato de BM para as metodologias ABST, DPPH e
FRAP, respectivamente.

A presenca de agucares em cada extrato foi quantificada em agucares redutores
(AR) e acgucares redutores totais (ART) e estes sdo representados na Figura 10(D). A
agua foi responsavel pela maior extragdo de agucares, quantificando em 28,6 + 0.4 g
GE/100 g de extrato de BM de AR e 31,9 + 1,0 g de extrato de BM de ART. Enquanto o
solvente etanol foi responsavel pela remogao de 16,4 + 0,1 e 18,2 £ 0,7 g GE/100 g de
extrato de BM de AR e ART, respectivamente.

O aumento da polaridade dos solventes também aumenta as medidas de CFT,
FT, AA e AR. Além disso, conforme destacado anteriormente, o aumento da polaridade
do solvente favorece a extracdo de diferentes classes de compostos. A recuperacao
destes compostos esta associada aos rendimentos globais de extragdo de Soxhlet, uma
vez que os maiores rendimentos foram obtidos por solventes dgua e etanol. Além da

quantifica¢do de bioativos, a amostras dos extratos Soxhlet foram analisadas em CG-
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MS para identificar as classes de compostos presentes nos extratos brutos de BM. Na

Tabela 8 sdo apresentados os compostos quimicos identificados em cada amostra.

TABELA 8 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS VIA CG-MS NOS EXTRATOS
SOXHLET POR DIFERENTES SOLVENTES.

Extrato Agua Etanol Acetato de etila Acetona n-Hexano
- Acido latico - -
Acido . . - ) Acido
. Acido propanoico  Acido propanoico . -—-
propanoico propanoico
-—- -—- -—- Acido caproico Acido caproico
- -—- Acido miristico Acido miristico Acido miristico
. » . » Acido . L
-- Acido palmitico Acido palmitico . Acido palmitico
palmitico
- Acido linoleico Acido linoleico Acido linoleico Acido linoleico
--- Acido estearico Acido esteérico Acido esteérico Acido esteérico
" --- Acido oleico Acido oleico Acido oleico Acido oleico
S I ;.
= Acido o- . e Acido o- . A
S -- . Acido o-linolénico A Acido o-linolénico
= linolénico linolénico
=
;E) Acido 11- Acido 11-
=] eicosenoico eicosenoico
w . r e
é - - -— -— Acido beénico
(=
=9 .. .. 1- ..
g - 1-monoplamitina 1-monoplamitina .. 1-monoplamitina
) monoplamitina
o . . .
-—- - 1-monooleina 1-monooleina 1-monooleina
D-eritrose D-eritrose D-eritrose D-eritrose
- Rhamnose
Frutose - -—-
Xilose Xilose -—
D-tagatofuranose - ---
Glucopiranose -—- -—-
Maltose Maltose -—-
D-turanose --- -—-
Celobiose Celobiose -
D-manitol -
D-arabinol -

Fonte: A autora.

Os solventes apolares e de baixa polaridade, como n-hexano, acetona e acetato

de etila foram responsaveis pelas extragdes de compostos lipossoluveis, como os acidos

graxos palmitico, linoleico, estedrico e oleico identificados. Com a aumento da

polaridade, com o uso de etanol como solvente, foram identificadas diferentes classes de

compostos, além dos 4cidos graxos, certos carboidratos foram extraidos. Solventes
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apolares interagem principalmente com os lipidios neutros, como acilglicerdis e acidos
graxos livres por meio das for¢as de van der Waals, enquanto os solventes polares sdo
capazes de interagir com os lipidios presentes na membrana na célula vegetal por meio
da formacdo de ligagdes de hidrogénio com lipidios polares (fosfolipidios e
glicolipidios). Dessa forma, tanto os lipidios neutros como os lipidios associados a
membrana sdo dissolvidos em etanol Santos et al. (2021). Quando a dgua foi empregada

como solvente extrator os compostos identificados, em sua maioria, foram carboidratos.

4.3 EXTRACOES COM LiQUIDOS PRESSURIZADOS

Os resultados de rendimento global das extragdes por agua, etanol e fracdes
volumétricas de 0,25, 0,5 e 0,75 EtOH/adgua pressurizados em suas respectivas
condi¢des operacionais de temperatura e vazao volumétrica sdo apresentados na Tabela
9. A pressao de extragdo foi fixada em 100 bar para todos os ensaios, assim como o
tempo de extracao estatica em 15 min, com o intuito de assegurar o equilibrio térmico-
mecanico do leito de extragdo. O tempo de extragdo dinamica foi determinado em 60
min. Os ensaios de 1 a 15 (Tabela 9) correspondem as condigdes experimentais
determinadas por meio do planejamento experimental e os ensaios de 16 a 21
correspondem a experimentos adicionais para melhor compreender os efeitos das
varidveis avaliadas.

Para as extragdes com agua, o maior rendimento foi obtido na condi¢ao de 120 °C e
4 ml/min (ensaio 2), com valor médio de 17,8 + 0,3%. No entanto, para o solvente
etanol pressurizado, o maior rendimento foi de 11,6%, obtido a 120 °C e 2 ml/min
(ensaio 21), bem como para a mistura etanol/dgua a uma razdo de volume de 0,5
EtOH/Agua com o maior rendimento de 19,3 £ 0,8% (ensaio 6). Todos esses resultados
sdo superiores aos rendimentos obtidos pelas extragdes Soxhlet com os mesmos
solventes (4gua e etanol). A condigdo 0,5 EtOH/Agua, 120 °C e 2 ml/min, atingiu cerca
de 97% do rendimento obtido com a extra¢do sequencial de Soxhlet usando agua
seguida de etanol (ensaios 1-2, Tabela 7, com rendimento total de 20,1 + 0,6 %). Ja o
melhor resultado para extra¢do de agua pressurizada (17,8 = 0,3%), foi cerca de 54%

superior ao rendimento obtido com agua pela técnica Soxhlet (9,6 £+ 0,6%).
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TABELA 9 - RENDIMENTOS GLOBAIS DAS EXTRACOES PLE A 100 BAR.

Fracao de solvente Temperatura Vazao Rendimento*

Ensaio/Solvente " g1/ { gua) C) (ml/min) (%)
Agua

] 0.0 60 4 6.6

2 0.0 120 4 17.8 03
9 0.0 90 2 9.4

1 0.0 90 6 9.9

20 0.0 120 2 16.9
Etanol

3 1.0 60 4 73

4 1.0 120 4 11,5+03
10 1.0 90 2 8.6

12 1.0 90 6 9.3

21 1.0 120 2 11,6
Etanol/Agua

5 0.5 60 2 10.2

6 0.5 120 2 194+ 0.8
7 0.5 60 6 114

8 0.5 120 6 19.4

13 (C) 0.5 90 4 13.0
14(C) 0.5 90 4 12.7

15 (C) 0.5 90 4 12.4
16 0.5 80 2 1.1

17 0.5 100 2 13.6
18 0.25 120 2 18,6+ 0,1
19 0.75 120 2 17807

Legenda: (C) — Ponto central; *Rendimento de extracdo expresso em base seca % (média + desvio
padrao) para os ensaios realizados em triplicata. Fonte: A autora.

Para avaliar a influéncia das variaveis de extragdo, temperatura, razao de solvente e
vazao sobre os rendimentos de extracao dos extratos brutos do BM durante os 60 min de
extragdo (Tabela 9), o planejamento fatorial 3 foi aplicado. Foram avaliados 15 ensaios
para trés fatores com triplicata no ponto central (0,5 EtOH/Agua, 90 °C e 4 ml/min). Na
Figura 11 ¢ apresentado o grafico de Pareto dos efeitos padronizados, mostrando o
efeito significativo (p > 0,5) de cada variavel estudada neste processo.

