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RESUMO

A cerveja € a bebida alcoolica mais consumida mundialmente, sendo o Brasil o terceiro maior
produtor mundial. Entretanto, o setor cervejeiro € responsavel pela geragdo de uma quantidade
consideravel de residuos. Dentre estes, os provenientes do uso de lupulo ainda sdo poucos
estudados e merecem atencdo, pois possuem em sua composi¢do altos teores de proteinas e
compostos bioativos. Esta pesquisa investigou as caracteristicas do trub quente, gerado na etapa
de fervura, bem como a aplicagao de processo de extragdo assistida por ultrassom (EAU),
seguida de separacdo e concentragdo de compostos de elevado valor biologico, especialmente
compostos fendlicos, usando nanofiltragdo. Verificou-se que o #rub quente é constituido por
elevado teor de agua e considerdvel fracdo proteica, além de alto valor de acidez e
condutividade elétrica. Ao avaliar as caracteristicas bioativas da fra¢ao solida do mesmo,
obteve-se teor de compostos fendlicos totais (CFT) de 0,39 + 0,01 mg GAE g e teor de
flavonoides de totais 18,04 = 0,78 mg 100 g'!. A melhor condi¢io de extragio de CFT foi obtida
a partir da otimizagdo de parametros de um planejamento Box-Behnken, resultando em razao
solido:liquido 3:20, concentracao de etanol de 90% e temperatura de 60 °C, resultando em um
extrato contendo 24,13 mg GAE g!. Na etapa de nanofiltracdo, o fluxo médio de permeado
variou entre 2,69 e 0,99 kg m? h™! em pressio constante de 18 bar a 25 °C. Neste processo, 0
fator de redugdo de volume (FRV) e o fator de concentragao de CFT foram iguaisa 1,43 e 1,14,
respectivamente, tendo a membrana mostrado rejei¢do de aproximadamente 90% aos CFT.
Complementarmente, o teor de flavonoides totais apresentou comportamento semelhante ao
dos CFT, ou seja, maiores teores foram encontrados na fracdo concentrada, seguidos de
alimentagcdo e permeado do PSM. Estes resultados mostram a eficacia da separagdo de
compostos bioativos durante o uso de processos com membranas, o que abre oportunidades

para pesquisas futuras.

Palavras-chave: Humulus lupulus; trub quente; compostos fenolicos; extracao verde.



ABSTRACT

Beer is the most consumed alcoholic beverage worldwide, with Brazil being the third largest
producer in the world. However, the brewing sector is responsible for generating a considerable
amount of waste. Among these, those from the hop utilization are still few studied and deserve
attention, as they have high levels of proteins and bioactive compounds in their composition.
This research investigated the characteristics of hot trub as well as the application of an
ultrasound-assisted extraction process (UAE), followed by the separation and concentration of
compounds of high biological value, especially phenolic compounds, using nanofiltration. The
by-product consists of high-water content and considerable protein fraction, in addition to high
acidity value and electrical conductivity. When evaluating the bioactive characteristics of the
by-product, total phenolic compounds (CFT) content of 0.39 + 0.01 mg GAE g! and flavonoid
content of a total of 18.04 £ t0 0.78 mg 100 g™! were obtained. The best CFT extraction condition
was obtained from the optimization of parameters of Box-Behnken planning, resulting in a
solid: liquid ratio of 3:20, an ethanol concentration of 90%, and a temperature of 60 °C resulting
in an extract containing 24.13 mg GAE g!. In the nanofiltration stage, the average permeate
flow varied from 2.69 to 0.99 kg m™ h! at constant pressure from 18 bar to 25 °C. In this
process, the volume reduction factor (FRV) and the CFT concentration factor were equal to
1.43 and 1.14, respectively, and the membrane showed a rejection of approximately 90% to the
CFT. In addition, the total flavonoid content showed a behavior similar to the CFT, i.e., higher
levels were found in the concentrated fraction, followed by feed and permeate streams. These
results show the efficacy of the separation of bioactive compounds during the use of membrane

processes, which opens opportunities for future research.

Keywords: Humulus lupulus; hot trub; phenolic compounds; green extraction.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

Extracao e concentracio de compostos bioativos a partir de frub quente de cervejaria

Por qué

Aproveitamento e agregacao de valor a subprodutos.
Utilizar tecnologia ecologicamente correta na recuperacdo de compostos fendlicos.

Utilizar processo com membrana para concentrar os compostos fendlicos.

Quem ja fez

Nao foram encontrados trabalhos na literatura que demonstram a recuperacao de compostos
fenolicos a partir de trub quente de cervejaria e a sua concentragdo utilizando processo de
separagao por membranas.

Hipoteses

E possivel recuperar compostos bioativos do frub quente de cervejaria por meio da técnica
de extracdo assistida por ultrassom e solvente verde (etanol).

E possivel concentrar os compostos bioativos (fenolicos totais e flavonoides) recuperados,
utilizando o processo de nanofiltracao.

Métodos experimentais

Caracterizar o trub quente em caracteristicas centesimais, fisico-quimico e bioativas.

Utilizar a técnica de extragao assistida por ultrassom e solvente verde (etanol) a partir de um
planejamento de experimentos em Box-Behnken.

Usar processo de nanofiltragdo para concentrar extrato contendo compostos bioativos.

Caracterizar as diferentes fragdes obtidas dos processos de nanofiltragao.

Respostas

Caracteristicas de composicao, fisico-quimica e concentracao de compostos bioativos do trub
quente de cervejaria.

Condigdes de processo de extracdo assistida por ultrassom otimizadas.
Avaliagao do processo de separacao por membranas de nanofiltracao.

Quantificacdo dos compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante presentes nas
fragdes pelos métodos ABTS e DPPH.
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1 INTRODUCAO

A cerveja ¢ a bebida alcodlica mais consumida mundialmente. A compra de pequenas
cervejarias artesanais por grandes cervejarias tem feito com que o mercado cervejeiro tenha
destaque e se expanda pelo mundo, tendo como consequéncia um elevado volume de producao
anual (TADEI et al., 2020). O Brasil ¢ o terceiro maior produtor mundial de cerveja com cerca
de 14 bilhoes de litros ao ano, e vem apresentando um crescimento da atividade cervejeira
artesanal nos ultimos anos (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019).

Segundo o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em 2020, o
Brasil chegou a um total de 1.383 cervejarias registradas, o que representa um crescimento de
14,5% em relacdo a 2019. Apenas o estado de Santa Catarina apresentou um crescimento de
148 para 175 industrias de cerveja, um crescimento de 32% (BRASIL, 2021). Estes nimeros
estdo atrelados aos avancos tecnologicos e facilidades na fabricagdo do produto (SAATH;
FACHINELLO, 2018), além da maior disponibilidade de matéria-prima, entre elas o malte, o
lapulo e as leveduras (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019).

Os setores agroindustriais sdo responsaveis pela geragdo de grande quantidade de
residuos, € um dos principais problemas ¢ impacto ambiental ocasionado caso o seu manejo
seja inadequado. Além disso, adequar corretamente o destino dos residuos tem um alto custo
para o setor. Recentemente, inlimeros processos tecnoldgicos vém sendo empregados no intuito
de diminuir a produgdo de residuos. Porém, como alguns residuos sdo parte inerente do
processo, buscam-se alternativas para reutilizd-los (RECH; ZORZAN, 2017). Muitos dos
residuos gerados, por serem de origem vegetal, sdo ricos em compostos bioativos com alto valor
nutricional que poderiam ser recuperados e aproveitados pela industria, agregando valor aos
produtos (COSTA et al., 2020).

Na industria cervejeira, os principais residuos solidos gerados na producao sdo o
bagaco do malte, o “trub”, os lupulos esgotados e a levedura esgotada, totalizando de 137 a
173 toneladas de rejeito para cada 1.000 toneladas de cerveja produzida. O alto teor de dgua
desses residuos coopera para a perda de produto e, consequentemente, para a geracdo de
significativos volumes de rejeito (COSTA et al., 2020; TRINDADE, 2016). Os residuos sdo
geralmente destinados a alimentagdo animal ou descartados em aterro. Porém, mesmo sendo
utilizado como uma alternativa para a alimenta¢do animal, a utilizacdo deste pode levar a
disturbios no animal como, por exemplo acidose ruminal, laminite, botulismo, entre outros

(TRUJILLO et al., 2018).
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Diversos estudos vém sendo realizados visando a utilizagdo direta de residuos
agroindustriais, ricos em compostos bioativos, como matéria-prima de outros produtos,
contribuindo para que uma economia circular seja promovida no setor. A economia circular
tem como objetivo a busca dos “R’’s da sustentabilidade: reduzir, repensar, reaproveitar, reciclar
e reusar materiais e energia. Como exemplo, Santos et al. (2017) investigaram o uso de bagaco
de malte para elaboracao de bolos. Rech e Zorzan (2017) otimizaram a composi¢ao nutricional
de cupcake através da adicao de farinhas de bagago de malte e de farinha da levedura residual,
possibilitando o desenvolvimento de um novo produto. Ainda, levedura residual foi
suplementada para melhorar o valor nutritivo de sucos de beterraba ¢ cenoura (RAKIN et al.,
2007).

Por outro lado, os relatos de reutilizagdo de frub ou lupulos esgotados sdo quase
inexistentes. Um exemplo atual € o caso de uma microcervejaria brasileira que reutilizou lapulo
esgotado da produgdo de cerveja IPA para produzir uma cerveja de menor contetido de amargor,
chamada de Session IPA (GINAK, 2020). Para agregar valor ao lupulo gasto, a utilizagao
sustentavel deste ¢ uma meta essencial na industria de processamento de lapulo
(BARTMANSKA et al., 2018; BEDINI et al., 2015).

Associar a extragdo por solvente convencional, utilizando solventes “verdes” como o
etanol, e suas variagdes como extragdo por ultrassom, a técnicas de separagdo, concentracao e
purificagcdo de compostos com o uso de membranas € vidvel e mostra-se altamente promissora
para a recuperacao de compostos bioativos do trub e dos lupulos esgotados.

Assim, este trabalho pode colaborar com os esfor¢os realizados pelas governangas no
ambito de promover a produgdo de alimentos e o crescimento econdmico sustentdveis, a
industrializacdo inclusiva e de fomentar a inovacao, relevantes nos objetivos 2, 8 e 9 da Agenda
2030 da ONU. Se por um lado o trub e os lupulos esgotados constituem um residuo da industria
agroalimentar que pode gerar elevado impacto ambiental ou alto custo para o descarte correto,
por outro representa uma fonte interessante de compostos de elevado valor biologico. A
obtencdo desses compostos pode beneficiar a populacdo em geral, seja a partir do consumo

direto ou pelo consumo de produtos adicionados deles, como a propria cerveja.

1.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo deste trabalho ¢ a extracdo e a concentragdo de compostos bioativos do

residuo trub da industria cervejeira.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancar o objetivo geral deste trabalho, os seguintes objetivos especificos foram

delineados:

a)

b)

©)
d)

e)

realizar a caracterizag@o centesimal, fisico-quimica e de compostos bioativos do
trub quente;

extrair compostos bioativos usando extracao assistida por ultrassom e solvente
verde (etanol) a partir de um planejamento de experimentos em Box-Behnken;
validar a extracdo a partir da extracao realizada nas condi¢des do ponto 6timo;
avaliar o uso de nanofiltragdo para a concentracdo dos compostos fenolicos do
extrato;

caracterizar as fragdes obtidas no processo com membrana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este Capitulo apresenta os fundamentos teéricos relacionados a producao de cerveja,
compostos fenodlicos e capacidade antioxidante, além de metodologias para extracdo e
concentragdo de compostos bioativos. Devido ao grande interesse dado recentemente a um dos
compostos bioativos do Iupulo, o xanthohumol (XN), uma revisao da literatura com suas
caracteristicas e beneficios para consumo humano, principais técnicas de extracdo e suas
vantagens e limitagdes, além da prospeccao de estratégias de recuperacao deste composto de a
partir de residuos solidos da fabricagdo de cerveja, foi realizada. Grande parte das informacgdes
trazidas neste Capitulo foi compilada em um artigo cientifico intitulado “Xanthohumol
properties and strategies for extraction from hops and brewery residues: A review”, publicado

em outubro de 2022 na revista Food Chemistry (Fator de impacto 9,231).

