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RESUMO
A cerveja é uma das bebidas mais consumidas no mundo e o Brasil ocupa a terceira
posicdo entre os maiores produtores mundiais, atras apenas da China e dos Estados
Unidos. O residuo cervejeiro (RC) é resultante da fase inicial do processo e se apresenta
como uma fragao sélida de malte de cevada remanescente apds a produgdo do mosto na
etapa de malteacdo. E considerado um subproduto industrial de baixo valor agregado e de
pouca aplicabilidade na industria de alimenticia. Porém, esse residuo apresenta uma
composi¢ao onde se destacam os altos teores de fibra dietética, proteina e aminoacidos
essenciais, 0 que acaba motivando estudos que visam o seu reaproveitamento e valoracéo
para fins mais nobres. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo obter um extrato
proteico a partir do RC, avaliando caracteristicas funcionais e tecnoldgicas das proteinas,
visando a aplicacdo na industria de alimentos. O RC utilizado nesse estudo foi cedido por
uma micro cervejaria, localizada em Rio Grande - RS. A composig¢ao proximal do RC foi
avaliada determinando os teores de umidade, lipidios, proteinas, minerais, fibras e
carboidratos totais. Apds, foi feita a avaliagdo dos pré-tratamentos térmico e extracdo com
solvente (hexano) do RC visando a maior recuperagcdo proteica. A definicdo da melhor
solugao extratora baseou-se na solubilidade das proteinas em solug&o salina, alcalina, acida
e etandlica, sendo atingida a maior eficiéncia de extracdo com o emprego de solucdo
alcalina seguida da solugéo salina. O teor de proteinas no produto obtido foi de 51,7%.
sendo categorizado como extrato proteico. O extrato proteico foi obtido pelo método de
variagdo de pH, solubilizando as proteinas em pH alcalino, seguido da precipitagdo
utilizando o ponto isoelétrico determinado em 3,5. As fibras remanescentes da extracao
protéica foram avaliadas como adsorvente de AFB1 pelo método de extracao liquido-liquido
e MSPD (dispersdo da matriz em fase sdlida). As propriedades funcionais e tecnolégicas
avaliadas indicam a aplicabilidade do extrato na industria de alimentos, pois a elevada
solubilidade e digestibilidade combinadas com a atividade emulsionante e estabilidade da
emulsao que também apresentaram resultados promissores, ampliam a aplicacdo do extrato
em produtos como sorvetes, molhos, emulsionados carneos e embutidos. As fibras se
mostraram um promissor adsorvente de micotoxinas, visto que foi adsorvido
aproximadamente 98% de aflatoxina B1. Porém, faz-se necessario futuros estudos para
otimizagcdo do processo de adsor¢cdo. Dessa forma, comprovou-se a possibilidade de
reutilizacdo e valoragao do residuo cervejeiro para obtengdo de proteinas e compostos

adsorventes que podem ser aplicados na industria de alimentos.

Palavras-chave: bagago de malte, extrato proteico, propriedades funcionais,

reaproveitamento.
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1. INTRODUGAO

A atividade industrial contribui para o aumento da geracdo dos residuos sélidos que
podem apresentar caracteristicas que promovem risco ao meio ambiente e a saude
humana, necessitando, portanto, de formas adequadas de disposicdo final (SOUZA;
ALMEIDA; SANTOS, 2009). A industria de alimentos produz uma série de residuos, porém
esses residuos podem apresentar alto potencial de reutilizagdo, o que minimiza o impacto
ambiental e agrega valor aos produtos do mercado (ALEXANDRE et al., 2013).

A cerveja é uma das bebidas mais consumidas no mundo e o seu processo de
fabricacdo compreende fases distintas. Na primeira etapa do processo de fabricacao,
denominada brassagem, obtém-se duas fragdes: uma liquida (mosto) e uma sélida (bagago
de malte de cevada) a qual se caracteriza como residuo. A cada cem litros de cerveja
produzida gera-se 20 kg do residuo umido representando 85% do total de residuo sdlidos do
processo de producgdo (REINOLD, 1997). De acordo com Mussatto (2006), estima-se que a
producdo mundial anual de residuo cervejeiro (RC) é de aproximadamente 30 milhdes de
toneladas, sendo a producédo brasileira em torno de 1,7 milhdes de toneladas/ano. Esses
numeros na perspectiva da sustentabilidade, responsabilidade social e ambiental impactam
fortemente carecendo de uma gestdo de residuos eficiente uma vez que sua destinacao é
de responsabilidade do gerador incorrendo em desrespeito legal caso sua remocao for
inadequada.

O residuo de cervejaria € um subproduto com alto teor proteico, rico em fibras em
detergente neutro, carboidratos totais e extrato etéreo (GERON et al., 2008). 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 propriedades funcionais e
nutricionais das proteinas nos alimentos, elas vém sendo extraidas de fontes vegetais e
animais a fim de obter extratos, concentrados e isolados proteicos. Novas fontes de
proteinas podem ser utilizadas como ingredientes proteicos, e sdo aceitas pela industria
alimenticia se possuirem propriedades tecnoldgicas e funcionais adequadas, como
solubilidade, digestibilidade, entre outros (SCHWENZFEIER et al., 2013).

Os cereais estdo entre as matérias-primas mais utilizadas em produtos alimenticios,
devido a sua composi¢cdo quimica e propriedades tecnologicas. A composi¢cao quimica rica
em nutrientes os torna susceptiveis ao ataque de fungos durante as etapas de cultivo,
armazenamento e beneficiamento, ocasionando perdas econdmicas e nutricionais (ATHIE et
al., 1998).

Nesse contexto, a cevada que esta frequentemente contaminada com fungos e/ou

micotoxinas durante alguma etapa do seu cultivo, transporte e/ou armazenamento



(PEREIRA; FERNANDES; CUNHA., 2014; BERTUZZI, et al., 2011; BAUER, et al., 2016).
Além das micotoxinas presentes na cevada, a etapa de malteagdo também é considerada
um ponto critico de controle relacionado ao desenvolvimento de fungos devido ao aumento
do teor de umidade do cereal, que se torna mais suscetivel ao desenvolvimento de fungos e
consequente producgao de suas toxinas (RIBEIRO, 2016).

