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Estudo do trub quente, residuo da produgao de cerveja
com lupulo Hersbrucker

Study of hot trub, beer production residue with Hers-
brucker hops

RESUMO

A produgdo de cerveja gera trés tipos de residuos sélidos, sendo um deles o trub quente.
Este residuo é descartado, contudo é fonte de compostos bioativos, provenientes do mal-
te e lupulo. O objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia do solvente na extragdo
destes compostos, dentre eles fendlicos totais, flavanoides e antocianinas, bem como
determinar o potencial antioxidante dos extratos. A cerveja foi preparada com o ldpulo
Hersbrucker. O residuo foi seco em estufa a 40 °C e os extratos foram preparados com os
solventes metanol/dgua 95:5 e 70:30 e etanol/dgua 70:30. Os compostos bioativos foram
quantificados pelo método colorimétrico e a atividade antioxidante foi determinada pelos
métodos de sequestro dos radicais DPPH e ABTS e habilidade quelante de Fe**. Observou-
se a influéncia do solvente na quantificacdo de fendlicos, sendo o etanol/agua 70:30 o
mais eficiente. Foram quantificados altos teores de antocianinas e flavonoides, sem se
observar a influéncia do solvente para o ultimo. A maior atividade antioxidante foi obser-
vada para o extrato etanol/agua 70:30 pelos trés métodos testados, demonstrando uma
correlagdo positiva com os teores de fendlicos. Os resultados indicam alta capacidade
antioxidante para o residuo, sugerindo sua aplicagdo nas industrias alimenticia, cosmética
e farmacéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Extracdo. Fendlicos. Flavonoides. Antioxidante.
ABSTRACT

The beer’s production generates three types of solid waste, one of which is the hot trub.
This residue is discarded, however it is a source of bioactive compounds, derived from
malt and hops. The objective of the work was to study the influence of solvent in the ex-
traction of these compounds, among them total phenolics, flavanoids and anthocyanins,
and determine their antioxidant potential. The beer was prepared with Hersbrucker hops.
The residue was dried in an oven at 40°C and the extracts were prepared with the solvents
methanol/water 95:5 and 70:30 and ethanol/water 70:30. The bioactive compounds were
quantified by the colorimetric method and antioxidant activity provided by the methods
DPPH and ABTS free radicals scavenging and Fe’' chelating ability. The influence of the
solvent on the quantification of phenolics was observed, with ethanol/water 70:30 being
the most efficient. High levels of anthocyanins and flavonoids were quantified, without
affecting the solvent to the latter. The highest antioxidant activity was observed for the
ethanol/water 70:30 extract by the three tested methods, showing a positive correlation
with the phenolic content. The results indicate a high antioxidant capacity for the residue,
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suggesting its application in the food, cosmetic and pharmaceutical industries.

KEYWORDS: Extraction. Phenolics. Flavanoids. Antioxidant.

INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida produzida através da fermentacdo de cereais, dentre
eles, o mais popular é a cevada.

Durante o processo cervejeiro, alguns residuos solidos sao gerados, como o
trub quente, que é formado apds a etapa de fervura, no resfriamento do mosto.
O trub quente é formado por compostos insollveis e produtos de condensacdo
de polifendis do ltpulo (HUIGE, 2006).

O ldpulo apresenta polifendis e flavonoides em sua composicao, estes fla-
vonoides apresentam diversas atividades bioldgicas como antitumoral (FESTA et
al., 2011; PAN; BECKER; GERHAUSER, 2005; SUN et al., 2005;), antioxidante, anti-
bacteriana e antiviral (DI SOTTO et al., 2018; GERHAUSER, 2005; MIRANDA et al.,
2000).

Compostos com atividade antioxidante sao definidos como substancias que
presentes em concentragdes menores que as do substrato oxiddvel, tém capaci-
dade de atrasar ou inibir a oxidagcao deste. Eles podem agir neutralizando a a¢do
dos radicais livres no organismo ou quelando os ions metdlicos (HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004).