A temperatura foi o efeito mais relevante, com o aumento da temperatura, houve
um aumento significativo no rendimento das extragdes (conforme Tabela 9), em que o
maior rendimento foi obtido na razio de 0,5 EtOH/Agua na maior temperatura de
operagdo (120 °C). Portanto, o maior rendimento foi obtido com 0,5 EtOH/Agua,
demonstrando que a combinagdo de agua e etanol foi eficiente na recuperagdo de
compostos soluveis de BM. Os valores de vazao usados neste trabalho (2 a 6 ml/min)
ndo tiveram efeito significativo, entdo a vazdo mais baixa foi usada para realizar

extragdes adicionais com menos solvente. Assim, a condi¢do de extragdo ideal para
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atingir o rendimento maximo indicado pela andlise estatistica foi a temperatura de 120

°C, razdo de solvente de 0,5 EtOH/Agua e vazio de 2 ml/min.

(1) Temperatura ("CHL) l 3.36

EtOH/ Azua(Q) | 5,24

Temperatura (CHQ) -2.85

(2EtOH Azal) | -1

Vazio (mlimin}(Q) 0,65

(3)Vazio (mlmin)L) | 0,42
1

p=05

Fonte: A autora.

FIGURA 11 - GRAFICO DE PARETO DOS EFEITOS DAS VARIAVEIS
EMPREGADAS NAS EXTRACOES POR LIQUIDOS PRESSURIZADOS.

Para todas as condi¢des avaliadas com diferentes solventes, o rendimento da
extragdo aumentou com o aumento da temperatura (difusividade) devido a quebra das
ligacdes de hidrogénio e enfraquecimento das interagdes moleculares dipolo-dipolo
entre os compostos extraiveis (analitos) e a estrutura do solido (matriz vegetal),
reduzindo assim a energia de ativa¢do necessaria para sua dessor¢do, uma vez que 0s
extraiveis presentes no bagaco de malte encontram-se disponiveis na matriz em
decorréncia do processo de brassagem da produgao cervejeira. A viscosidade e a tensdao
superficial dos solventes diminuem com o aumento da temperatura, potencializando o
transporte do solvente para a matriz e acelerando a dissolu¢do dos compostos soliveis
(extratos) Mustafa; Turner (2011 e Wijngaard et al. (2012). Portanto, a taxa de
transferéncia de massa e dessor¢dao aumentam resultando em maiores rendimentos

gerais de extracdao na temperatura de 120 °C.
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4.3.1 Curvas globais das extracdes em PLE

As curvas globais das extragdes por liquidos pressurizados sdo apresentadas nas
Figuras 12, 13 e 14. A Figura 12 corresponde as extragdes por agua pressurizada (0,0
EtOH/Agua), em que o efeito da variavel temperatura pode ser avaliado fixando a vazio
de solvente, por exemplo, nas curvas de extragdo a 90 e 120 °C de vazao 2 ml/min e
também nas curvas a 60 e 120 °C de vazdo 4 ml/min. Nestes casos se observa que o
aumento da temperatura favorece a taxa de extragdo inicial, assim como aumenta
significativamente o rendimento. Além disso, a temperatura contribuiu para o aumento
da solubilidade aparente em agua pressurizada, visto que a taxa de extracdo inicial
aumentou sistematicamente. Da mesma maneira, a uma temperatura fixa de extragdo,
por exemplo a 90 °C, o efeito da vazao foi avaliado (entre 2 ¢ 6 ml/min), € assim como a
temperatura, a vazao também favorece a taxa de extragdo inicial, indicando que o
aumento da vazdo favorece a extragdo de solutos que sdo facilmente acessiveis na
matriz, ou seja, compostos disponibilizados por meio da quebra das paredes celulares da
matéria-prima durante os processos de trituracdo e moagem.

Para todas as condigdes da Figura 12, os primeiros 8§ min de extragdo
correspondem a fase de taxa de extragdo constante (CER), em que a solubilidade dos
solutos no solvente ¢ a etapa limitante. Para as extracdes a 60 °C e 90 °C, apos 10 min
de extragdo, a quantidade de extrato recuperado diminui rapidamente, indicando que
fenomenos de difusdo sdo responsaveis pelo controle da recuperagdo dos solutos da
matéria-prima até o final da extragdo (60 min), nesta condi¢gdo o processo apresentou
um tempo muito curto de queda da taxa de extracdo (FER) e atingiu a etapa de difusao

controlada (DC) ap6s aproximadamente 12 min.
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FIGURA 12 - CURVAS GLOBAIS DE EXTRACOES DO BAGACO DE MALTE
COM AGUA PRESSURIZADA A 100 BAR.

Para as extragoes a 120 °C, a fase CER também ocorreu nos primeiros 8 min de
extra¢do, no entanto, diferente das outras condi¢cdes o processo de extragdo seguiu por
um longo periodo controlado pela solubilidade de diferentes compostos em agua,
mostrando que tanto a etapa FER quanto a DC nao foram finalizadas até os 60 min
finais de extracdo dindmica deste processo. Esse comportamento esta relacionado a
caracteristica do BM, em que provavelmente os analitos estdo em parte adsorvidos na
superficie por forcas de van der Waals e alguns quimicamente ligados a matriz.

Outros fatores que afetam o rendimento de extragdo e explicam os resultados
observados ¢ a diminui¢do da constante dielétrica da dgua, a polaridade e o parametro
de solubilidade com o aumento da temperatura. Como indicado na literatura, a 4gua em
temperaturas acima de 100 °C e abaixo da temperatura critica (374 °C), sob alta pressao,
favorece a extragdo de compostos polares e apolares Bubalo et al. (2018 e Herrero et al.
(2015 e Ong et al. (2006). O aumento da temperatura também diminui a tensdo
superficial da dgua, permitindo que os compostos se dissolvam mais rapidamente, pois a
agua pode umedecer mais facilmente e penetrar na matriz so6lida, aumentando a taxa de
difusdo devido a diminui¢do da viscosidade Bubalo et al. (2018). Portanto, essas
mudangas nas propriedades da dgua foram responsaveis por aumentar o rendimento de

extragdo de 6,6% (60 °C e 4 ml/min) para 17,8 + 0,3% (120 °C e 4 ml/min),
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confirmando que os solutos estido fortemente ligados a matriz e requerem alta energia de
ativacgdo para superar a etapa de dessorgao.

Para as extragdes com etanol pressurizado, Figura 13, a temperatura também
apresentou efeito positivo em termos do rendimento global de extracdo e o
comportamento cinético foi semelhante ao discutido para a 4gua, onde o aumento da
temperatura ¢ a vazdo de solvente aumentaram as taxas de extracdo e rendimentos
iniciais. Porém, com o etanol pressurizado, a extragdo méaxima foi inferior aos valores
encontrados para a dgua pressurizada, onde o maior valor para o etanol foi de 11,5%
obtido a 120 °C e 4 ml/min; cerca de 5 p.p. abaixo do valor obtido pela 4gua. Esses
resultados sugerem que o etanol apresenta menores forgas de coesdo e interacdo com 0s

solutos presentes no BM.
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FIGURA 13 - CURVAS GLOBAIS DE EXTRACOES DO BAGACO DE MALTE
COM ETANOL PRESSURIZADO A 100 BAR.