As micotoxinas possuem principalmente efeito carcinogénico, teratogénico e
imunossupressor quando ha ingestdo de alimento contaminado (ARMANDO et al., 2013).
Com isso, as buscas por alternativas para inibir ou controlar essa contaminagao sao
importantes para a garantia de um alimento de qualidade, sem oferecer riscos a saude
(PAGNUSSATT et al., 2012). De forma a reduzir a contaminag&o por micotoxinas, estudos
vém sendo realizados com relacdo ao poder adsorvente das fibras vegetais sobre
contaminantes organicos e inorganicos. Assim, os contaminantes sdo transferidos para o
interior do material sélido, eliminando ou diminuindo a contaminagéo do ambiente (PEREZ-
MARIN et al., 2007).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi obter um extrato proteico e material adsorvente de
micotoxinas a partir do residuo cervejeiro da etapa de mosturacdo para aplicacdo na

industria de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a extragdo das proteinas com base na solubilidade delas em diferentes
solugdes;

e Padronizar o procedimento para obtencdo de extrato proteico a partir do residuo
cervejeiro;

e Avaliar as propriedades funcionais do extrato proteico quanto a sua solubilidade,
digestibilidade, poder emulsionante e capacidade de formagao de espuma;

e Avaliar a capacidade de remocao de micotoxinas pelo residuo fibroso obtido apds
extragdo proteica;

e Conscientizar as empresas do setor alimenticio e disseminar a destinagédo do RC

para fins mais nobres e com potencial aplicagéo na industria de alimentos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cerveja
Segundo o Decreto n° 6.871 de 4 de junho de 2009, que regulamenta a lei n° 8.918 de

14 de julho de 1994, cerveja é definida como a bebida obtida por meio da fermentagao



alcoolica do mosto cervejeiro, proveniente do malte da cevada e agua, por agao da levedura
e com adicao de lupulo. O malte de cevada pode ser parcialmente substituido por outros
cereais maltados ou nao, e por carboidratos de origem vegetal, transformados ou néo.

A Legislacdo Brasileira (BRASIL, 2009) classifica a cerveja em funcado das
caracteristicas de fermentacao e do produto acabado:

o Classificacdo com relagdo ao extrato primitivo (quantidade de sélidos soluveis em

100 g mL"): cerveja leve apresenta extrato primitivo igual ou superior a 5% e inferior
a 10,5% em peso; na cerveja comum o extrato primitivo € igual ou superior a 10,5% e
menor que 12%; ja na cerveja extra o teor de extrato primitivo € superior a 12% e
inferior a 14% e por fim, a cerveja forte, apresenta extrato primitivo superior a 14%
em peso;

¢ Classificagcdo com relagéo a cor: cerveja clara com cor inferior a 20 EBC — European
Brewing Convention (Convencdo Europeia de Fabricagdo de Cerveja); cerveja
escura com 20 ou mais EBC e cerveja colorida (pela agdo de corantes naturais)
apresenta coloragao diferente dos padrées definidos pela EBC;

o Classificacdo com relagao ao teor alcoolico: cerveja sem alcool apresenta conteudo
em alcool menor ou igual a 0,5% em volume; cerveja com alcool com conteddo em
alcool maior que 0,5% em volume devendo constar no rétulo o percentual alcéolico;

o Classificacdo com relagdo a proporcdo de malte de cevada: cerveja puro malte
contém 100% de malte de cevada em peso como fonte de agucares; cerveja contém
55% ou mais de malte de cevada e cerveja com o nome do vegetal predominante
contém mais de 25% e menos de 55% de malte de cevada;

o Classificacdo com relagdo a fermentagado: de baixa fermentagdo (Lager) e de alta
fermentacgéao (Ale).

A produgdo mundial de cerveja apresentou um avango desde o ano de 1986 até 2012,
quando houve uma retracdo no consumo, ocasionada, em sua maioria pela desaceleracéo
da economia mundial e a diminuigdo do consumo e producdo por parte dos paises
desenvolvidos. No Brasil, a tendéncia tem se mostrado crescente nos ultimos 30 anos como
mostra a Figura 1. Recentemente, o Brasil atingiu a posicdo de terceiro lugar no ranking
mundial de maiores produtores com 140 milhdes de hectolitros, atras apenas da China e
Estados Unidos com 460 milhoes de hectolitros e 221 milhdées de hectolitros,
respectivamente.

As etapas do processo de fabricagdo da cerveja podem diferir em diferentes parametros,
tais como: alteragdes de diferentes tempos e temperaturas utilizadas na brassagem, na
fermentacdo, na maturagdo ou o uso de ingredientes como milho, arroz, mel, frutas,
mandioca, trigo, abdbora, entre outros (SOARES, 2011). A popularidade da industria de

cerveja artesanal influencia as preferéncias comerciais da cerveja por individuos e as



tendéncias de consumo mundiais, sendo um dos segmentos crescentes na industria de
bebidas (AQUILANI et al., 2015).

Figura 1. Producao nacional de cerveja em milhdes de hectolitros por ano
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Fonte:CERVBRASIL 2016

3.1.1 Cerveja tipo Pilsen

A cerveja tipo Pilsen assim como cervejas tipo Dortmunder, Munique, Viena, Bock,
Weizenbier, sdo cervejas do tipo Lager. Nas cervejas Lager, o processo de fermentagao
ocorre em temperaturas inferiores a 12 °C e geralmente é mais demorado quando
comparado a cervejas Ale (OETTERER; REGITANO D’ARCE; SPOTO, 2006). A duragao de
fermentagdo e maturacdo pode ser de 4 a 12 semanas (ARAUJO; SILVA; MINIM, 2003).

O malte Pilsen apresenta coloragdo mais clara, sendo um dos mais utilizados
mundialmente devido ao maximo rendimento de extrato. Os maltes mais escuros
apresentam menores rendimentos e baixo ou nenhum poder enzimatico. A temperatura de
secagem para malte Pilsen é de no maximo 85 °C enquanto malte Viena e Munique
apresentam temperatura maxima de 90 °C e 100-105 °C, respectivamente (OETTERER,;
REGITANO D’ARCE; SPOTO, 2006).

