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“O mais corajoso dos atos ainda é pensar com a prépria cabeca.”
(Coco Chanel)



RESUMO

A cerveja € uma das bebidas mais consumidas no mundo e o Brasil tem papel de
destaque no setor sendo o 3° maior produtor mundial com o Rio Grande do Sul sendo
um dos principais polos de pequenas cervejarias. Durante seu processo de fabricacédo
sdo gerados alguns residuos, como o bagaco de malte (BM) que é composto
basicamente de cereais e agua. A cada 100 litros de cerveja sao produzidos cerca de
20 kg de BM. Apesar de ser rico em nutrientes como proteinas e fibras, esse residuo
nao é utilizado pela industria e acaba sendo destinado a racdo animal. Dessa forma, o
objetivo desse trabalho foi utilizar o bagaco de malte gerado na producéo de cerveja do
tipo Pilsen para obtencdo de um hidrolisado proteico, caracterizando-o e avaliando a
atividade antioxidante dos peptideos gerados, agregando valor ao mesmo e, desta
forma, realizando o upcycling deste subproduto. Inicialmente, a aplicacdo de calor e a
remocdo de gordura do RC com solvente foram testados como pré-tratamentos para
verificar o impacto dos mesmos na extragéo proteica. O concentrado proteico foi obtido
pelo método de variacdo do pH com precipitacédo das proteinas no ponto isoelétrico pré-
estabelecido. A enzima Alcalase foi utilizada para a realizacdo da hidrolise proteica,
onde as condi¢des tempo de hidrolise e relagdo enzima:substrato foram determinadas.
A atividade antioxidante foi avaliada por trés mecanismos: sequestro do radical ABTS,
sequestro do radical DPPH e atividade quelante de ferro. Além disso avaliou-se a
influéncia da hidrélise na capacidade de formacdo de espuma e de emulsdo. Foi
possivel observar que a aplicacdo da enzima Alcalase para hidrélise do concentrado
proteico obtido por extracéo alcalina seguido de precipitacdo acida € efetiva na producéo
de um hidrolisado com peptideos potencialmente antioxidantes conforme os
mecanismos de acao testados, onde a capacidade de captura de radical ABTS chegou
a mais de 90%. Além disso, observou-se propriedades funcionais interessantes na
tecnologia de alimentos, como o aumento na capacidade de formacao e estabilidade da

emulsdo que subiu de 30,8% para 72,8% e de 51,7% para 62,1%, respectivamente.

Palavras-chave: hidrolisado proteico; concentrado proteico; reaproveitamento de

residuos; propriedades tecnolégicas.



ABSTRACT

Beer is one of the most consumed beverages in the world and Brazil has a prominent
role in the sector, being the 3rd largest producer in the world, with Rio Grande do Sul
being one of the main centers of small breweries. During its manufacturing process,
some residues are generated, such as brewers’ spent grain (BSG), which is basically
composed of cereals and water. Every 100 liters of beer produced result about 20 kg of
BM. Despite being rich in nutrients such as proteins and fibers, this residue is not used
by the industry and ends up being destined for animal feed. Thus, the objective of this
work was to use the BSG generated in the production of Pilsen-type beer to obtain a
protein hydrolysate, characterizing it and evaluating the antioxidant activity of the
generated peptides, adding value to it and, in this way, realizing the upcycling of this by-
product. First, the application of heat and the degreasing of BSG with solvent were tested
as pre-treatments to verify their impact on protein extraction. The protein concentrate
was obtained by the pH variation method with protein precipitation at the pre-established
isoelectric point. The enzyme Alcalase was used to carry out the protein hydrolysis,
where the conditions time of hydrolysis and enzyme:substrate ratio were determined.
Antioxidant activity was evaluated by three mechanisms: ABTS radical scavenging,
DPPH radical scavenging and iron chelating activity. Furthermore, the influence of
hydrolysis on foaming and emulsifying capacity was evaluated. It was possible to
observe that the application of the enzyme Alcalase for hydrolysis of the protein
concentrate obtained by alkaline extraction followed by acid precipitation was effective
in the production of a hydrolysate with potentially antioxidant peptides according to the
tested mechanisms of action, where the ABTS radical scavenging capacity reached
more than 90%. In addition, interesting functional properties were observed in food
technology, such as the increase in the formation capacity and stability of the emulsion,
which rose from 30.8% to 72.8% and from 51.7% to 62.1%, respectively.

Keywords: protein hydrolysate; protein concentrate; reuse of waste; technological

properties.
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1. INTRODUCAO

A industria de alimentos produz uma série de residuos que, em alguns casos,
apresentam caracteristicas danosas ao ambiente e a saude da populagcdo. Esses
dejetos podem ser provenientes das diferentes etapas da cadeia produtiva de alimentos
e, atualmente, somam 1,3 bilh&o de toneladas anuais (ROTH; JEKLE; BECKER, 2019).
Apesar de serem subutilizados, esses residuos podem revelar um alto potencial de
reutilizacdo, o que minimiza o impacto ambiental e agrega valor a estes (SOUZA;
ALMEIDA; SANTOS, 2009; ALEXANDRE et al., 2013).

A cerveja, uma das bebidas mais apreciadas pelos consumidores, acumula uma
guantidade relevante de residuos: a cada 100 L produzidos, sdo gerados 20 kg do
residuo umido, representando 85% do total de residuo sélidos do processo cervejeiro
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006). O processo cervejeiro tem duas etapas
distintas sendo que na primeira etapa, denominada brassagem, obtém-se uma fracédo
liquida (mosto) e uma sélida (bagaco de malte) que é caracterizada como residuo.

Em 2019, a industria cervejeira global produziu cerca de 1,91 bilhdes de hL de
cerveja (STATISTA, 2021). Estima-se que essa producdo gere uma quantidade de
residuo cervejeiro (RC) — ou bagaco de malte (BM) — aproximado de 390 milhdes de
toneladas (ROTH; JEKLE; BECKER, 2019). Para as industrias cervejeiras, a remoc¢ao
inadequada desta alta quantidade de residuos gera um impacto fortemente negativo no
ambito da sustentabilidade, responsabilidade social e ambiental e, assim sendo, exige
a implementacdo de uma gestéo de residuos eficiente.

O BM é um subproduto que se destaca pelo seu elevado teor de fibras e,
principalmente, por sua potencialidade como fonte proteica (LYNCH; STEFFEN;
ARENDT, 2016). As proteinas sdo indispensaveis a saude por serem fontes de
aminoacidos essenciais ao organismo humano, além de possuirem uma extensa
variedade de propriedades estruturais e funcionais, onde desempenham um papel de
grande importancia sobre o aspecto sensorial de produtos alimenticios (YADA, 2004).
Devido a relevancia das caracteristicas funcionais e nutricionais das proteinas nos
alimentos, elas vém sendo extraidas de fontes vegetais e animais para obtencgdo de
concentrados e isolados proteicos.

Novas fontes de proteinas podem ser utilizadas como ingredientes e sdo aceitas
pela industria alimenticia se possuirem propriedades vantajosas (SCHWENZFEIER et
al., 2013). Além disso, é crescente a valorizacdo dos subprodutos gerados durante o
processamento de alimentos e bebidas, o que pode ser comprovado pela obtencéo de
inUmeros produtos de alto valor agregado derivados de subprodutos industriais,
conceito conhecido como upcycling (ROTH; JEKLE; BECKER, 2019).
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Apesar da grande disponibilidade do BM, as pesquisas com esse subproduto ainda
sdo muito limitadas. A caracterizacdo deste subproduto, bem como de suas
propriedades tecnoldgicas, potencializara sua aplicabilidade industrial, sendo, portanto,
de grande interesse industrial.

O processo de hidrélise de proteinas possibilita a liberagcdo de peptideos
biologicamente ativos de interesse para o enriqguecimento de produtos alimenticios
(UDENIGWE; ALUKO, 2012). Diversas fontes proteicas, animais e vegetais, tem sido
exploradas como fontes de peptideos bioativos, como soja, arroz, chia e feijao
(BOONLA et al, 2015; KANNAN; HETTIARACHCHY; MAHEDEVAN, 2012,
PUCHALSKA; MARINA; GARCIA, 2014; UDENIGWE; ALUKO, 2012; COELHO et al.,
2019). Esses compostos podem apresentar propriedades antioxidante, anti-
hipertensiva, imunomoduladora, antimicrobiana, hipocolesterolémica, antidiabética,
vasodilatadora entre outras, sendo dependentes das propriedades estruturais da cadeia
peptidica (PRIPP et al., 2005; FONTOURA et al., 2018).

Os peptideos antioxidantes sdo de grande relevancia para a ciéncia e tecnologia ja
gue esse tipo de atividade atua na prevencdo de doencas e na conservacdo de
alimentos, inibindo a sua oxidacdo (DI BERNARDINI et al., 2011). Ishak & Sarbon
(2018) relatam que a composicao, estrutura e hidrofobicidade dos aminoacidos séo
fatores de maior influéncia nas propriedades antioxidantes. No entanto, a contribui¢ao
especifica de residuos individuais de aminoacidos para a atividade antioxidante de
peptideos depende, em grande parte, da natureza das substancias oxidantes e do meio
de reacdo (UDENIGWE; ALUKO, 2012). Na literatura ha registro de diversos métodos
para avaliacdo da atividade antioxidante e, segundo pesquisadores, sdo necessarios
dois ou mais métodos de andlise para alegar essa propriedade em hidrolisados e
peptideos bioativos (CENTENARO, et al., 2011; VILLAMIL; VAQUIRO; SOLANILLA,
2017).

Diante dos fatores expostos, este trabalho tem como objetivo indicar uma alternativa
sustentavel para o aproveitamento do BM, através da geragéo de um produto de maior
valor agregado destacando seu potencial antioxidante para valorizagdo do material.

