vol. 12 n.1 Abr. 2021
pag. 38-51

Ex@ t(llo KWQ ISSN 2178-0471

Valorizacao de residuos da producéo de cerveja como fonte de
compostos bioativos antioxidantes

Valorization of residues from beer production as a source of antioxidant
bioactive compounds

Lilian Tatiani Dusman Tonin'*, Ana Caroline Raimundini Aranha?!, Danielli Andrea
Nardino?, Virginia Sanches Coelho de Oliveira Trindade?, Isabella Salvat Lucas?, Naiara
Leticia Gatz?

L Programa de pos-graduacdo em Engenharia Quimica — PPGEQ - Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — Campus Apucarana — Rua Marcilio Dias, 635, CEP 86812-460, Parana — Brasil.
“liliandusman@utfpr.edu.br
2 Coordenacdo do curso de Engenharia Quimica — COENQ - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana —
Campus Apucarana — Rua Marcilio Dias, 635, CEP 86812-460, Parané — Brasil.

Resumo

Uma grande quantidade de residuos sélidos provenientes da producéo de cerveja € gerada anualmente
no Brasil o que poderia ser usado como uma fonte potencial de compostos bioativos. O presente
trabalho avaliou o trub quente de trés tipos diferentes de cerveja, nomeados de acordo com o lGpulo
adicionado: Bobek, Cascade e Hersbrucker. O efeito de diferentes solventes hidroalcodlicos na
extracdo de fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e
habilidade quelante foi avaliado. Verificou-se que o solvente exerceu um efeito significativo nestes
fatores. Quantificou-se os teores de antocianinas e flavonoides amarelos dos residuos. Para todos
estes fatores foi observado a influéncia do tipo de malte e Iupulo utilizado na produgdo das cervejas,
que resultou em residuos com diferentes quantificacGes destes compostos e potenciais antioxidantes
distintos. Pelo coeficiente de correlacdo de Pearson foi possivel observar uma correlacdo alta e
positiva entre a atividade antioxidante pelos trés métodos e os teores de fendlicos totais ou
flavonoides. Os trés residuos apresentaram alta habilidade quelante, superior ao padrdo EDTA, que
pode ser atribuido a presenca de compostos fendlicos e das humulonas presentes no lGpulo. Esta
pesquisa demonstrou que esses subprodutos da cervejaria sdo uma boa fonte de compostos
antioxidantes, que poderiam ter aplicacBes potenciais nas inddstrias alimenticia, farmacéutica e
cosmética.

Palavras-chave: mosto, extracdo, secagem, compostos fenolicos, flavonoides, antocianinas.

Abstract

A large amount of solid waste from beer production is generated annually in Brazil, which could be
used as a potential source of bioactive compounds. The present work evaluated the hot trub of three
different types of beer, named according to the hops added: Bobek, Cascade and Hersbrucker. The
effect of different hydroalcoholic solvents on the extraction of total phenolics, flavonoids and
antioxidant activity by the DPPH, ABTS and chelating ability methods was evaluated. It was found
that the solvent had a significant effect on these factors. The levels of anthocyanins and yellow
flavonoids in the residues were quantified. For all these factors, the influence of the type of malt and
hops used in beer production was observed, which resulted in residues with different quantifications
of these compounds and different antioxidant potentials. By Pearson's correlation coefficient, it was
possible to observe a high and positive correlation between antioxidant activity by the three methods
and the levels of total phenolics or flavonoids. The three residues showed high chelating ability,
superior to the EDTA standard, which can be attributed to the presence of phenolic compounds and
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humulones present in the hops. This research has shown that these brewery by-products are a good
source of antioxidant compounds, which could have potential applications in the food,
pharmaceutical and cosmetic industries.

Keywords: wort, extraction, drying, phenolic compouds, flavonoids, anthocyanins.

Introducéao

Diversos estudos tém associado o consumo de frutas, vegetais e seus derivados, como sucos,
vinho, chas e cerveja, ricos em compostos fenoélicos, com a prevencdo de doengas cardiovasculares,
cancer e outras doengas relacionadas ao estresse oxidativo [1]. Muitas pesquisas relacionadas a
estrutura quimica dos compostos fendlicos, sua atividade antioxidante, efeitos a satde e suas fontes
estdo sendo realizadas [2]. Compostos com atividade antioxidante séo definidos como substancias
que, estando presente em concentragdes menores que as do substrato oxidavel, tém a capacidade de
atrasar ou inibir a oxidacdo deste. Estes compostos podem agir neutralizando a acdo dos radicais
livres no organismo e/ou quelando ions metélicos, por exemplo. Os radicais livres atacam moléculas
bioldgicas, levando a doencas degenerativas, cancer, inflamag&o, aterosclerose e envelhecimento
precoce [3]. Estudos comprovam que os antioxidantes, provenientes de produtos naturais e seus
subprodutos, podem ser usados na também na preservacdo de alimentos, como suplementos ou
alimentos funcionais, em cosmeéticos e para fins medicinais [4, 5].