3.1.2 Processo de Fabricagao de Cerveja

A Figura 2 descreve o fluxograma do processo de fabricagdo da cerveja. Deve-se levar
em consideracdo que podem ser acrescentadas outras etapas dependendo da cervejaria e
do tipo de cerveja a ser produzida (RUSSEL, 1994)

A etapa de moagem tem relagao direta com a velocidade das transformagoes fisico-

quimicas, rendimento, clarificagdo e qualidade final da cerveja. Esta etapa tem como
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objetivo quebrar o grdo do cereal e expor o amido interno que resulta em um aumento da
superficie de contato com as enzimas do malte facilitando assim a hidrélise (DRAGONE;
ALMEIDA; SILVA, 2010). Os equipamentos podem ser do tipo moinho de rolos, discos ou
martelos. (VENTURINI FILHO, 2010).

Figura 2. Fluxograma do processo de producao de cerveja e etapa de obtencéo do

bagaco do malte (RC)
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Fonte: Adaptado de Russel, 1994

A mistura do malte moido juntamente com agua em temperatura controlada, de acordo
com um programa previamente estabelecido, tem como objetivo solubilizar as substancias
do malte diretamente soliveis em agua e, com auxilio das enzimas, solubilizar as
substancias insoluveis, promovendo a gomificagdo e posterior hidrélise do amido a agucares
(VENTURINI FILHO, 2010).

A filtragdo do mosto tem como finalidade a separagao do bagago de malte ou residuo
umido cervejeiro (parte sélida) da parte liquida — 0 mosto cervejeiro — de real interesse para
o processo (BLEIER et al., 2013).

A fervura do mosto resulta em desnaturagdo proteica, concentragdo do mosto,
eliminagdo de compostos sulfurosos, esterilizagdo e escurecimento do mosto — reagéo de
Maillard. Nessa etapa também é adicionado lupulo, geralmente em duas etapas: a primeira
no inicio da fervura conferindo amargor e a segunda adigéo no final da fervura para conferir

0 aroma caracteristico da cerveja. O processo tem duragdo média de 80 minutos de fervura
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e 30 minutos de aquecimento do liquido podendo variar conforme densidade do mosto
(PAPAZIAN, 2014).

Apos filtragao e inoculagao da levedura no filtrado, inicia-se a etapa de fermentagao com
o0 mosto ja resfriado e aerado. Ocorre entao liberacdo de CO; e calor (SANTOS, 2008). Em
seguida, com a retirada do fermento, ha a diminuicdo da temperatura no tanque iniciando o
processo de maturacdo com duracdo minima de 72 horas. E a etapa em que ocorre
importantes reagdes fisico-quimicas de transformacgao do aspecto visual da bebida além da
incorporacdo de aromas e sabores caracteristicos (MORADO, 2009). A escolha do tipo de
maturagdo ou programa de tempo/temperatura a ser aplicado durante a atuagdo enzimatica
vai depender da composi¢cédo e do tipo de cerveja desejado, agregando, por exemplo, do
quanto de acgucares fermentesciveis deseja-se ou do quanto de substancias proteicas de
alta massa molecular almeja-se para o corpo da cerveja e consisténcia da espuma
(VENTURINI FILHO, 2010). Entao, o liquido é novamente filtrado e envasado.

3.1.3 Residuo Umido Cervejeiro

O residuo umido de cervejaria (RC) também chamado de polpa de cervejaria, bagago de
malte ou cevada é definido como um residuo extraido do grao da cevada, que sozinho ou
misturado com outros cereais, formam a cerveja tradicionalmente comercializada (CLARK;
MURPHY; CROOKER.; 1987)

O residuo umido de cervejaria € um subproduto obtido pelo processamento de cerveja.
No processo de obtencdo do malte, os grédos de cevada s&do imersos em agua morna que,
em seguida é retirada para promover a germinagcdo dos grados e a hidrélise do amido em
dextrina e maltose, que sao posteriormente extraidos. A atividade enzimatica € interrompida,
em sequéncia, por aquecimento (50-80 °C) no qual, parte da agua é evaporada. O gréao
maltado é prensado e embebido em agua para formar o mosto cervejeiro — a parte sdlida é
separada e constitui o RC (GERON et al., 2007).

Os critérios para caracterizagao de residuos sao definidos em funcdo de sua origem e
degradabilidade e, sdo uteis para obtengdo de uma classificagdo operacional. A partir do
conjunto de regras e definicbes da NBR-10.004 (2004), o RC pode ser classificado e
enquadrado no grupo de Residuos de Classe IIA (ndo inertes): residuos que nao se
enquadram em nenhuma das demais classes (I e |IB), mas sao reativos, e podem
apresentar combustibilidade, biodegradabilidade ou solubilidade em agua, estando incluidos
a matéria organica, papéis, papeldo, matéria vegetal e outros (NAIME; GARCIA, 2004).
Ainda, os residuos de atividades agroindustriais apresentam, em geral, grande concentracdo
de material organico e o seu langamento em corpos hidricos pode proporcionar grande

decréscimo na concentragcdo de oxigénio dissolvido nesse meio, cuja intensidade depende
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da concentragdo de carga organica e da quantidade lancada, além da vazado de agua do
curso receptor (BROCHIER; CARVALHO, 2009).

O RC ¢é um residuo rico de proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN) que
vem sendo estudado como uma alternativa na alimentagdo animal devido a seu valor
nutricional. A quantidade de PB e outros nutrientes, com exceg¢ao do amido, no RC é maior
que nos cereais que sao usados para fabricagdo da cerveja (CLARK; MURPHY;
CROOKER.; 1987). O percentual de PB do residuo varia de 17 a 32% e de FDN de 55 a
65% (WEST; MARTINI., 1994; COSTA et al., 1995; CARVALHO et al., 2004 e GERON et al.,
2007).