A Figura 14(A) representa as curvas gerais de extracdo para usando razdo de
solvente 0,5 EtOH/Agua. A taxa de extragdo inicial ¢ o rendimento de extragdo
aumentaram quando a temperatura aumentou de 60 °C para 120 °C, assim como para o
aumento da vazao de solvente de 2 para 6 ml/min, com melhora expressiva de 100 para
120 °C. Isso indica que também para uma mistura de solventes, tanto a solubilidade

quanto o rendimento maximo foram alcangados com o aumento da energia fornecida e
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disponivel ao sistema. Pode-se notar que a 120 °C, a fra¢ao de dgua foi responsavel pelo
mesmo efeito observado na 4gua pressurizada (Figura 12), devido a diminui¢do da
constante dielétrica e outras propriedades moleculares incorporadas como contribuicdao
da agua a mistura etanol/agua. Usando uma mistura fixa de etanol e agua, o efeito da
temperatura combinado com a proporc¢do de solvente resulta no maior rendimento de
extragdo por liquido pressurizado (19,4 £ 0,8%), obtido na condigio de 0,5 EtOH/Agua,
120 ° C e 2 ml/min. Esta resposta pode ser explicada considerando que misturas de
solventes de baixa e alta polaridade fornecem um meio fisico-quimico adequado para a

extracdo de uma gama mais ampla de analitos Carabias-Martinez et al. (2005).
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FIGURA 14 - CURVAS GLOBAIS DE EXTRACOES DO BAGACO DE MALTE
DAS MISTURAS ETANOL AGUA: (A) EXTRACOES 0,5 ETOH/AGUA; (B)
VARIACAO DA CONCENTRACAO DAS FRACOES DE ETOH/AGUA NA
CONDICAO 120 °C E 2 ML/MIN.

A influéncia da concentracdo de solvente ¢ enfatizada na Figura 14(B), onde o
efeito da proporcao de solvente foi avaliado na melhor condi¢ao de extracao (120 °C e 2
ml/min), a qual apresentou o maior rendimento dentro das condi¢des empregadas no
planejamento experimental, apresentado na Tabela 9 (ensaios 1 a 15). As extragdes
foram realizadas com diferentes fragdes volumétricas de solvente de 0,00 (100% agua),
0,25, 0,50, 0,75 e 1,00 (etanol 100%). Com a adi¢cdo de adgua em etanol, a taxa de
extracdo inicial (em relagao a solubilidade aparente) aumentou, levando a um aumento
significativo da eficiéncia de rendimento global, para ambas as fracdes de etanol em
agua. Como pode ser observado na Tabela 9, os resultados das fragdes 0,25, 0,50 e 0,75
EtOH/Agua nido apresentaram diferengas estatisticas em relagdo ou rendimento global
de extracdo, dessa forma considerando a otimiza¢do em termos de gastos energéticos
com a operacdo de evaporagdo de solvente/concentragdo das amostras, a fragdo 0,75
EtOH/Agua apresentou grande vantagem como solvente na extragdo de extratos brutos
de BM pela técnica de liquidos pressurizados, devido a maior fragdo de etanol presente

na mistura.
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4.3.2 Caracterizagdo dos extratos de BM

Os extratos brutos de BM obtidos pelas extragdes PLE foram caracterizados e os
valores de compostos fendlicos totais (CFT), flavonoides totais (FT), atividade
antioxidante (AA), acucares redutores (AR) e agucares redutores totais (ART) foram
quantificados.

4.3.2.1 Compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fenolicos totais quantificados nos extratos de BM obtidos nas
extragdes com liquido pressurizado sdo apresentados na Tabela 10. O maior valor de
CFT foi de 2130 = 1 mg GAE/100g de extrato de BM, obtido pela extracdo com agua a
120 °C e 4 ml/min. Para a extragdo com etanol, o maior valor de CFT foi 1227 £ 71 mg

GAE/100 g de extrato BM também a 120 °C e 2 ml/min.

TABELA 10 - COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS
QUANTIFICADOS NOS EXTRATOS DE BAGACO DE MALTE.

Razdo de solvente

Condicdo experimental CFT (mg GAE/100 g) FT (mg CE/100 g)

(EtOH/Agua)

0,00 (Agua)
60 °C - 4 ml/min 1579 £ 13 332+ 15
90 °C - 2 ml/min 1254 £ 24 249 £ 6
90 °C - 6 ml/min 1577 +£ 25 304+2
120 °C - 4 ml/min 2130+ 1 38717

1,00 (Etanol)
60 °C - 4 ml/min 167 £3 16 +1
90 °C - 2 ml/min 336 £4 361
90 °C - 6 ml/min 289 +2 43 £2
120 °C - 2 ml/min 1228 £ 71 156 £ 1
120 °C - 4 ml/min 945 +7 138 £ 1

0,5 60 °C - 2 ml/min 1860 £ 25 626+ 8
60 °C - 6 ml/min 1828 + 35 607 +24
80 °C - 2 ml/min 1783 £ 65 484 £ 10
90 °C - 4 ml/min 1840 £ 16 778 + 32
100 °C - 2 ml/min 1320 £ 163 740 £ 8
120 °C - 2 ml/min 1471 £ 25 31142
120 °C - 6 ml/min 1358 + 35 439+3

0,25 120 °C - 2 ml/min 1569 £+ 25 304 + 15

0,75 120 °C - 2 ml/min 1384+ 113 242 +2

Fonte: A autora.
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A temperatura foi um fator significativo em ambas as extrag¢des utilizando dgua
e etanol (condi¢des representadas como fragdes de 0,00 e 1,00 EtOH/Agua, na Tabela
9), em que o aumento da temperatura de 60 para 120 °C também aumentou a obten¢ao
de CFT. Os resultados observados neste trabalho estio de acordo com o indicado na
literatura, em que ha o consenso de que com aumento da temperatura melhorar ¢ a
recuperagdo de compostos fendlicos de materiais vegetais, em fun¢do do aumento da
difusividade e da solubilidade de compostos fenolicos no solvente de extracdo Mitic et
al. (2021).

Nos experimentos com extragdes usando 0,5 EtOH/Agua, o maior valor de CFT
foi 1860 = 25 mg GAE/100 g de extrato BM, obtido a 60 °C ¢ 2 ml/min. O efeito da
temperatura foi oposto as extragdes com agua e etanol, em que a recuperagao de CFT
aumentou com a diminuicdo da temperatura. Esse decréscimo nos valores de CFT
devem estar associados ao aumento da quantidade total de compostos extraidos em
temperaturas mais altas, o que causa um efeito de diluicdo nos compostos responsaveis
pelas medidas de CFT.

Para diferentes concentracdes de etanol, 0,25, 0,50, 0,75 ¢ 1,00 EtOH/Agua na
mesma condi¢do operacional de 120 °C e 2 ml/min, o maior contetido de fendlicos totais
foi 1569 + 25 mg GAE/100 g de extrato BM a 0,25 EtOH/Agua. O aumento da fragio
de etanol nas extragdes com liquidos pressurizadas diminui a quantidade de compostos
fenolicos totais devido ao aumento da extragdo de acgucares hemiceluldsicos por
mudancgas na constante dielétrica, alterando a permissividade relativa desses compostos
ao solvente. Além disso, a eficiéncia de extragdo dos compostos fenolicos ¢ reduzida
usando etanol puro como solvente, uma vez que esses compostos, devido a uma série de
grupos hidroxila (como flavonoides, especialmente aqueles com aguicares na molécula),
sao hidrofilicos e geralmente mais soltivel em solugdes de agua-etanol do que em alcool
puro Benito-Roman et al. (2015 e Huerta; Saldafa (2018 e Mitic et al. (2021).