O presente trabalho esta estruturado da forma descrita a seguir. O item 2 se destina
aos objetivos do estudo. No item 3 estdo abordados os fundamentos tedricos e revisdo
bibliografica sobre a cerveja, residuo da producéo de cerveja, upcycling de subprodutos
agroindustriais, proteinas e concentrados proteicos, hidrolisados proteicos, peptideos
bioativos, atividade antioxidante e propriedades funcionais. No item 4 esta apresentado
0 artigo gerado a partir dos resultados desse trabalho e no item 5 estdo as conclustes

do estudo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a utilizacdo do bagaco de malte gerado na
producdo de cerveja do tipo Pilsen para obtencdo de um concentrado proteico para

hidrélise enzimatica, avaliando seu potencial antioxidante e propriedades funcionais.

2.2. Objetivos especificos

e Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Caracterizar o BM da cerveja Pilsen quanto aos teores de proteinas, lipidios, cinzas

e carboidratos totais;

- Avaliar a melhor condicdo de extracdo e concentracdo das proteinas do BM,

através da determinacao do ponto isoelétrico para precipitacao proteica;

- Realizar a hidrélise enzimatica do concentrado proteico obtido, avaliando diferentes

condicdes de tempo de hidrolise e da relacdo enzima:substrato;

- Analisar a atividade antioxidante dos peptideos gerados na hidrélise do BM,

através dos testes de DPPH, ABTS e atividade quelante de ferro;
-Avaliar a influéncia da ultrafiltracdo na atividade antioxidante do hidrolisado;

- Determinar a capacidade de formacéo e estabilidade de espuma, assim como a
capacidade de emulsificacdo e a estabilidade da emulsdo do concentrado e
hidrolisado de BM.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesse capitulo serdo apresentados os itens mais importantes relacionados ao
assunto, como a producédo de cerveja, geracao de residuos e seu reaproveitamento.
Também serdo abordados tépicos relacionados a extragcdo, concentracdo e hidrolise
proteica e a aplicacdo na obtencdo de peptideos com bioatividade e funcionalidade
tecnologica.

3.1. Cerveja

3.1.1. Conceitos, classificacdo e mercado

Conforme o Decreto n® 9.902 de 8 de Julho de 2019, que regulamenta a Lei n°® 8.918
de 14 de Julho de 1994, a cerveja é a bebida resultante da fermentacao, a partir da
levedura cervejeira, do mosto de cevada malteada ou de extrato de malte, submetido
previamente a um processo de coccdo adicionado de lUpulo ou extrato de lupulo,
hip6tese em que uma parte da cevada malteada ou do extrato de malte podera ser
substituida parcialmente por adjunto cervejeiro. Esse decreto — que traz modificacdes
relevantes ao anterior (Decreto n° 6.871/2009) — estabelece ainda mudancas como a
permissdo da adicdo a cerveja de ingredientes de origem animal, vegetal e outros
aditivos. A norma também atualiza regras para padronizacdo, classificacdo, registro,
inspecao, producao e fiscalizacdo de bebidas no pais (BRASIL, 2019).

A legislacédo vigente permite interpretacdes e desenvolvimento de produtos diversos
e cervejas com caracteristicas muito singulares. As matérias-primas e os parametros de
producdo (tempo e temperatura de cozimento, fermentacdo e maturacao) tém uma
influéncia significante nos atributos sensoriais e fisico-quimicos do produto elaborado
(SOARES, 2011; VIOTTI, 2012). A classificacdo mais usual e abrangente divide as
cervejas em dois grandes grupos: Ale e Lager. As cervejas tipo Ale, de alta fermentacao,
sao cervejas cujo processo fermentativo ocorre na parte superior, proximo a superficie,
com temperatura entre 15 e 24 °C, utilizando, principalmente, Saccharomyces
cerevisiae; nota-se um sabor e aroma bastante caracteristicos, mais encorpados e
complexos (MORADO, 2009; BJCP, 2015). As cervejas tipo Lager, de baixa
fermentacgéo, utilizam temperaturas mais baixas (8 — 12 °C), e emprega-se a levedura
Saccharomyces pastorianus; sdo o tipo de cerveja mais comercializadas no mundo
devido as suas caracteristicas de sabor e aroma mais leves, além de terem um menor
teor alcoodlico. Dentre as cervejas Lager a mais comum é a cerveja tipo Pilsen,
correspondente a cerca de 99% da producédo de cervejas Lager no mundo (MORADO,
2009; VIOTTI, 2012; BJCP, 2015).
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O Brasil se destaca como um grande produtor de cerveja no cendrio mundial atras
apenas da China e Estados Unidos, com uma produc¢éo estimada de 16,1 bilhdes de
litros por ano (CERVBRASIL, 2020). Apesar de cerca de 98,6% da producao cervejeira
do Brasil estar concentrada em trés grandes companhias, as micro e pequenas
cervejarias tém cada vez mais buscado seu espaco entre 0s consumidores e
correspondem a 1,4% do mercado, sendo responsaveis por 17,5% dos empregos
gerados no setor (BRESSIANE, 2015). O Rio Grande do Sul se destaca no setor, sendo
o estado com maior niumero de registro de produtos cervejeiros (Fig. 1A) e, junto a regiao
Sul, concentra a maior parte das cervejarias do Brasil (Fig. 1B). Em destaque nota-se o
municipio de Porto Alegre — RS, com 39 cervejarias, sobre diversos outros circulos que

representam outros municipios com cervejarias (CERVBRASIL, 2020).

Figura 1. Registros de produto totais por unidade da federacéo e mapa de simbolos

pontuais proporcionais com a distribuicdo das cervejarias no Brasil por municipio.
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Fonte: Adaptado de “Anuario da Cerveja 2019” (CERVBRASIL, 2020)

3.1.2. Processo produtivo

O processo de fabricacdo da cerveja pode diferir em varios aspectos, desde os
parametros utilizados nas etapas (tempo e temperatura) até adequagdes as estruturas
disponiveis na cervejaria e/ou matérias-primas e adjuntos utilizados (BOULTON,;
QUAIN, 2001; PIRES; BRANYIK, 2015). Porém, algumas operacdes unitarias sédo

consideradas primordiais na producéo da bebida e estéo representadas na Figura 2.
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Os ingredientes base para a producao de cerveja, segundo a Lei da Pureza Alema
— datada de 1516 —, sdo: o malte, a 4gua e o lupulo. O primeiro estagio da producao
cervejeira consiste na moagem dos graos malteados (geralmente cevada, mas pode ser
outros cerais também, como o trigo), com o objetivo de danificar a estrutura do gréo,
expondo o amido e faciltando a acdo das enzimas que irdo hidrolisar esses
polissacarideos em acgucares menores durante a mosturagdo (DRAGONE; ALMEIDA,;
SILVA, 2010; VENTURINI FILHO, 2010; PIRES; BRANYIK, 2015).

Figura 2. Fluxograma simplificado do processo de producéo de cerveja com destaque
a etapa de geracdo do bagaco de malte

MALTE * AGUA

PREPARO
DO MOSTO

FERMENTACAO BAGACO
E MATURACAO

FILTRAGEM
ENVASE

Fonte: Adaptado de CERVBRASIL, 2020

A mosturacdo € a primeira etapa propriamente dita do processo cervejeiro e tem
como principal objetivo solubilizar os componentes do malte sollveis em agua com

controle de temperatura e pH propicio as reagfes enzimaticas e quimicas (BOULTON,;
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QUAIN, 2001; VENTURINI FILHO, 2010). Durante a mosturacéo, cerca de 35-40% das
proteinas do malte sdo solubilizadas (PIRES; BRANYIK, 2015). Ap6s o periodo pré-
estabelecido para a¢do enziméatica, ocorre uma primeira filtragdo — também denominada
clarificacdo — que tem a finalidade de separar o bagaco de malte (parte sélida
considerada residuo da producéo cervejeira), da porcao liquida de real interesse para o
processo, o mosto cervejeiro (BLEIER et al., 2013).

As etapas subsequentes da producéo cervejeira, conforme ilustradas na Figura 2,
consistem na fermentagcédo e maturacédo do mosto, seguida de uma segunda filtragem e

0 envase da bebida.

3.2. Residuos da producéo de cerveja: bagaco de malte

O bagaco de malte (Figura 3) (BM), é o principal subproduto gerado no processo
cervejeiro, correspondendo a 85% dos residuos gerados nesse setor da industria
(MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006; LYNCH; STEFFEN; ARENDT, 2016). O
BM é a fracao insollvel separada do mosto cervejeiro apés a etapa de mistura do malte
e agua, sendo sua composicao condicionada a matéria-prima utilizada para obtencdo
do malte, principalmente cevada, e constituindo-se basicamente da casca, pericarpo e
revestimento de sementes do grdo, com quantidades residuais do endosperma e da
camada de aleurona (ROTH; JEKLE; BECKER, 2019; VIEIRA et al., 2017).

Figura 3. Bagaco de malte apos separagédo do mosto

N A Ton -~

e
N~

Fonte: Polastri et al. (2019)

O destino principal do BM produzido nas fabricas de cerveja é para alimentacéo
animal, sendo apenas uma pequena parcela (menos de 3%) utilizada para outros fins,
como insumo na industria farmacéutica (MUSSATTO; DRAGONE; ROBERTO, 2006).
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O uso do BM como racdo se deve aos elevados teores de fibras e proteinas que o
constituem e, justamente por isso, estima-se que possa ser utilizado para fins mais
nobres, como nutricdo humana (NOCENTE et al., 2019; REIS; ABU-GHANNAM, 2014;
AJANAKU et al.,, 2011; STOJCESKA et al., 2006), e processos biotecnolégicos:
substrato para cultivo de microrganismos e producédo de enzimas (HASSAN et al., 2020;
RAVINDRAN; WILLIAMS; JAISWAL, 2019), entre outros. Pesquisas recentes, inclusive
realizadas no Brasil, tem explorado o BM para aplicacdo em alimentos, observando
resultados promissores, como no desenvolvimento de cookies, paes e snacks
enriquecidos com aumento do teor de fibras e proteinas nos produtos (BIELI et al., 2017;
RIGO et al., 2017; KUIAVSKI et al., 2020).