Com o aumento do mercado cervejeiro no Brasil, consequentemente hd um
aumento na producdo dos residuos sdlidos, acarretando em impactos no meio
ambiente. O objetivo deste estudo foi avaliar a influencia do solvente na extragao
de fendlicos totais e flavonoides dos residuos trub quente gerados a partir da
producdo de cerveja artesanal com o lipulo Hersbrucker e determinar sua capa-
cidade antioxidante, visando sua aplicacdo em alimentos, medicamentos e cos-
méticos, como fonte de compostos bioativos antioxidantes.

MATERIAIS E METODOS

A cerveja artesanal foi preparada pela professora Lilian Tatiani Dusman Tonin
no periodo de maio a agosto de 2019, em duplicata. Os maltes moidos (4,4 Kg
Malte de Trigo e 2,2 Kg Malte Pilsen) foram adicionados a aproximadamente 22 L
de agua na temperatura de 68 2C e mantidos a 64 2C por 70 minutos com agita-
¢do e recirculacdo. Em seguida, elevou-se a temperatura para 75 2C, mantendo-a
por 10 minutos. O primeiro mosto foi reservado. Adicionou-se aos graos aproxi-
madamente 21 L de dgua, mantendo sob agitacdo e recirculacdo a 75 2C por mais
30 minutos. O segundo mosto foi adicionado junto ao primeiro e mantidos por 60
minutos em fervura. Nesta etapa foi adicionado o lUpulo Hersbrucker na forma
de pellets (50,0 g no tempo 60 min e 25,0 g no tempo 5 min). O mosto foi entdo
resfriado, utilizando-se um trocador de calor e submetido a um whirlpool para
decantacdo forcada das substancias em suspensdo. Ao atingir 25 2C o mosto foi
transferido ao fermentador e o fermento WB-06 foi adicionado.

O residuo, trub quente, foi filtrado utilizando-se uma peneira, para remocgao
do excesso de liquido e armazenado em geladeira até a secagem, realizada em
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estufa de circulacdo de ar (marca SOLAB, modelo 102/480) na temperatura de 40
°C até seu peso permanecer constante.Apds a secagem, o produto desidratado
foi triturado e armazenado em geladeira para a realizacdo das analises.

Os extratos foram preparados em duplicata com 1,0000 g do residuo desi-
dratado com 50,0 mL dos solventes MeOH:H,0 70:30 (v/v), MeOH:H,0 95:5
(v/v), EtOH:H,0 70:30 (v/v), durante 4 horas sob agitacdo magnética ao abrigo da
luz (C = 20 g/L). Foram filtrados a partir da filtracdo simples, armazenas sob refri-
geracdo e ao abrigo da luz.

A analise de antocianinas e flavonoides amarelos foram determinadas atra-
vés da metodologia de Francis (1982). Os resultados foram calculados em mg por
100 g™* de residuo através das equacdes 1 e 2.

Antocianinas totais= (Fator de dilui¢do. Abs)/98,2 (1)
Flavonoides amarelos = (Fator de dilui¢do. Abs)/76,6 (2)

Os compostos fendlicos totais dos extratos do residuo foram quantificados
através da metodologia de Minussi et al. (2003) [10] utilizando-se o reagente Fo-
lin-Ciocalteau. Uma curva padrdo de acido gdlico foi construida nas concentra-
¢Oes de 25, 50, 100, 150 e 200 (y = 0,005x + 0,004; R’ =0,999), sendo os resulta-
dos expressos em mg EAG 100 g™ de amostra, onde EAG é o Equivalente em Aci-
do Gdlico.

Para a quantificacdo dos flavonoides foi utilizada a metodologia de Funari;
Ferro (2006). Uma curva padrdo de rutina nas concentragdes de 10, 20, 40, 80,
100 e 200 mg L™ foi construida (y =0,005x —0,021; R’ = 0,995) e os resultados fo-
ram expressos em mg de rutina 100 g'1 de amostra.

Para determinacgdo da atividade antioxidante pelo método DPPH, adicionou-
se em uma cubeta 1,0 mL de extrato (C=20g L") e 2,0 mLde da solucdo do radi-
cal DPPH (0,12 mM em MeOH). Apds 30 minutos de incubacgdo a absorbancia foi
lida em espectrofotometro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) a 517
nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS foi determina-
da segundo a metodologia de Rufino et al. (2007). Para ambos os métodos foram
utilizados como padrdao o BHT (butil-hidroxi-tolueno) e acido ascérbico a uma
concentragdo de 0,1 g L™ e sua atividade antioxidante foi expressa como porcen-
tagem de inibicdo em relacdo ao controle, de acordo com a Equacdo 3. As anali-
ses foram realizadas em triplicata.