Segundo Cabral Filho (1999), por se tratar de um residuo da agroindustria, a
composicao quimica do RC pode sofrer variagbes na concentragdo dos nutrientes que
depende da qualidade da matéria prima, da propor¢do de cada ingrediente utilizado pela
industria durante o processamento além de variagcbes do processo para obtencao de

cervejas com sabores diferenciados.

3.2 Proteinas e extrato proteicos

As proteinas sdo macromoléculas complexas, compostas por carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio, formadas por aminoacidos, ligados entre si por ligacdes peptidicas.
Elas desempenham um papel fundamental para o organismo humano, participando
praticamente de quase todos os processos bioldgicos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2006).

Do ponto de vista quimico, dividem-se em dois grupos, as proteinas simples,
constituidas somente por polipeptidios, e proteinas complexas ou conjugadas, que possuem
grupamentos adicionais, como carboidratos, acidos nucléicos ou lipideos. As suas
propriedades e funcionalidades dependem da composicdo aminoacidica e da disposicao
destes aminoacidos (MARZZOCO; TORRES, 2007).

As proteinas alimentares podem ser definidas como aquelas que apresentam elevada
digestibilidade, presenca de aminoacidos essenciais, auséncia de toxicidade, que atribua
propriedades funcionais em alimentos e que estejam disponiveis em abundancia
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Com isso, devido a crescente demanda da
populagdo por produtos nutritivos, fontes alternativas de proteinas para produtos
alimenticios necessitam ser desenvolvidas.

Os extratos proteicos, assim como os concentrados, sao produtos obtidos a partir da
retirada parcial de substancias nao proteicas de uma matéria prima, como carboidratos, sais
minerais, entre outros (FONTANA et al, 2009). A obtengdo deste pode se dar por via
enzimatica ou quimica. Na enzimatica, sdo utilizadas enzimas, para facilitar o processo de

extracao proteica (TANG et al., 2003). Por via quimica, o processo consiste na solubilizagéo
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das proteinas em pH alcalino ou acido, com posterior precipitagdo no ponto isoelétrico da
proteina (NOLSQOE; UNDELAND, 2009).

O processo de solubilizagdo acida ou alcalina foi desenvolvido na Universidade de
Massachusetts (Massachusetts Marine Station, Gloucester, MA, USA). Seu principio
consiste em que condicdes extremas no pH do material homogeneizado em agua,
ocasionam sua solubilizacao devido a mudangas que ocorrem nas cargas das proteinas,
que promovem a repulsdo entre elas e consequentemente a interacdo com a agua
(NOLSQE; UNDELAND, 2009).

De acordo com Gldria e Regitano-d’Arce (2000), a quantidade minima de proteina nos
concentrados e isolados proteicos sdo 68% e 88% em base seca, respectivamente, sendo
os de soja os unicos classificados na Resolugdo CNNPA n° 14, de 28 de junho de 1978. A
RDC numero 268 de 22 de setembro de 2005 aprova o regulamento técnico para produtos
proteicos de origem vegetal, classifica os teores de proteinas para soja e define a
concentracao de proteinas em extrato proteico em p6é de no minimo 40% de proteinas em
base seca.

Esses produtos proteicos tém sido produzidos para utilizacdo como ingredientes
funcionais em produtos alimenticios. 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). A obtencao de extratos proteicos a partir de
residuos da industria alimenticia € uma alternativa sustentavel para reutilizacdo destes ja
que acarreta na reducéo deles e consequentemente minimiza problemas de descartes no
meio ambiente, além de agregar valor pela extracdo das proteinas presentes nele
(MORAES, 2009).

3.3 Propriedades das proteinas

As proteinas possuem propriedades fisico-quimicas que contribuem com as
caracteristicas desejadas de um alimento, interferindo na sua qualidade e aspectos
sensoriais do mesmo (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007). Elas podem ser classificadas de
acordo com suas propriedades funcionais, como hidrofilicas, interfasicas, intermoleculares,
reoldgicas e organolépticas (SGARBIERI, 1996). O conhecimento das caracteristicas
funcionais do concentrado proteico facilita 0 emprego adequado nos produtos alimenticios.

A solubilidade é uma propriedade funcional fundamental, pela importancia que exerce
sobre o papel tecnolégico e nutricional das proteinas nos alimentos. Ela é relativamente
elevada em agua e reduzida em solventes organicos (SGARBIERI, 1996). Uma boa
solubilidade é necessaria para varias aplicagdes, especialmente para emulsdes, géis e
espumas (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).
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A digestibilidade de proteinas pode ser entendida como uma parte da proteina que pode
ser hidrolisada por enzimas digestivas até aminoacidos, logo estaria disponivel
biologicamente para absorcdo. E determinada in vitro utilizando enzimas proteoliticas, onde
é simulado as condicoes de acidez do ambiente estomacal e também intestinal
(SGARBIERI, 1996). E um fator importante na determinacdo do valor nutritivo de uma
proteina, onde uma proteina de alta qualidade apresenta uma quantidade adequada de
aminoacidos essenciais e uma boa digestibilidade (REED, 1984).

As propriedades de uma proteina de formar espuma refere-se a sua capacidade da
formacédo de uma fina e resistente pelicula na interface gas-liquido, onde bolhas de gas
podem ser incorporadas e estabilizadas. Geralmente, a formacédo de bolhas ou o ato de
agitar uma solugdo proteica criam espumas estabilizadas por proteinas (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.4 Fibras como material adsorvente

Fibras podem ser definidas como o conjunto de polissacarideos nao-amilaceos, amido
resistente e lignina (LEE; PROSKY, 1995). Para a determinagao da fibra alimentar pode ser
usado os seguintes métodos “fibra bruta (FB)”, “fibra em detergente neutro (FDN)” e “fibra
em detergente acido (FDA)” (LIMA, 2003). De acordo com Neumann (2002), a FB vem
sendo substituida pela FDN e FDA ha cerca de 40 anos pelos pesquisadores. O detergente
neutro possibilita a separagdo do conteudo celular (fragao soluvel), formada por proteinas,
carboidratos soluveis e gorduras da parede celular, da fragao insoluvel no detergente neutro,
a qual é chamada de fibra em detergente neutro (FDN), constituida de celulose,
hemicelulose e lignina (GERON et al., 2007).