Da mesma forma que outros residuos agroindustriais, o bagaco de malte apresenta
uma grande concentracdo de matéria organica, sendo que se destaca o teor de fibra
(principalmente celulose, hemicelulose e lignina) que pode chegar a 70% (m/m) e o teor
de proteinas, entre 25 e 30% (m/m) (MUSSATO, 2014; MUSSATTO; DRAGONE;
ROBERTO, 2006). As proteinas mais abundantes no BM sdo hordeina, glutelina,
globulina e albumina (CELUS; BRIJS; DELCOUR, 2006; LYNCH; STEFFEN; ARENDT,
2016), sendo que o conteudo de aminoacidos essenciais representa cerca de 30% do
conteudo total de proteinas, com lisina sendo o mais abundante (28%) (LYNCH;
STEFFEN; ARENDT, 2016; ROTH; JEKLE; BECKER, 2019), o que é uma
particularidade importante e que destaca esse subproduto ja que a lisina é, em muitos
casos, o aminoacido limitante em alimentos derivados de cereais (BLANDINO et al.
2003). Outro fator importante relacionado a composi¢cédo do BM é que estudos utilizando
a casca de cevada encontravam elevados teores de compostos fendlicos em sua
composicao e, com isso, o0 BM é um potencial fonte natural de substancias antioxidantes
(FARCAS et al., 2014; ROTH; JEKLE; BECKER, 2019).

3.3. Upcycling de subprodutos agroindustriais

As industrias e centros de pesquisa do mundo todo estdo cada vez mais buscando
alternativas para reaproveitar os residuos gerados durante os processos de obtengéo
de alimentos e bebidas (CHANDRASEKARAN, 2013). Muitos desses subprodutos
apresentam grande potencial nutricional podendo assim serem reutilizados para
obtencdo de produtos com alto valor agregado e que possibilitam o enriquecimento
nutricional e funcional na formulagéo de alimentos (ROTH; JEKLE; BECKER, 2019).

Nesse contexto, um novo conceito — upcycling — vem sendo difundido e abordado
por pesquisadores. Segundo Roth et al. (2019), o termo upcycling € definido como a

busca da valorizacdo de subprodutos que séo destinados a fins menos nobres como,
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no caso dos residuos agroindustriais, a alimenta¢cdo animal, mas que apresentam
grande potencial como fonte de proteinas e fibras, por exemplo. Grasso & Asioli (2020)
realizaram uma pesquisa com consumidores locais avaliando sua aceitacdo em relacédo
a biscoitos produzidos com ingredientes classicos (farinha de trigo) e “reciclados”
(chamado de farinha de girassol upcycled), considerando atributos como preco, tipo de
farinha, fonte de proteina (ou néo) e rotulagem Carbon Trust (ou nao). Apesar dos
resultados indicarem uma preferéncia pelos biscoitos tradicionais, h4 uma tendéncia de
gue o uso de ingredientes alternativos obtidos a partir de residuos possam ser
incorporados na dieta desse grupo, desde que sejam implementadas politicas que
fomentem essa préatica e comuniquem de forma mais eficaz os beneficios do upcycling
desses ingredientes.

Na literatura, apesar de ainda escassos, ja se encontram outras pesquisas que
viabilizam a obtencdo, valorizacdo e aplicacdo de ingredientes ditos reciclados
(GRASSO et al., 2019; MAY & GUENTHER, 2020; GRASSO et al., 2020). Nocente et
al. (2019) utilizaram o bagago de malte em sua forma integra como ingrediente para
formulacéo de macarrdo com alegacao nutricional e empregando o termo upcycling para
valorizar essa pratica. Nesse trabalho, observou-se que o BM promoveu o aumento do

teor de fibras e proteinas além de promover efeitos minimos na aceitacdo sensorial.

3.4. Proteinas e concentrado proteico

A crescente demanda da populagdo por produtos nutritivos, tal como o0 aumento de
adeptos a dietas vegetarianas e veganas — em torno de 15% da populacdo brasileira
(IBOPE, 2018) — abre espaco para que fontes alternativas de proteinas sejam
exploradas. Segundo a ONU (2012), estima-se que sera necessario a producdo de 70%
a mais de carne para alimentar a populacdo, que em poucas décadas deve alcangar 9,5
bilhdes de pessoas. Uma das areas de maior potencial e viabilidade €, justamente, a
tecnologia com base em produtos vegetais (“plant based foods”), que se torna mais
eficiente e sustentavel. E nesse contexto que diversas pesquisas buscam a partir de
materiais subutilizados, fonte para obter concentrados proteicos e, a partir dai, explorar
suas potencialidades nutricionais e biolégicas.

Além da necessidade de atender a demanda crescente por proteinas, os
concentrados proteicos tém grande relevancia industrial sendo empregados como
ingredientes funcionais em diversas formulagfes. Diante disso, desencadeia-se uma
necessidade de buscar mecanismos simples e rapidos para extracdo dessas proteinas
mantendo ou melhorando suas propriedades funcionais como capacidade de formagéao

de espuma, emulsionante e solubilidade (AJIBOLA et al., 2016).
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Os concentrados proteicos sé&o produtos obtidos a partir da retirada parcial de
substancias ndo proteicas de uma matéria prima, como carboidratos, sais minerais,
entre outros (FONTANA et al, 2009). A sua obtencao pode se dar por via enzimatica ou
guimica. Na enzimatica, sdo utilizadas enzimas para facilitar o processo de extracao
proteica (TANG et al., 2003). Por via quimica, o processo consiste na solubilizacéo das
proteinas em pH alcalino ou &cido, com posterior precipitacdo destas no seu ponto
isoelétrico, esse método € conhecido como pH-shifting (NOLS@E; UNDELAND, 2009).
A partir dessa metodologia, ha relatos da obtencéo de concentrados com propriedades
funcionais e tecnolégicas com grande afinidade para aplicacdo em produtos de
panificacdo, lacteos e embutidos carneos (FIGUEIREDO, 2015).

De acordo com Gléria e Regitano-d’Arce (2000), a quantidade minima de proteina
nos concentrados e isolados proteicos é 68% e 88% em base seca, respectivamente,
sendo os concentrados e isolados de soja 0s Unicos classificados na Resolugdo CNNPA
n° 14, de 28 de junho de 1978. Quando utilizados para substituirem as proteinas
convencionais em alimentos, os concentrados devem manter ou melhorar a sua

qualidade nutricional e aceitabilidade (HUA et al., 2005).

3.5. Hidrolisado proteico

Os hidrolisados proteicos sdo definidos como proteinas com a ligacdo peptidica
clivada por acdo enzimatica, quimica ou por fermentacao, que resultam em peptideos
de tamanhos diferentes e alguns aminoécidos livres (ADLER-NISSEN, 1986). Em
sintese, uma reacado de hidrélise € aquela em que uma molécula de agua efetua uma
dupla troca com outro composto estabilizando-o, conforme ilustrado na Figura 4. Os
hidrolisados proteicos apresentam elevado potencial tecnolégico devido sua elevada
funcionalidade e propriedades nutricionais, reduzindo o potencial alergénico da
proteina, além de conter peptideos bioativos (MOURE; DOMINGUEZ; PARAJO, 2006;
MARTINS, 2009). A hidrolise proteica por aplicagdo de enzimas € um método
reconhecido por néo prejudicar o valor nutricional da proteina, ao mesmo tempo em que
melhora ou modifica suas propriedades nativas, além disso, hidrolisados produzidos por
via enzimatica nao apresentam residuos de solventes organicos, nem produtos téxicos
secundarios, sendo o tempo de processo relativamente menor qguando comparado ao
processo fermentativo (DE OLIVEIRA et al., 2015; SALEM et al., 2017). A liberagdo de
peptideos bioativos por agdo enzimatica a partir da proteina intacta possibilita a escolha
de substrato, enzimas especificas e condi¢cdes de reac¢do, promovendo uma otimizacao
do rendimento dessas biomoléculas (NASCIMENTO, 2015).
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Figura 4. llustragdo esquemética da reacao de hidrolise e sintese proteica
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Fonte: Miguel (2004)

As proteases sdo enzimas que catalisam a quebra de ligacbes peptidicas nas
proteinas o que afeta o tamanho, quantidade, a composicdo de aminoacidos livres,
peptideos e a sequéncia de aminoacidos que o compdem (WU; CHEN; SHIAU, 2003).
Estudos para obtencdo de hidrolisados proteicos utilizam diferentes enzimas
proteoliticas para promover a quebra das ligacGes, sendo as mais usuais: Alcalase,
Pepsina, Flavourzyme e Neutrase.