%AA = Acontrole'(Aamostra_Abranco)] -Acontrole-1 (3)

Para a determinacdo da habilidade quelante, foram adicionados a um tubo
de ensaio, 3,7 mLdo extrato (C=20g L") e 0,1 mL de FeCl,. 4H,0 (0,004 gem 10
mL agua deionizada). Foi preparado um controle negativo (A.n:), substituindo-se
o extrato por MeOH e um controle positivo com 3,7 mL de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) (0,015 g L™). A primeira leitura (A,) foi realizada espectrofo-
tometro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-VIS) a 562 nm. Adicionou-se
entdo a esta mistura, 0,2 mL de ferrozina (0,025 g em 10 mL de dgua deionizada)
e depois de 10 minutos a leitura foi realizada novamente no mesmo comprimen-
to de onda (A;). As andlises foram realizadas em triplicata. O célculo da porcenta-
gem da habilidade quelante do extrato foi realizado a partir da Equacdo 4 (HABE-
YCH et al., 2016).
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% Habilidade quelante = [Acon— (A1 — Ao)] - Acont - (4)

Os resultados apresentados foram obtidos através da média das repeti¢bes +
desvio padrdo e foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05),
com comparacdes multiplas. As analises estatisticas foram realizadas utilizando-
se o software Stat Soft. Inc. (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O trub quente foi seco a 40 oC a fim de ndo degradar seus compostos. A se-
cagem durou em torno de 48 h e com um rendimento de aproximadamente 24%.

Na extracdo dos compostos fendlicos e flavonoides, a escolha do solvente
extrator é um fator muito importante, como pode observar-se na Tabela 1. A
dgua em combinacdo com outros solventes organicos contribui para criar um
meio moderadamente polar, o que favorece a extracao de polifendis (LAPORNIK;
PROSEK; WONDRA, 2005). De acordo com Kowalczyk et al. (2013), o emprego de
solventes hidro alcodlicos favorece a extracdo de compostos fendlicos, o que jus-
tifica a escolha dos trés solventes utilizados. O solvente EtOH:H,0 70:30 foi o mais
eficiente na extracdo de fendis totais, apresentando um valor superior ao solven-
te menos eficiente de 38,7%. Nao foi observada diferenca significativa (p<0,05)
na extracao de flavonoides totais para este residuo.

Tabela 1 - Resultados de fendis totais e flavonoides totais do trub quente Hersbruc-

ker.
Solvente Fenois totais Flavanoides totais
mg EAG 100 g™ mg ERT 100 g™
MeOH:H,0 95:5 (v/v) 151,80 # 3,42° 161,81 + 1,69°
MeOH:H,0 70:30 (v/v) 191,60 + 2,68" 151,05 + 7,03°
EtOH:H,0 70:30 (v/v) 247,44 +1,61° 149,99 + 2,58°

Fonte: Autoria proépria (2020)
Resultados expressos como média + desvio padrado (n=6). Letras iguais na mesma coluna
indicam que ndo ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. EAG = equiva-
lente de acido galico; ERT = equivalente de rutina.

Dentre os flavonoides estdo as antocianinas, cujo interesse ésua capacidade
antioxidante, propriedade antiinflamatodria, prevencdo da hiperglicemia e estimu-
lacdo da secrecdo da insulina desta classe de compostos (MILIAUSKAS; VENSKU-
TONIS; VAN BEEK, 2004). Os resultados obtidos para a quantificacdo das antoci-
nas foram valores relativamente altos para estas classes de compostos, superior
inclusive a polpas de fruta estudadas por nosso grupo de pesquisa, como a polpa
de noni, que apresentou teores de antocianinas de 1,39 mg 100 g™ e flavonoides
amarelos de 13,01 mg 100 g™ (PALIOTO et al., 2015) e a polpa da laranjinha-de-
pacu que apresentou valores de 0,65 e 9,63 mg 100 g'1 para antocianinas e fla-
vonoides amarelos, respectivamente (TONIN et al., 2020).