2.1  PRODUCAO DE CERVEJA

2.1.1 Aspectos gerais

Conforme o Decreto n°® 6.871, de 4 de junho de 2009, a cerveja ¢ definida como bebida
obtida pela fermentacdo alcoodlica do mosto cervejeiro oriundo do malte de cevada e agua
potavel, por agdo da levedura, com adi¢do de lupulo (BRASIL, 2009).

O setor cervejeiro do Brasil tem demonstrado expressivo crescimento nos ultimos
anos. Em 2021, contabilizou um mercado de R$180 bilhdes, cerca de 2,1% do PIB nacional, no
qual a industria cervejeira vendeu 14,8 bilhdes de litros de cerveja (BRANDAO, 2021). Em
2020, houveram 174 novas cervejarias registradas. No pais, a maior concentracdo destes
estabelecimentos estd localizada na regido Sul-Sudeste, sendo Santa Catarina a quarta colocada,
com 175, seguida por Minas Gerais (178), Rio Grande do Sul (258) e Sao Paulo (285) (BRASIL,
2021). Segundo proje¢des realizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), o crescimento no numero de cervejarias pode variar entre 19 e 36% por ano,
alcancando um total de 7504 cervejarias no ano de 2025 (BRASIL, 2021). Os niimeros sao
significativos e fazem com que o Pais mantenha sua posigao de terceiro maior produtor mundial
de cervejas (BRASIL, 2021).

A cevada pode ser parcialmente substituida por outros tipos de cereais, maltados ou
nao maltados, denominados adjuntos, como milho, arroz, trigo, aveia ou sorgo, cujo emprego

ndo poderd ser superior a 45% em relacdo ao malte de cevada, sendo esta principal fonte de
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acucares. Esse procedimento ¢ adotado por razdes econdmicas ou pela inten¢do de conferir
caracteristicas sensoriais distintas (MUSSATTO; ROBERTO, 2006; SIQUEIRA et al., 2008).
De maneira geral, o processo produtivo pode ser descrito em 8§ etapas, as quais estdo mostradas

na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma geral do processo de produgdo de cerveja.
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=]

Filtracao

Trub quente I

Whirpool

l Lipulo

Levedura residual

Levedura

Filtragao

Fonte: Adaptado de Marson et al. (2020)

Durante a moagem, o malte tem seu tamanho reduzido visando tornar suas particulas
acessiveis a agua, expondo toda a por¢do do endosperma e facilitando a atuagdo das enzimas.
Na etapa de mosturagdo, que consiste na mistura dos graos moidos em agua, o bindmio
temperatura e tempo € controlado (entre 40 e 72 °C e de 30 a 90 minutos) visando ativar
diferentes grupos de enzimas para realizarem o processo de hidrolise, em particular de
carboidratos complexos. A finalizacdo da etapa ocorre entre 76 e 78 °C para inativagao
enzimatica. A mistura ¢ entdo direcionada para a etapa de filtragdo, resultando na geragao do
bagaco do malte, um dos residuos da industria cervejeira amplamente investigado como fonte
de compostos de interesse para a industria alimenticia. Logo apo6s, inicia-se a etapa de fervura,
na qual o lupulo (Humulus lupulus L.) é adicionado para extrair compostos de sabor e amargor,

bem como diminuir o gosto doce e enjoativo do mosto. Nesse estdgio também ocorre a
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concentragdo e estabilizacdo do mosto cervejeiro a partir da coagulagdo das proteinas. No
estagio de whirpool, algumas proteinas agregadas, lipulos e outros solidos sao separados, sendo
formado entdo outro subproduto, o trub quente, o qual possui significativa atividade bioldgica
(MARSON et al., 2020; MUSSATTO; ROBERTO, 2006).

O mosto ¢ entdo resfriado para evitar a oxidacao e aerado para adicionar as leveduras
e iniciar a etapa conhecida como fermentagdo. Nesse processo, os agucares sao convertidos em
alcool etilico e dioxido de carbono, além de outras centenas de reagdes paralelas que conferem
ao produto sabor e aroma distintos. Esta etapa normalmente leva cerca de 3 a 15 dias para ser
concluida, variando com o tipo de cerveja produzida. Leveduras e outras particulas decantam
no fundo do tanque de fermentagao ou ainda flutuam até a superficie, constituindo outro
subproduto, a levedura residual (FERREIRA ef al., 2010). Em seguida, a cerveja segue para o
tanque de maturagcdo, em baixas temperaturas, permitindo o desenvolvimento do sabor,
encorpamento e a insolubilizacdo de proteinas e polifendis. Aqui também ocorre a separagao
dos precursores da turbidez na cerveja crua, por meio de filtragdo, seguida de pasteurizagdo e

finalmente o engarrafamento (MARSON et al., 2020; MATHIAS, 2015; VIVIAN et al., 2016).

2.1.2 Residuos da industria cervejeira

Apos as etapas de processamento, a matéria-prima esgotada se torna residuo da
industria cervejeira, sendo que os principais residuos solidos gerados sao o bagago do malte, o
trub e a levedura esgotada, totalizando entre 137 a 173 toneladas para cada 1.000 toneladas de
cerveja produzida, representando em torno de 14 a 17% do volume total (JURADO;
SORENSEN, 2012). Ainda, se a cervejaria utiliza a técnica de dry hopping, ha geragdo de outra
fracdo de residuos, os lupulos esgotados (MACHADO et al., 2019). Os residuos sdo retirados
da cervejaria e geralmente destinados, em parte, a alimentacdo animal, descartados em aterro
ou tratados em sistemas bioldgicos de decomposi¢do, fins que ndo contribuem para a
sustentabilidade da cadeia e geram custos significativos. Se por um lado o material residual
gerado na cervejaria € considerado “esgotado” em relagdo aos compostos de maior interesse
pra cerveja, ainda contém quantidades consideraveis de variados compostos que podem ser de
valia para outras industrias, ou até mesmo para a propria industria cervejeira (CIMINI;
MORESI, 2021). Alguns exemplos incluem ingredientes bioativos como &cidos fenolicos
presentes no malte (4cido hidroxicindmico, 4cido p-cumarico, acido sinaptico e caféico)
(BARTOLOMEE et al., 2002; SZWAJGIER; BOROWIEC, 2012), aminoacidos e peptideos
presentes nas leveduras (AVRAMIA; AMARIEI, 2021), proteinas e compostos fenolicos, como



22
o xanthohumol, presentes no #ub e Ilupulos esgotados (MOENS et al, 2020;
WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018). A Tabela 1 apresenta a composi¢ao quimica

dos trés principais residuos gerados na cervejaria.

Tabela 1 - Composi¢ao quimica dos principais residuos gerados na cervejaria.

Componente (unidade) Bagaco de malte Trub quente/ Lupulo gasto Levedura esgotada
Mistura (g/100g) 75-90 80-90 74 — 86
Carboidratos (g/g DM) 0,45-0,61 0,20 0,40
Proteina (g/g DM) 0,14-0,30 0,40 -0,70 0,15-0,49
Gordura (g/g DM) 0,06 —0.13 0,05 0,04 -0,10
Cinzas (g/g DM) 0,01 - 0,05 0,06 — 0,25 0,02 - 0,09
Fibra total (g/g DM) 0,44 - 0,84 0,23 -0,26 0,25-0,53

Quantidade gerada

(kg/hL de cerveja) 14-15 0,2-04 2-4

Mistura: residuos com mosto; DM: malte seco; hL: hectolitro
Fonte: Adaptado de Cimini e Morsei (2021)

O bagacgo de malte representa uma fracdo de 30% (m/m) de residuo do grao maltado
inicial, sendo normalmente vendido ou cedido para alimentagdo animal, adubacdo do solo, em
menores propor¢des para elaboragdo alimentos funcionais, ou ainda, descartado em aterros.
Devido a alta quantidade anual, o baixo valor comercial e a conscientizacdo ambiental fazem
com que o bagaco represente um coproduto de alto valor nutricional, podendo ser cada vez mais
valorizado (COSTA et al., 2020; FARCAS et al., 2017).

A levedura esgotada, quando comparada ao bago do malte, tem um teor muito maior
de proteinas, vitaminas e aminodcidos, sendo largamente empregada na alimentagdo animal e
suplementagdo alimentar apds secagem. Porém, a adi¢ao do levedo em produtos alimentares €
limitada pela quantidade de acido nucleico. A ingestdo de acido ribonucleico (RNA) por
humanos pode levar ao desenvolvimento de uma doenga reumatica conhecida popularmente
como “gota”, uma vez que este ¢ metabolizado em éacido trico (MUSSATTO, 2009).

O residuo conhecido como #rub quente € obtido apds a fervura do mosto, etapa na qual
o lapulo é adicionado. E nessa etapa que os metabdlitos secundarios do lapulo sdo
transformados em compostos de amargor, proporcionando estabilidade da espuma e
conservagdo da bebida. Muitos desses metabolitos podem ser oxidados e/ou precipitados.
Porém, outras substancias de interesse podem ser degradadas devido as diferentes condigdes do
processamento, sendo dificil tragar um padrdo dos componentes do lapulo apds a fervura (DE
KEUKELEIRC, 2000; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015). Cerca de 85% dos
constituintes do lapulo nao sdo solubilizados no mosto e sdo descartados juntamente com trub

quente. Alguns exemplos incluem as lupulinas e os B-acidos, que ndo sdo soliveis no mosto
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devido ao seu pH (pH = 5,2) e ndo sdo isomerizados na etapa de fervura devido a auséncia de
um alcool terciario em seu nucleo aromatico. Outro ponto importante ¢ seu carater mais
hidrofobico, devido a sua cadeia isoprenila adicional, quando comparada aos a-acidos (Figura

2) (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019).

Figura 2 - Estrutura quimica dos a e B acidos, principais constituintes do Iupulo.

a-dcidos R B-acidos
Humulona CH,CH(CH,); Lupulona
Cohumulona CH(CH:): Colupulona
Adhumulona CH(CH;)CH;CH; Adlupulona

Fonte: Adaptado de Costa et al. (2020)

Assim, o trub apresenta compostos insoliiveis como proteinas de alta massa molecular
que quando submetidas a temperaturas elevadas, perdem dgua de solvatagdo e sdo desnaturadas,
além de outras substancias solubilizadas do lipulo, polifendis, carboidratos, minerais e tragos
de acidos graxos (COSTA et al., 2020). Além do trub, lapulos utilizados pelas cervejarias na
técnica de “dry hopping” na produ¢do de diversos estilos de cerveja, como Indian Pale Ale
(IPA) e American Pale Ale (APA), tém gerado elevadas quantidades de residuo com alta
capacidade de recuperagdo de compostos de elevado valor nutricional, principalmente porque
a técnica utiliza os lupulos na sua forma natural, em flor, e € realizada em baixas temperaturas
(MACHADO et al., 2019).

Considerando-se os residuos gerados na indistria cervejeira e seu impacto ambiental
negativo, o trub e os lipulos esgotados ainda sdo pouco explorados com relagdo as suas
caracteristicas e possibilidades de recuperacdo de compostos de interesse. Os teores e tipos de
compostos presentes no trub sdo influenciados pelo tipo de malte, tipo de moagem, tipo e
concentragdo de lupulo, processos utilizados na producdo da bebida, entre outros (MUDURA;

COLDEA, 2015), evidenciando a necessidade de investigagdo de técnicas que possibilitem
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recuperar compostos e agregar valor a estes residuos. Entre as técnicas de extragdo, a utiliza¢ao
de solventes “verdes”, associada a processos de concentracao/purificacdo baseados em

membranas ¢ altamente promissora.

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Compostos fenolicos sao moléculas largamente encontradas em matrizes vegetais,
sendo que existem aproximadamente 8000 estruturas fenolicas distintas. Estes estao recebendo
crescente aten¢do de pesquisadores, uma vez que estdo relacionados com as caracteristicas
sensoriais de alimentos e bebidas, bem como suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas
e sedativas (CAMELO-SILVA et al., 2020).

Por serem substancias originarias do metabolismo secundério de plantas, participam
ativamente do crescimento, reprodugdo e pigmentacao e sdo sintetizadas como uma resposta de
defesa do organismo em condigdes de estresse, infec¢des, ferimentos, entre outras (COSTA et
al., 2020). Estas estruturas apresentam em sua cadeia pelo menos um anel aromatico ligado a
grupos hidroxila (-OH). Podem ser moléculas simples de baixa massa molar, como exemplo o
acido galico, até moléculas com maior grau de polimerizacdo como os glicosideos e proteinas
(COSTA, 2017; MARSON et al., 2020; MATHIAS, 2015).