O mercado cervejeiro brasileiro vem crescendo consideravelmente nos ultimos anos, em 2019
0 Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) registrou 1209 cervejarias
registradas no pais [6]. A cerveja é uma das bebidas alcodlicas mais consumidas no mundo e sua
composicao inclui substancias bioativas como minerais, carboidratos, aminoacidos, vitaminas e
compostos fendlicos [7, 8]. Dos compostos fendlicos presentes na cerveja em torno de 70% sdo
provenientes do malte, que contém catequinas, proantocianidinas e epigalocatequinas, e 30% do
lbpulo, que possui flavonoides, flavan-3-ols, taninos, flavonoides prenilados, acidos fendlicos e
estilbenos, sendo responsaveis pela atividade antioxidante da bebida [9, 10].

O processo de producdo da cerveja inicia-se com a mosturacdo, no qual o malte moido é
adicionado a agua, sendo a temperatura mantida entre 65 a 70°C para extracdo dos acgucares. Em
média é possivel extrair 65% dos sélidos sollveis do malte, que constituirdo o mosto para a
fermentacdo da cerveja. Em seguida, o processo de filtracdo separa o baga¢o do malte do mosto
liquido. Nesta etapa séo gerados residuos solidos, que podem ser utilizados como ragdo animal [11]
e incorporados em alimentos, como snacks, aumentando o teor de fibras [12]. Silbir e Goksungur
(2019) [13] relataram seu uso na producao de pigmentos vermelhos naturais por Monascus purpureus.
Outras aplicacGes para este residuo sdo a producédo de energia [14] e a compostagem [15].

Na terceira etapa, durante a fervura do mosto, ocorre a adi¢do do lpulo. Esta etapa estereliza
0 mosto, inativa as amilases e proteases presentes, por causar coagulacdo das proteinas, que se
precipitam em flocos e extrai e dissolve 0os componentes do lapulo. Ocorrem ainda reagdes quimicas
entre a proteina com o tanino do lGpulo e posterior coagulacdo. O ldpulo pode ser acrescentado
guando a fervura esta no inicio, em parcelas durante o processo, ou no final. Os Gleos essenciais
responsaveis pelo aroma séo volateis, apresentando mais de 200 compostos, podendo perder-se na
fervura se néo for devidamente controlada [16].

O ltpulo (Humulus lupulus L.) pertence a familia Cannabaceae, sendo relatada a presenca de
acidos amargos, constituidos de uma mistura de a-acidos e B-&cidos (humulonas e lupulonas,
respectivamente), acidos fendlicos como &cido cafeico, acido ferdlico, &cido sinapico, &cido vanilico,
acido galico e acido siringico, as formas glicosiladas dos flavonoides kaempferol, quercetina, morina
e miricetina, os flavan-3-ois catequina e epicatequina, além de estilbenonos como o cis e trans-
resveratrol e prenilflavonoides, sendo o principal o xanthohumol e outras 13 chalconas relacionadas
[17-20]. A quantidade de polifenois presente depende da variedade do lupulo [21]. Os flavonoides
presentes no lGpulo apresentam diversas atividades biolégicas como antitumoral [22-24],
antioxidante, antibacteriana e antiviral [25-27].
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Apos a etapa de fervura, ocorre o resfriamento do mosto, utilizando-se um trocador de calor e
através de um processo chamado whirlpool, o qual promove através de uma centrifugagdo forcada a
precipitacdo do material em suspensdo ao centro do equipamento, gerando um segundo residuo, o
trub quente, que consiste em compostos insollveis e produtos de condensacéo de polifendis do
lipulo, proteinas do mosto e produtos de isomerizagao de &cidos do lupulo, j& que aproximadamente
85% do lupulo adicionado a cerveja é descartado [28]. O'Rourke (1994) [29] relata o uso deste residuo
como fertilizante e Bedini et al. (2015) [30] como fonte de 6leos essenciais que podem atuar como
repelentes de insetos. Seu uso como suplemento alimentar animal ndo é viavel devido a presenca de
2-metil-3-buten-2-ol, produto da degradacdo de um &cido amargo presente no lipulo e que tem
propriedades hipnotico-sedativas [31]. O mosto, depois de resfriado adequadamente, passa para as
etapas finais de fermentacdo, maturacao e envase.