Diferentes pesquisas provaram que a enzima Alcalase (Alcalase® 2.4L FG) € a que
apresenta melhores resultados tanto em grau de hidrélise, como em bioatividade dos
peptideos gerados a partir de diferentes proteinas alimentares (ZHANG et al., 2010;
EVANGELHO et al., 2015; SEGURA-CAMPOS et al., 2013). A Alcalase € uma enzima
microbiana produzida por Bacillus licheniformis e tem como seu principal componente a
subtilisina, uma endoprotease com ampla especificidade e capacidade de hidrolisar a
maioria das ligacdes peptidicas de uma molécula proteica em diferentes substratos
(IUBMB, 2016). Segundo Hedstrom (2002), o sitio ativo dessa enzima é formado por
trés aminodcidos, serina, histidina e acido aspartico, sendo que cada um exerce uma
atividade especifica na hidrolise. A serina possui 0 grupamento -OH atuando como
nucledfilo que ataca o grupamento carboxila, participante da ligacdo peptidica; a
histidina tem um par de elétrons proveniente do nitrogénio que aceita o hidrogénio do
grupo -OH da serina, formando um intermediario tetraédrico seguido da quebra da

ligacéo peptidica; por fim, o grupo carboxilico do &cido aspartico interage com a histidina
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por ligacbes de hidrogénio possibilitando que o &tomo de nitrogénio citado se torne mais
eletronegativo (HEDSTROM, 2002).

3.6. Peptideos bioativos

Uma substancia é considerada bioativa quando tem a capacidade de afetar os
processos bioldgicos e, com isso, impactar nas funcdes e condi¢cdes do organismo,
trazendo beneficios a satde (MOLLER et al., 2008). Os peptideos ndo apresentam
atividade bioldgica enquanto estao incluidos na cadeia priméria de proteinas de variadas
fontes e podem ser liberados a partir de diferentes processos como a fermentacéo e a
hidrélise enzimatica — in vivo ou in vitro. Suas propriedades séo influenciadas por fatores
como o tipo de enzima usada para a hidrolise, as condi¢des de hidrolise (tempo, grau
de hidrélise e razdo enzima/substrato), o peso molecular dos peptideos resultantes e os
pré-tratamentos sofridos pela proteina antes da hidrdlise (QUIROS et al., 2007;
HARTMANN; MEISEL, 2007; INOUYE et al., 2009; UDENIGWE; ALUKO, 2012).

Os peptideos liberados de proteinas alimentares cada vez mais despertam
interesses da comunidade cientifica devido a sua influéncia em diversas respostas
fisiologicas no organismo (SMACCHI & GOBBETTI, 2000). Esses compostos podem ser
produzidos comercialmente e utilizados nos alimentos provendo beneficios a
manutencao da salde, como a prevencao e o tratamento de enfermidades (SMACCHI
& GOBBETTI, 2000; DIAS, 2010).

Corréa et al. (2014) utilizaram soro de queijo de ovelha como fonte de peptideos e
conseguiram comprovar sua bioatividade como agente antioxidante e atividade inibitéria
da enzima conversora de angiotensina. Costa et al. (2019) constataram em seu trabalho
utilizando peptideos produzidos por Bacillus sp. P34 a atividade antimicrobiana contra
diferentes espécies formadoras de biofilmes. Choksawangkarn et al. (2018)
comprovaram a atividade antioxidante de peptideos obtidos por hidrélise de proteinas
extraidas do residuo da produgdo de molho de peixe. Montane et al. (2018) em seu
estudo com subprodutos de couve-flor observaram a atividade inibitéria da enzima
conversora de angiotensina e atividade antioxidante nos peptideos derivados do

processamento dessa matéria-prima.

3.7. Atividade antioxidante

As substancias antioxidantes sdo objetos de estudos frequentes devido,
principalmente, a sua acdo no controle da deterioracdo dos alimentos. A oxidacdo pode

afetar diferentes nutrientes que compde o alimento — proteina, lipidios e carboidratos —
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no entanto, é a oxidacao lipidica o principal fator causador de diminui¢cao da vida util de
muitos produtos alimenticios (PHILANTO, 2006).

Além da problemética relacionada a conservacdo dos alimentos, o estresse
oxidativo acarreta a formacao fisiolégica de radicais livres que em excesso acarretam
danos celulares precursores de doencas como artrite, diabetes, entre outras (VALKO et
al., 2007). E é justamente com a intencdo de amenizar problemas causados pela
oxidacao e formacao de radicais livres que é relevante identificar e aplicar compostos
capazes de amenizar esses processos oxidativos no metabolismo humano e em
alimentos.

Os compostos que apresentam atividade antioxidante podem ser sintéticos ou
naturais, sendo que podem estar naturalmente nos alimentos ou serem adicionados
durante o processamento desses. Dentre os antioxidantes naturais mais usuais,
destacam-se 0 acido ascoérbico, o a-tocoferol e o B-caroteno; ja entre os sintéticos os
mais importantes sdo o hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT)
(JE et al., 2009; DI BERNARDINI et al., 2011). Porém, o uso de antioxidantes sintéticos
€ restrito em muitos paises devido aos potenciais riscos a saude vinculados neles e, por
isso, tem se dado cada vez mais espaco aos antioxidantes naturais. Os peptideos
bioativos estdo entre as fontes de antioxidantes naturais pesquisadas atualmente,
especialmente agqueles obtidos a partir de hidrolisados proteicos pelo seu apelo a saude,
ja que podem substituir os aditivos artificiais (GRAMZA-MICHALOWSKA; KMIECIK,
2016; ZHANG et al. 2014).

O mecanismo exato da atividade antioxidante de peptideos ainda nao é totalmente
esclarecido. Alguns estudos comprovam que hé peptideos com propriedades inibitérias
da peroxidacao lipidica, outros sequestradores de radicais livres e quelantes de ions
metalicos (RAJAPAKSE et al., 2005; MOURE; DOMINGUEZ; PARAJO, 2006). Ainda
existem relatos de peptideos antioxidantes que mantém células protegidas dos danos
causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) (ERDMANN; CHEUNG; SCHODER,
2008). O mecanismo de acéo dos peptideos com atividade antioxidante é determinado
pela sua massa molecular, sequéncia e composicdo de aminoacidos, dentre outras
propriedades estruturais (INOUYE et al., 2009; UDENIGWE; ALUKO, 2012; FRANCO-
MIRANDA et al., 2017).

A determinacao da atividade antioxidante pode ser feita por diversas metodologias
qgue identificam diferentes mecanismos de acdo. Goufo e Trindade (2014) dividiram
alguns métodos em cinco grupos, baseados em:

1) Evitar a iniciagdo: sequestro do radical ABTS (2,2’-azino-bis (3-

ethylbenzothiozoline-6-sulfonic acid)), ORAC (Oxygen Radical Absorbance

Capacity), atividade quelante do ion ferroso (Fe?");
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2) Inibir a formacéo de perdxido: inibicdo da auto-oxidagéo do acido linoleico;

3) Prevenir a continuagcdo da abstracdo do hidrogénio: inibicdo da formacéo de
substancias reativas com o 4cido tiobarbiturico (TBARS);

4) Capacidade de reducdo: poder redutor, capacidade de reducdo do molibdato,
FRAP (Ferric Reduction Antioxidant Power), sequestro do radical livre DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhidazyl);

5) Capacidade de sequestro do radical oxigénio: peréxido de hidrogénio (H20,),
radical hidroxila (OH®), anion superoxido (O%), oxigénio singlete, terc-butil
peroxido.

Estudos anteriores relataram o potencial antioxidante de peptideos obtidos por
hidrélise enzimatica de diversas fontes vegetais como feijao preto (EVANGELHO et al.,
2016), milho (JIN et al., 2016) e soja (OLIVEIRA et al., 2014) e devido aos resultados
promissores, cada vez mais pesquisadores vem baseando seus trabalhos na utilizacéo

desses vegetais e seus subprodutos como forma de upcycling.

3.8. Propriedades funcionais das proteinas e seus peptideos

Na literatura se faz uso do termo “funcional” para designar os ingredientes que
apresentam qualquer propriedade que ndo seja atributo nutricional e que evidencie ou
melhore caracteristicas benéficas dentro de uma formulacdo (DAMODARAN, 1997). As
proteinas, devido a sua composicao quimica formada por sequéncias de aminoacidos
Unicas, sdo nutrientes com grande protagonismo na industria de alimentos em raz&o da
sua elevada capacidade de estabilizar goticulas de 6leo e bolhas de ar, formar gel e
aumentar a viscosidade do meio em matrizes alimentares (BEVERUNG; RADKE;
BLANCH, 1999; O’'CONNELL; FLYNN, 2007).

Recentemente, diversos estudos visam explorar a funcionalidade das proteinas
vegetais e maodifica-las visando melhorar suas caracteristicas funcionais para atender a
esses requisitos (FERREIRA et al.,, 2018; KARAMI & AKBARI-ADERGANI, 2019;
GRASSO et al., 2019; PHONGTHAI et al., 2020). Dentre as propriedades estudadas se
destacam algumas como a capacidade e estabilidade de formag&o de espuma e
emulsdo que sdo atributos necessarios para sua viabilidade em paes, massas,
embutidos carneos e outros alimentos, sendo influenciados por fatores como a
composicdo de amino&cidos, estrutura e conformacdo da proteina (BOYE et al., 2010;
WANI et al., 2015)

3.8.1. Formacgéo de espuma
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A formacdo de espuma por uma proteina € a capacidade da rapida migracao
proteica para a interface ar-agua, desdobrando-se e reorganizando-se nessa interface.
Essa incorporacdo de ar pode ser por batimento, agitacdo ou aeracdo (SGARBIERI,
1996; KLOMPONG et al., 2007). A estabilidade da espuma esta relacionada a natureza
do filme e reflete a extensdo da interacdo proteina-proteina dentro da matriz
(MUTILANGI et al. 1996).

Essa propriedade funcional é influenciada por fatores a natureza da proteina,
solubilidade, desnaturagéo proteica e da presenca de sais e outros interferentes. O pH
do meio de dispersdo também tem impacto na formacédo de espuma e especialmente
na sua estabilidade. Klompong et al. (2007) relataram a diminuicdo da estabilidade da
espuma em pH muito acido ou alcalino relacionando esse fendmeno a repulsao de
peptideos por forgas ibnicas.