Devido a sua diversidade estrutural, resultante de varias combina¢des encontradas na
natureza, os compostos fendlicos podem ser classificados em vérias classes, incluindo fendis
simples, acidos fenolicos (derivados do 4cido benzodico e cindmico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados, lignanas e ligninas, conforme mostrado na
Figura 3 (AREND, 2016; COSTA et al., 2020).

Os flavonoides sdo compostos fenolicos, representando uma grande classe de
metabolitos secundarios de plantas (ARRUDA et al., 2021; RODRIGUES et al., 2021) que
podem desempenhar uma variedade de fungdes, como antioxidantes, agentes antibacterianos,
fotorreceptores e agentes de protecdo a radiacdo ultravioleta (ALMEIDA et al., 2020;
WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-agent

25

Figura 3 - Classificagdo de compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal.
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Fonte: Adaptado de Arend (2016).

A estrutura principal desses compostos consiste em dois anéis aromaticos (A e B), que
sdo unidos por trés dtomos de carbono e um atomo de oxigénio para formar um heterociclo
oxidado (C) chamado nucleo flavano (Figura 4) (COSTA et al., 2020; KARABIN et al., 2013).
Esses trés anéis podem ser substituidos por grupos -OH, mais comumente seus atomos de
carbono 3’, 4°, 5°, 5 e 7, seguidos por metil, prenila, isoprenila e metoxi. A solubilidade dos
flavonoides aumenta com o numero de grupos -OH e liga¢des glicosidicas, enquanto sua
hidrofobicidade aumenta com os grupos metil, prenila e/ou isoprenila (AREND, 2016; COSTA
et al., 2020; KARABIN et al., 2013).

Figura 4 - Estrutura basica de um flavonoide.

Fonte: Adaptado de Karabin (2013)



26

A atividade biologica dos flavonoides estd intimamente relacionada a sua estrutura
quimica, portanto, pequenas alteracdes estruturais podem levar a alteracdes em sua atividade
(KARABTN et al., 2013; LEGETTE et al., 2014; RODRIGUES et al., 2021). Os compostos
fenolicos do lupulo, o qual representa cerca de 4% em massa seca das flores, podem ser
distribuidas em subgrupos, como flavonoides, flavan-3-ois, taninos e acidos fendlicos
(DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019). No lapulo, os compostos fenolicos distribuem-se
nas pétalas e no eixo central do cone de lupulo, exceto os prenilflavonoides, como o XN, a ser
destacado a seguir, encontrado majoritariamente nas glandulas de lupulina.

Os compostos fenodlicos do lupulo e do malte sdo responsaveis pela atividade
antioxidante do mosto e da cerveja, protegendo-os de processos oxidativos, melhorando
também a sua estabilidade e sabor (MARSON et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2008). Em
resumo, os acidos fendlicos de baixa massa molar oriundos do lupulo possuem potencial de
sequestrar radicais livres, inibir as lipoxigenases e quelados metélicos de transi¢ao relacionados
a processos oxidativos. Por outro lado, os fenolicos de alta massa molar do lupulo podem reagir
com proteina da cerveja, promovendo a instabilidade coloidal e turbidez (DURELLO; SILVA;
BOGUSZ JR., 2019; KEUKELEIRE, 2000).

O xanthohumol ¢ uma chalcona natural, exclusiva do lupulo, e originada do composto
base 1,3-difenil-2-propileno. A ingestdo dessa chalcona tem se mostrado altamente promissora
em dietas quimiopreventivas (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019; SIQUEIRA et al.,
2008). A Figura 5 retrata a flor do lupulo, a estrutura quimica do XN e os principais efeitos
farmacologicos que desempenham um papel importante na area da satde (WEISKIRCHEN et
al., 2015).

A literatura aponta varios beneficios do XN (Figura 5) e alguns deles sdo mostrados e

especificados na Tabela 2.
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Figura 5 - Potenciais beneficios do xanthohumol para saide humana.
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Fonte: Criado com BioRender.com e propria autoria
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Tabela 2 - Bioatividade e efeitos farmacoldgicos do xanthohumol e outros compostos do

lupulo relatados na literatura.

Bioatividade e efeitos
farmacolégicos de XN

Ac¢ao relatada na literatura

Referéncia

Prevengdo de doengas cardiacas

Elimina espécies que reagem com o oXxigénio
devido a elevada atividade antioxidante e
antienvelhecimento

(LIU et al., 2019)

Preveng@o de infecgdes do sistema
respiratorio

Inibe e ativa o potencial de fibroblastos cardiacos
induzido por citocinas pro-fibroticas mediadas por
sinais de mecanismos subjacentes

(JIANG et al.,
2020)

Melhora do trato intestinal

Suprime a replicagdo do virus sincicial respiratorio
e a liberacdo de citocinas e quimiocinas (pro-
inflamatorias IL-8 ¢ RANTES, respectivamente)
das células epiteliais nasais humanas, efeitos

(FUCHIMOTO et
al., 2013; ROJ et

. . al.,2015)
antimicrobianos que, por sua vez, promovem
melhorias no trato intestinal
R
Modulagdo de proteinas e enzimas . . . P A PAGE, 2004;
desintoxicagdo carcinogénica ¢ inibicdo da

ligadas ao tumor

ciclooxigenase e fornecendo sinais de estrogénio
inibidos pela brefeldina

YOSHIMARU et
al., 2014)

Resisténcia ao cincer de mama

Confere resisténcia a doxorrubicina causada por
células de cancer de mama infectadas

(LIU et al., 2016)

Anticancerigeno e anti-
inflamatorio

Fornece fortes atividades anti-inflamatorias e
anticancerigenas que podem inibir a ativagdo do
receptor Toll-like 4 e desempenhar um papel
importante no sistema imunolégico

(CHEN;
LIU, 2018)

KAOQ;

Protecgdo hepatica

Tem um efeito toxicoldgico em doencas do figado
humano

(ZENGER et al.,
2015)

Antiobesidade

Controla a obesidade induzida por figado
gorduroso e dieta, suprimindo a ativacdo da
proteina de ligacdo do elemento regulador de
esterol

(MIYATA et al,
2015)

Prevengdo da doenga de
Alzheimer

Tem carater inibitério e neuroprotetor para a
agregacgdo PB-amildide de XN e seus derivados na
doenca de Alzheimer

(WANG et
2019)

al.,

Bioatividade e efeitos farmacologicos de Acidos amargos, 2-metil-3-buten-2-ol, alguns terpenos de éleo
essencial de ltipulo (linalol e mircenol)

Efeitos sedativos e
neurofarmacoldgicos

Interage na modulagdo da resposta do receptor
GABAA.

Promove interagdo de alguns compostos do liipulo
com os receptores de melatonina e serotonina e
com receptores glutamatérgicos ionotrépicos

(BOCQUET et al.,
2019)

Bioatividade e efeitos farmacolégicos de 8-prenilnaringenina e IXN

Atividades estrogénicas e
relacionadas a osteoporose

Forte afinidade de ligagdo para os receptores de
estrogénio (em particular ER a).

Exerce uma inibi¢do da atividade da aromatase,
enzima envolvida na conversdo de androégenos em
estrogenos.

A atividade anti-inflamatéria desses compostos
também pode redundar na prevencdo da
osteoporose

(BOCQUET et al.,
2019)
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E importante destacar que, durante o processo de produgio da cerveja, a maior fragio
do XN presente no lapulo sofre um processo reacdo de isomerizacao térmica das chalconas em
flavonas, resultando em isoxanthohumol (IXN) (Figura 6) (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR.,
2019).

Figura 6 - Reagdo de isomerizagdo térmica do xanthohumol em isoxanthohumol.

OH OH

OH
Xanthohumol Isoxanthohumol

Fonte: Adaptado de Durello, Silva e Bogusz Jr (2019).

Embora o processo cervejeiro ndo tenha interesse direto no XN, ele e seus isdmeros
(IXN e compostos relacionados) tém despertado continuo interesse devido as propriedades
farmacologicas. A concentracao desse composto na cerveja € geralmente insuficiente para ter
efeitos farmacologicos e de saude. Por outro lado, o flavonoide prenilado IXN também
apresenta atividades biologicas na cerveja, sendo um precursor fitogénico na dieta e tendo
propriedades anti-inflamatérias (GIL-RAMIREZ et al., 2012). Ainda, grande parte desses
compostos se perdem no trub (COSTA et al., 2020), o que evidencia a importancia desta
pesquisa.

Devido a importancia do XN e do IXN, um artigo de revisdo cientifica com foco em
apresentar as caracteristicas e beneficios para o consumo humano, e discutir as principais
técnicas de extragdo, suas vantagens e limitagcdes, para prospectar estratégias de recuperagao
desse composto de alto valor agregado a partir de residuos solidos cervejeiros foi elaborado e
redigido, intitulado “Xanthohumol properties and strategies for extraction from hops and
brewery residues: A review”. Esse artigo foi submetido e publicado online na revista Food

Chemistry em outubro de 2022 (VICENTE DE ANDRADE SILVA et al., 2022).
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23 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante ¢ definida como a capacidade de protecdo que alguns
compostos bioativos oferecem contra o efeito nocivo dos radicais livres, quando presentes em
concentragdes menores que o substrato (COSTA et al., 2020; MAIA, 2020).

Os antioxidantes podem atuar de duas maneiras distintas: primdria ou secundaria. Na
primaria, os antioxidantes podem interromper as cadeias reativas, caracterizadas pela doagao
de elétrons ou hidrogénio e/ou reagindo com os radicais livres. Na secundaria, o antioxidante
tem a sua atuacdo no oxigénio da molécula, podendo realizar a captura do oxigénio, a
decomposi¢do de hidroperoxidos e/ou a desativagdo do oxigénio singlete, conferindo entdo
protecdo contra efeitos nocivos (ALMEIDA et al., 2020; GERHAUSER, 2009; LEGETTE et
al.,2014).

Os antioxidantes sintéticos, como BHT (2,6-diterc-butil-p-creso) e BHA (2,3-terc-
butil-4-hidroxianisol), sdo amplamente utilizados no setor industrial, sendo capazes de proteger
Oleos e gorduras dos produtos, impedindo a alteracdo na forma, sabor ou odor. O maior
problema no consumo destes aditivos sintéticos € a sua relagdo com aumento na incidéncia de
cancer, induzido pela modificagdo do DNA (MAIA, 2020). Com a atual tendéncia de reduzir
ou evitar os antioxidantes sintéticos, diversos estudos tém sido realizados visando a utilizagcao
de residuos agroindustriais com aplicacdes diretas ou recuperados que possuem compostos
bioativos naturais como matéria-prima, obtendo ndo apenas beneficio a saide humana pelo uso
de um composto antioxidante natural, mas também pela contribui¢cao de uma economia circular
promovida no setor (MAIA, 2020).

Dentre os diversos métodos espectrofotométricos in vitro para avaliagdo da atividade
antioxidante total, os mais utilizados sdo por meio da reducdo de radical DPPH (2,2-difenil-1-
picrylhydrazil) (Figura 7) e ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico))
(Figura 8) (RUFINO, M. DO S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S. DE; MORAIS, S. M. DE;
SAMPAIO, C. DE G.; PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, 2007a, 2007b). Estes
métodos tém como principio de agdo a transferéncia de elétrons e sdo quantificados pelo
consumo de radicais livres uma vez que um agente oxidante ¢ adicionado a solu¢ao, e os agentes
antioxidantes (DPPH e ABTYS) sao reduzidos, sofrendo mudangas em sua coloragao (AREND,
2016).
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Figura 7 - Estabiliza¢ao do radical livre DPPH por dissolucao do reagente em meio organico.
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Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007b)

Figura 8 - Estabiliza¢do do cation radical ABTS" reagindo com um antioxidante e sua

formacao pelo persulfato de potassio.
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Costa et al (2020), ao compararem os métodos ABTS e DPPH na determinacdo de
compostos fenolicos do #rub, verificaram valores inferiores de CEso (concentragdo eficaz) em
extrato etanolico bruto (EEB), fragdes hexanicas (Hex), acetato de etila (AcOEt), butanol
(BuOH) e extrato aquoso para o segundo caso. A pesquisa também indica que ndo houve
diferenca estatistica entre as concentragcdes de CFT do extrato alcodlico bruto e padrao (acido
galico) para as metodologias utilizadas. Porém quando comparadas as fracdes hexanicas e o
extrato aquoso, foi observado que nao houve proporcionalidade dos resultados (indicado pela
correlacdo de Spearman) para ambos os métodos, havendo a necessidade de utilizar outros
métodos para a determinagdo da atividade antioxidante (COSTA et al., 2020). Os resultados
indicaram que os compostos antioxidantes presentes no trub podem ndo pertencer a mesma
classe, confirmando que a maioria desses compostos sao moderadamente a altamente polares.
(COSTA et al., 2020; RUFINO, M. DO S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S. DE; MORALIS, S.
M. DE; SAMPAIO, C. DE G.; PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, 2007a).
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As pesquisas relacionadas ao trub quente ou outros subprodutos contendo lipulo em
cervejaria que apontam o seu valor biologico ainda sdo escassas, fazendo-se necessario uma
investigacao do perfil destes subprodutos. Ainda, ¢ importante caracteriza-los adequadamente,
conhecer o potencial de aplicacdes e das contribui¢des que podem oferecer, tendo em vista o

elevado volume deste residuo gerado pelo setor cervejeiro.