O crescimento do mercado cervejeiro vem acompanhado do aumento dos residuos gerados
durante o processo, uma vez que o descarte inadequado pode causar impactos significativos ao meio
ambiente, apresentando-se como um mercado em potencial a ser explorado. Estima-se que, para a
cada 100 litros de cerveja produzida, sejam gerados de 14 a 20 kg de bagaco de malte [32], 0,22 0,4
kg de trub quente [33] e 1,5 a 3 kg de levedura residual [34]. O Brasil é o terceiro maior produtor
mundial de cerveja, produzindo 14 bilhdes de litros por ano [6], gerando aproximadamente 24 milhdes
de quilos de bagaco de malte, 420 mil quilos de trub quente, e 3,2 milhdes de quilos de levedura
residual.

Uma parte consideravel dos componentes do malte e lGpulo sdo transferidos para o mosto,
enquanto que outra pare delas é retida no trub. Cortese et al. (2020) [35] quantificaram compostos
fendlicos de cervejas artesanais, produtos iniciais e seus residuos relatando a presenca destes em todas
as fases da producéo da cerveja. Assim, os subprodutos da cervejaria poderiam ser reintroduzidos no
mercado como fonte de compostos fendlicos a serem incluidos nos alimentos, produtos de salde,
como suplementos, nutracéuticos, alimentos funcionais e cosméticos.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a influéncia do solvente na extracao de fendlicos totais
e flavonoides dos residuos trub quente gerados durante a producdo de trés variedades de cerveja
artesanal e determinar seu potencial antioxidante, buscando-se determinar se estes residuos sao fontes
de compostos bioativos antioxidantes que podem ter uma futura aplicacdo industrial.

Metodologia
Amostras

As cervejas artesanais foram preparadas pela professora XXXX no periodo de maio a agosto
de 2019, em duplicata. Foram preparados trés tipos de cervejas diferentes, sendo apresentadas na
Tabela 1 as condicOes especificas para cada uma delas. Os maltes moidos foram adicionados a
aproximadamente 22 L de agua na temperatura de 68 °C e mantidos a 64 °C por 70 minutos com
agitacdo e recirculagdo. Em seguida, elevou-se a temperatura para 75 °C, mantendo-a por 10 minutos.
O primeiro mosto foi reservado. Adicionou-se aos graos aproximadamente 21 L de 4gua, mantendo
sob agitagdo e recirculacdo a 75 °C por mais 30 minutos. O segundo mosto foi adicionado junto ao
primeiro e mantidos por 60 minutos em fervura. Nesta etapa foram adicionados os ltpulos na forma
de pellets. As variedades utilizadas e os tempos de adi¢do para cada tipo de cerveja estdo descritos na
Tabela 1. O mosto foi entdo resfriado, utilizando-se um trocador de calor e submetido a um whirlpool
para decantag&o forgada das substancias em suspenséo. Ao atingir 25 °C o mosto foi transferido ao
fermentador e o fermento indicado para cada tipo de cerveja foi adicionado (Tabela 1). O residuo,
trub quente, foi filtrado utilizando-se uma peneira, para remocdo do excesso de liquido, sendo
nomeados de acordo com a variedade de lUpulo: trub Bobek, trub Cascade e trub Hersbrucker.
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Tabela 1. Quantidades e variedades de malte e lupulo e tipo de fermento adicionado na preparacdo
das cervejas.

Cerveja Malte Lapulo Fermento
Lager 5,0 Kg Malte Pilsen Bobek: 60 min: 20,0 g Diamond Lager
0,860 g Malte Munich 00 min: 40,6 ¢
Cream Ale 4,0 Kg Malte Pilsen Cascade: 60 min: 30,0 g US-05
0,30 g Malte Chateau Melano 10 min: 15,0 ¢
Weiss 4,400 Kg Malte Trigo Hersbrucker: 60 min: 50,0 g WB-06
2,200 Kg Malte Pilsen 05 min: 25,0 g

Fonte: Autoria prépria, 2020.
Secagem dos residuos: trub Bobek, trub Cascade e trub Hersbrucker

A secagem dos residuos foi realizada em estufa de circulagdo de ar (marca SOLAB, modelo
102/480) na temperatura de 40 °C até seu peso permanecer constante. Apos a secagem, 0s produtos
desidratados foram triturados, armazenados e mantidos em geladeira para a realizagdo das analises.