Estudos anteriores mostram que a formacédo de espuma com proteinas segue trés
estagios: difusdo da proteina sollvel para a interface onde se concentra (reduzindo a
tensdo superficial); desdobramento da cadeia polipeptidica na interface com
reorientacdes (polar-agua, apolar-ar); e interacdo entre essas cadeias para formar
filmes continuos (SGARBIERI, 1996; SORGENTINI & WAGNER, 2002; KARAMI &
AKBARI-ADERGANI, 2018).

3.8.2. Formacao de emulséo

Segundo Sgarbieri (1996), uma emulsdo é a mistura de dois liquidos imisciveis onde
um deles é disperso em glébulos no outro liquido, sendo que sédo conhecidos dois tipos
de emulsao que se diferem na composicao das fases: emulséo 6leo em agua (a agua é
a fase continua e o 6leo a fase descontinua ou interna); e a emulsdo agua em oleo
(quando a ague ¢é a fase interna e o 6leo a fase externa). O mecanismo para formar um
sistema de emulsdo é atribuido a adsorcdo de peptideos na superficie de goticulas de
oleo recém-formadas durante a homogeneizacdo e a formacdo de uma membrana
protetora que evita a coalescéncia da gota de 6leo (KLOMPONG et al., 2007).

A estabilidade de uma emulséo esta ligada a presenca de um agente emulsificante
atuando na diminuicdo da tens&o superficial que existe entre as duas fases
possibilitando um nivel mais baixo de energia para a formagéo da emulsdo. Esse agente
emulsificante deve possuir em sua estrutura porc¢des hidrofébicas e hidrofilicas o que
permite que os glébulos internos ndo coalesgam resultando na quebra da emulséo
(SGARBIERI, 1996).

As proteinas sdo 6timos emulsificantes e, por isso, amplamente utilizados para esse

fim. S&o dois aspectos 0s que mais interessam em uma emulsdo: a capacidade de
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emulsificagdo, ou seja, quanto de 6leo as proteinas conseguem emulsionar; e a
estabilidade da emulséo, que mensura a capacidade das proteinas em mantar a mistura
gquando submetido a uma fonte de calor ou acdo mecéanica (SGARBIERI, 1996;
KLOMPONG et al., 2007; KARAMI & AKBARI-ADERGANI, 2019).
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4. ARTIGO

Nesta se¢do sera apresentado o artigo escrito a partir dos resultados experimentais
do presente trabalho que sera submetido em uma revista a ser definida.
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Avaliacdo das propriedades funcionais e atividade antioxidante de proteinas e
peptideos bioativos obtidos de baga¢o de malte

Matheus Cardoso Vieira!, Roberta Cruz Silveira Thys?, Adriano Brandelli?

RESUMO

A producdo de cerveja gera uma grande quantidade de residuos soélidos, chamado
bagaco de malte (BM). Esse subproduto é destinado em sua maior parte a ragcao animal,
mas apresenta uma potencialidade nutricional devido a sua composicdo quimica,
principalmente como fonte de proteinas. As proteinas sdo formadas por cadeias de
peptideos que podem sofrer modificacdes por hidrolise e serem liberados com diferentes
bioatividades e funcionalidades, como atividade antioxidante. O objetivo desse estudo
foi produzir um hidrolisado proteico a partir do concentrado proteico obtido do bagaco
de malte residual da producdo de cerveja Pilsen, avaliando suas propriedades
funcionais e atividade antioxidante. O concentrado proteico do bagaco de malte foi por
variacdo do pH no ponto isoelétrico, estabelecido em 3,5. A aplicacdo de calor e
desengorduramento do bagaco de malte, como pré-tratamentos a extracdo proteica,
nao tiveram efeitos significativos no processo de extracéo, e por isso foram descartados.
A hidrolise do concentrado proteico foi feita com a enzima Alcalase, apds definicdo da
relacdo de enzima:substrado (2:100) e do tempo de hidrélise (4h). O hidrolisado obtido
foi liofilizado e armazenado até o uso. Para a atividade antioxidante foram testados
diferentes mecanismos de ac¢éo, sendo gque o hidrolisado obteve um melhor resultado
gue o concentrado proteico em todos os mecanismos: captura do radical ABTS, captura
do radical livre DPPH e atividade quelante do ion ferro. Foi avaliada também a
capacidade de formacéao de espuma e sua estabilidade, onde a hidrolise ndo influenciou
essa propriedade (p < 0,05) se mantendo em torno de 45% para a formagéo de espuma
e 60% para estabilidade da espuma. A formacdo de emulsdo foi melhorada pelo

processo de hidrélise, assim como a sua estabilidade.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais; Upcycling; Concentrado proteico;

Hidrolisado proteico.
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Evaluation of the functional properties and antioxidant activity of bioactive
peptides obtained from brewers’ spent grain
Matheus Cardoso Vieiral, Roberta Cruz Silveira Thys?, Adriano Brandelli?

ABSTRACT

Beer production generates a large amount of solid waste, called brewers’ spent grain
(BSG). This by-product is mostly destined for animal feed, but it has a nutritional potential
due to its chemical composition, mainly as a source of protein. Proteins are formed by
peptide chains that can undergo modifications by hydrolysis and be released with
different bioactivities and characteristics, such as antioxidant activity. The aim of this
study was to produce a protein hydrolysate from a concentrate derived from the residual
BSG from beer production and to evaluate its antioxidant potential as an influence on
different functional properties. The BSG concentrate was obtained after the application
of some pre-treatments that did not include a significant effect on protein extraction, by
changing the pH at the isoelectric point established at 3.5. Then, hydrolysis was
performed with the enzyme Alcalase, defining the condition of hydrolysis after evaluating
different ratios of enzyme: substrate and hydrolysis time, where a ratio of 2:100 (E:S)
and 4 h of hydrolysis was fixed. The hydrolysates were lyophilized until use. For the
antioxidant activity, different mechanisms of action were tested, and the hydrolysate
obtained a better result than the protein concentrate in all mechanisms: ABTS radical
capture, DPPH free radical capture and iron ion chelating activity. It was also evaluated
the foaming capacity and its stability, where the hydrolysis did not influence this property
(p < 0.05), remaining around 45% for foaming and 60% for foam stability. Emulsion

formation was improved by the hydrolysis process as well as its stability.

Keywords: Agro-industrial waste; Upcycling; Protein concentrate; Protein hydrolysate.
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INTRODUCAO

A industria cervejeira do Brasil € uma das maiores do mundo, estando atras apenas
dos EUA e China em volume de producdo. Segundo a CERVBRASIL (2019) o pais
produz 14,1 bilhdes de litros de cerveja a cada ano e para isso utiliza uma vasta
guantidade de malte, um dos ingredientes essenciais para a fabricagcdo da bebida
(malte, 4gua e lupulo). Esse processo tem duas etapas distintas, na primeira etapa de
fabricacdo, denominada brassagem, obtém-se duas fra¢cdes: uma liquida (mosto) e uma
sOlida (bagaco de malte), a qual se caracteriza como residuo. Com essa grande
producdo, acaba-se por gerar uma quantidade relevante de matéria orgéanica
descartada: a cada 100 L de cerveja, sdo produzidos 20 kg do residuo Umido,
representando 85% do total de residuo sélido do processo cervejeiro (MUSSATTO,
DRAGONE E ROBERTO, 2006). De acordo com Roth et al. (2019), estima-se que a
producdo mundial anual de bagaco de malte (BM) é de aproximadamente 390 milhdes
de toneladas.

O BM é um subproduto com alto teor proteico em sua composi¢ao (18-30% m/m),
sendo essa variacao dependente da matéria-prima, adjuntos e o processo de producao
de cerveja utilizado (QIN, JOHANSEN E MUSSATTO, 2018). O teor proteico do BM é
bem superior quando comparado ao de outros materiais lignoceluldsicos e
agroindustriais (MUSSATTO, DRAGONE E ROBERTO, 2006).

Apesar da grande disponibilidade do bagaco de malte, as pesquisas com esse
subproduto ainda sdo muito limitadas. O aumento do conhecimento de suas
caracteristicas, bem como das propriedades funcionais e tecnolégicas das proteinas
gue o compdem aumentaria muito sua aplicabilidade industrial e, portanto, € um objeto
de pesquisa que requer maior investigacao.

As proteinas sdo indispensaveis a saude por serem fontes de aminoacidos
essenciais ao organismo humano, além de possuirem uma extensa variedade de
propriedades estruturais e funcionais, onde desempenham um papel de grande
importancia sobre o aspecto sensorial de produtos alimenticios (YADA, 2004). Essas
propriedades séo relacionadas a sua estrutura tridimensional, podendo sofrer alteragdes
através de processos fisico-quimicos ou enzimaticos.

Em sua forma nativa, as proteinas apresentam peptideos inativos que podem ser
liberados a partir da hidrélise, apresentando assim, propriedades diferentes daquelas
gue a proteina original possuia. A obtencéo de peptideos bioativos a partir de diversas
fontes, tem sido objeto de diferentes estudos que visam explorar esse potencial para
diferentes fins.

A atividade antioxidante € uma das propriedades de peptideos obtidos a partir do

BM que apresentam resultados promissores. Conolly et al. (2019) verificaram que
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hidrolisados produzidos a partir da aplicacdo de diferentes enzimas comerciais
(Shearzyme, Ultraflo, Alcalase e Flavourzyme) em concentrado proteico de BM
continham peptideos com potencial antioxidante acima de 85% frente aos diferentes
métodos testados, ORAC, FRAP e ABTS. Outros trabalhos corroboram os resultados
encontrados e despertam maiores expectativas para a utilizagdo desse residuo como
fonte de compostos bioativos (CERMENO et al., 2019; VIEIRA et al., 2017; DELCOUR,
BRIJS & CELUS, 2007).