24 METODOLOGIAS POTENCIAIS PARA EXTRACAO DE BIOATIVOS

A recuperagdo de compostos fenolicos a partir de subprodutos da cervejaria requer
varias etapas (operagdes unitarias), comecando por uma extra¢do solido-liquido, seguida por
métodos de separacdo/purificacdo (geralmente cromatografia, precipitagdo e cristalizacdo)
(STEVENS; PAGE, 2004; TRONINA et al., 2017). Inerente ao processo esta o uso de solventes
organicos volateis (cloroformio, cloreto de metileno, metanol, éter dietil, acetona e hexano),
que sdo toxicos e ndo contribuem para um processo sustentavel (CHEN et al., 2012;
GRUDNIEWSKA; POPLONSKI, 2020; KOUTSOUKOS et al., 2019). As questoes
toxicologicas e ambientais causadas pelo uso de alguns solventes organicos tém sido o
precursor da busca por alternativas mais verdes (ROJ et al., 2015; SANZ et al., 2019).

Para isso, métodos emergentes de extragdo como o ultrassom, micro-ondas e agua
quente pressurizada estdo sendo utilizados para obtengdo de compostos valiosos de subprodutos
da cervejaria. Estes sdo estudados visando economizar tempo e energia, além de reduzir a
quantidade de solvente utilizado (KHAW et al., 2017; ROCHA et al., 2018; SETTE et al.,
2020).

A Tabela 3 retrata os principais estudos sobre a recuperacdo de moléculas ativas de
lapulo e subprodutos cervejeiros em diferentes fontes. Detalhes da técnica de extragdo assistida

por ultrassom, a ser utilizada nesta pesquisa, sdo apresentados a seguir.
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Tabela 3 - Visao geral dos métodos de recuperacao de moléculas ativas de lupulo e subprodutos cervejeiros sendo investigados.

Amostra

Procedimento de

Condicdes do

Produto recuperado e

< ~ Método analitico Referéncia
extraciio processo concentracdes
Etanol, agua e 50% etanol + 40 kHz em 25 °C por XN:
ultrassonicagéo 1 min 0.5-7mgg’!
Cone de lupulo seco HPLC-DAD (CARBONE et al., 2020)
Etanol, agua e 50% etanol + 40 kHz em 25 °C 0.3-19mgg’!
micro-ondas porl min
, Extragdo com solventes 500 ppm em 60 °C XN: (GRUDNIEWSKA;
Lupulo gasto eutéticos profundos (DES) por 60 min 1-23mgg! HPLC POPLONSKI, 2020)
HPLC-DAD
o, .
Levedura gasta 93% etanol + 10 min XNe LXN: HPLC-MS/MS (HSU; KAO, 2019)
ultrassonicagao 82 -99%
Lupulo, cervejas de Metanol + XN: HPLC-DAD
; . . 30 min em 25 °C 0.1-12.7mgg"! SPLE-HPLC-DAD (LOUREIRO et al., 2019)
suplementos alimentares banho ultrassonico 1
0.03-0.07mgL
Liipulo Etanol sob refluxo 400 W em 48 °C por XN HPLC-HSCCC (CHEN et al., 2012)
30 min 93 %
XN:
0.01-190mg g
~ . 10.7 MPa em HPLC-DAD :
Pellets de lipulo Extragao com dgua eetanol 5 " 0 o . HPLC-MS/MS (GIL-RAMIREZ et al.,
Pressurizagao . IXN: 2012)
30 min 1
23-51mgg
, Metanol + . XN e IXN: HPLC-DAD
Extrato e capsulas de lipulo banho ultrassénico 30 min 96 - 100% (DHOOGHE et al., 2010)
XN:
, , Metanol-acido féormico 0.06-3.5mg g’ ~
Lupulgéi?gglge%ilzt'z’s trub (99:1, v/v) + 10 min HPLC (MAGA;(I)—{)/;;ES etal.,
q J ultrassonicagao IXN:
1.5-4.6mgL"!
Metanol-acido féormico HPLC-DAD %
Lipulo (99:1, v/v) + 30 min N HPLC-ESI-MsMs ~— (MAGALHAES eral,
L 3.7mg 100 g 2007)
ultrassonicacao
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Amplitude-80% Isohumulonas
, Metanol + P o ’ Humulonas (ANIOL; ZOLNIERCZYK,
Lupulo gasto S em 23 °C por HPLC
ultrassonicagao 5 60 min Lupulonas 2008)
78 — 86%
, Etanol + 400 W em 75 °C Polifendis .
Lupulo Micro-ondas porl min 829, UV-vis (CARBONE et al., 2020)
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2.5 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) tem se mostrado um método rapido para
extrair compostos bioativos de matrizes vegetais. Possui baixo custo, alto desempenho de
extracdo, alta reprodutibilidade e baixo gasto energético, mantendo a qualidade de extragdo
mesmo em escala industrial (ALMEIDA et al., 2020; WANG et al., 2008). O mecanismo de
sonicacao, atribuido as ondas acusticas, promove a cavitacdo que colapsa a matriz vegetal
aumentando a taxa de recuperagao de compostos fenolicos pelo solvente (CHEMAT; ZILL-E-
HUMA; KHAN, 2011). Normalmente, o dispositivo extrator usado para sonicagdo ¢ um
dispositivo ultrassonico, banho ou sonda, em escala laboratorial, ou sonda em escala industrial,

como mostrado na Figura 9.

Figura 9 - Representacdo e fotografia de equipamento de extragdo assistida por ultrassom
(EAU).
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Fonte: Criado com BioRender.com e adaptado de (AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017; CHEMAT et al., 2017)

A eficiéncia da EAU pode ser influenciada pela temperatura, tempo, polaridade do
solvente, poténcia, frequéncia, entre outros, com efeitos independentes ou interativos
(ALMEIDA et al., 2020; WANG et al., 2008). Carbone et al. (2020) ao estudar a extracao de
biocompostos de cones de lupulo, mostraram que ha uma dependéncia entre as condi¢des de
operagao ultrassonica (por 30 min a 25 °C e 40 kHz) e o solvente utilizado, uma vez que esta

técnica aumenta a eficiéncia de extragdo, pela qual diferentes perfis bioativos podem ser obtidos
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e, portanto, adaptado para fins especificos. Teores de polifendis totais iguais a 8, 12 e
20 mg GAE g! foram obtidos para 4gua, agua e etanol (50:50) e apenas etanol,
respectivamente. No entanto, a combinacdo de 80% de metanol aquoso com maceracdao
dindmica (30 min a 25 °C) operando a 300 rpm e EAU durando 30 min, 25 °C e 40 kHz,
apresentaram um teor de polifendis total de 29 mg GAE g!, valor superior ao encontrado
quando utilizando o solvente etanol:agua. Os autores relatam que a escolha do solvente utilizado
na extracdo de compostos a partir de matrizes vegetais € restrita, com metanol e etanol sendo
os principais solventes utilizados na extragdo de compostos bioativos, por terem um ponto de
ebulicdo ndo superior a 70 — 75 °C, uma vez que acima dessas temperaturas ha degradacao ou
interacao covalente com outros constituintes da matriz polifenolica. Além disso, ha uma baixa
polaridade dos polifenois que facilita a solubilidade por solventes como metanol e etanol. No
entanto, o metanol ndo € permitido em aplicacdes alimentares, enquanto o etanol € um solvente
adequado para aplicacdes de grau alimentar (AL-DHABI; PONMURUGAN; MARAN
JEGANATHAN, 2017; CARBONE et al., 2020).

Chen et al. (2012) realizaram uma extragdao em ultrassom (400 W, 40 °C, 30 min)
utilizando po de lapulo seco e um solvente hidroalcdolico e apds o procedimento de isolamento
com HSCCC (high-speed countercurrent chromatography), o rendimento de extragdo de XN
foi de 93%. Magalhaes et al. (2008) caracterizaram os compostos bioativos de cervejas (claras
e escuras) fortificados com padrdoes XN em diferentes por¢des, posteriormente as amostras
foram submetidas a extragdo ultrassonica (condi¢des operacionais ndo mostradas) utilizando
70% de metanol aquoso durante 15 min, observando valores de recuperagao desta chalcona de
95 a 97%.

Os pesquisadores tém relatado que a extragdo assistida por ultrassom tem vérias
vantagens em relagcdo a extragao convencional de solventes, incluindo reducao do consumo de
solventes e tempo de extragdo, permitindo maior exposi¢ao do composto de interesse, além de

maior recuperagao.

2.6 PROCESSO DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

Os processos de separagdo por membranas (PSM) sdo cada vez mais utilizados para
recuperag¢do de compostos proteicos, pectinas, compostos fendlicos e compostos antioxidantes
de residuos agroindustriais (OCHANDO-PULIDO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2021).

O principio dos PSM estéd baseado na passagem de uma corrente de alimentagdo sobre

uma barreira seletiva, separando-a em duas fases: a corrente que atravessa a membrana,
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conhecida como permeado, € a que possui solutos retidos pela barreira, denominado retido ou
concentrado (AREND, 2016; KNAPP, 2020).

Os PSM podem ser caracterizados por dois tipos de filtracdo: convencional (dead-end
filtration) e tangencial (crossflow filtration), sendo diferenciados pela dire¢do em que a corrente
de alimentacdo escoa (Figura 10a e b). Na filtragdo convencional, o fluido escoa
perpendicularmente @ membrana, proporcionando o acimulo de material particulado na
superficie, sendo necessario interromper o processo para limpeza com maior frequéncia
(AREND, 2016). Na filtragao tangencial, o fluido escoa em altas velocidade de maneira paralela
a membrana, favorecendo que ocorra o arraste de particulas que tendem a se depositar na

superficie (AREND, 2016; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

Figura 10 - Filtragdo por membrana a) Filtragdo convencional (dead-end filtration) e b)

filtragdo tangencial (crossflow Filtration).
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Fonte: Criado com BioRender.com e adaptado de adaptado de AREND (2016). OBS. Desenho representativo,

pois a membrana nio necessariamente possui poros.

Os processos que envolvem membranas se destacam por apresentar vantagens como
baixo consumo de energia e menor custo operacional, utilizam temperaturas amenas, possuem
alta eficiéncia e seletividade (CIMINI; MORESI, 2020). As principais técnicas utilizadas no
tratamento de fluidos liquidos, microfiltracdo (MF), ultrafiltragdo (UF), nanofiltracdo (NF) e
osmose inversa (OI), ttm como for¢ca motriz a diferenga de pressao hidraulica, utilizada de
acordo com as caracteristicas das membranas e o tamanho dos poros (Figura 11) (CIMINI;

MORESI, 2020; HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006; OCHANDO-PULIDO et al., 2017).
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Figura 11 - Processos de separagdo por membranas aplicados no tratamento de fluidos

liquidos, com indicativo de uso e pressao aplicada.
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Fonte: Criado com BioRender.com ¢ adaptado de Adaptado de Arend (2016) e Habert, Borges ¢ Nobrega (2006).
OBS. Tamanho de poros varia dependendo da literatura. Membranas de NF e OI sdo geralmente consideradas

densas.