Extragdo dos compostos antioxidantes

Os produtos desidratados foram submetidos a extracdo com os seguintes solventes: MeOH:H,O
70:30 (v/v), MeOH:H,0 95:5 (v/v) e EtOH:H,0 70:3 (v/v). Para a extra¢do foram utilizadas 1,0000
g dos residuos desidratados e 50,0 mL de cada solvente, durante 4 horas sob agitacdo magnética ao
abrigo da luz (C = 20 g/L). Os extratos foram filtrados utilizando-se funil analitico e papel filtro
qualitativo (80 g/m?), para baldes volumétricos de 50,0 mL, o volume ajustado e armazenados sob
refrigeracdo ao abrigo da luz para anélises posteriores. Todas as extracBes foram realizadas em
duplicata.

Quantificacdo de Antocianinas e Flavonoides Amarelos

Para a quantificacdo de antocianinas e flavonoides amarelos, 1,0000 g dos residuos
desidratados foram extraidos com 30 mL de uma solugdo de etanol 95% e HCI 1,5 M (85:15) sob
agitacdo magnética por 5 minutos. A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL,
completando-se 0 volume com o solvente extrator e armazenada sob refrigeracdo por 16 horas ao
abrigo da luz. Apos filtracdo simples, foi realizada a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro
(Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) no comprimento de onda de 535 nm para
antocianinas e 374 nm para flavonoides amarelos. As andlises foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram obtidos em mg por 100 g* de residuo através das Equacdes 1 e 2 [36].

Antocianinas totais = (Fator de dilui¢do . Abs)/98,2 @
Flavonoides amarelos = (Fator de diluigdo . Abs)/76,6 2
Quantificacdo de Compostos Fendlicos Totais

O conteldo de fendis totais dos extratos foi determinado usando o reagente Folin-Ciocalteu de
acordo com a metodologia descrita por Minussi et al. (2003) [37]. A um tudo de ensaio com tampa
rosquedvel, foram adicionados 250 pL do extrato, 250 pL do reagente Folin-Ciocalteau, diluido 1:1
(v/v) em agua destilada, 500 pL de uma solugdo saturada de carbonato de sdédio (35,0 g Na,COs em
100 mL de &gua destilada) e 4,0 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados e mantidos a
temperatura ambiente sob protecéo da luz por 25 minutos. Apos este tempo foram centrifugados por
10 minutos a 3000 rpm. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro (Agilent Tecnologies,
modelo Cary 60 UV-VIS) na absorbancia de 725 nm. Foi conduzido um branco nas mesmas
condigdes, substituindo a amostra por 250 uL do solvente extrator. As anélises foram realizadas em
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triplicata. Uma curva padrao de &cido galico nas concentragdes de 25, 50, 100, 150 e 200 mg L foi
construida (y = 0,005x + 0,004; R? = 0,999) e os resultados foram expressos em mg EAG 100 g* de
amostra, onde EAG representa o equivalente em &cido galico.

Quantificacdo de Flavonoides Totais

Os flavonoides totais foram determinados segundo a adaptacdo da metodologia descrita por
Funari e Ferro (2006) [38]. A um tudo de ensaio foram adicionados 500 pL do extrato, 250 pL de
solucdo metandlica de cloreto de aluminio 5% e 4,25 mL de metanol. A mistura foi agitada e
permaneceu a temperatura ambiente por 30 min. Apds esse tempo realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) no comprimento de onda de 420
nm. As analises foram realizadas em triplicata. Uma curva padrdo de rutina nas concentragoes de 10,
20, 40, 80, 100 e 200 mg L™ foi construida (y = 0,005x — 0,021; R? = 0,995) e os resultados foram
expressos em mg de rutina 100 g* de amostra.

Determinacéo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical livre DPPH:

Para determinacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH, adicionou-se em uma cubeta
1,0 mL de extrato (C =20 g L) e 2,0 mL de da solugdo do radical DPPH (0,12 mM em MeOH).
Apbs 30 minutos de incubacgdo a absorbancia foi lida em espectrofotémetro (Agilent Tecnologies,
modelo Cary 60 UV-VIS) a 517 nm [39]. A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem
de inibicdo em relacdo ao controle, de acordo com a Equacgédo 3, onde (Aa) representa a absorbancia
da amostra, (Ab) representa a absorbancia do branco da amostra (1,0 mL de extrato e 2,0 mL de
MeOH) e (Ac) representa a absorbancia do controle (1,0 mL de MeOH e 2,0 mL de da solucdo do
radical DPPH). Foi utilizado como padrdo o BHT (butil-hidroxi-tolueno) e acido ascérbico a uma
concentracdo de 0,1 g L. As andlises foram realizadas em triplicata.