O uso de fibras de origem vegetal como material adsorvente é ainda novo, mas estudos
ja obtiveram sucesso aplicando esse tipo de material na adsorc¢ao de diferentes substancias.
Nos ultimos anos, alguns estudos de adsorgao utilizando residuos agricolas, como casca de
arroz, casca da mandioca, carogo de azeitona, bagaco da cana de agucar, entre outros,
para remocao de diversos contaminantes presentes em solucdo aquosa, vém sendo
realizados (CARDOSO, 2017). Segundo Figueiredo, Boaventura e Loureiro (2000), para um
processo de adsorgao ser eficiente deve-se levar em conta a escolha do adsorvente, que
devera apresentar alta seletividade, alta capacidade, longa vida e estar disponivel em
grandes quantidades e a um baixo custo.

O estudo do material fibroso obtido do residuo cervejeiro para utilizagdo como
adsorvente € promissor, uma vez que O seu aproveitamento minimiza o acumulo no
ambiente e torna o processo de adsor¢do economicamente viavel devido a disponibilidade
em grandes quantidades desse material. Carvalho et al (2012) empregou casca de arroz,

produto altamente fibroso, como adsorvente de aflatoxinas e ocratoxinas presentes em
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cebola, utilizando a técnica de MSPD (dispersdo da matriz em fase sélida) onde a remogao
de todas as micotoxinas estudadas foram obtidas. Scaglioni e Badiale-Furlong (2016)
também avaliaram a utilizacdo de casca de arroz como adsorvente de aflatoxinas no leite,

onde sua capacidade adsortiva foi comprovada.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O residuo cervejeiro (RC) da cerveja tipo Pilsen utilizado neste estudo foi fornecido por
uma empresa local, a micro cervejaria Garden Grill Cervejaria Artesanal, localizada em Rio
Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. A matéria-prima foi mantida sob congelamento em

recipiente devidamente vedado.

4.2 METODOS

4.2.1 Caracterizagao proximal do RC

O RC foi caracterizado quimicamente conforme os métodos da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2000), determinando os teores de umidade (AOAC 925.45b),
lipidios (AOAC 920.39), proteinas (AOAC 960.52), cinzas (AOAC 923.03) e fibras (AOAC

985.29), sendo o conteudo de carboidratos totais estimado por diferenca.

4.2.2 Obtencao do extrato proteico utilizando o RC

A partir de uma massa de 50 g do RC, foram extraidas as proteinas para a obtengéo do
extrato proteico de acordo com o procedimento descrito por Modesti (2006) com
modificacbes. Para isso, inicialmente foi homogeneizado em blender o RC com a solugao
extratora, na proporg¢ao 1:10 (RC:solugao (p/v)), seguido da centrifugagéo a 2830 x g por 20
minutos, filtracdo em papel filtro quantitativo e precipitacdo das proteinas de acordo com o
ponto isoelétrico pré-estabelecido, conforme descrito por Nolsge e Undeland (2009).
Durante a precipitacao, a mistura foi mantida sob agitagcdo em temperatura ambiente. Para
atingir o pH desejado foi realizada a adicdo de HCI 1,0 M e NaOH 1,0 M quando necessario.
O meio foi mantido nessa condigdo por 60 minutos, e apos centrifugado a 2830 x g por 20
minutos.

O precipitado foi separado do sobrenadante, neutralizado com agua e NaOH 1,0 M,
ultracongelado a -86 °C e liofilizado, resultando no extrato proteico seco. A Figura 3
demonstra o processo para obtengao do extrato proteico a partir do RC.

O produto final foi macerado com auxilio de graal e pistilo, acondicionado em recipiente
vedado, armazenado em temperatura de congelamento e o conteudo de proteina

determinado por Kjeldahl, utilizando um fator de converséo de 6,25 (%N x 6,25). Para este
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estudo foram avaliados alguns parametros visando a obtencdo de maior concentragao

proteica, como tratamento do RC e solugao extratora utilizada.

Figura 3. Processo de obtencao do extrato proteico seco

RC + solugao extratora (1:10)

l

Homogeinizagao (2 min)

Centrifugagao (2830 xg / 20 min)

Suspensao proteica

HCI 1,0 M- Precipitacao das proteinas

Centrifugagéo (2830 xg / 20 min) Sobrenadante

Extrato proteico

J

Ultracongelamento (-86 C)

Liofilizacao

Extrato proteico liofilizado

4.2.3 Pré-tratamento do RC para extracao proteica

Para obtengéo do extrato proteico foram avaliados quatro pré-tratamentos:

1) Residuo cervejeiro umido (RCU);

2) Residuo cervejeiro umido desengordurado (RCUD);

3) Residuo cervejeiro seco (RCS);

4) Residuo cervejeiro seco desengordurado (RCSD);

Para obter o RCS e RCSD, foi empregada a temperatura de 50 °C em estufa por 24
horas. O RC desengordurado foi submetido ao tratamento com solvente conforme Wang et

al. (1999), empregando hexano na proporgéao 1:3 (RC:hexano), mantendo sob agitacdo em
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agitador orbital, a uma temperatura de 50 °C por 30 minutos. A fase organica foi removida e
o0 RC desengordurado umido foi acondicionado em um recipiente aberto para evaporacao do
residuo de solvente a temperatura ambiente por 8 horas.

Para a extracao proteica foi empregado NaOH 0,05 M e 50 g RC, mantidos sob
agitacao em blender por dois minutos (Modesti, 2006). A quantidade de proteinas extraidas
das amostras sem e com tratamento foi quantificada empregando o método do Biureto
(GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949), utilizando a curva padrdo de albumina (y=
0,2373x, r= 0,998), sendo essa utilizada para todas as aplicagdes do método do Biureto

nesse estudo.

4.2.4 Solucgao extratora das proteinas do RC

Para a obtencdo do extrato proteico, foram avaliadas quatro solucdes extratoras,
separadamente, conforme Modesti (2006):

1) Solugao alcalina (NaOH 0,05 M) na proporc¢ao 1:10 (p/v);

2) Solugao etandlica 70% na proporgéo 1:10 (p/v);

3) Solugéo salina de (NaCl 0,15 M) na propor¢ao 1:10 (p/v);

4) Agua destilada na proporgéo 1:10 (p/v).