Membranas de osmose inversa e de nanofiltracdo tém sido utilizadas para a separacdo
de compostos bioativos de diversas fontes. Alguns exemplos incluem compostos fendlicos,
flavonoides, antocianinas e 6leos essenciais (AREND, 2016; MUNOZ et al., 2021; TAPIA-
QUIROS et al., 2022b). Arend (2016) e Cimini & Moresi (2014, 2015) afirmam em seus
estudos que sucos e bebidas fermentadas de frutas contém agua, etanol e pequenas fragdes de
acido acético, acido latico e compostos de baixo peso molecular, permitindo o uso membranas
de NF e OI para a separagdo de alcool em baixa temperatura, sem a alterar as propriedades
sensoriais da amostra inicial. Entretanto, moléculas maiores como agucares, aromas ¢
compostos fendlicos, ficam retidos na membrana gerando um aumento na pressdo osmotica e
polarizacdo de concentragdo em sua superficie (LI et al., 2020; OCHANDO-PULIDO et al.,
2017).

O uso de processos de separacao baseados em membranas na industria cervejeira tem

sido cada vez mais frequente em diversas operacdes, como na clarificacdo, esterilizacao a frio



39

na remog¢ao de etanol, recuperacdo de leveduras, entre outros usos, como bem abordado no
artigo de revisdo de Ambrosi et al. (2014). Em relagdo a nanofiltracdo, processo considerado
nesta dissertacdo, tem sido utilizada no controle do teor alcodlico, na remog¢ao parcial de
acucares, na reducdo da acidez volatil e acidificagio (CONIDI; CASTRO-MUNOZ;
CASSANO, 2020). Recentemente, Sanchez et al. (2021) investigaram um projeto conceitual de
processo hibrido envolvendo desalcoolizagao de cerveja /lager por nanofiltragdo, seguida de
aprimoramento do permeado por destilagdo, cujo desempenho econdmico e ambiental
provaram ser promissores.

Tendo em vista o potencial de recuperagdo de compostos bioativos a partir de residuos
da agroindustria, mesmo com todas as alternativas de processamento e obtengdo de subprodutos
de alto valor agregado, existem poucos relatos na literatura sobre métodos de extracao,
concentragdo ou purificagdo de compostos bioativos oriundos do #ub quente, sendo que este
residuo ainda ¢ subutilizado ou descartado. Existe um alto valor bioldgico inexplorado para
encontrar novas aplicagdes no trub, podendo reduzir a quantidade de rejeitos, e
consequentemente, reduzir o impacto ambiental. Caracteriza-lo em compostos de alto valor
agregado dependera de tecnologias de processamento eficientes, economicamente viaveis e

sobretudo sustentaveis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

O Trub quente foi gentilmente cedido pela cervejaria Kairds, localizada em
Florianopolis, SC. O trub utilizado foi proveniente da fabricagdo de cerveja tipo West Coast
IPA, conhecida por ter alta carga de lupulo na sua receita. Apos a coleta, o material foi
imediatamente congelado a temperatura de -17 °C e armazenado em sacos para posterior
analise. Para sua utilizagdo, o residuo foi descongelado lentamente em temperatura ambiente e
submetido a centrifugagdo a 3500 rpm por 20 minutos para separar a fracao solida da fragao
liquida. Para os experimentos de caracterizagdo dos compostos bioativos utilizou-se apenas a
fragdo solida do residuo. Como industrialmente a fracdo liquida (mosto) pode retornar ao
processo cervejeiro e ser totalmente reaproveitada, ndo foi utilizada para fins analiticos.

Além de agua deionizada, foram utilizados diversos reagentes, listados na Tabela 4.

Tabela 4 - Principais reagentes quimicos utilizados nos experimentos.

Nome Forma Molecular Marca Grau de Pureza
2,2-azino Bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sufénico CisH24NgOsS4 SIGMA 98%
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil CisH12N50¢6 SIGMA 85%
Acetona CH3(CO)CH3 NEON P.A
Acido bérico H;BO; VETEC P.A
Acido cloridrico HCI NEON 37% P.A
Acido galico Monoidratado C;Hs05.H,O VETEC P.A
Acido sulfarico H2SO4 QUIMIDROL 98%
Alcool etilico CH;CH,OH NEON 99,8% P.A
Alcool metilico CH;0H NEON P.A
Biftalado de potassio CsHsKO4 VETEC P.A
Carbonato de sodio anidro Na.COs NEON P.A
Fenolftaleina C20H1404 NUCLEAR P.A
Folin-Ciocalteu CeHeO DINAMICA 99,5%
Hidroxido de sodio NaOH NEON P.A
Verde de bromocresol C21H14BrsOsS VETEC P.A

Vermelho de metila Ci5H15sN3O; VETEC P.A
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3.2  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO TRUB QUENTE

3.2.1 Umidade
A umidade da fracao solida do trub quente foi determinado através do método de
secagem direta em estufa (SP LABOR —modelo SP-400) a 105 °C até peso constante, conforme

a metodologia de IAL (2008). Os resultados sdo expressos em base imida (b.u.).

3.2.2 Residuo mineral fixo
Determinado a partir da incineragdo direta em forno mufla (QUIMIS, série Q318M) a

550 °C, apos a carbonizac¢ao da matéria, durante 24 h, conforme método descrito na IAL (2008).

3.2.3 Potencial Hidrogenionico (pH)

Os valores de pH das amostras de trub quente foram determinados em medidor de pH
(GEHAKA, modelo PG2000), de acordo com método descrito na American Public Health
Association - APHA (2005).

3.2.4 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica das amostras do trub quente foi determinada com
condutivimetro (GEHAKA, modelo CG2000), conforme metodologia descrita do International
Seed Testing Association — ISTA (2008).

3.2.5 Acidez total
As amostras do trub tiveram sua acidez total titulavel em solu¢cdo de NaOH 0,1 mol L~

!, utilizando fenolftaleina com indicador, segundo metodologia descrito na APHA (2005).

3.2.6 Teor de nitrogénio total

Foi utilizado o método de Kjedahl como referéncia para quantificar o teor de
nitrogénio total no #rub, conforme o método oficial de andlise pela Association of Olfficial
Analytical Chemists International (RYBAK-CHMIELEWSKA, 2003). Utilizou-se um sistema
composto de bloco de digestao (QUIMIS, modelo Q327828M) e destilador de nitrogénio
(QUIMIS, modelo C32881), e fator de conversio 5,6 (MARIOTTI; TOME; MIRAND, 2008).
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3.2.7 Teor de lipidios
O teor de lipidios foi determinado a partir do método em Soxhlet conforme

metodologia de IAL (2008).

3.2.8 Teor de fibra bruta
Foi determinado em extragdo continua em aparelho de Soxhlet, utilizando éter como

solvente, conforme IAL (2008).

3.2.9 Teor de carboidratos
Foi determinado pelo céalculo da diferenca, e subtraiu-se de 100 a soma dos teores de

umidade, residuo mineral fixo, nitrogénio total, lipidios e fibra bruta.

3.3 COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.3.1 Teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fendlicos totais do trub presente na fragao solida, foi determinado
pelo método de Folin-Ciocalteu conforme Singleton e Rossi (1965), o qual consiste na reacao
de 10 uL de amostra, com 1,5 mL de carbonato de sédio 20%, 0,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu e o volume completado para 10 mL com agua destilada. A solucdo foi deixada em
repouso durante 2 horas, ao abrigo da luz, e as absorbancias lidas em comprimento de onda de
765 nm em espectrofotdometro (QUIMIS UV-Vis mi, Modelo Q898U2MS5). Utilizou-se agua
destilada como branco. O mesmo procedimento foi realizado para a construgao de curva padrao
de 4cido galico com concentra¢des variando de 0 a 500 mg mL™. Os resultados foram expressos

em mg GAE g de amostra seca considerando a dilui¢do da amostra.

3.3.2 Teor de flavonoides totais

A determinagdo de flavonoides foi realizada pelo método descrito por Francis (1982),
com modificagdes. Utilizou-se cerca de 0,3 g da fracdo sélida do #rub, adicionado 10 mL da
solucdo etanol-HCI (1,5 M), e transferido para tubos Falcon de 15 mL os quais foram
armazenados durante 24 horas em ambiente escuro sob refrigeracdo. Em seguida, a solugdo foi
sedimentada em centrifuga (SOLAB, Modelo SL-700) por 10 minutos a 5000 rpm. Logo apds

recolhido o sobrenadante, procedeu-se com leitura da absorbancia em espectrofotometro em
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comprimento de onda de 374 nm. Utilizou-se etanol-HCI (1,5 M) como branco. Os resultados

foram expressos em mg 100 g™ considerando a dilui¢do da amostra.

3.3.3 Atividade antioxidante DPPH

A capacidade antioxidante do #rub foi determinada pelo método de inibigao do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) de acordo com Rufino et al. (2007b), com modifica¢des,
pela reagdo da amostra com a solu¢do metandlica do DPPH. Diluiu-se 2,4 mg do radical DPPHe
em metanol (0,06 mmol L), em seguida foi realizada a reacdo de 0,1 mL da amostra com
3,9 mL da solugao de DPPH. A leitura foi realizada imediatamente ap6s a mistura e apds 30 min
de reacdo. Para calcular a atividade antioxidante foi preparada uma curva analitica de acido
gilico (de 0 a 200 mg L) utilizando o mesmo método e entdo expressada a atividade
antioxidante das amostras em equivalente a 4cido galico (mg GAE mL!). As absorbancias
foram medidas em espectrofotometro (QUIMIS UV-Vis mi, Modelo Q898U2MS5) a 515 nm e

metanol foi utilizado como branco.

3.3.4 Atividade Antioxidante ABTS

A capacidade antioxidante do trub foi determinada através da inibi¢do do radical
ABTS+" (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico)) conforme o método adaptado
de Rufino et al. (2007a). Em um tubo de ensaio, foram adicionados 5 mL de solucdo aquosa de
ABTSe (7mmol L") com 88 uL de persulfato de potassio (140 mmol L), previamente
preparados. A solu¢do permaneceu em repouso ao abrigo da luz, a temperatura ambiente, por
16 h antes da analise. Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em etanol até obter uma
absorbancia de 0,70 nm + 0,05 nm a 734 nm. A reacao foi realizada utilizando 30 pL de amostra
e 3mL de ABTS+" seguido de homogeneizagio em agitador NORTE CIENTIFICA, modelo
NA3600). A mistura foi deixada reagir por 6 min e entdo foi realizada a leitura em
espectrofotometro a 734 nm. Para calcular a atividade antioxidante foi preparada uma curva
analitica de 4cido gélico (de 0 a 250 mg L) utilizando o mesmo método e entdio expressada a

atividade antioxidante das amostras em equivalente a acido galico (mg GAE mL™).

3.4 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM (EAU)
A extracdo de compostos fenolicos do #rub quente foi investigada a partir de um
planejamento fatorial Box-Behnken (1960) tendo como varidveis de entrada: razdo

solido/liquido (1:20 —3:20 m/v), concentragdo de solvente (10-90 %) e temperatura
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(30 — 60 °C). Foram necessarios 12 ensaios (Tabela 5) mais trés repeticdes no ponto central
para determinar o erro do método, tendo como variavel resposta o teor de compostos fenolicos

totais, determinado de acordo com o descrito na se¢ao 3.3.1.

Tabela 5 - Matriz do planejamento experimental Box-Behnken aplicado para a extracao

assistida por ultrassom (EAU).

Variaveis de entrada

Ensaios Etanol Razio so6lido/liquido Temperatura

% vol. G mL! °C
01 10 1/20 45
02 10 3/20 45
03 90 1/20 45
04 90 3/20 45
05 50 1/20 30
06 50 3/20 30
07 50 1/20 60
08 50 3/20 60
09 10 2/20 30
10 90 2/20 30
11 10 2/20 60
12 90 2/20 60
13 50 2/20 45
14 50 2/20 45
15 50 2/20 45

Foram utilizados solventes hidroalcdolicos, os quais sdo permitidos para finalidades
alimenticias. A amostra e o solvente foram colocados em reator encamisado acoplado ao banho
termostatico (MICROQUIMICA, modelo MQBTC99-20) para controle da temperatura
(Figura 12).

Figura 12 - Diagrama esquematico do equipamento de EAU.

Impulsionadores
Sonotrodo

“4— Reator encamisado

Banho termostatico Aparelho de ultrassom

Fonte: Propria autoria.
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Este foi entdo submetido ao tratamento direto em sonicador de ponteira ultrassonica
(ULTRONIQUE, modelo QR 550W), operado a 110 W e 20 kHz por 6 minutos. A poténcia e
frequéncia foram ajustadas com base na literatura (RUIZ-RUIZ et al., 2020), enquanto o tempo
foi ajustado com base em andlise prévia da cinética de extracdo (Figura A 1 - Apéndice),
buscando evitar a degradacao dos CTF. Apds a extragdo, a solucao foi separada do soélido
através de filtragao em papel-filtro (QUALY') com porosidade 14 um e o filtrado recolhido em
recipiente escuro. O extrato foi armazenado em freezer a -17 °C para posteriores analises.