%AA = [Ac - (Aa— Ab)] . Ac? (3)
Determinacdo da Atividade antioxiante pelo método ABTS*

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi determinada segundo a metodologia de Rufino
etal. (2007) [40]. Preparou-se as solucdes de ABTS (192 mg em 50 mL de agua destilada) e persulfato
de potéssio (378,4 mg em 10 mL de agua destilada). Misturou-se 5,0 mL da solucdo de ABTS e 88
pL da solucdo de persulfato de potassio e ap6s 16 h, diluiu-se com aproximadamente 70 mL de etanol,
até atingir-se uma absorbancia de aproximadamente 0,900 + 0,050 em 734 nm, referente ao cation
radicalar ABTS™. Para a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos, foram adicionados a
uma cubeta 30 pL do extrato (C = 20 g L) e 3,0 mL de solugdo de ABTS". Apds 6 minutos foi
realizada a leitura em espectrofotémetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) a 734 nm.
A atividade antioxidante foi expressa como porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle, de
acordo com a Equacdo 3, onde (Aa) representa a absorbancia da amostra, (Ab) representa a
absorbancia do branco da amostra (30 puL de extrato e 3,0 mL de EtOH) e (Ac) representa a
absorbancia do controle (30 pL de EtOH e 3,0 mL de da solucdo do radical ABTS). Foi utilizado
como padrédo o BHT e 4cido ascdrbico a uma concentracdo de 0,1 g L. As anélises foram realizadas
em triplicata.

Determinacao da Habilidade Quelante do ion Ferro (1)

Para a determinacdo da habilidade quelante, foram adicionados a um tubo de ensaio, 3,7 mL
do extrato (C=20g L") e 0,1 mL de FeCl,. 4H,0 (0,004 g em 10 mL &gua deionizada). Foi preparado
um controle negativo (Acont), Substituindo-se o extrato por MeOH e um controle positivo com 3,7
mL de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (0,015 g L™). A primeira leitura (Ao) foi realizada
espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) a 562 nm. Adicionou-se entdo a
esta mistura, 0,2 mL de ferrozina (0,025 g em 10 mL de &gua deionizada) e depois de 10 minutos a
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leitura foi realizada novamente no mesmo comprimento de onda (A:). As analises foram realizadas
em triplicata. O célculo da porcentagem da habilidade quelante do extrato foi realizado a partir da
Equacdo 4 [41].

% Habllldade quelante = [ACOH'[ - (Al - AO)] . Acont_l (4)

Resultados e Discussao

O processo de secagem de matérias primas como, alimentos e seus subprodutos, é utilizado na
sua preservacdo e conservacdo. Esta operacdo unitaria reduz o teor de &gua dos produtos,
minimizando a acdo de micro-organismos e a ocorréncia de reacfes quimicas e bioquimicas,
responsaveis pela sua degradacéo e perda de qualidade [42].

A temperatura de secagem € um fator importante, principalmente quando se visa manter o0s
componentes bioativos dos produtos naturais [43]. Neste sentido, os trubs quente foram secos a 40
°C a fim de ndo degradar seus compostos. A secagem durou em torno de 48 h e com um rendimento
de aproximadamente 24%.

Os compostos fendlicos com propriedades antioxidantes incluem os flavonoides. A quantidade
e tipo destes compostos presentes em produtos naturais e seus subprodutos, depende de fatores como
espécie, método de cultivo, origem geografica, solo, estagio de maturagdo, condigdes climaticas,
processamento e estocagem [44]. Na extracdo dos compostos fendlicos e flavonoides, a escolha do
solvente extrator € um fator muito importante. A 4gua em combinagéo com outros solventes organicos
contribui para criar um meio moderadamente polar, o que favorece a extracéo de polifendis [45]. De
acordo com Kowalczyk et al. (2013) [46], o emprego de solventes hidro alcodlicos favorece a
extragdo de compostos fendlicos, o que justifica a escolha dos trés solventes utilizados.

Os resultados das analises de fendis totais e flavonoides totais extraidos dos trés residuos, trub
Bobek, trub Cascade e trub Hersbrucker, com os trés sistemas de solventes estdo apresentados na
Tabela 2.

Observa-se a influéncia do solvente extrator na quantidade de compostos fendlicos e
flavonoides dos residuos estudados. O melhor solvente extrator para os fendis totais apresentou um
valor superior ao solvente menos eficiente de 28%, 26% e 39%, respectivamente para 0s trubs Bobek,
Cascade e Hersbrucker. Para flavonoides estes valores foram ainda maiores para os trubs Bobek e
Cascade, sendo de 51% e 67%, respectivamente. Para o trub Bobek os melhores solventes foram
MeOH: H,0 70:30 e EtOH: H,0 70:30 para fendis, ndo apresentando diferenca significativa, e MeOH:
H,0 95:5 para flavonoides. Para os trubs Cascade e Hersbrucker o solvente EtOH: H,0 70:30 foi o
mais eficiente na extracdo de fendis totais. Os melhores solventes extratores para flavonoides para o
trub Cascade foi MeOH: H,0 95:5 e para o trub Hersbrucker néo foi observado diferenga significativa
entre os trés solventes estudados.