A homogeneizacao do RC (50 g) com a solugao extratora foi realizada em blender por
dois minutos e apds a mistura obtida foi centrifugada a 2830 x g por 20 minutos e filtrada
através de papel filtro quantitativo. A concentragao proteica foi determinada no filtrado,
empregando o método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID,1949) e a solugao que

possibilitou maior recuperacgao proteica foi utilizada na sequéncia do estudo.

4.2.5 Determinagao do ponto isoelétrico das proteinas do extrato

Para a determinacido do ponto isoelétrico foi observado o pH em que ocorreu a maior
precipitacdo proteica conforme proposto por Mastreoni e Gern (2008). Para isso, com 0o
auxilio de um pHmetro, foi realizado o ajuste do pH do meio para 7 e foi realizada a adi¢cao
de HCI 1,0 M até pH 6,0; 5,0; 4,5; 4,0; 3,5; 3,0; 2,5 e 2,0. Em cada valo de pH, uma aliquota
da amostra foi retirada, centrifugada (2830 x g por 20 minutos) e o teor de proteinas no
sobrenadante e no precipitado — ressuspendido em solugdo de NaOH 0,5 M - foram
determinados pelo método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID,1949). O ponto
isoelétrico foi considerado aquele em que ocorreu a maior concentragdo de proteinas no

precipitado e menor concentragdo no sobrenadante.

4.2.6 Estudo das propriedades do extrato proteico
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4.2.6.1 Solubilidade proteica

Para a determinacéo da solubilidade das proteinas foi utilizado o procedimento proposto
por Morr et al. (1985). Para tanto, 0,5 g de amostra foram adicionados em béquer de 100 mL
juntamente com NaCl 0,1 M em quantidade suficiente para formar uma pasta homogénea,
apo6s o volume foi completado até 40 mL com a mesma solugao salina. Durante 30 minutos,
a mistura foi mantida sob agitagdo com o auxilio de um agitador magnético em um sistema
de aquecimento encamisado com temperatura variando entre 40 e 60 °C. O pH foi ajustado
para 3, 5, 7, 9 e 11, sendo retirada uma aliquota de 5 mL em cada valor de pH. Essa
aliquota foi centrifugada a 2830 x g por 20 minutos e o sobrenadante filtrado O conteudo de
proteina foi determinado pelo método do Biureto (GORNALL; BARDAWILL; DAVID,1949) e

a solubilidade das proteinas calculada conforme a Equagéao 1.

PSS x 50
Solubilidade Proteica (%)= X x100 (1)
Mamostra X (Pamostra/100)

Onde:
PSS = concentragdo de proteinas soluveis no sobrenadante (mg mL™");
Mamostra = Massa da amostra (mg);

Pamostra = concentragdo de proteina na amostra (mg mL™).

4.2.6.2 Atividade emulsionante e estabilidade da emulsao

A atividade emulsionante e a estabilidade da emulsdo foram determinadas conforme
método de Murate e Ferreira (1999). Para medida da atividade emulsionante, foram
adicionados em 0,7 g da amostra, 10 mL de agua destilada e 10 mL de dleo de soja. A
suspensao foi emulsificada com auxilio de um ulfra turrax por um minuto e apoés,
centrifugada a 2830 x g por cinco minutos. A estabilidade da emulséo foi testada mediante
aquecimento da mesma a 80 °C por 30 minutos seguida de resfriamento e centrifugagéo a
2830 x g por cinco minutos. Para o calculo da atividade emulsionante e estabilidade da

emulsao foram utilizadas as Equacgdes 2 e 3, respectivamente.

Voo
Atividade emulsionante (%)=—"4%4° 4 100 (2)
tubo

V
Estabilidade da emulsdo (%)=—=maneseente 190 (3)
Vemulséo
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Onde:
Vemuiszo = Volume total da camada emulsionada (mL);
Vremanescente = VOlume da camada emulsionada remanescente (mL);

Vibo = Volume total do tubo (mL).

4.2.6.3 Capacidade de formacao e estabilidade da espuma

A capacidade de formacédo de espuma (CFE) e estabilidade da espuma (EE) foram
avaliadas seguindo o método de Miller e Groninger (1976), onde solugdes preparadas com
2% (p/v) de amostra em agua destilada em proveta graduada foram agitadas com ultra
turrax por um minuto a 2830 x g. A estabilidade da espuma foi avaliada a temperatura
ambiente através do acompanhamento do volume total apos intervalos de 5, 10, 15, 30 e 60
minutos de repouso das amostras. Para o calculo da capacidade de formagao de espuma e

estabilidade da espuma foram utilizadas as Equacodes 4 e 5, respectivamente.

V
CFE (%)=—"™ » 100 (4)
inicial
Ves uma tempo x
EE (%)=—2T2 22X x 100 (5)
Vespuma

Onde:
Vespuma = VOlume de espuma (mL);
Viniciar = Volume inicial (mL);

Vespuma tempo x = Volume de espuma em cada um dos intervalos de repouso (mL).

4.2.6.4 Digestibilidade das proteinas in vitro

A digestibilidade do concentrado proteico obtido foi avaliada a partir do procedimento
descrito por Silveira e Furlong (2007). Para isso, 0,2 g de amostra foi submetida a hidrélise
com 10 mL de solugdo de pepsina diluida em HCI 0,1 M, na concentragdo de 3 mg mL" ',
por 3 horas em banho a 37 °C. Em seguida o pH foi elevado a 7,0 e a amostra centrifugada
2830 x g por 10 minutos. Apos a separagao do sobrenadante, foram adicionados ao
precipitado 10 mL de uma suspensao de pancreatina diluida em tampao fosfato pH 8,0, na
concentragdo de 4 mg mL™"', para continuidade da hidrélise por 24 horas em banho a 37 °C
com agitacado. A hidrélise foi finalizada pela adigao de 10 mL de TCA 30%, e o volume da
amostra completado para 50 mL com TCA 5%. As amostras foram centrifugadas a 2830 x g
por 10 minutos e o sobrenadante submetido a analise de proteina total, por Kjeldahl. Para
determinacgao da digestibilidade (%D), foram relacionadas a quantidade de proteina digerida

ao final do processo (Pdigerida), pela quantidade de proteina inicial (Pinicial), Submetida a
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digestao, conforme a Equacdo 6. Também foi preparada uma amostra em branco, para

avaliagao do conteudo de proteina referente as enzimas (Penzima).