Diante do exposto, esse estudo teve como objetivo produzir um hidrolisado proteico
a partir de um concentrado derivado do bagaco de malte residual da producdo de
cerveja e avaliar seu potencial antioxidante tal como a influéncia em diferentes

propriedades funcionais.

MATERIAL E METODOS

Material

O bagaco de malte utilizado neste estudo foi doado por uma microcervejaria de Porto
Alegre (RS, Brasil), proveniente da fabrica¢éo de cerveja tipo Pilsen. O BM foi coletado
no dia de producédo da cerveja e foi mantido sob congelamento, em recipiente vedado,
até a realizacéo das analises. A enzima Alcalase foi cedida pela LNF Latino Americana

(Bento Gongalves, RS, Brasil).

Métodos

Avaliacdo dos pré-tratamentos e rendimento da extracdo proteica

Para se alcancar o maior rendimento de extracdo das proteinas, foram testados
alguns procedimentos, conforme apresentado no fluxograma da Figura 1. Aplicaram-se
dois tratamentos de forma individual (tratamento térmico (BMTT) e extracdo de lipidios
com solvente (BMD)) e um tratamento combinado (tratamento térmico com posterior
extracdo de lipidios com solvente (BMTTD)). Esses tratamentos foram comparados com
a extracdo direta, sem nenhum pré-tratamento (BMIN).

O tratamento térmico foi realizado em estufa a 100 °C por 2 horas, onde o BM foi
espalhado em uma bandeja formando uma camada fina de 5 mm de altura. A amostra
foi resfriada em temperatura ambiente, moida em moinho de facas e peneirada, sendo
utilizado para analise o conteldo retido na peneira com tyler 20. O BM desengordurado
foi obtido a partir do tratamento com solvente, conforme Wang et al. (1999), utilizando
hexano na proporgdo 1:3 (BM:hexano), sob agitagdo em shaker (50 °C / 30 minutos); a
fase orgénica foi removida por filtracdo em papel filtro qualitatvo e o BM
desengordurado foi mantido em temperatura ambiente para evaporagédo do solvente

residual por 8 horas. ApGs este tratamento, o material foi dividido em duas fracfes: a
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primeira foi congelada e a segunda foi submetida ao mesmo tratamento térmico que o
BMTT.

Figura 1. Fluxograma dos pré-tratamentos aplicados no bagaco de malte

BAGACO DE MALTE

| |

TRATAMENTO TERMICO DESENGORDURAMENTO
| |
BAGACO DE MALTE BAGACO DE MALTE (BMD)
TRATADO TERMICAMENTE DESENGORDURADO
(BMTT) BAGAGO DE MALTE
IN NATURA TRATAMENTO TERMICO
(BMIN)

BAGACO DE MALTE
TRATADO TERMICAMENTE E
DESENGORDURADO

(BMTTD)

A extracdo proteica seguiu 0 mesmo procedimento para as quatro amostras
avaliadas (BMIN, BMTT, BMD e BMTTD). Para isso, a partir de 50 g de amostra, utilizou-
se uma solucao alcalina de NaOH 0,05 M em uma proporcao (1:5), conforme Modesti
(2006). Essa mistura foi homogeneizada em blender por dois minutos e quantidade de
proteina extraida em cada amostra foi quantificada pelo método de Lowry (LOWRY et
al., 1951). Para o rendimento da extracao, relacionou-se o teor de proteina do BM e a

guantidade de proteina extraida em cada um dos tratamentos, conforme a Equacao 1.

. Proteina BM (mg/g)
Rendimento (%) = y 7 x 100 (D
Proteina extraida (mg/g)

Determinacédo do ponto isoelétrico (pl)

Conforme proposto por Mastroeni & Gern (2008), o ponto isoelétrico (pl) foi definido
como o pH onde ocorreu a maior precipitacdo de proteinas na suspencgéo proteica
preparada com o BM e NaOH 0,05 M (1:3). Analisou-se a faixa de pH 2,0 — 6,0, sendo
0 ajuste realizado através da adicdo de HCI 1,0 M. As amostras foram centrifugadas
(12000 x g/ 20 min), sendo a quantificacdo proteica realizada no sobrenadante e no
precipitado, através do método de Lowry (LOWRY et al., 1951).

Obtencé&o do concentrado proteico de BM
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As proteinas foram extraidas e concentradas conforme Vieira et al. (2017) com
modificacBes. Para isso, utilizou-se o BM adicionado da solugéo extratora (NaOH 0,05
M) na proporg¢édo 1:3 (BM:NaOH). Essa mistura foi mantida sob agitag&o por 2 h/ 40 °C.
Apobs, centrifugou-se (12000 x g/ 18 min/ 4 °C) e separou-se 0 sobrenadante do filtrado.
No sobrenadante iniciou-se o processo de precipitagdo das proteinas pelo método de
variagdo de pH proposto por Nolsge e Undeland (2009). Para isso, fez-se a adicdo de
HCI 1,0 M até o pH pré-estabelecido como ponto isoelétrico. Durante essa etapa, a
solucdo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e, apos atingir o pH
desejado, manteve-se o sistema nessas condi¢cdes por 30 minutos. Apés, centrifugou-
se novamente para separacdo do precipitado (o qual corresponde ao concentrado
proteico) que foi posteriormente ultracongelado (-86 °C) e liofilizado, resultando no
concentrado proteico liofilizado (CPBM). O produto obtido foi acondicionado em
recipiente vedado, armazenado em temperatura de congelamento e o teor de proteinas

determinado pelo método de Lowry.

Composicao centesimal do bagaco de malte e do concentrado proteico

O BM e o concentrado proteico foram caracterizados conforme os métodos da
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000), sendo determinado os teores
de umidade (AOAC 925.45b), proteinas (AOAC 960.52), lipidios (AOAC 920.39) e

cinzas (AOAC 923.03); o conteudo de carboidratos totais foi estimado por diferenca.

Producdo do hidrolisado proteico de bagaco de malte

Foi preparada uma solucdo de CPBM com Tris-HCI 20 mmol, pH 8,0 numa
concentracao de 10 mg/mL, sendo essa solucdo o substrato para a reacdo enzimatica.
Seguiu-se a metodologia proposta por Vieira et al. (2017) com adaptacdes, onde foram
testadas trés relacdes enzima:substrato, sendo elas: 2:100; 10:100 e 20:100; além de
diferentes tempos de hidrdlise: 30 min; 1 h; 2 h; 3 h e 4 h. A hidr6lise foi realizada em
estufa com agitacdo e temperatura regulada em 50°C, conforme a temperatura ideal
para reacdo da enzima Alcalase (Conolly et al., 2019; Vieira et al., 2017).

Em cada um dos intervalos de tempo, retirou-se uma aliquota dos hidrolisados
(2:100; 10:100 e 20:100) que foram submetidos a inativacdo enzimatica por
aquecimento a 100 °C por 5 minutos. Em seguida, centrifugou-se (12000 xg; 10 min; 4
°C) e as amostras foram passadas por um filtro de 0,45 um. A defini¢cdo da condicéo de
hidrélise, tempo e relagédo E:S, foi obtida a partir da determinacdo da capacidade de

sequestro do radical ABTS. O sobrenadante foi liofilizado e definido como HPBM.

Ultrafiltracdo do HPBM



33

A ultrafiltracdo foi realizada utilizando discos de membranas com corte de peso
molecular de 3 kDa gerando duas fracdes: < 3 kDa e > 3kDa. A atividade antioxidante
foi determinada em ambas as fragdes e no HPBM sem ultrafiltracdo (VIEIRA et al.,
2017).

Avaliacédo da atividade antioxidante do HPBM e do CPBM

Captura do radical ABTS™

Para medir a capacidade de captura do radical ABTS, preparou-se uma solucdo de
ABTS (7 mM) de onde foi retirado 5 mL e homogeneizado com 88 L de persulfato de
potassio (2,45 mM). Essa solucdo foi mantida em repouso por 12 a 16 h no escuro,
formando o radical ABTS™. Apds esse periodo, foi feita a diluicdo do radical com tampéo
fosfato salino (50 mM) (PBS; pH 7,4) até uma absorbancia de 0,70 + 0,02 a 734 nm.
Adicionou-se em tubos 1 mL da solucédo do radical preparado e 10 pL da amostra. Apos
6 minutos de reacdo, fez-se a leitura em espectrofotdmetro, conforme descrito por Re
et al. (1999), com adaptacdes de Zheng et al. (2016).

Captura do radical livie DPPH

A capacidade de captura do radical livie DPPH foi mensurada a partir da adi¢éo de
3,9 mL de uma solucédo de DPPH (0,06 mM) em 100 pL de amostra de CPBM e HPBM
gue foram homogeneizadas e mantidas em repouso em um ambiente escuro por 45
minutos. Em seguida foi feita a leitura em espectrofotdbmetro a 515 nm, conforme

descrito por Brand-Williams et al. (1995).

Atividade quelante de Ferro

Conforme o método proposto por Chang et al. (2007), adicionou-se 1 mL da amostra
a 3,7 mL de agua destilada em um tudo de ensaio. Em seguida, foi adicionado 0,1 mL
de sulfato ferroso (2 mM) e 0,2 mL de solugéo de ferrozina (5 mM). A mistura foi mantida
a temperatura ambiente e apdés 10 minutos de reacdo, fez-se a leitura em

espectrofotbmetro a 562 nm.