As condi¢des de extracdo dos CFT foram otimizadas utilizando a metodologia de
superficie de resposta (RSM) bem como analise de regressdo linear multipla pela equagdo

polinomial de ordem 2, Equacao 1.
Y= Bo—Xici Bixi + Tisg BuXi + Xi1 Xiiva Bijxij Equagéo 1

Em que y € a resposta predita, os pardmetros By, f;, Bi; € Bij sdo os coeficientes de
regressdo no intercepto, linear, quadratico e interagdo de termos, respectivamente € x;, x;; € X;;
sdo as variaveis independentes (RODRIGUES; [EMMA, 2014).

Como varidveis independentes utilizamos x;: razdo solido/liquido, x,: concentragao
de solvente e x3: temperatura. Foi verificada pelo teste ANOVA a significancia estatistica das
variaveis estudadas na equagdo de regressao; as variaveis ndo-significativas foram excluidas e
o modelo foi reajustado. A fim de encontrar a condi¢do 6tima dentro das faixas estudadas, foi
aplicada a fungao desirability, proposta por Derringer e Suich (1980). A adequagao do modelo
foi avaliada por meio coeficiente de determinagdo (R?) ajustado. Para a validacio foi realizando

novo experimento nas condi¢des Otimas.

3.5 PROCESSO DE SEPARACAO COM MEMBRANAS (PSM)

O extrato obtido na condigdo otimizada foi concentrado utilizando um sistema dead-
end com membranas de nanofiltragdo (NF) e osmose inversa (OI) com area de filtracdo de
1,75 x 103 m2 Para escolher a membrana apropriada, trés membranas de nanofiltragdo e uma
de osmose inversa foram testadas preliminarmente: NFW (MWCO 300-500 Da, Synder®, C.A,
EUA); NF090801 (MWCO 350 Da, SolSep BV, Alpedroorn, NLD); NF030306 (MWCO 500-
1000 Da, SolSep BV, Alpedroorn, NLD); ¢ TW30 (100 Da, DuPont FilmTEC™, Miami,
EUA). As membranas de NF e OI foram embebidas em solvente (etanol 90%) durante 12 h



46

antes dos experimentos para remocdo de conservantes, bem como condicionar e preencher
todos os poros com o solvente utilizado (TAPIA-QUIROS et al., 2022a).

Antes do processo de concentracao, cada membrana foi previamente compactada com
etanol 90% utilizando pressao de 18 bar, obtendo o fluxo de permeado a cada 10 min, até atingir
um fluxo permeado com erro menor que 5%. Construiu-se um grafico do fluxo permeado em
funcio da variagdo do tempo (MUNOZ et al., 2021).

Para a concentragao do extrato, o sistema de filtracdo foi mantido sob agitacdo
constante em agitador magnético (IKA, modelo COLOR SQUID) a 300 rpm acoplado a um
cilindro de N2 com pressdo constante de 18 bar e mantido temperatura de 25 °C, controlada com
auxilio de banho termostatico (TECNAL, modelo TE-2005). O sistema utilizado para a

permeacao esta mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Diagrama esquematico do equipamento de separacao por membranas.

Mandmetro

Banho termostatico

Concentrado

-9

L h;‘l 1| Membrana

. ./ Permeado

NOTA: Para melhor entendimento as proporgdes ndo correspondem com a realidade.

O permeado foi coletado a cada 10 min, sendo o processo conduzido até um tempo de
permeacao de 240 min. O fluxo permeado (J) foi calculado medindo-se a massa de fluido
permeado através da membrana, com auxilio de uma balanca (BEL ENGINEERING, modelo

M4102), de acordo a Equagao 2.

mp

] —

= Equacao 2
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Sendo m,, a massa de permeado obtido no intervalo t € A a drea da membrana efetiva
de permeacao.

Além disso, o processo de NF e OI foi avaliado de acordo com o teor de compostos
fendlicos totais presentes no concentrado € no permeado. A rejeigdo expressa a fracdo dos
compostos presentes no volume da alimentacdo que permeia através da membrana durante o
processo, conforme a Equagao 3:

Cp

R(%) = ( — C—) * 100 Equagdo 3

Sendo Cpa concentra¢do do composto no permeado e C, a concentragdo do composto
de interesse no concentrado.

As caracteristicas das fragdes obtidas na etapa de separagdo por membranas foram
avaliadas de forma semelhante ao apresentado na caracterizagdo compostos bioativos e

atividade antioxidante (Item 3.3).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Tanto os testes envolvendo a extra¢do e separagdo por membranas, como as analises
foram realizadas em triplicata. Os resultados foram avaliados utilizando-se Statistica v. 13.5
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, USA). ANOVA e teste de Tukey foram utilizados para
determinar diferencas significativas (p <0,05). Os valores de R? foram calculados para verificar

o ajuste dos modelos aos dados experimentais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  PREPARO DA MATERIA-PRIMA

Apos realizar a centrifugacdo da amostra de trub quente da cervejaria, verificou-se que
a fracdo solida representou cerca de 48% em volume, como pode-se verificar na Figura 14. Isso
permite concluir que uma grande quantidade de mosto (52% do #rub quente) é atualmente
perdida na etapa de whirlpool da cervejaria, mas poderia retornar ao processo para minimizar
geragao de residuos e aumentar a produgdo de cerveja. Uma vez que a fracao sélida se mostrou
promissora para a recuperacdo de compostos bioativos, foi utilizada na caracterizacdo dos

compostos bioativos e nas etapas de extragdo e separagdo por membranas.

Figura 14 - Residuo #rub quente de cervejeira, antes e apds centrifugagao.

P
-
%,

Trubquente  Fragao sdlida Fragao liquida

Fonte: Propria autoria

42  CARACTERIZACAO DO TRUB QUENTE

4.2.1 Caracterizacio centesimal e fisico-quimica

Na Tabela 6 estd descrita a composi¢ao centesimal e a caracterizacao fisico-quimica
do trub quente proveniente da fabricagdo de cerveja tipo West Coast IPA. Existem poucos
relatos na literatura sobre a determinacdo do teor de carboidratos em residuos cervejeiros, e,
devido a grande variabilidade de maltes e quantidades utilizadas na produgdo de cervejas, ¢
plausivel haver variabilidade no teor de carboidratos. Costa et al. (2020) e Mathias et al. (2015)

determinaram o teor de carboidratos presentes no trub quente, obtendo valores entre 4 € 8%.
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Tabela 6 - Composicao centesimal e caracteristicas fisico-quimicas do #rub quente.

Fator (g100 gh)
Carboidratos 0,24 +0,19
Proteina total 11,44 £ 0,30

Lipidios 0,11+0,01

Fibra totais 0,23 +0,19

Umidade (%) 87 +0,01
Cinzas 0,61 +£0,01
Soélidos totais (%) 12,40+ 0,12
Caracteristica fisico-quimica

Acidez total (%) 21,85+ 0,54

pH 5,36 +0,01

Condutividade elétrica (uS cm™) 1325,33 £0,57

* Resultados expressos em termos de base imida.

O resultado obtido no presente estudo (0,24 +0,19 g 100 g!) indica que este
subproduto apresenta baixo teor de carboidratos. Quando avaliado em relagdo ao teor de
proteinas, observou-se um total de 11,44 +0,30 g 100 g'!. Sabe-se que o trub quente é
constituido principalmente de proteinas de alta massa molar, sendo que alguns estudos relatam
valores entre 50 e 70% de proteina total (CIMINI; MORESI, 2021; MATHIAS, 2015). E
importante comentar que as proteinas podem se unir com outras substancias como polifendis,
por exemplo, resultando em particulas maiores as quais sdo retidas na camada filtrante da
membrana, podendo resultar na incrustagio da superficie (TAPIA-QUIROS et al., 2022b).
Complementarmente, o teor de lipideos foi de 0,11 £ 0,01 g 100 g™, semelhante as pequenas
fragcdes lipidicas apresentado por Mussato (2009), indicando que o trub ndo pode ser
considerado uma fonte de lipideos. Para a fibra bruta encontrou-se um teor de
0,23 +0,19 g 100 g'!, porém diferente do teor de fibra bruta (23,6 g 100 g'') encontrado por
Mussato (MUSSATTO, 2009), o que também pode ser explicado pelos ingredientes e
processamento utilizados no preparo das cervejas (KERBY; VRIESEKOOP, 2017,
MUSSATTO, 2009; OSORIO-PAZ; BRUNAUER; ALAVEZ, 2019).

Conforme observado na Tabela 6, o subproduto cervejeiro também apresentou um alto
teor de agua (87 = 0,01%), resultado da perda de mosto na precipitagdo desses compostos apos
a etapa da fervura, sendo confirmado por valores (entre 80 e 90%) encontrados na literatura
(CIMINI; MORESI, 2021; COSTA et al., 2020). Para o teor de cinzas e solidos totais obteve-
se valores de aproximadamente 0,61 g 100 g e 12,40 £ 0,12%, respectivamente, o que pode

ser justificado pela definicao de sua formacgao, ou seja, a presenga de cations, como fosfato de
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calcio, ao qual pode obter resultados em torno de 2% em relagdo ao teor de cinzas, e presenga
de compostos precitados durante a formagdo (MARSON et al., 2020; MATHIAS, 2015).

O pH do #rub foi em torno de 5,36 e esta relacionado a propriedade do malte em baixar
o pH para facilitar a conversao do amido em carboidratos menores pelas enzimas durante a
mosturagdo. Ainda, na fervura do mosto, geralmente ocorre precipitagdo do fosfato de calcio,
alterando o pH do meio (MARSON et al., 2020). Além disso, compostos como os acidos graxos
(COSTA et al., 2020) e a presenca de uma fragdo de acido do lupulo em sua composicao
promove um aumento em sua acidez total titulavel (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019;
MUSSATTO, 2009). A condutividade elétrica encontrada foi de 1325,33 = 0,57 uS cm’!, valor
relacionado diretamente com o teor de sais minerais presentes no residuo, uma vez que a
presenca de particulas inorganicas, pode aumentar a condutividade elétrica da solugao (COSTA
et al.,2020).

Vale lembrar que a composicao do #rub quente, assim como todos outros residuos
gerados no processo cervejeiro, € influenciada por diversos fatores, entre eles o tipo de cevada
(composicdo, fatores climdticos e processos de secagem do malte), propor¢des e tipos de
adjuntos cervejeiros adicionados, processo de moagem, controle do processo, pH, teor de ions
e polifenois, tempo de processo, homogeneizagdo, niveis de oxidagdo durante o processo de
fervura do mosto e fatores relacionados ao lupulo (tipo, concentragdo e solubilidade das

substancias) (MAIA, 2020; MARSON et al., 2020; SIQUEIRA et al., 2008).

4.2.2 Compostos bioativos
Na Tabela 7, estdo descritas as caracteristicas relacionadas a presenca de compostos

bioativos do frub quente.

Tabela 7 - Compostos fendlicos e capacidade antioxidantes do trub quente.

Compostos fenolicos totais Flavonoides totais DPPH ABTS
(mg GAE g! de trub) (mg 100 g™) (mg GAE mL™") (mg GAE mL")
0,39+ 0,01 18,04 £0,78 8,57+0,03 0,41+ 0,01

O teor de compostos fendlicos para o trub foi de 0,39 + 0,01 (mg GAE g™! de trub). A
andlise quimica quantitativa conduzida por Costa et al., (2020), mostrou que as fragdes de
Butanol (13390 mg GAE mg™') e Acetato de etila (12280 mg GAE mg™') continham maiores
concentracoes de compostos fendlicos do que as fracdes extrato etandlico bruto

(8940 mg GAE mg™'), mostrando que a maior parte desses compostos tem uma maior
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polaridade (ALVES, M. J.; MOURA, A. K. S.; COSTA, L. M.; ARAUIJO, E. J. F.; SOUSA;
COSTA, N. D. J.; FERREIRA, P. M. P.; SILVA, J. N.; PESSOA, C.; LIMA; CITO, 2014).
Esse valor pode estar relacionado as condigdes do processo empregado na cervejaria, ou seja,
na etapa de fervura o mosto ¢ submetido a temperaturas que podem variar entre 70 e 80 °C, fato
que pode levar a quantidades incertas de compostos bioativos presente no subproduto. Assim,
¢ necessario utilizar formas de otimizar a extracdo dos compostos de interesse; entre as técnicas,
a EAU sera estudada mais adiante (ALMEIDA et al., 2020; MARSON et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2021).