Comparando-se os trés residuos, a maior quantificacdao de fenois totais foi para o trub Cascade
(EtOH: H»0 70:30), com valor superior aos trubs Bobek e Hersbrucker de 42%, quando comparado
0 mesmo solvente extrator. Para os flavonoides totais os maiores valores foram para os trubs Bobek
(MeOH: H,0 95:5) e Cascade (MeOH: H,0 95:5), ndo apresentando diferenca significativa, sendo
28% superior ao extraido para o trub Hersbrucker. Estes valores demonstram que a quantidade destes
compostos bioativos nos extratos, além de estar relacionada com o solvente extrator, esta relacionada
com a variedade de lupulo utilizada na producéo da cerveja.

Este dado esta de acordo com Biendl (2002) [47] e De Keukeleire et al. (1999) [48] que
relacionaram a quantidade de compostos fendlicos no lupulo, com a variedade, origem geogréfica,
procedimento de colheita e estocagem.
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Tabela 2. Resultados de fenais totais e flavonoides totais dos diferentes extratos de trubs quente.

Trub quente Solvente

Fendis totais

mg EAG 100 g*

Flavonoides totais
mg ERT 100 g*

MeOH: H,0 95:5 (v/v) 175,26 + 13,09° 225,76 £ 1,617

Bobek MeOH: H0 70:30 (v/v) 238,03 + 0,62¢ 188,37 + 2,97°

EtOH: H20 70:30 (v/v) 243,53 + 6,39¢ 109,82 + 5,27¢

MeOH: H,0 95:5 (v/v) 314,12 + 4,11° 215,22 + 2,217

Cascade MeOH: H0 70:30 (v/v) 386,24 + 3,05° 94,10 + 1,80¢
EtOH: H20 70:30 (v/v) 423,27 + 5,59 70,17 £2,27¢

MeOH: H,0 95:5 (v/v) 151,80 + 3,42f 161,81 + 1,69°

Hersbrucker  MeOH: Hz0 70:30 (v/v) 191,60 £ 2,68¢ 151,05+ 7,03°

EtOH: H20 70:30 (v/v) 247,44 + 1,619 149,99 + 2,58¢

Fonte: Autoria propria, 2020.
Resultados expressos como meédia + desvio padrdo (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. EAG = equivalente de &cido gélico; ERT = equivalente
de rutina.

Nossos estudos corroboram com diversos trabalhos que tém relatado a influéncia do solvente
extrator no teor de compostos fendlicos totais e flavonoides em diferentes tipos de produtos naturais,
tais como gengibre (Zingiber officinale) [49], tansagem (Plantago major) [50], jil6 (Solanum gilo)
[43], boldo (Plectranthus barbatus) [51] e residuos agroindustriais, como o residuo da produgdo do
vinho [52].

Dentro da classe de flavonoides estdo as antocianinas, pigmentos muito instaveis a temperatura,
pH e oxigénio [53]. Os resultados da quantificagdo de antocianinas e flavonoides amarelos dos trés
residuos, trub Bobek, trub Cascade e trub Hersbrucker, estdo apresentados na Tabela 3. Os valores
revelam o trub Bobek com os maiores teores de antocianinas e flavonoides amarelos, seguido do trub
Cascade e trub Hersbrucker.

Tabela 3. Valores de antocianinas e flavonoides amarelos presentes nos trubs quente estudados.
Antocianinas Flavonoides Amarelos

Trub quente

mg 100 g* mg 100 g*
Bobek 13,61+ 0,25° 239,26 + 0,45°
Cascade 9,48 +0,29° 231,47 + 0,38°
Hersbrucker 5,61 + 0,06° 123,14 + 1,36°

Fonte: Autoria propria, 2020.
Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Os resultados de atividade antioxidante pelos métodos de sequestro do radical livre DPPH,
ABTS e Habilidade Quelante do ion Ferro (Il) para os extratos dos residuos estudados e os padrdes
BHT, acido ascorbico e EDTA estdo apresentados na Tabela 4.

Os resultados demonstram a influéncia do solvente extrator para os trés residuos em todos os
testes de atividade antioxidante.