Mitic et al. (2021) estudaram diferentes fragdes de etanol-dgua na recuperagao
de compostos fenolicos e flavonoides na extracdo de flores Tilia cordata M. e
obtiveram maximos rendimentos de extracdo com o uso de etanol 30 e 50%, enquanto
os rendimentos mais baixos foram obtidos com fracdes 70 e 100 % (etanol puro).
Huerta e Saldafa (2018) realizaram a hidrolise das palhas de cevada e canola usando

agua subcritica (sCW) e etanol aquoso pressurizado (PAE) nas concentragdes de 140—
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220 °C, 50-200 bar e 20-100% (v/v) de etanol. As condi¢des 6timas de processo para
recuperagdo de compostos fendlicos encontradas por esses autores (45,4 + 1,8 mg
GAE/g palha de cevada e 52,9 + 2,0 mg GAE / g palha de canola) foram 180 °C, 50 bar
e 20% de etanol. Os autores também observaram que, com o aumento da temperatura, o
valor do CFT também aumenta. E quanto maior a concentragdo de etanol, menos CFT
foi removido.

A partir da comparagdo dos resultados de CFT obtidos por PLE com os
apresentados para extragdo de Soxhlet com etanol e 4gua (Figura 10A), observa-se que
todos os resultados de PLE para dgua (Tabela 10) foram superiores ao Soxhlet,
removendo cerca de 1500 GAE/100 g de BM extrato em temperaturas amenas (60 e 90
°C) e 2130 = 1 mg GAE/100 g de extrato BM a 120 °C, enquanto que cerca de 800 mg
GAE/100 g de extrato BM foi obtido pela técnica Soxhlet. Enquanto para as extracdes
utilizando etanol como solvente, os resultados de CFT foram significativamente maiores
do que o resultado de Soxhlet (Figura 10 A) apenas para as condigdes empregadas a 120
°C. Os resultados de CFT obtidos pelas fragdes de solventes 0,25, 0,5 e 0,75
EtOH/Agua apresentarem-se os mais importantes devido aos altos valores de CFT, em
que a melhor relacdo entre rendimento de extragdo e valor de CFT foi obtida a 0,25

EtOH/Agua, 120 °C e 2 ml/min.

4.3.2.2 Flavonoides totais (FT)

Os resultados de flavonoides totais obtidos nas extracdes PLE sdo apresentados
na Tabela 10. Para as extracdes utilizando os solventes 4agua e etanol (0,00 e 1,00
EtOH/Agua), a maior temperatura empregada nas extragdes (120 °C) foi responsavel
pela maior remog¢do de compostos fenolicos. No entanto, quando a mistura de
etanol/agua foi empregada na propor¢io de 0,50 EtOH/Agua a 90 °C ¢ 4 ml/min, a
quantidade de FT aumentou em cerca de 50 % em relagdo ao resultado obtido com 4gua
como solvente a 120 °C.

Flavonoides s3o compostos fendlicos altamente termoldbeis, geralmente
requerem temperaturas de extragdo mais baixas, de 85 a 126 °C, e curtos periodos de
extracdo Bubalo et al. (2018 e Plaza; Turner (2015). Além disso, o aumento

significativo de FT utilizando a razdo de solvente 0,5 EtOH/Agua também foi
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observado por Zhang, Li ¢ Wu (2008), que empregou a técnica PLE para a extragdo de
Houttuynia cordata Thunb usando etanol em agua em diferentes concentragdes (0, 30,
50, 70%) e esses autores relataram que etanol a 50% resultou em maior rendimento de
fenolicos e maior contetido de flavonoides.

Em comparagdo aos valores obtidos pelas extracdes Soxhlet com agua e etanol
(Figura 10B), a técnica de extracdo PLE apresentou recuperacdo significativa quando
EtOH/Agua foi empregado como solvente extrator, em que os valores de FT
aumentaram significativamente, cerca de sete vezes em comparacgdo os extratos obtidos

em Soxhlet.

4.3.2.3 Atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante foi medida pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP para
todas as condi¢cdes de extracdo PLE e os resultados sdo apresentados na Tabela 11.
Agua pressurizada a 120 °C e 4 ml/min foi responsavel pela maior AA para ambas as
metodologias aplicadas, além de apresentar valores muito superiores ao valor
encontrado nos extratos obtidos em Soxhlet (Figura 10C). Assim, como para os
extratos de agua pressurizada a 120 °C e 4 ml/min, os maiores valores de AA para o
solvente etanol foram obtidos nessa mesma condi¢do, e cabe salientar que estes tltimos
sao valores também superiores aos medidos nos extratos etanol em Soxhlet.

Os valores de AA obtidos nos extratos PLE com etanol foram menores que os
obtidos pela dgua, pois a atividade antioxidante aumenta com o aumento da polaridade
do solvente. O mesmo ocorreu para as extragoes Soxhlet, em que os valores de AA
obtidos nos extratos com agua (3894 + 125 umol TE/100 g de extrato BM) foram
aproximadamente 50 vezes maiores que os valores encontrados para os extratos obtidos
com etanol (81 =5 umol TE/100 g de extrato BM) para a metodologia ABTS.

As extragdes por 0,5 EtOH/Agua forneceram extratos com valores
intermediarios de AA para extragdes com agua e etanol (0,00 e 1,00 EtOH/Agua). A
maior AA foi 6911 + 54 umol TE / 100 g de extrato BM por ABTS na condigdo 120 °C
e 6 ml/min. Enquanto para as metodologias DPPH ¢ FRAP o melhor valor AA foi
obtido a 60 °C em diferentes vazdes, a 6 ml/min para DPPH com 3464 + 116 ¢ a 2
ml/min para FRAP com 3907 + 1 umol TE/100 g do extrato BM.
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TABELA 11 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE QUANTIFICADA PELOS
METODOS ABTS, DPPH E FRAP DOS EXTRATOS DE BAGACO DE MALTE.

Razdo de solvente  Condi¢do AA (pmol TE/100 g)
(EtOH/Agua) experimental ABTS DPPH FRAP
0,00 (Agua)
60 °C - 4 ml/min 6544 + 651 3495 + 277 2321 £ 69
90 °C - 2 ml/min 6779 £ 134 2469 £ 79 1766 + 124
90 °C - 6 ml/min 7717 +336 2972 + 15 2074 +7
120 °C - 4 ml/min 9944 + 391 4769 £ 330 4096 £ 111
1,00 (Etanol)
60 °C - 4 ml/min 164 55425 25+4
90 °C - 2 ml/min 243 £26 506 £ 63 1353 £ 39
90 °C - 6 ml/min 373 +83 360 + 8 1040 + 47
120 °C - 2 ml/min 6578 + 402 2367 +£5 2805 +27
120 °C - 4 ml/min 3653 + 166 1691 +206 2296 + 82
0,5 60 °C - 2 ml/min 5334 £ 615 3311+99 3907 £ 13
60 °C - 6 ml/min 5671 +£458 3464 + 116 3411 £ 163
80 °C - 2 ml/min 2163 £ 18 3224 + 88 3453 £2
90 °C - 4 ml/min 6903 + 265 3012 +190 3750 + 42
100 °C - 2 ml/min 2016 + 83 2496 + 192 3055+4
120 °C - 2 ml/min 6384 + 444 3054 + 140 3332+ 123
120 °C - 6 ml/min 6911 +54 2652 +59 3231+62
0,25 120 °C - 2 ml/min 2764 £ 110 3273 £ 121 2343 + 54
0,75 120 °C - 2 ml/min 2073 + 388 2861 =374 2702 + 207

Fonte: A autora.