Os resultados de atividade antioxidante pelos métodos de sequestro do ra-
dical livre DPPH, ABTS e Habilidade Quelante do ion Ferro (Il) para os extratos do
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residuo estudado e os padrdes BHT, acido ascérbico e EDTA estdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2 - Resultados das porcentagens de atividade antioxidante (%AA) dos extratos
do trub quente Hersbrucker e padrdes.

Solvente DPPH ABTS Habilidade Quelante
MeOH:H,0 95:5 (v/v) 46,61 + 0,68 18,25 +0,28" 90,17 + 0,66°
MeOH:H,0 70:30 (v/v) 45,97 +0,38" 19,02 + 0,50 90,80 * 0,55°
EtOH:H,0 70:30 (v/v) 75,17 +0,66° 22,80+ 0,31° 96,54 + 0,20°
Padrao
BHT 99,45 + 0,04 98,24 + 0,04 -

Acido ascérbico 99,68 + 0,06 97,73 £0,10 -
EDTA - - 70,59 + 1,34

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

O método colorimétrico de seqiiestro do radical livre DPPH' baseia-se no de-
créscimo da absorbancia a 517 nm da solugao de DPPH, que sofre reducdo pelos
componentes presentes no extrato e formagdo do composto difenil-picril-
hidrazina, com mudanca simultdnea na colora¢do de violeta a amarelo (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995). O solvente extrator que melhor apresentou
resultado para o método DPPH foi o EtOH:H,0 70:30. A andlise dos resultados de
atividade antioxidante dos padrdes BHT e acido ascérbico revelam um valor su-
perior de sequestro do radical de 25%, demonstrando o potencial antioxidante
deste residuo.

O método de sequestro do cation radicalar ABTS™ baseia-se na reducdo des-
te por compostos antioxidantes presentes no extrato e formacdo do ABTS, com
reducdo da absorbancia a 734 (RUFINO et al., 2007). O maior potencial antioxi-
dante foi observado para o extrato EtOH:H,0 70:30. Os padrées BHT e acido as-
corbico apresentaram valores de atividade antioxidante muito superiores, de-
monstrando a importancia destacada por Alves et al. (2010) da escolha do méto-
do para avaliar o potencial de antioxidantes naturais.

O método de habilidade quelante do ion Fe®" baseia-se na reacdo destes fons
com a ferrozina, quanto mais os compostos antioxidantes quelarem os ions, me-
nos estardo disponiveis para reagir com a ferrozina e menor serd a absorbancia a
562 nm (HABEYCH et al., 2016). Compostos antioxidantes que possuem esta habi-
lidade contribuem na quelacdao de metais de transicao, que em excesso podem
levar a peroxidacao lipidica com consequente lesdo das membranas plasmaticas
e a oxidagcdo do DNA. Mesmo em baixas concentracdes o ion Fe”" induz a geracdo
de radicais hidroxila, através da reacdo de Fenton, causando lesdo ou morte celu-
lar (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Por este método o solvente EtOH:H,0 70:30
foi o que forneceu maior potencial antioxidante para o trub Hersbrucker, 27%
superior ao padrao EDTA.
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Munekata et al. (2016) identificaram 14 compostos do mesmo extrato de re-
siduo da suspensdo da fervura do mosto cervejeiro, sendo eles flavonoides (deri-
vado da epi-catequina, derivado da epi-galocatequina, derivado da acacetina,
guercetina-3-0-glicosideo e catequina glicosilada, prodelfinidina B3), acidos fené-
licos (acido cafeicohexosideo e derivado do acido siringico) e os acidos amargos
(derivados da lupulona, cohumulona e humulona), podendo-se sugerir a presenca
de alguns destes compostos nos trubs quente estudados, visto o potencial antio-
xidante que apresentaram pelos métodos testados.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram alto potencial antioxidante para o residuo
cervejeiro estudado, apresentando uma correlacdo positiva com o contetudo de
fendis totais e flavonoides. O solvente EtOH:H,0 70:30 foi o mais eficiente na ex-
tracdo dos compostos bioativos antioxidantes. Observou-se ainda um conteudo
de antocianinas e flavonoides amarelos relativamente altos. O trub quente obtido
a partir do ldpulo Hersbrucker é fonte de compostos bioativos que podem ser
aplicados nas industrias de alimentos, cosméticos e medicamentos.
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