D (%)zpdigerida - IDenzima x 100 (6)

Pinicial

4.2.7 Estudo da capacidade de adsorg¢ao de aflatoxina B1 pelo emprego do

residuo fibroso (RF)

4.2.7.1 Obtencao e preparo do residuo fibroso

Apds a extracao proteica do RC com a solugdo extratora, centrifugou-se e o
sobrenadante foi separado. O residuo sdlido resultante da extragdo foi denominado de
residuo fibroso (RF), onde passou por um pré-tratamento quimico, conforme proposto por
Assumpcao et al (2016). Para isso, 20 g desse RF, previamente lavado trés vezes com agua
destilada e seco em estufa a 60 °C por 3 horas, foram adicionados em baldo contendo
solugao de H2SO4 1,45% (v/v), em uma proporgao 1:10 (p/v) a 105 °C por 75 minutos, sob
agitacao constante em evaporador rotativo. Em seguida, a mistura foi transferida para outro
baldo com H20> 7,5% (v/v) em pH 11,5 — ajustado com NaOH 4% (v/v) — em uma proporgao
1:20 (p/v), em evaporador rotativo durante 3 horas a 80 °C.

Ao final desse processo, a fracao sélida foi lavada com agua até neutralizacdo e seca
em estufa a 105 °C. Em seguida, o RF foi moido em moinho de facas e separado de acordo
com a granulometria. A porcao retida em 0,5 mm foi lavada trés vezes com hexano (1:4) sob
agitacao (160 rpm) a 25 °C por 30 minutos. Apés foi filtrado e o residuo sdlido lavado mais
trés vezes com metanol nas mesmas condi¢cdes anteriores. Depois dessa lavagem, o
conteudo foi seco em estufa a 105 °C até peso constante (CARVALHO et al., 2012).

4.2.7.2 Avaliacao da capacidade de adsorgao de AFB1 em solugao modelo

A capacidade de remocdo da micotoxina AFB1 pelo RF foi avaliada conforme as
condigdes descritas por Marimén et al. (2018). Para isso, tubos de centrifuga foram
contaminados artificialmente com solucdo padrdo de AFB1 em duas concentracbes
diferentes (0,5 yg L"; 1,0 ug L"), o solvente foi evaporado sob corrente de nitrogénio e a
micotoxina solubilizada em solugdo modelo (Tampéao fosfato 100 mM, pH 7,0), utilizando
vortice por 30 segundos e seguido de banho ultrassénico durante trés minutos. Os
experimentos foram incubados em agitador orbital a 150 rpm durante 3 horas a 35 °C. A
concentracdo de AFB1 remanescente apdés o tratamento com RF foi estimada para
determinar a porcentagem de micotoxina adsorvida. Todos os experimentos foram

realizados e analisados em ftriplicata, e a porcentagem de reducao foi determinada pela
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diferenga entre a concentracao inicial e a concentracao residual da micotoxina, conforme a
Equacéo 7:
Redugao (%)=(AFB1fna/AFB1iicia) X< 100 (7)
Onde:
AFB1incia: Concentragao inicial de AFB1 (ug L)
AFB1sna: Concentragéo final de AFB1 (ug L).

4.2.7.3 Extragao da AFB1 pelo método de parti¢ao liquido-liquido e MSPD

O método de particdo liquido-liquido (LLP) foi usado para extrair a AFB1 da solugao
modelo (Tampao fosfato 100 mM, pH 7,0), de acordo com o método proposto por Bauer et
al. (2016). A extracao foi realizada em ftriplicata, da seguinte forma: 1 mL de cloroférmio
(CHsCI) foi adicionado a 1 mL da solugdo modelo e a mistura foi agitada em vértice por 30
segundos seguido de banho ultrassénico por trés minutos. A fase organica foi removida e
seca sob corrente de nitrogénio. O extrato seco foi diluido com agua: MeCN (90:10 v/v) e
analisado em HPLC-FL (Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a detector de
fluorescéncia).

A avaliagao do adsorvente apds a contaminagcao seguiu-se de acordo com Massarolo et
al. (2018), empregando a técnica de dispersdao da matriz em fase sélida (MSPD). Para tanto,
0 adsorvente contaminado foi transferido para graal, onde foi macerado com 25 mg de
adsorvente C18 durante cinco minutos. Posteriormente foi feita a eluicdo com 10 mL de
acetonitrila:metanol (50:50 (v:v)), seguida de agitagdo e apds agitado em vértice por trés
minutos. O conteudo foi centrifugado por 10 minutos a 3220 x g, e 5 mL do extrato foi
recolhido e evaporado sob corrente de nitrogénio. O extrato seco foi diluido com agua:
MeCN (90:10 v/v) e analisado por HPLC-FL.

Para a quantificacdo da AFB1 foi utilizado o HPLC-FL e processamento no software LC
Solution. A fase movel foi composta por acetonitrila:metanol:agua, na proporg¢ao de 25:15:60
(v/v), com modo de eluigao isocratica (Becker-Algeri, 2016). A analise cromatografica foi
realizada em coluna Kromasil C18 (5 pm, 15 cm x 4,6 mm), com vazdo de fase mével de 1
mL min-!, temperatura de forno de 40 °C e com volume de inje¢cdo de 20 yL (GONCALVES
et al, 2018). Para detecgéo da AFB1 foram utilizados os comprimentos de onda de excitagéo
e emissao de 370 e 410 nm, respectivamente. O tempo de analise cromatografica foi de 12
minutos. A AFB1 foi identificada através do tempo de retengéo e a confirmagéo foi realizada

por co-comatografia.