Em geral, para as extragdes com agua e etanol pressurizadas (0,00 ¢ 1,00
EtOH/Agua), 0 aumento da temperatura também ocasionou um aumentou na atividade
antioxidante. Porém, para as extra¢des de 0,5 EtOH/Agua, o maior AA foi obtido em
uma temperatura mais baixa, a 90 °C. O mesmo comportamento foi observado para as
analises de compostos fenolicos totais (CFT) e compostos flavonoides totais (FT), uma
vez que a atividade antioxidante presente nos extratos BM ¢ atribuida a presenca desses
compostos.

A Figura 15 mostra a correlagdo da quantidade total de compostos fendlicos nos
extratos de BM com os resultados da atividade antioxidante para solventes puros (agua
e etanol) e misturas de EtOH/Agua. Uma correlacdo linear é observada apenas para
solventes puros (agua e etanol) para as medicdoes de AA, ABTS e DPPH. Para a mistura
de EtOH/Agua, nenhuma correlagcdo ¢ observada para as medidas de ABTS com CFT,
provavelmente porque este método ¢ muito sensivel a outras classes de compostos

extraidos pela mistura dos solventes.
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Legenda: Agua: losangos vermelhos abertos; etanol: quadrado preto aberto; 0,5 EtOH/Agua: circulos
completos cinzas; 0,75 EtOH/Agua: quadrado cinza completo; 0,25 EtOH/Agua: losango totalmente

vermelho. Fonte: A autora.

FIGURA 15 - CORRELACAO ENTRE A QUANTIDADE TOTAL DE COMPOSTOS
FENOLICOS (CFT) NOS EXTRATOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (AA)
PARA EXTRATOS OBTIDOS POR PLE COM DIFERENTES SOLVENTES; (A)
VALORES AA PELO METODO ABTS, E (B) METODO DPPH.

Conforme mencionado, a mistura EtOH/Agua proporcionou maiores
rendimentos de extracdo para as trés relagdes investigadas (0,25, 0,50 e 0,75). Por outro
lado, o método DPPH proporcionou uma correlagdo muito mais direta entre os valores
de AA e CFT, conforme ja relatado na literatura para extrato de 6leo de farelo de arroz
parboilizado com CO; supercritico e etanol como co-solvente Trevisani Juchen et al.
(2019). Diferentes grupos de compostos podem afetar as atividades antioxidantes dos
extratos brutos, a correlacdo apresentada na Figura 15(B) ¢ interessante, pois indica que
os compostos fenolicos sdo o fator chave para as propriedades antioxidantes dos
extratos brutos de BM obtidos por PLE com agua e etanol; uma vez que o CFT

(principalmente pelo DPPH) se correlaciona diretamente com a atividade antioxidante.

4.3.2.4 Agucares redutores (AR)

A quantidade de agucares redutores (AR) e actcares redutores totais (ART)
determinados nos extratos de bagaco de malte obtidos por PLE sdo apresentadas na
Tabela 12. Agua pressurizada a 60 °C e 4 ml/min foi responsivel pela maior
recuperagdo de AR, seguido da condi¢ao 90 °C e 6 ml/min com resultado similar, a qual

também apresentou maior teor de ART. O mesmo ocorre para as extragdes com 0,5
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EtOH/Agua, em que a temperatura de operagio mais baixa (60 °C), apresentou os
maiores valores de AR e ART. No entanto, para as extracdes com etanol, os maiores
valores de AR e ART foram obtidos pela condi¢ao de 120 °C e 2 ml/min, ou seja, pela

maior temperatura de operagcdo empregada no estudo.

TABELA 12 - ACUCARES REDUTORES E ACUCARES REDUTORES TOTAIS
OBTIDOS NOS EXTRATOS DE BAGACO DE MALTE.

Razdo de solvente

(EtOH/Agua) Condicdo experimental AR (g GE/100 g) ART (g GE/100 g)
0,00 (Agua)
60 °C - 4 ml/min 28,6 £0,5 32,5+0,2
90 °C - 2 ml/min 25,7+0,5 32,7+ 0,4
90 °C - 6 ml/min 26,2+ 1,2 353+14
120 °C - 4 ml/min 18,9+ 0,4 29,3+0,3
1,00 (Etanol)
60 °C - 4 ml/min 3,6+0,3 3,9+0,1
90 °C - 2 ml/min 7,1 +0,02 7,2+0,1
90 °C - 6 ml/min 6,5+0,3 7,7+0,4
120 °C - 2 ml/min 16,4 +0,2 18,2+0,9
120 °C - 4 ml/min 7,8+0,3 8,6+ 0,01
0,5
60 °C - 2 ml/min 18,4+ 0,6 22,01 £0,6
60 °C - 6 ml/min 18,9+ 1,0 22,0+0,5
80 °C - 2 ml/min 16,4 £ 0,1 17,1 £0,05
90 °C - 4 ml/min 15,9+ 0,5 19,7+0,9
100 °C - 2 ml/min 15,9 +0,1 17,6 £1,0
120 °C - 2 ml/min 11,3+0,2 13,7+ 0,4
120 °C - 6 ml/min 13,02+£0,3 15,3+0,1
0,25 120 °C - 2 ml/min 15,2+0,2 18,9+ 0,5
0,75 120 °C - 2 ml/min 10,5+ 0,4 11,1 £0,1

Fonte: A autora.

Um decréscimo na recuperagdo dos agucares redutores foi observado com o
aumento da temperatura tanto para as extragdes com dgua como nas extragdes com 0,5
EtOH/Agua. Enquanto para as extragdes com etanol os teores de AR e ART
aumentaram com o aumento da temperatura de extracdo. Ainda, a partir da avaliagdo
dos teores de AR e ART nas diferentes fragdes EtOH/Agua a 120 °C, observa-se que
com a adi¢do gradativa de etanol na frag¢ao (de 0,0 — 1,0) as quantidades de AR e ART
também diminuem gradativamente, indicando que com a redugdo da polaridade do

solvente torna-se mais dificil a liberagdo dos agucares disponiveis na matriz.
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O teor de glicose e hemicelulose (quantidade das fragdes xilose e arabinose) na
matéria-prima da BM (Tabela 6), 22,5 + 1,4% e 21,1 £+ 1,2%, respectivamente, sugerem
um alto potencial de remog¢ao de agucar. Os resultados de AR e ART obtidos para os
extratos com os solventes agua, etanol e 0,5 EtOH/Agua nas temperaturas de 60 °C a
120 °C foram baixos. Esses resultados foram similares aos obtidos pela extracdo em
Soxhlet, para 4gua, em que o conteudo de AR e ART foi de 28,6 + 0,4 e 319+ 1,1¢g
GE/100 g de extrato BM, respectivamente. Para o etanol foram de 16,4 +£ 0,1 e 18,2 +
0,7 g GE/100 g de extrato BM. Esse comportamento indica que as extragdes estudadas
neste trabalho ndo recuperam agucares presentes na estrutura da matriz, apenas retiram
os agucares disponiveis (livres) no BM. Ainda, vale ressaltar que temperaturas
superiores a 120 °C, principalmente entre 140 - 210 °C, sdo indicadas para hidrolise da
matriz BM para liberacdo dos aglicares presentes em materiais lignoceluldsicos Meneses
et al. (2013 e Torres-Mayanga et al. (2019).

Torres-Mayanga et al., (2019) relataram diferengas significativas entre os
conteudos de AR e ART quando realizadas hidrolises subcriticas em dgua de BM em
temperaturas de 140 a 210 °C. A quantidade de ART foi cerca de 15 vezes maior que o
conteudo de AR a 140 °C, indicando a predominancia de aglcares oligoméricos nos
produtos de hidrolise. Porém, os resultados de AR e ART obtidos neste trabalho nao
apresentam diferengas significativas, indicando que ambas as analises detectam apenas

a presenca de agucares simples de baixo peso molecular.