Estudo das propriedades funcionais do HPBM e CPBM

Capacidade de formacé&o de espuma e emulsao

As propriedades funcionais de formacéo de espuma e formagdo de emulséo tal
como suas estabilidades, seguiram a metodologia de Phongthai & Rawdkuen (2019).
Para tanto, preparou-se 20 mL de solucdo das amostras de CPBM e HBMP (1% p/v)
com &gua destilada para a determinacdo de formacdo de espuma, em seguida

homogeneizou-se em ultraturrax (10000 x g; 1 min) e os volumes antes e apos
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homogeneizacdo foram utilizados na Equacdo 2. A estabilidade da espuma foi
determinada a partir do volume ap6s 30 minutos em repouso, conforme a Equacéo 3.

. o %) = Volume espuma (mlL) 100 2
ormagao de espuma (%) = Volume inicial (mL) X 2)

Estabilidade d (%) = Volume espuma (mlL) 100 3
stabtidade da espuma /o) = Volume espuma t = 30 min (mlL) X ®

Para a formacao de emulséo, foram preparadas solu¢des com 6leo de soja (20 mL;
5% m/v), homogeneizadas em ultraturrax (10000 x g; 1 min) e em seguida centrifugadas
a 1500 x g por 5 min. A estabilidade da emulséo foi mensurada ap6s aquecimento das
amostras a 80 °C por 30 min e centrifugacédo (1500 x g; 5 min). As equacdes abaixo

foram utilizadas.

F 50 d Isdo (%) = Volume emulsao (mlL) 100 3
oTIMAgAs de emuisao i) = Volume total (mlL) X )

Estabilidade d Isdo (%) = Volume emulsao apos 80°C (mL) 100 4
stapiiiaaae aa emutsao 0) = Volume total (mL) * ( )

Analise estatistica

As analises foram feitas em triplicata e os resultados submetidos a ANOVA e teste
de comparacdo de médias de Tukey, ao nivel de 5% de significancia, utilizando o
Software SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacdo dos pré-tratamentos e rendimento da extragc&o proteica

O rendimento da extracé@o proteica com os diferentes pré-tratamentos, comparados
a amostra in natura estdo apresentados na Tabela 1, sendo que esses resultados
refletem a melhor condicdo para extracdo de proteinas do BM. Foi observado que a
maior quantidade de proteinas foi extraida na amostra tratada termicamente (BMTT) e
na amostra sem tratamento (BMIN), sendo que ndo houve diferenca significativa entre
essas duas amostras.

Qin, Johansen e Mussatto (2018) estudaram diferentes estratégias de pré-
tratamento para extracdo de proteinas de BM incluindo tratamento alcalino, acido,
enzimatico e hidrotérmico, e suas combinacdes. Os autores concluiram que o

tratamento hidrotérmico € uma opcao interessante de pré-tratamento devido a



35

seletividade do processo de extracdo e rendimento de aproximadamente 60%. Porém,
apesar de ser um processo brando, com temperatura de 60 °C, é um tratamento de
maior custo energético e maior intervalo de tempo entre a coleta e extracdo das
proteinas do BM, o que pode causar alteragdes quimicas e fisicas no bagaco, como
reagcbes de oxidacdo lipidica. Outros estudos com diferentes subprodutos
agroindustriais, aplicaram pré-tratamentos de maior complexidade, como ultrassom de
alta poténcia e tratamentos enzimaticos obtendo resultados promissores, porém com
um custo de operacao elevado em comparagdo com tratamentos térmicos, por exemplo
(BYANJU et al., 2019; HAJHA et al., 2014; LIU et al., 2008).

Tabela 1 — Rendimento da extracéo de proteinas do BM com e sem pré-tratamentos.

Amostra Quantidade de proteina Rendimento da extracéo (%)
extraida (mg/g)

BMIN 121,172 +1,21 52,02

BMTT 123,072+ 1,18 52,83

BMD 100,75 + 1,75 43,26

BMTTD 72,09° + 0,85 30,94

Média + desvio padréo de trés repeticfes. Letras iguais na mesma coluna indicam que néo existe diferenga estatistica
entre as amostras (p < 0,05). BMIN: bagago de malte in natura; BMTT: bagaco de malte tratado termicamente; BMD:

bagaco de malte desengordurado; BMTTD: bagago de malte tratado termicamente e desengordurado.

A patrtir dos resultados, pode-se considerar que a utilizacdo do BM na forma in natura
€ a ideal, dentre os tratamentos testados, por dois principais motivos. Primeiramente,
elimina qualquer etapa prévia da extracao, diminuindo o tempo necessario para extracao
e custos com secagem e solvente para desengordurar as amostras. Além disso, o
emprego de temperatura acima de 50 °C para secagem do BM seria favoravel a
ocorréncia da Reacgdo de Maillard, vista a presenca de aminoacidos e carboidratos em
abundéancia nesse tipo de material. Ainda, nesta condicdo de temperatura, poderia
ocorrer também a desnaturagdo proteica promovendo a perda de propriedades
funcionais e tecnolégicas da mesma (HUANG et al., 2019; SHIBAO E BASTOS, 2011).

Determinacgédo do ponto isoelétrico (pl)

A Figura 2 apresenta o grafico com as curvas de concentragdo proteica no
precipitado e no sobrenadante sob diferentes valores de pH. Pode-se constatar que a
solubilidade proteica € maior nos valores de pH mais extremos e, a medida que se
aproxima de 3,5, a solubilidade diminui — menor concentracdo no sobrenadante e maior

no precipitado — sendo este valor considerado o pl para o BM. Vieira et al. (2017), em
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estudo para obtencdo de um hidrolisado proteico de BM, utilizaram pH 3 como ponto de
precipitacdo proteica. Outros autores utilizaram valores de pH entre 3 e 5 como pl das
proteinas do BM (CONOLLY et al., 2019; CERMENO et al., 2019).

Figura 2 — Determinacédo do ponto isoelétrico das proteinas do bagaco de malte
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Composicao centesimal

Os resultados da composicao centesimal estdo apresentados na Tabela 2. O bagaco
de malte utilizado foi coletado in natura com umidade de 76,8%, Robertson et al. (2010)
avaliaram o teor de umidade em BM provenientes de diferentes cervejarias e
encontraram um teor de umidade entre 75 e 80%, comprovando esse como um teor
médio de umidade nesse tipo de subproduto. A composi¢do do BM varia de acordo com
o tipo de matéria-prima utilizada, mas, de forma geral, é considerado um material
lignocelulésico, rico em proteinas e fibras — principalmente arabinoxilano, lignina e
celulose — além de uma quantidade consideravel de silica e compostos fenélicos do
grao de cevada (Roth, Jekle e Becker, 2019; Mussatto, Dragone e Roberto, 2006).

Outros materiais lignocelulésicos como aveia, arroz e trigo contém um teor proteico
variando entre 3 e 5%, sendo assim, inferior ao observado no BM (MUSSATTO,
DRAGONE E ROBERTO, 2006; THEANDER E AMAN, 1984). A quantidade de
proteinas no BM estudado destaca-o como um potencial fonte proteica vegetal, o que é
confirmado pelo teor de proteinas do concentrado proteico (65,2%), substancialmente

superior ao do bagaco prévio a extracdo (p < 0,05) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Composicao centesimal do bagaco de malte tipo Pilsen e do concentrado
proteico, em base seca.

Constituinte Bagaco de malte (% m/m) Concentrado proteico (% m/m)
Proteinas 23,3+ 0,40 65,22+ 0,85

Lipidios 15,72+ 2,90 7,9+ 1,22

Cinzas 4,22+0,19 1,9°+0,12
Carboidratos* 56,7 25,0

Média + desvio padrao de trés repeticdes. *Estimado por diferenca (100%). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferenca significativa (p < 0,05).

O teor de carboidratos elevado do BM era esperado, ja que se trata de um
subproduto obtido a partir de cerais com elevado teor de fibras e outros carboidratos
nao fibrosos (CNF) como a cevada que, conforme estudo realizado por Mayer et al.
(2007), tem em média 60,4% de CNF e 22,1% de fibra total. Pode-se também observar
que o contetado de lipidios e cinzas diminuiu significativamente (p < 0,05) no
concentrado, o que pode ser explicado pelo método de extracdo, onde na primeira etapa
de solubilizacdo alcalina ocorre a separacao da maior parte das proteinas insollveis e
lipidios por centrifugacéo e, na segunda etapa, a precipitacdo da proteina em pH 4cido,
gue resulta num aumento superior a 100% no teor proteico do concentrado em relacao
ao BM (IJAROTIMI et al., 2018).

Efeito da relacdo E:S e tempo de hidrdlise da capacidade de sequestro do
radical ABTS pelo HPBM

A capacidade de sequestro do radical ABTS foi utilizada como parametro para definir
condicéo de hidrélise do CPBM. Para isso, foi avaliado a influéncia da concentracéo de
enzima em relacdo ao substrato e o tempo de hidrdlise. Conforme o grafico apresentado
na Figura 2, é possivel observar que a maior concentragdo de Alcalase no t=0 apresenta
a menor atividade antioxidante, porém, ao longo da hidrélise ocorre uma elevagao nessa
atividade até convergir com as concentragdes mais elevadas, atingindo uma atividade
superior (>90%) no tempo maximo de hidrélise avaliada.

Diferentes concentragdes ja foram testadas para a hidrélise de CPBM pela enzima
Alcalase. Vieira et al. (2017) utilizaram uma relagdo 10:100 por 4 h em seu estudo
comparando a efetividade da hidrolise da Alcalase em relacéo & Neutrase e encontraram
resultados que indicavam uma atividade hidrolitica superior da Alcalase nas condi¢des
avaliadas. Celus, Brijs & Delcour (2007) utilizaram uma relacdo E:S de 2,5% para a

hidrélise de CPBM e observaram uma maior efetividade em 120 minutos de hidrélise. A
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partir do resultado observado, pode se definir a condigéo de hidrélise de acordo com o
parametro definido — capacidade de sequestro do radical ABTS — estabelecendo-se uma
relacéo 2:100 (E:S) e 240 minutos de hidrdlise.