O método colorimétrico de sequestro do radical livre DPPH- baseia-se no decréscimo da
absorbanciaa 517 nm da solug¢do de DPPH, que sofre redugdo pelos componentes presentes no extrato
e formacdo do composto difenil-picril-hidrazina, com mudanca simultanea na coloracdo de violeta a
amarelo [39]. O extrato EtOH:H,0 70:30 foi o que forneceu maior potencial antioxidante pelo método
DPPH para os trés residuos, sendo o trub Bobek o que apresentou a maior porcentagem de sequiestro
do radical DPPH- (82,21 £ 0,52 %). A anélise dos resultados de atividade antioxidante dos padrbes
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BHT e &cido ascorbico revelam um valor superior de sequestro do radical de apenas 17 %,
demonstrando o potencial antioxidante deste residuo.

Tabela 4. Resultados das porcentagens de atividade antioxidante (%AA) dos diferentes extratos dos

trubs quente estudados e padrdes.

Trub quente Solvente DPPH ABTS Habilidade
Quelante
MeOH:H,0 95:5 (v/v) 78,58 + 0,39° 42,96 £ 0,372 86,61 + 0,45¢
Bobek MeOH:H,0 70:30 (v/v) 79,70 + 0,45° 40,44 + 0,182 76,97 = 0,54¢
EtOH:H,0 70:30 (v/v) 82,21 +0,52* 37,61 +0,34° 96,57 + 0,532
MeOH:H,0 95:5 (v/v) 70,98 + 0,05¢ 31,00 + 0,98¢ 70,32 + 0,54f
Cascade MeOH:H,0 70:30 (v/v) 71,55+ 0,24¢ 30,16 + 0,55¢ 96,71 +0,32°
EtOH:H,0 70:30 (v/v) 74,75 £ 0,32¢ 25,71 £0,71¢ 88,73 £ 0,22°
MeOH:H,0 95:5 (v/v) 46,61 £ 0,68° 18,25 £ 0,28¢ 90,17 + 0,66"
Hersbrucker MeOH:H,0 70:30 (v/v) 45,97 £ 0,38° 19,02 £ 0,50¢ 90,80 + 0,55°
EtOH:H,0 70:30 (v/v) 75,17 £ 0,66° 22,80 + 0,31f 96,54 £ 0,202
Padréo
BHT - 99,45+ 0,04 98,24 £ 0,04 -
Acido ascorbico - 99,68 + 0,06 97,73+£0,10 -
EDTA - - - 70,59 £ 1,34

Fonte: Autoria propria, 2020.
Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=6). Letras iguais na mesma coluna indicam que ndo ha
diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil. BHT = butil-
hidroxi-tolueno.

O método de seqtiestro do cation radicalar ABTS* baseia-se na reducdo deste por compostos
antioxidantes presentes no extrato e formacdo do ABTS, com reducéo da absorbancia a 734 [40]. Pelo
método ABTS* o trub Bobek também apresentou maior porcentagem de atividade, sendo os extratos
MeOH:H,O 95:5 (42,96 + 0,37 %) e MeOH:H,O 70:30 (40,44 + 0,18 %) os mais ativos, nao
apresentando diferenca significativa. Analisando os resultados dos padrdes, seus valores foram em
torno de 56 % superiores, demonstrando a importancia destacada por Alves et al. (2010) [54] da
escolha do método para avaliar o potencial de antioxidantes naturais.

O método de habilidade quelante do fon Fe?* baseia-se na reacdo destes ions com a ferrozina,
quanto mais 0s compostos antioxidantes quelarem os ions, menos estardo disponiveis para regeir com
a ferrozina e menor sera a absorbancia a 562 nm [41]. Compostos antioxidantes que possuem esta
habilidade contribuem na quelacéo de metais de transicéo, que em excesso podem levar a peroxidacéo
lipidica com consequente lesdo das membranas plasméticas e a oxidagdo do DNA. Mesmo em baixas
concentracdes o fon Fe?* induz a geracao de radicais hidroxila, através da reacdo de Fenton, causando
lesdéo ou morte celular [55]. Pelo método de habilidade quelante, ndo observou-se diferenca
significativa entre os trés residuos, sendo os extratos mais ativos o EtOH:H,O 70:30 para os trubs
Bobek (96,57 + 0,53 %) e Hersbrucker (96,54 £ 0,20 %) e MeOH:H,0O 70:30 para o trub Cascade
(96,71 = 0,32 %). Esses valores sdo 26 % superiores aos encontrados para o padrdo EDTA,
demonstrando a alta habilidade destes extratos de quelar ions metalicos.