4.4 EXTRACOES COM scCOs e Propano

Extracdes com fluidos compressiveis (CO; e propano) foram realizadas a fim de
promover a extragdo de diferentes classes de compostos presentes no bagaco de malte.
Dioxido de carbono em condi¢des supercriticas (scCOz), com e sem a adi¢do de
cossolvente e propano comprimido foram selecionados como fluidos extratores. A partir
dos resultados preliminares obtidos no presente trabalho, extracdes sequenciais com
propano comprimido e 0,5 EtOH/4agua pressurizado (na condi¢do de 120 °C, 2 ml/min a

100 bar) foram conduzidas e seus extratos brutos foram caracterizados.
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4.4.1 COz supercritico + cossolvente

Os rendimentos das extragdes com scCO; e scCO>+EtOH, nas diferentes condigdes
operacionais de temperatura, pressao e razao massica (EtOH/BM) de etanol e bagaco de
malte sdo representadas na Tabela 13. O tempo de extracao estatica foi determinado em
30 min para ambas as extragdes. O tempo de extragdo dindmica para a extragcdo
utilizando apenas scCO; foi determinado em 90 min, para as extragdes contendo

cossolvente etanol, o tempo avaliado foi de 40 min.

TABELA 13 - RENDIMENTOS GLOBAIS DAS EXTRACOES scCO: E
scCO+ETOH DO BAGACO DE MALTE.

Ensaio Solvente + (ETOH/BM) T r Psol.” (g/ml) Paolbomba’ R (%)
(°C) (bar) (g/ml)

1-2 s¢COz - scCO,+ (1:1) 40 250 0,880 1,002 2,6-1,6
3-4 scCO,+ (1:1) - scCO2+ (1:1) 80 250 0,686 1,002 33-23
5 scCOx+ (1:1) 40 150 0,780 0,954 3,0

6 scCOz + (1:1) 80 150 0,427 0,954 3,1

7 scCOx + (2:1) 40 150 0,780 0,954 4,0

8 scCOy + (2:1) 80 150 0,427 0,954 43

Legenda: T — temperatura, P — pressdo, R — rendimento, * Densidade dos solventes obtida

pela base de dados NIST; Fonte: A autora.

Os rendimentos obtidos pelas extragdes sequenciais indicaram que o maior
rendimento global foi de 5,6%, obtido na extragdo sequencial 3-4 (somatério dos
rendimentos 3,3 e 2,3%) por scCO> + (1:1) EtOH/BM a 80 °C e 250 bar, com tempo
total de 40 min de extragdo dindmica. O segundo maior rendimento de 4,2%, foi obtido
pela extragdo sequencial scCO», seguido de scCO; + (1:1) EtOH/BM a 40 °C e 250 bar,
com tempo total de 150 min de extracdo dindmica. No entanto, quando o cossolvente ¢
adicionado a uma razdo massica de 2:1 EtOH/BM, em uma unica etapa de extragcdo ¢
possivel obter o rendimento similar a uma extragdo em duas etapas sequenciais com
razdo massica de 1:1. Isso ¢ evidenciado quando o rendimento global da extragdo
sequencial 1 — 2, de 4,2% ¢ comparado ao rendimento da extragao 7 (scCO; + (2:1)
EtOH/BM) de 4,0%, na mesma temperatura de extragdo (40 °C). Considerando gastos

energéticos envolvidos nas extragdes sequenciais, o uso da razdo madssica de 2:1
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EtOH/BM parece ser uma alternativa viavel. Dessa forma, o maior rendimento foi de
4,3%, obtido pela extrag¢do 8, na condi¢ao scCO>+ (2:1) EtOH/BM a 80 °C e 150 bar.

Kitryte, Saduikis e Venskutonis (2015) realizaram a extra¢io de bagaco de malte
com scCOz na condigao de 40 °C, 350 bar durante 70 min (10 min de extracdo estatica +
60 min extracdo dindmica) e obtiveram 5,49 + 0,07 g/g de bagago de malte de
rendimento, quantidade superior a encontrada na extracdo 1 deste trabalho, que
apresentou rendimento de 2,6 g/g de bagagco de malte (2,6%). A diferenga nos
rendimentos de extracdo pode ser afetada pela diferenca da pressao (de 100 bar), visto
que a temperatura utilizada foi a mesma. Segundo Pereira e Meireles (2010), em
extragdes com temperatura constante o aumento de pressao € capaz de aumentar o poder
de solvatagdao do CO., consequentemente aumentando o rendimento de extracao.

As curvas cinéticas das extra¢des sdo representadas nas Figuras 16 e 17. A primeira
representacao, Figura 16(A), se refere a extracdo sequencial scCO; seguido de scCO» +
EtOH/BM (1 - 2), em que a primeira etapa da extracdo apresentou rendimento de 2,6%,
quando apenas o solvente dioxido de carbono foi empregado. A extragdo permaneceu
em taxa constante de extracdo (fase CER) até os primeiros 60 min e entdo nos ultimos
30 minutos avangou para o periodo de queda da taxa de extracdo (FER), demonstrando
a necessidade de adicdo de modificadores (cossolventes) que promovam o aumento da
solubilidade do soluto e por sua vez a eficiéncia da extragdo. Na segunda etapa da
extracdo (ensaio 2), com o emprego de etanol na razdo massica de 1:1 EtOH/BM, 1,6%
de extrato bruto foi obtido. No entanto, ambas as extragcdes permaneceram em fase FER

demostrando que ainda certa quantidade de extrato pode ser obtida.
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FIGURA 16 - CURVAS DE EXTRACAO SEQUENCIAIS A 250 BAR: (A)
SEQUENCIAL scCO; (1) — s¢CO; + (2) 1:1 ETOH/BM A 40 °C; (B) SEQUENCIAL
scCO; + 1:1 ETOH/BM (3) - scCO; + 1:1 ETOH/BM (4) A 80 °C.

A Figura 16(B) corresponde a extracdo sequencial com a adi¢do do cossolvente
etanol com razdo massica de 1:1 EtOH/BM, ja na primeira etapa da extracdo. Os
primeiros 10 min de cada extracdo correspondem ao periodo de taxa constante de
extracdo, em que a extracdo foi rapida devido ao efeito positivo da adi¢do de etanol. O
rendimento global da extracdo foi de 5,6%, sendo 3,3% obtidos na primeira etapa e
2,3% na segunda. A adi¢do de cossolvente apresenta grande impacto no custo total do
processo devido a diminuig¢do do tempo total de extracdo e no consumo de solvente.

Como forma de diminuir a quantidade de scCO: utilizada em cada extracdo
sequencial e avaliar a influéncia da quantidade de cossolvente, razdoes massicas de 1:1 e
2:1 EtOH/BM foram empregadas. As extragdes foram realizadas nas temperaturas de 40

e 80 °C a 150 bar e suas cinéticas de extragdo foram apresentadas na Figura 17.
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FIGURA 17 - CURVAS DE EXTRACAO scCO, + ETOH DO BAGACO DE MALTE
A 150 BAR.