Além disso, o frub avaliado apresentou um teor de flavonoides totais
18,04 +£ 0,78 mg 100g™!, enquanto COSTA (2017) quantificou valores de aproximadamente
1,2 mg EQ g'! (equivalente em quantidades de quercetina). O teor encontrado pelo autor acima
pode ser explicado pelo método utilizado, uma vez que nao existe método padrdo para
quantificar o teor total de flavonoide presente na amostra (MARKAKIS, 1982; STEVENS et
al., 1997). Por se tratar de um residuo obtido a partir de um intenso processo de extracao, supde-
se que a maioria dos flavonoides do malte ou do lupulo sdo extraidos e ficam no mosto
cervejeiro, restando no frub apenas os compostos menos polares (JURADO; SORENSEN,
2012; STEENACKERS; DE COOMAN; DE VOS, 2015).

A presenca de compostos fenolicos e flavonoides estd relacionada com a atividade
antioxidante deste composto, a qual esta mostrada na Tabela 7. Foram encontrados valores de
8,57 £ 0,03 mg GAE mg!' ¢ 0,41 + 0,01 mg GAE mg!, para os métodos por DPPH e ABTS,
respectivamente. Estes valores estdo acima dos relatados Costa et al (2020), (DPPH:
0,0033 mg GAE mg™!' e ABTS: 0,0010 mg GAE mg™') que pode ser justificar pelo tipo de
processo e/ou quantidades de ingredientes utilizados na producao da cerveja (RUFINO, M. DO
S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S. DE; MORAIS, S. M. DE; SAMPAIO, C. DE G.; PEREZ-
JIMENEZ, J.. SAURA-CALIXTO, 2007a, 2007b). Vale lembrar que, as alteragdes na
expressao da atividade antioxidante, quando mensuradas por diferentes métodos, sugerem que
diferentes mecanismos de acdo estejam envolvidos. Existe uma maior ou menor afinidade entre
os compostos com propriedades antioxidantes presentes no extrato e os reagentes utilizados
(CARBONE et al., 2020; DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019). Isso significa que os
compostos da fracao solida do #7ub sdao mais capazes de eliminar radicais livres pelo método
ABTS por causa de suas concentragcdes mais baixos em comparagdo com o método de radicais
livres DPPH (ALMEIDA et al., 2020; CAMELO-SILVA et al., 2021; SILVA, 2018).

Portanto, ¢ importante usar técnicas ecologicamente corretas, incluindo extragdo

assistida por ultrassom, que pode recuperar compostos de valor agregado de subprodutos da
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cerveja, como trub. Se, por um lado, os residuos e desperdicios de lupulo constituem residuos
da industria agroalimentar com elevado impacto ambiental ou dispendiosos para uma
eliminagdo correta, por outro lado representam um interessante conjunto de compostos de
origem de elevado valor biologico, que podem ser recuperados usando extragao assistida por

ultrassom.

4.3 EXTRACAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A Tabela 8 apresenta as condi¢des experimentais e os teores de compostos fenolicos
de cada ponto do planejamento Box-Behnken. O conteudo maximo extraido de CFT foi de
19,14 mg GAE g de trub (ensaio 8), o qual representa um aumento cerca 49 vezes quando
comparado com o teor de CFT do trub (0,39 mg GAE g'! de trub); e cerca de 164 vezes quando
comparado com o menor valor do planejamento Box-Behnken, 0,12 mg GAE g! de trub,
(ensaio 9). Em relag@o a concentragdo de solvente de grau alimenticio utilizada neste estudo,
observou-se um aumento nao linear no teor de fenolicos com o aumento da concentragcdo de
solvente organico (ALMEIDA ef al., 2020). Por outro lado, difere do aumento linear relatado
em outras literaturas, com maior producao de polifenois detectada em amostras com maior teor
de etanol (CARBONE et al., 2020; KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021). E
possivel que o ultrassom tenha provocado certa degradagcdao de compostos devido a geracao de
radicais livres durante a cavitagdo do solvente no processo extrativo (AL-DHABI;
PONMURUGAN; MARAN JEGANATHAN, 2017, CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN,
2011), o que explica sua nao linearidade. Fotografias indicando as amostras obtidas ao final de
cada ensaio podem ser visualizadas na Figura 15.

Segundo a literatura, diversos fatores de entrada podem influenciar o rendimento de
extracdo, como tempo de aplicacdo do ultrassom, temperatura, concentracdo de etanol entre
outros; entretanto, ressalta que o principal fator que afeta o conteido fenolico total ¢ a
concentracdo do solvente utilizado (etanol), além disso cada subproduto (ou matriz) podem

apresentar comportamentos diferentes (KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021).
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Tabela 8 - Matriz do planejamento experimental Box-Behnken, com suas respectivas

variaveis de entrada e a varidvel resposta (CFT).

Variaveis de entrada

Ensaios Etanol Razio solido/liquido Temperatura crt
mg GAE g de trub
% vol. G mL! °C
01 10 1/20 45 2,21£0,03
02 10 3/20 45 4,17 £0,09
03 90 1/20 45 6,34 +0,11
04 90 3/20 45 14,71 £ 0,09
05 50 1/20 30 2,94 +0,11
06 50 3/20 30 8,02+ 0,08
07 50 1/20 60 5,64+0,13
08 50 3/20 60 19,14 + 0,03
09 10 2/20 30 0,12+ 0,01
10 90 2/20 30 6,15+0,03
11 10 2/20 60 3,47 £ 0,06
12 90 2/20 60 14,62 £ 0,07
13 50 2/20 45 8,97 + 0,08
14 50 2/20 45 10,07 + 0,05
15 50 2/20 45 9,51 £0,08

Figura 15 - Amostras finais dos extratos do trub quente ap0ds a extragao assistida por

ultrassom (EAU), ensaios de 1 a 15.
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Fonte: Propria autoria

A extragdo dos compostos fenolicos estd diretamente relacionada com a afinidade da
mistura de solventes com o soluto. Aumentar a concentra¢ao de etanol aumenta o rendimento
de compostos fendlicos até a concentragdo maxima de etanol e entdo afeta negativamente o
rendimento (ALMEIDA et al., 2020). Isso pode ser explicado pelo aumento da solubilidade e
difusividade dos compostos fenodlicos devido a diminui¢do da constante dielétrica do solvente

com o aumento da concentracdo de etanol (AL-DHABI; PONMURUGAN; MARAN
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JEGANATHAN, 2017; ALMEIDA et al., 2020). Entretanto, concentracdes de etanol proximas
a 100%, ou seja, etanol de alta pureza, podem causar desidratagdo do tecido vegetal e
desnaturagdo de proteinas, resultando em rendimentos mais baixos (CARBONE et al., 2020;
KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021).

A temperatura ¢ um fator chave para a extragdo de compostos fenolicos, pois
temperaturas altas podem aumentar os rendimentos de extra¢do, mas também promover a
degradacao (oxidagdo) dos compostos extraidos (AL-DHABI; PONMURUGAN; MARAN
JEGANATHAN, 2017; RODRIGUES et al., 2021). Dois fendmenos que desempenham um
papel importante na EAU sdo a cavitacdo e os efeitos térmicos. O efeito de cavitagdo ajuda a
romper a matriz do material, fornecendo uma onda de choque de alta intensidade na ruptura do
nucleo de cavitagdo. A intensidade e ocorréncia deste efeito depende da pressao de vapor do
solvente, a qual ¢ proporcional a temperatura do solvente (at¢ 51 °C) (AL-DHABI;
PONMURUGAN; MARAN JEGANATHAN, 2017; AMEER; SHAHBAZ; KWON, 2017). Os
efeitos térmicos estdo relacionados a transferéncia de massa do processo e a estabilidade dos
compostos, pois um aumento da temperatura pode causar degrada¢do da matriz do frub e
aumento da difusdo dos compostos fendlicos para o solvente, ao mesmo tempo que pode levar
a degradacao dos compostos sensiveis (KHAW et al., 2017). Portanto, quando a temperatura ¢
elevada acima de 51 °C por um longo tempo, os compostos fenolicos podem ser degradados,
uma vez que sdo sensiveis a alta temperatura.

Com base nesses resultados, realizou-se uma otimizacao destes parametros, sendo que
na Figura 16 estdo mostrados os efeitos da variavel de entrada bem como sua intera¢do com a
variavel resposta (CFT), considerando 95% de confianca e probabilidade de significancia p <
0,05.

O efeito estimado do fator de entrada na concentragdo de CFT foi observado no
dominio experimental de acordo com a Figura 16. Os resultados mostram que todos os efeitos
lineares tém influéncia positiva na extracdo de compostos fendlicos, sendo a razdo etanol/agua
a mais influente, seguida da razao solido/liquido e temperatura, além da razao etanol/agua no
efeito quadratico e, por fim, a interacdo entre etanol/agua e temperatura. Todos os outros efeitos
ndo tiveram efeito significativo no conteudo fendlico. Isso pode ser explicado, porque o trub
contém maior quantidade de compostos polares e tem maior afinidade pelo etanol (polar) (AL-
DHABI; PONMURUGAN; MARAN JEGANATHAN, 2017, CARBONE et al., 2020;
KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021).
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Figura 16 - Efeitos estimados e de intera¢do sob o teor de compostos fendlicos totais.
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Foi proposto entdo um modelo polinomial de segunda ordem, que expressou o efeito
das variaveis independentes sobre o teor de compostos fenolicos com base em coeficientes de
regressdo e analise de residuos. Os coeficientes de regressao da resposta CFT do modelo
polinomial proposto (Equagdo 4) foram estimados pelo método dos minimos quadrados
(Software Statistica 13.0) em fun¢do das variaveis de entrada. O modelo proposto apresentou
um coeficiente de determinagdo ajustado (R?) superior a 0,92 pelo teste ANOVA, indicando
que a equagdo proposta explica em 92% as variabilidades experimentais (BENVENUTTI,
2018; RODRIGUES; IEMMA, 2014).

CFT = 0,948 + 0,939X, + 1,034X, + 0,833X; + 0,357X% + 0,546X,X; Equagdo 4

em que Xi; X2.€ X3 representam a razdo S/L (m/v); razao etanol/ agua (v/v) e temperatura (°C),
respectivamente.

De acordo com Derringer e Suich (1980), condi¢des 6timas simultaneas para todas as
variaveis podem ser previstas, chamadas de pontos 6timos, otimizando entao o desempenho do
sistema, o qual pode ser visualizado por meio superficie de resposta (RSM) e sua respectiva
curva de contorno (Figura 17 a, b e c¢) (AL-DHABI; PONMURUGAN; MARAN
JEGANATHAN, 2017; ALMEIDA et al., 2020).
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Figura 17 - Superficies de resposta e curvas de contorno mostrando o efeito de varidveis

independentes no teor de compostos fendlicos totais.
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a) Relagdo entre a razdo etanol/agua (v/v) e razdo solido/liquido (m/v); b) Relagdo entre temperatura e razdo
solido/liquido (m/v); ¢) Relagdo entre temperatura e razdo etanol/agua (v/v). A variavel independente que ndo

aparece em cada superficie de resposta foi fixada no seu valor médio.

A Figura 18 apresenta o diagrama da funcao desejabilidade obtido, em que as linhas
tracejadas em vermelho mostram a melhor condicdo no processo de extragdo assistida por

ultrassom. Isso fica claro ao observarmos as superficies de respostas e suas condigdes de

contorno, Figura 17.
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Figura 18 - Perfis para os valores preditos e a fungdo desejabilidade.
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A condig¢do Otima para extracdo de compostos fendlicos, determinada por analise
estatistica, foi definida como: razdo so6lido/liquido 3/20, concentracdo de etanol de 90% e
temperatura de 60 °C, o que representa um valor predito de 21,96 mg GAE g de trub. O valor
de desejabilidade méxima global encontrado por esta técnica de otimizagao foi igual a 1.

Esse ponto de méaxima extragdo de CFT foi validado realizando novo experimento nas
condi¢des 6timas, obtendo o valor experimental de 24,13 mg GAE g™ de trub, ou seja, um erro
percentual de 9,86%. Assim, pode-se verificar que a resposta do modelo refletiu conforme o
resultado esperado, com intervalo de 95% de confianga.