Figura 2 — Influéncia da relacdo E:S e do tempo de hidrélise na capacidade de
sequestro do radical ABTS
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Efeito da ultrafiltracdo do HPBM na capacidade do sequestro do radical ABTS

Peptideos com baixo peso molecular geralmente apresentam maior atividade
antioxidante do que agueles com maior massa molecular. Porém, esse fato pode variar
de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos a amostra (ZHOU; SUN; CANNING,
2012; COELHO; SALAS-MELLADO, 2014). Conforme observa-se na Figura 3, a
ultrafiltracéo teve um efeito negativo na capacidade de sequestro do radical ABTS,
demonstrando que essa bioatividade estd concentrada na fragéo original do hidrolisado
— filtrag&o inicial por membrana de 0,45 um para eliminacéo de interferentes — e esse
efeito pode estar relacionado a interagbes sinérgicas de peptideos com diferentes
tamanhos moleculares, conforme observado, também, por outros autores
(LAPSONGPHON; YONGSAWATDIGUL, 2013; COELHO; SALAS-MELLADO, 2018). A
partir do observado, deu-se sequéncia no estudo sem que fosse realizada a ultrafiltragédo
do hidrolisado obtido.



39

Figura 3 — Atividade obtida nas diferentes fracbes de peso molecular do HPBM.
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Avaliacédo da atividade antioxidante do HPBM e do CPBM

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada através de diferentes
mecanismos, onde foram avaliadas diferentes concentracdes do CPBM e HPBM apés
liofilizacdo — comparando-se com o nao liofilizado. Segundo Chen, Bertin & Froldi
(2013), esses resultados podem ser utilizados para expressar a efetiva capacidade
antioxidante da amostra quando se tem efeito antioxidante a 50% (EC50).

Conforme o grafico da Figura 4, o CPBM ja apresentava uma atividade antioxidante
relevante, porém é interessante observar que a hidrélise contribuiu para o aumento da
atividade, com destaque para o sequestro do radical ABTS, onde houve um aumento de
mais de 50% em relacdo ao CPBM. Através dos resultados obtidos para atividade
guelante de ion ferro, é possivel observar uma menor influéncia da hidrélise em relacéo
ao concentrado original, mantendo-se em torno de 50% no HPBM sem liofilizacdo e nas
diferentes concentragfes da solu¢cdo com HPBM pés-liofilizagéo, isso pode ter ocorrido
devido a especificidade da Alcalase que pode promover a liberagdo de peptideos que
nao apresentam a bioatividade em questdo (RAJAPAKSE et al., 2005; UDENIGWE &
ALUKO, 2012).

Quando se observa a captura do radical ABTS, pode-se afirmar que a liofilizacéo
nao gerou impacto negativo significativo no hidrolisado ressuspendido a 250 mg/mL, o
gue ndo ocorreu quando o mesmo foi ressuspendido nas demais concentragées.
Quando se analisa o radical DPPH, pode se concluir que, apesar de apresentar uma
diferenca estatistica, esse impacto € minimo perante as vantagens de conservagéo que

a liofilizacéo possibilita.
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Figura 4 — Determinacéo da atividade quelante de ferro e capacidade de sequestro
do radical ABTS e DPPH pelo CPBM e HPBM
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Média de trés repeticoes e desvio padréo. Letras iguais e com a mesma cor indicam que nao ha diferenca significativa
entre as amostras (p < 0,05). CPBM: concentrado proteico de bagaco de malte; s/ liof: hidrolisado proteico sem
liofilizag&o; HPBM [100 mg/mL]: hidrolisado proteico liofilizado e ressuspendido a 100 mg/mL; HPBM [150 mg/mL]:
hidrolisado proteico liofilizado e ressuspendido a 150 mg/mL; HPBM [200 mg/mL]: hidrolisado proteico liofilizado e

ressuspendido a 200 mg/mL; HPBM [250 mg/mL]: hidrolisado proteico liofilizado e ressuspendido a 250 mg/mL;

Connolly et al. (2019) utilizaram o BM para obter peptideos e avaliar sua atividade
antioxidante por diferentes mecanismos, dentre eles a captura do radical ABTS, onde
concluiu que a hidrdélise do concentrado obtido promoveu um aumento dessa atividade,
chegando a 78%, da mesma forma que observado no presente trabalho. Vieira et al.
(2017), apesar de utilizar outros mecanismos para avaliar a atividade dos hidrolisados
obtidos de BM, também atestou a efetiva bioatividade dos peptideos gerados pela
hidrolise com Alcalase, confirmando que € a enzima com maior potencial para obter

peptideos com atividade antioxidante, quando comparada a outras, como a

Flavourzyme, por exemplo.

Estudo das propriedades funcionais do HPBM e CPBM

A capacidade de formacgéo de espuma e a estabilidade da espuma (Figura 5) ndo
foram afetadas pelo processo de hidrélise (p < 0,05). Makri e Doxastakis (2006)
visualizaram que o pH tem influéncia na estrutura proteica, levando a diferencas na

capacidade de formacdo de espuma, além de que peptideos maiores efetivamente
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formam peliculas flexiveis em torno das bolhas de ar, proporcionando maior
estabilidade. Por outro lado, notou-se uma influéncia positiva na formacao e estabilidade
da emulséo apdés a hidrdlise do concentrado. Celus et al. (2006) avaliaram propriedades
funcionais de hidrolisados proteicos de BM com diferentes enzimas e concluiram que
agueles com peptideos de maior tamanho molecular apresentam melhor capacidade de
formacao de espuma e formacgéo de emulsao, além de confirmarem a maior eficiéncia

dos hidrolisados produzidos com Alcalase.

Figura 5 — Avaliacdo das propriedades de formacdo de espuma e emulsédo pelo
CPBM e HPBM

M Capacidade de formacdo de espuma
100 4
Estabilidade da espuma

m Capacidade de formacdo de emulsdo a
80 +

Estabilidade da emulsdo

6 5 GTS 62.10
O I i

49.91 5]-[74 a
4519

(%)

40 b

20 A

CPBM HPBM

Média de trés repeticdes e desvio padréo. Letras iguais e com a mesma cor indicam que ndo hé diferenga significativa
entre as amostras (p < 0,05).CPBM: concentrado proteico de bagaco de malte; HPBM: hidrolisado proteico de bagaco

de malte.

CONCLUSAO

De encontro com evidéncias ja relatadas, observou-se o potencial do bagaco de
malte como fonte proteica Foi possivel observar que a aplicagdo da enzima Alcalase
para hidrolise do concentrado proteico obtido por extragdo alcalina seguido de
precipitacdo &cida € efetiva na producdo de um hidrolisado com peptideos
potencialmente antioxidantes, onde se atingiu uma inibigdo do radical ABTS superior a
90% e em torno de 70% para DPPH, além disso propriedades importantes para a
tecnologia de alimentos também foram afetadas, promovendo um aumento na
capacidade de formacdo (> 40%) e estabilidade da emulsdo (> 11%). Estudos

complementares sdo necessarios para identificar os peptideos responsaveis por essas
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bioatividades e explorar outras propriedades a partir dessa fonte nutricionalmente rica e
subutilizada apés a producao de cerveja.
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5. CONCLUSOES DO TRABALHO

Foi possivel caracterizar a composicdo centesimal o bagaco de malte,
observando seu potencial como fonte de proteinas (23,3%), sendo possivel
obter um concentrado proteico com teor de proteinas superior a 65%.

Os pré-tratamentos testados - aplicacdo de calor e desengorduramento da
amostra - ndo influenciaram na extragao proteica.

A relacdo enzima:substrato em menor concentracdo (2:100) foi a que
apresentou melhor desempenho na hidrélise no tempo de 4 h, com a enzima
Alcalase.

O hidrolisado obtido apresentou um bom desempenho em todos os
mecanismos de acdo para atividade antioxidante avaliado, com destaque
para a atividade de captura do radical ABTS onde a atividade alcangou
valores acima de 90%.

A capacidade de formacdo de espuma nao foi afetada pela hidrélise do
concentrado proteico de bagaco de malte, por outro lado, a formacado de
emulséo foi melhorada chegando a 70% apdés a hidrélise, assim como a sua
estabilidade.

S&0 necessarios mais estudos explorando outras propriedades tecnolégicas
e funcionais dos peptideos obtidos pela hidrélise das proteinas do bagaco de
malte a fim de valorizar esse residuo e promover, efetivamente, seu

upcycling.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Cada vez mais se busca alternativas para evitar o desperdicio de alimentos ou seu
uso parcial. Diversos estudos buscam valorizar os residuos agroindustriais e
encontrar neles fonte para desenvolver a ciéncia e tecnologia de alimentos. A
exploracdo da bioatividade de peptideos € um campo amplo e abre margem para
diversos estudos. No caso desse trabalho, é interessante deixar pontuadas algumas

ressalvas e indicagdes para o futuro.

E importante ressaltar que essa dissertacéo foi desenvolvida quase integralmente
durante o periodo de pandemia da COVID 19, o que limitou parcialmente o seu
desenvolvimento experimental. Tratando-se de peptideos bioativos, é interessante
gue apos a comprovacao da atividade, seja feita a identificacdo dos peptideos em
guestao através de analise protedmica, o que nao foi possivel devido a limitacdes

para envio de amostras a Universidade parceira.

Inicialmente, havia o objetivo de se testar a aplicacdo do hidrolisado proteico em
produtos de panificacdo e avaliar seu efeito tecnolégico nesse tipo de produto e a
conservacdo da atividade antioxidante apds o processamento. Portanto, fica
registrada uma indicacao para futuros trabalhos. Apesar de todos os imprevistos que
a situacdo atual nos impés, foi possivel desenvolver um trabalho coerente e com

resultados promissores.
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