O aumento da razdo massica EtOH/BM de 1:1 para 2:1 apresentou um aumento
significativo no rendimento das extragdes, no qual a condi¢do 6 de 2:1 EtOH/BM a 80

°C apresentou o melhor rendimento (4,3%). O aumento da temperatura (de 40 para 80
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°C) nos ensaios 5 (2:1 a 40 °C) para 6 (2:1 a 80 °C) resultou em um aumento da taxa de
recuperagdo do extrato bruto de BM, devido extracdo de compostos pesados como ceras
nos primeiros 20 min de extracdo, em que certa de 95% do rendimento total foi obtido.
O efeito da temperatura na taxa de extragdo, a pressao constante, pode ser explicado por
dois mecanismos: 0 aumento na temperatura do processo aumenta a solubilidade do
scCO2 devido ao aumento da pressdo de vapor dos solutos ou reduz solubilidade devido
a diminuicdo na densidade do solvente. O aumento da temperatura causa uma maior
distancia intermolecular diminuindo sua densidade e, consequentemente, a reducao do
poder de solubilizacdo do scCO,. Em geral, o rendimento da extracdo sob varias
temperaturas depende de um equilibrio complexo entre a densidade do scCO; ¢ a
volatilidade dos extratos Bezerra et al. (2019 e Bubalo et al. (2018 e Pereira; Meireles
(2010 e Yousefi et al. (2019).

A partir da avaliagdo do rendimento das extragcdes com base no tempo de extragao
dindmica observa-se que para os ensaios 3 e 4, correspondentes a razdo massica 1:1
EtOH/BM, a fase 6tima de extragdo termina nos primeiros 15 min, em que 85% dos
solutos totais foram removidos. O mesmo acontece para as extragdes 5 e 6, na razdo
massica 2:1 EtOH/BM, porém, no periodo de 20 a 25 min, com remogao de 95%. Nesse
periodo de extragdo tem-se ainda a presenca do cossolvente etanol e a medida que a
mistura etanol/extrato ¢ removida do vaso extrator tem-se a queda no rendimento de
extragdo. Logo, para manter altas taxas de extragdo uma razdo maior de EtOH/BM
devera ser empregada. No tempo restante, em que apenas o scCO; ¢ responsavel pela
extracdo, a taxa de transferéncia de massa ¢ controlada principalmente por fendmenos
de difusdo no interior da particula solida e a taxa de extracdo ¢ baixa.

De maneira geral, os resultados obtidos pelas extragdes com didxido de carbono
supercritico apresentaram baixa recuperacao de extratos de BM, havendo a necessidade
do emprego de cossolventes. Dessa forma, optou-se pela realizacdo de extragdes com
propano comprimido, solvente apolar capaz de remover uma fragdo mais especifica de
compostos, realizando o “desengorduramento” do BM para extragdes posteriores

visando a remocao de compostos polares.
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4.4.2 Extragdes sequenciais: Propano comprimido seguido de EtOH/agua

pressurizados.

A utilizagdo de propano comprimido se torna uma alternativa adequada ao
scCO; na obtencao de extratos ricos em compostos lipossoluveis, como triglicerideos,
tocoferdis, fitosterodis e carotenoides, devido a maior solubilidade desses compostos em
propano Cuco et al. (2019).

Extracdes utilizando propano comprimido foram realizadas a pressdo e vazao
volumétrica constantes de 100 bar e 2,0 + 0,2 cm®/min, respectivamente. Temperaturas
de 40, 60 e 80 °C foram empregadas para a remo¢ao da fracdo lipidica presente no
bagaco de malte. Com o residuo solido das extracdes, foram realizadas extracdes
sequenciais utilizando a melhor condigdo das extragdes com liquidos pressurizados, de
razdo volumétrica 0,5 EtOH/Agua a 120 °C, 2 ml/min e 100 bar. Na Tabela 14 estio
representados os rendimentos das extragdes sequenciais e a caracterizagdo dos extratos

de bagago de malte.
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A extracdo com propano comprimido apresentou valores que variaram entre 3,2
a 4,4% de extrato bruto de BM. O maior rendimento global foi obtido pela condi¢do
(P2r) atingindo 23,6 + 0,1% (4,0 + 0,1% de extracdo com propano + 19,6% pela
extracdo PLE). Além disso, as extragdes a 40 e 80 °C apresentaram rendimentos
semelhantes, com valores de 21,9 e 23,1%, respectivamente. Todas as extracdes dos
residuos solidos em PLE usando 0,5 EtOH/Agua (Plr, P2r e P3Rr) apresentaram
rendimento semelhante a extragdo 0,5 EtOH/Agua a 120 °C ¢ 2 ml/min (Tabela 9), com
valores de 19,3 + 0,8%. Estes resultados indicam que a extragdo de propano
comprimido ndo afeta a recuperagdo de solutos na etapa de extragdo de PLE e sim
removendo apenas outras classes de compostos (neste caso a fragdo lipidica do BM).

Na Figura 18 sdo apresentadas as cinéticas das extragdes sequenciais, em que as
extragdes com propano comprimido foram realizadas durante 90 min e o
comportamento da extracao da fragdo lipidica apresenta as trés fases de extragdao (CER,

FER e DC), o que caracteriza periodos alta taxa de extracdo e baixa taxa de extragao.
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FIGURA 18 - CURVAS DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS DE PROPANO
COMPRIMIDO E 0,5 ETOH/AGUA A 120°C, 2 ML/MIN A 100 BAR.

A partir da Figura 18 observa-se que nos primeiros 25 min de extra¢do a
transferéncia de massa convectiva controla o processo de extracdo, permitindo uma

maior taxa de extrag¢do, devido ao contato direto entre o solvente e a fragcdo lipossoluvel.
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Transcorrido os 25 min, a extracdo torna-se lenta devido a resisténcia a difusdao, uma
vez que a fragdo lipidica remanescente ¢ de dificil acesso e a transferéncia de massa
intraparticula controla o processo de extragao Cuco et al. (2019 e Fetzer et al. (2021).
As extragdes em PLE com 0,5 EtOH/Agua (90 min a 150 min) apresentaram o mesmo
comportamento cinético das extragdes apresentadas na Figura 14.

Devido a capacidade em solubilizar compostos lipossoliveis, o propano ¢
amplamente empregado na extragdo de oleos de matrizes vegetais. Cuco et al. (2019)
realizaram extragdes com propano em condi¢des supercriticas (318 K e 8 MPa) de
sementes e cascas de abobora e reportaram rendimentos de 3,44 e 21,79%,
respectivamente. Guedes et al. (2018) obtiveram rendimentos de 2,76 + 0,09 a 4,2 +
0,1% em extragdes de citronela (Cymbopogon winteranius Jowitt ex Bor), utilizando
propano comprimido em condig¢des de 2 - 10 MPa e 10 — 60 °C. No entanto, ndo foram
encontrados estudos que utilizam extragdes envolvendo propano na obtengdo de extratos

de bagaco de malte.

4.4.2.1 Caracterizagdo dos extratos de BM obtidos pelas extragdes

sequenciais.