A alta habilidade quelante dos residuos pode ser explicada pela presenca dos compostos
fendlicos e principalmente das humulonas presentes no ltpulo, que durante a fervura do mosto sofrem
um processo de isomerizacdo originado as iso-humulonas, formando cada uma dois
diastereoisdmeros na forma cis-iso-humulona e trans-iso-humulona. Sua estrutura molecular beta-
tricarbonil conjugada é responséavel pelas suas principais propriedades, entre elas a de quelar metais
como Fe?* e Cu?". Além disso, relatos na literatura descrevem ainda a atividade antioxidante de
sequestro do radical livre DPPH e de inibicdo da peroxidacdo lipidica das humulonas [56-58].
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Destaca-se a importancia de se caracterizar os residuos gerados a partir de producbes de
diferentes tipos de cerveja, que utilizam maltes e lapulos distintos, pois sdo observados diferentes
teores de compostos bioativos (Tabelas 2 e 3) e de resultados de atividade antioxidante (Tabela 4)
guando compara-se 0s trés trubs quente.

Pateiro et al. (2015) [59] que estudaram o efeito da adicdo de antioxidantes naturais, entre eles
0 residuo da suspensdo da fervura do mosto cervejeiro sobre alteracdes fisico-quimicas,
microbioldgicas e estabilidade do chouri¢co curado a seco e demonstraram sua eficiéncia como
antioxidante protegendo a amostra da degradacdo oxidativa e da agdo microbiana.

Munekata et al. (2016) [60] identificaram 14 compostos do mesmo extrato de residuo da
suspensdo da fervura do mosto cervejeiro, sendo eles flavonoides (derivado da epi-catequina,
derivado da epi-galocatequina, derivado da acacetina, quercetina-3-O-glicosideo e catequina
glicosilada, prodelfinidina B3), acidos fendlicos (&cido cafeico hexosideo e derivado do &cido
siringico) e os &cidos amargos (derivados da lupulona, cohnumulona e humulona), podendo-se sugerir
a presenca de alguns destes compostos nos trubs quente estudados, visto o potencial antioxidante que
apresentaram pelos métodos testados.

Para avaliacdo da correlagdo entre teores de compostos fenolicos e flavonoides totais com a
atividade antioxidante (DPPH, ABTS e Quelante) foram calculados os coeficientes de correlacéo de
Pearson (r) (Tabela 5). O coeficiente de correlacdo pode ser avaliado qualitativamente da seguinte
forma: se 0,00 < r < 0,30, existe fraca correlacdo; se 0,30 <r < 0,60, existe moderada correlacao; se
0,60 <r<1,0, existe forte correlacéo [61].

Tabela 5. Valores dos coeficientes de correlagdo de Pearson entre o teor de compostos fendlicos
totais e flavonoides totais e atividade antioxidante.

DPPH ABTS Quelante

Trub Bobek

Fendis Totais 0,78 -0,88 0,19
Flavonoides -1,0 0,99 -0,74

Trub Cascade

Fenois Totais 0,84 -0,85 0,80
Flavonoides -0,73 0,74 -0,90

Trub Hersbrucker

Fenois Totais 0,90 0,96 0,93
Flavonoides -0,55 -0,69 -0,61

Fonte: Autoria propria, 2020.

Observa-se uma forte e positiva correlagdo entre os métodos de atividade antioxidante e o
contetdo de fendis ou flavonoides dos residuos estudados, com excegéo do trub Bobek e a atividade
quelante, sugerindo que os compostos fendlicos e flavonoides presentes nesses residuos sao fontes
importantes de agentes antioxidantes, de grande importancia para a indUstria de alimentos, cosmética
e farmacéutica. Estes resultados estdo de acordo com Oskoueian et al. (2011) [62], que demonstraram
alta correlacdo positiva entre fenolicos totais e flavonoides com a atividade antioxidante para os
residuos agroindustriais de farelo de colza, algodao e soja e Romero-Diez et al. (2018) [63] para
borras de vinho envelhecidas.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se comprovar o potencial
antioxidante in vitro dos residuos trub quente, destacando-se o trub Bobek, e sugerir seu uso como
fonte de antioxidantes naturais para apliacacdo em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos.
Mais estudos referentes a caracterizagdo dos principais componentes dos residuos devem ser
realizados.
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O potencial antioxidante de residuos da producdo de cerveja, gerados a partir da decantagdo
dos sélidos ap6s a fervura do mosto, foi comprovado neste estudo. Demonstrou-se ainda a influéncia
do tipo de malte e lupulo utilizado na producdo das cervejas, bem como do solvente extrator, na
quantidade de compostos fendlicos, incluindo flavonoides e antocianinas, e no poder antioxidante dos
trubs quente analisados. Estudos referentes ao uso destes na aplicacdo em alimentos, cosméticos e
produtos farmacéuticos devem ser realizados, bem como a caracterizacdo de seus componentes
principais.
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