Dado o potencial de recuperacdo de compostos bioativos a partir de residuos
agroindustriais, mesmo com todas as alternativas de processamento e acesso a subprodutos de
alto valor agregado, hd poucos relatos na literatura sobre métodos de extragao, concentracdo ou
purificacdo de compostos bioativos oriundos do t7ub quente. Portanto, combinar a extracao
assistida por ultrassom com a tecnologia de separagdo por membrana se mostra ser um
mecanismo muito promissor para a recuperagdo e purificagdo de compostos de alto valor

agregado do trub.
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44  CONCENTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.4.1 Teste preliminares

No sistema dead- end de membranas trés membranas de nanofiltracao, sendo a NFW
(300-500 Da) e as NF090801 (350 Da) e NF030306 (500—-1000 Da), e uma de osmose inversa
TW30 (100 Da) foram testadas preliminarmente. As membranas foram compactadas nas
mesmas condicdes (18 bar a 25 °C com etanol 90%), seguido da coleta do fluxo permeado como
fator determinante para sele¢do da membrana utilizada na concentragdo do extrato. As
membranas NF090801, NF030306 e a TW30 ndo apresentaram fluxo permeado suficiente para
realizar as analises, provavelmente por causa da baixa pressao transmembrana aplicada e baixa
afinidade pelo etanol. Varios fatores sdo responsaveis pela permeacgao de solvente e solutos pela
membrana, geralmente relacionados com as propriedades da membrana, da solucdo de
alimentagdo e as condi¢des de operagio (BASTOS et al., 2020; TAPIA-QUIROS et al., 2022a).
Assim, membrana NWF, que apresentou fluxo mais elevado, foi utilizada para dar continuidade

aos experimentos.

4.4.2 Avalia¢ao de fluxo permeado
A Figura 19 apresenta o fluxo de permeado obtido para a etapa de compactacdo da

membrana NFW (300-500 Da) em 80 minutos de operacao.

Figura 19 - Fluxo permeado de etanol 90% médio na compactagao.
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Observa-se uma alta variabilidade dos dados em cada tempo e um fluxo permeado
médio de 4,5 kg m™ h'! ao final da compactacio. As propriedades finais das membranas exibem
um equilibrio entre intumescimento e diminui¢ao do tamanho dos poros devido a reorganizagao
da cadeia polimérica e efeitos de compactagdo devido a exposicdo da membrana as pressdes
utilizadas durante a filtragio (MUNOZ et al., 2021; TAPIA-QUIROS et al., 2022a). Esse
equilibrio determinard o desempenho da membrana em termos de retengdo e sensibilidade a
incrustacao interna (BASTOS et al., 2020; GARNIER et al., 2020).

ApoOs a compactacao da membrana, o extrato obtido no processo otimizado de extragao
assistida por ultrassom foi concentrado e o declinio de fluxo de permeado em fung¢do do tempo

estd mostrado na Figura 20.

Figura 20 - Fluxo permeado médio em fungdo do tempo obtida para a membrana de

nanofiltragdo a pressao de 18 bar.
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O decaimento lento do fluxo médio permeado foi observado para membrana de NFW
durante os primeiros 100 min de operacao; depois disso, a redugdo do fluxo permeado foi menos
pronunciada no restante do tempo, chegando em um total de 240 minutos de permeacdo. A
redu¢do do fluxo permeado pode ser atribuida ao efeito combinado de adsor¢do dos
componentes do extrato e obstrugdo dos poros, bem como ao efeito do aumento das
concentragdes de compostos retidos (MUNOZ et al., 2021). Os fluxos médios permeados

encontrados em nosso estudo variaram de 2,7 kg m? h' a 1,0 kg m? h'! em pressio constante
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de 18 bar a 25 °C e apresentaram o mesmo comportamento relatados na literatura por Mufioz
et al. (2021) e Law & Mohammad (2017), que utilizaram a NFW em estudos de PSM. As
diferencas observadas, neste estudo, podem ser atribuidas a distintos fatores, incluindo
caracteristicas do extrato, condi¢des de extracao, bem como a polarizagdo por concentracao e
colmatagdo da superficie da membrana, formagdo de camada de gel e a adesdo de soluto
(CIMINI; MORESI, 2018; RODRIGUES et al., 2021; TAPIA-QUIROS et al., 2022a).

A Tabela 9 mostra os resultados da caracterizagdo de amostras da alimentacgao,

concentrado e permeado, em termos de CFT, flavonoides, DPPH ¢ ABTS.

Tabela 9 - Caracterizagdo das fragdes obtidas por nanofiltragdo quanto a concentracao de

compostos fenodlicos totais (CFT), flavonoides, e atividade antioxidante método de DPPH e

ABTS.
NFW
Caracteristica Alimentacao
Concentrado Permeado
CFT
32,21 £0,28 36,85+ 0,22 3,54 +0,36
(mg GAE g
Flavonoides
16,48 £ 0,72 19,94 £ 1,72 0,015 +0,02
(mg 100g")
DPPH
5,46 £ 0,15 5,73 £0,05 5,63+0,17
(mg GAE mL™)
ABTS
ND* ND* ND*
(mg GAE mL™)

*ND: Néo detectado

NOTA: Os resultados desta tabela sdo oriundos de outra batelada

No processo de NF, foi obtido um fator de redugdo volumétrico (FRV) de cerca de
1,43 e um fator de concentragdo de CFT de aproximadamente 1,14. Os resultados obtidos
indicam um coeficiente de rejeicao em torno de 90% a estes compostos, semelhante ao trabalho
de Muifioz et al. (2021), que apresentaram uma rejeicdo de 91% de compostos fenolicos na
concentracdo de vinhaca de cana-de-agucar. A alta rejeicdo aos compostos fenolicos esta
relacionada com diferenga existente entre tamanho das moléculas dos compostos (geralmente
acima de 500 Da) e a massa molar de corte da membrana (entre 300 ¢ 500 Da), além da
interagdo da solugdio com a superficie da membrana (TAPIA-QUIROS et al., 2022a). Em
complemento, Li et al. (2020) afirmam que a ligacdo de CFT e outros solutos presentes na

solucdo, como carboidratos e proteinas, pode resultar em particulas maiores que sdo retidas na
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camada filtrante da membrana e muitas vezes levam ao fenomeno conhecido como fouling
(AREND, 2016; OCHANDO-PULIDO et al., 2017). Como pode ser visualizado na Figura 21,
que mostra fotografia da membrana antes e apds a sua utilizagdo na concentracao, ha a formacao

de uma camada amarelo-esverdeada, caracteristica do extrato.

Figura 21 - Membrana polimérica NFW antes e apos o processo de permeacao.

Fonte: Propria autoria

Com relagdo a presenga de flavonoides no frub quente, pode-se considerar que o teor
¢ relativamente baixo. Uma vez que esses compostos sdao bastante sensiveis a altas
temperaturas, podem ter sido degradados durante a etapa de fervura do processo cervejeiro
(COSTA et al., 2020; LEGETTE et al., 2014; RODRIGUES et al., 2021). Embora em baixa
concentragdo na alimentacao, os flavonoides também se comportaram de forma semelhante ao
CFT, ou seja, um teor de flavonoides cerca de 20% maior foi obtido no concentrado
(19,94 + 1,72 mg 100 g'') do que no extrato de trub quente (16,48 + 0,72 mg 100g™") adicionado
no processo. Observando a concentragdo de flavonoides da fragdo permeada (0,015 + 0,02 mg
100 g, percebe-se que foi inferior aos flavonoides totais do extrato utilizado na alimentacio,
confirmando assim a eficacia da separagdo de flavonoides durante o uso das membranas. A
adsor¢ao de moléculas nas paredes dos poros resulta em uma redugo efetiva desses tamanhos
de poros, o que leva a uma diminui¢do no fluxo de permeado e um aumento na rejeicdo da
membrana, o que explica a rejei¢do de aproximadamente 99 % e fatores de concentracdo de

flavonoides de 1,21 ao final do processo de. Esses resultados sdo consistentes com Tapia-Quir6s
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et al. (2022b), os quais obtiveram uma rejei¢do maxima entre 78,5% e 84,2% de extratos de
bagaco de azeitona usando membranas de NF (membranas NF90 e Duracid).

Para os dois radicais livres testados (DPPH e ABTS), a atividade antioxidante pode
ser observada em diferentes fragdes, conforme apresentado na Tabela 8. As diferentes fragdes
apresentaram capacidade antioxidante com poucas variagdes quando comparado por método de
DPPH, exceto para a fragdes quantificadas pelo método da captura de radicais por ABTS, o
qual nao foi detectado.

Segundo Rufino et al. (2007a, 2007b), os métodos DPPH sdo capazes de trabalhar por
meio de diferentes mecanismos, utilizando processos que vao desde a redugdo direta até a
captura de radicais ou via transferéncia de atomos de hidrogénio. Além disso, Camelo-Silva
(2020) e Rodrigues et al. (2021) relataram que variagdes nas concentracdes de agua e mudangas
de pH nas amostras levam a alteragdes na cinética das reagdes de radicais livres, alterando assim
a determinagao da atividade antioxidante.

Os resultados encontrados neste trabalho sugerem que o método DPPH ¢ mais eficaz
em exibir a atividade antioxidante das fragdes obtidas do extrato de #7ub quente, uma vez que
pelo método ABTS nao foi detectada, tornado dificil exibir a real capacidade antioxidante. Este
método ¢ adequado para sistemas hidrofobicos, enquanto o método ABTS ¢ mais eficiente em
sistemas hidrofilicos e hidrofébicos (RUFINO, M. DO S. M.; ALVES, R. E.; BRITO, E. S. DE;
MORALIS, S. M. DE; SAMPAIO, C. DE G.; PEREZ-JIMENEZ, J.; SAURA-CALIXTO, 2007a,
2007b). Além disso, também devem levar em conta que diferentes métodos analiticos nao
conseguem capturar todos os compostos antioxidantes presentes na amostra (AREND, 2016;

CIMINI; MORESI, 2018; DURELLO; SILVA; BOGUSZ JR., 2019; RUIZ-RUIZ et al., 2020).
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CONCLUSAO

O Trub quente pode ser uma fonte de compostos de interesse em diversas areas,
agregando valor ao subproduto, além de minimizar os impactos negativos causados ao meio
ambiente. O frub quente utilizado neste trabalho, obtido de uma cervejaria local, tem cerca de
48% de solidos e 52% de mosto que poderia retornar ao processo cervejeiro minimizando a
perda de cerveja no final do processo. Ao realizar a caracteriza¢do fisico-quimica e dos
compostos bioativos do #rub quente neste trabalho, observou-se que a sua composicao apresenta
forte potencial benéfico, o qual pode incentivar seu uso na produgao de cervejas com melhores
propriedades sensoriais, funcionais ou nutricionais. Além disso, as aplicagdes médicas dos
compostos bioativos, entre eles o XN, original do lupulo, também sdo promissoras devido aos
diversos efeitos farmacologicos. Até onde sabemos, ha poucos relatérios na literatura sobre
técnicas de extragdo e recuperacdo de compostos bioativos a partir do #7ub quente. Nesse
sentido, com a extra¢do assistida por ultrassom associados ao PSM, foi possivel recuperar
compostos bioativos do trub quente bem como obter identificar as condi¢des dtimas para sua
extracdo (razdo solido/liquido 3/20, concentracdo de etanol de 90% e temperatura de 60 °C),
obtendo um valor igual a 24,13 mg GAE g de trub de CFT. Ainda, foi possivel observar que
a nanofiltragdo com membrana de massa molar de corte igual a 300-500 Da foi capaz de
concentrar os compostos fendlicos em 36,85+0,22 mg GAE g!, e de flavonoides em
19,94 + 1,72 mg GAE g'. Embora ndo tenha sido possivel verificar atividade antioxidante dos
extratos por ABTS, a andlise por DPPH mostrou que hd e que este método pode ser mais
interessante para este tipo de extrato. Conclui-se entdo, que o uso de tecnologias verde de
extracdo, como a assistida por ultrassom e uso de solvente verde em conjunto com a
nanofiltragdo possui potencial aplicagdo para a obtencdo de compostos bioativos a partir do

residuo trub quente de cervejaria.
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Figura A 1 - Cinética de extragdo assistida por ultrassom dos compostos fenolicos totais da

Massa total Acumulada (mg GAE g-1)

fragdo solida do trub quente.
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