Os extratos obtidos pelas extragdes sequenciais por propano comprimido (P1,
P2, P3) seguido de PLE com 0,5 EtOH/Agua pressurizada a 120 °C, 2 ml/min a 100 bar
(P1r, P2gr, P3r) foram caracterizados quimicamente e os resultados sdo apresentados na
Tabela 14. Os resultados de compostos fenolicos totais (CFT) foram quantificados em
torno de 50 mg GAE/100 g de extrato de BM para ambas as temperaturas de extracao
(40, 60 e 80 °C). O melhor resultado de flavonoides totais foi quantificado em cerca de
40 mg CE/100 g de extrato de BM paras a temperaturas de 60 e 80 °C. Os maiores
valores de atividade antioxidante (AA) quantificadas pelos métodos ABTS, DPPH e
FRAP foram de 4,2, 56 ¢ 16 umol TE/100 g de extrato de BM, respectivamente,
também para as temperaturas de 60 e 80 °C. Os teores de agucares redutores foram
relativamente baixos, devido a polaridade do solvente propano, uma vez que como
relatado anteriormente, solventes polares, como a agua, sdo mais indicados para a
liberagdo de acgucares. De modo geral, com o aumento da temperatura a atividade

bioldgica dos extratos de propano também aumenta.
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Os resultados obtidos pelas extragdes com propano comprimido sdo comparados
a extracdo Soxhlet com n-hexano (Figura 10), visto que ambos sdo solventes apolares.
A quantidade de CFT obtida foi aproximadamente 40% inferior ao valor obtido pelo
Soxhlet n-hexano (121 £ 5 mg GAE/100g), além de valores inferiores também
apresentados de AA. No entanto, a recuperacao flavonoides totais entre os solventes foi
similar, de 45,13 + 0,05 mg CE/100 g de extrato de BM para o n-hexano e de 39,62 +
0,01 mg CE/100 g de extrato de BM para propano a 60 °C.

A recuperacdo de biocompostos das extragdes sequenciais em PLE 0,5
EtOH/Agua apresentaram resultados similares aos valores obtidos pela mesma condigéo
operacional discutidas no item 4.3.2 (Tabelas 10, 11 e 12). Dentre as extracdes
sequenciais avaliadas, a condi¢do P3 — P3r (propano comprimido a 80 °C — 0,5
EtOH/Agua) mostrou-se a mais promissora na recuperagio de fragio lipossolivel e de
atividade biologica de extratos de bagago de malte.

A Tabela 14 indica a possibilidade de se obter diferentes classes de compostos
utilizando diferentes solventes de extracdo, como também apresentado na Tabela 8
(caracterizacdo dos extratos Soxhlet via GC-MS), uma vez que solventes apolares como
n-hexano e propano compressivel sao capazes de solubilizar compostos lipossoluveis.
Por outro lado, as extragdes pressurizadas 0,5 EtOH/Agua demostraram eficiéncia para
a obtencdo extratos brutos com alta atividade biologica. Assim, extragdes sequenciais
utilizando diferentes classes de solventes sdo indicadas para recuperagdo e obtengdo de

diferentes classes de compostos com diferentes propriedades.
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4.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros de processo: temperatura, razao de solvente e vazdo foram
avaliados na obtencao de extratos brutos de bagago de malte por extragdes com liquidos
pressurizados (PLE), utilizando os solventes agua e etanol e misturas destes. Extracao
em Soxhlet com diferentes solventes foi usada como um processo padrdo para avaliaciao
e comparagao com os resultados obtidos por PLE. As extracdes Soxhlet mostraram que
agua e etanol foram responsaveis pelos maiores rendimentos de extragdo e alta
recuperacdo de compostos fenolicos. Os resultados das extragdes PLE demonstraram
que as variaveis significativas foram a temperatura e concentragdo do solvente. A
recuperagao dos extratos foi favorecida pelo aumento da temperatura e pela mistura 0,5
EtOH/Agua. O aumento na vazio de solvente favoreceu as extragdes da taxa inicial para
todos os solventes testados nas extragcdoes PLE. O maior rendimento de extragao
alcangou aproximadamente 20%, a 120 °C, razdo de solvente de 0,5 de EtOH/Agua, 2
ml/min e 100 bar mostrando que a mistura de etanol e 4gua a 120 °C ¢é tecnicamente
viavel para recuperar uma quantidade significativa de compostos soliveis de BM.

Os extratos de BM apresentaram valores expressivos de compostos fendlicos
totais, compostos flavonoides e atividade antioxidante. A agua foi responsavel pelo
maior valor de CFT de 2130 + 1 mg GAE/100g de extrato BM, a 120 °C e 4 ml/min.
Em comparagdo, o maior conteido de FT foi 778 = 32 mg CE/100 g de extrato BM
obtido na razdo de solvente 0,50 EtOH/Agua, 90 °C e 4 ml/min. Agua na condi¢do de
120 °C e 4 ml/min também foi responsavel pelo maior valor de AA, de 9944 + 391
pmol TE/100 g de extrato BM obtido pela metodologia ABTS. Esses resultados foram
favorecidos pelas extragdes com agua e EtOH/Agua e pelo aumento da temperatura.

Dentre os fluidos compressiveis empregados na obten¢do da fragdo lipidica do
BM, o propano foi selecionado como solvente extrator como pré-etapa de
desengorduramento em extracdo sequencial com PLE, empregado com a melhor
condigio de extrago (0,5 EtOH/Agua, 120 °C ¢ 2 ml/min). Portanto, 4gua pressurizada
e misturas de EtOH/Agua demonstraram ser tecnologias adequadas e promissoras para a
recuperagao de diferentes biocompostos de BM, e sua viabilidade técnica foi

demonstrada pelos resultados alcangados neste estudo.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, a técnica de extracao por liquidos pressurizados foi avaliada como
alternativa aos métodos padrdes de extracdo de biocompostos por solventes organicos
na obtencao de extratos brutos de bagago de malte. A viabilidade técnica do estudo foi
demostrada pelos valores de rendimentos obtidos pelo emprego dos solventes agua e
fracdo 0,50 EtOH/Agua. A 4gua pressurizada a 120 °C e 4 ml/min (17,8 + 0,3%),
apresentou rendimento superior em cerca de 54% ao rendimento obtido com agua pela
técnica Soxhlet (9,6 £ 0,6%), além da condigao 0,5 EtOH/Agua, 120 °C e 2 ml/min,
atingir cerca de 97% do rendimento obtido com a extracdo sequencial de Soxhlet
usando agua seguida de etanol (ensaios 1-2, Tabela 7, com rendimento total de 20,1 +
0,6 %). Bem como na caracterizagdo dos extratos com valores de CFT, FT ¢ AA
expressivamente superiores aos obtidos em Soxhlet, favorecido principalmente pelo uso
de temperaturas mais elevadas (120 °C) que a temperatura de ponto de ebulicao dos
solventes empregados, uma das vantagens do uso da técnica PLE. Contudo, as
condi¢des estudadas demostram que apenas agucares livres (disponiveis na matriz)
foram removidos, e condi¢cdes mais severas de hidrolise devem ser empregadas ou
técnicas de pré-tratamento aplicadas para obtencao de agucares estruturais.

Além das condigdes pré-estabelecidas no planejamento experimental, a fracao de
0,75 EtOH/Agua (17,8 + 0,7%) realizada como experimento adicional, apresentou
grande potencial como solvente na obten¢do de extratos brutos de BM, uma vez que nao
apresentou diferencas estatisticas no rendimento global de extracdo, em relagdo a fracao
0,50 EtOH/Agua e possuir a vantagem de apresentar menor gasto energético no
processo de evaporacao de solvente e concentragdo do extrato, devido a presenga do
etanol em maior quantidade e ainda preservando valores expressivos de CFT, FT e AA,
devido a presenca da 4gua na mistura.

A utilizagdo da pré-etapa de desengorduramento com propano compressivel
favoreceu a extracao de uma variedade maior de compostos extraiveis, permitindo a
obtencdo de compostos lipossoluveis, e por meio da extragdo sequencial 0,5
EtOH/Agua, 120 °C e 2 ml/min a obtengdo de compostos polares. Assim, pode-se
observar que a técnica PLE pode ser usada para recuperar compostos soluveis para

produzir extratos com altos valores de CFT, FT e alta atividade antioxidante, mantendo
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os carboidratos na matriz que podem ser usados posteriormente na geracdo de
plataformas quimica de biocombustiveis, ou mesmo para serem utilizados na

alimentacao animal.
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