4.2.8 Andlise estatistica
O software Statistica 5.0 foi utilizado para tratamento de dados de analises de obtencao

do extrato proteico além, da avaliagcao da diferenga entre as médias + desvio padrao, de trés
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determinagbes, da composi¢ao quimica da matéria-prima e das propriedades estudadas no
extrato. Foi aplicada analise de variancia e Teste t-Student para duas amostras e Teste de

Tuckey para trés ou mais amostras, com nivel de confianga de 95%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao proximal do RC da cerveja tipo Pilsen

O residuo cervejeiro utilizado no estudo foi coletado in natura com um teor de umidade
de 75,6%. A composicdo do RC utilizado neste estudo esta apresentada na Tabela 1, onde
os valores sdo0 expressos como porcentagem em massa Umida e seca. E importante
destacar que a composicao fisico-quimica do residuo pode variar de acordo com 0 processo
de fabricagdo, matéria prima utilizada para producdo da cerveja, condi¢gdes de estocagem
do malte, qualidade e tipo de adjuntos adicionados, que podem ser modificados de acordo

com a necessidade de fabricagdo ou com a época do ano (SANTOS et al., 2003).

Tabela 1- Caracterizagédo quimica do RC (residuo cervejeiro)

Componente Teor na amostra em Teor na amostra em
base umida (% p/p) base seca (% p/p)
Umidade 756 +0,7 -
Proteinas 6,0+0,3 246 +0,3
Lipidios 2,7+1)9 11,2+1,9
Cinzas 0,9+0,1 3,7+0,1
Fibras 8,4+0,3 344+0,3
Carboidratos* 6,4 25,8

Média * desvio padrao de trés repeti¢cdes. *Carboidratos calculados por diferenga

Robertson et al. (2010) determinaram o teor de umidade em bagacos de malte de
cevada provenientes de diferentes cervejarias, e encontraram valores entre 75 e 80%.
Santos et al. (2003) avaliaram o teor de umidade e de cinzas de oito lotes de bagago
cervejeiro, constituido de 80% de malte de cevada e 20% de milho, obtendo valores entre
76,8 e 78,9%, para umidade, e entre 3,4 e 4% para cinzas, em base seca (bs). O teor de
cinzas encontrado no RC em questéo foi de 3,7% (bs).

Ao observar os resultados obtidos na caracterizagdo do RC pode-se dizer que dois
parametros se destacaram no residuo: o teor de proteinas e fibras. Segundo Santos et al.

(2003), o bagago de malte é considerado como um material lignocelulésico (rico em
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proteinas e fibras) sendo que os principais componentes destes tecidos fibrosos sao
arabinoxilano, lignina (uma macromolécula de polifendis) e celulose (um homopolimero
linear de unidades de glicose).O teor de proteinas do RC é maior do que as quantidades
observadas em outros materiais lignocelulésicos como as palhas de cevada, aveia, arroz e
trigo que contém entre 3,0 a 5,0% de proteinas (THEANDER; AMAN, 1984). O teor de
proteina do bagagco de malte foi semelhante aos relatados por outros autores, 24,2%
(SANTOS et al., 2003) e 24,0% (KANAUCHI et al., 2001), confirmando a sua potencialidade.

O teor de fibras, em torno de 3,4% esta consistente com outros estudos que vem sendo
realizados com fibras provenientes de diferentes fontes vegetais para serem usados como
adsorventes de substancias quimicas e também micotoxinas, o RC também pode
apresentar potencial adsorvente (FOLETO, 2005; ROSA, 2009). Ainda nao ha relatos do uso
do residuo cervejeiro como adsorvente de micotoxinas. Porém, Amorim (2016) utilizou RC
como adsorvente em efluente de gasolina tipo comum e obteve resultados relevantes

observando a adsor¢ao de quase 50% do contaminante no efluente.

5.2 Obtencao do extrato proteico utilizando o RC

A RDC numero 268 de 22 de setembro de 2005 aprova o regulamento técnico para
produtos proteicos de origem vegetal, classificando os teores de proteinas para soja e define
a concentracao de proteinas em extrato proteico em p6 de no minimo 40% de proteinas em
base seca.

De acordo com Gldria e Regitano-d’Arce (2000), a quantidade minima de proteina nos
concentrados e isolados proteicos sdo 68% e 88% em base seca, respectivamente, sendo
os de soja os unicos classificados na Resolugdo CNNPA n° 14, de 28 de junho de 1978.

O produto obtido a partir do RC apresentou 51,7% de proteinas, em base seca, e pode
ser categorizado como extrato proteico.

Na Tabela 2 esta apresentado a composicao proximal do extrato proteico em base
umida e seca.

Ao se comparar o conteudo de proteinas no extrato com o determinado no RC, pode-se
observar que o extrato apresentou um conteludo alto de proteinas, além de ter eliminado as
fibras na primeira etapa de centrifugacao. O alto contetdo de cinzas pode ser em fungao da
presenca de sal que se forma pela adi¢ao do hidréxido de sédio e acido cloridrico durante os
processos de solubilizagéo e precipitagdo das proteinas (PASTRE et al., 2012).

Observou-se que o conteudo de lipidios presentes no extrato foi maior comparado ao
RC. Esse fato também foi verificado por Boonla et al. (2015) ao avaliar farelo de arroz
desengordurado e, no final do processo de obtengao da proteina, obteve um concentrado
com 16,3% de lipideos. Este fato pode ser considerado devido ao uso de temperaturas mais

elevadas de processo, acarretando o arraste dessa porgao lipidica no momento da
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precipitacao da proteina. A presenca dos lipidios no extrato poderia ser diminuida com o uso
da centrifugacao a baixas temperaturas, promovendo a separacao destes na fase superior

do sobrenadante.

Tabela 2. Composigao proximal extrato proteico obtido a partir do RC.

Teor na amostra em Teor na amostra em
Componente .

base umida (% p/p) base seca (% p/p)
Umidade 11,4+ 2,3 -
Proteinas 458 +1,9 51,7+£1,9
Lipidios 17,3+ 2,7 19,5+27
Cinzas 16,0+ 0,5 18,1+0,5
Carboidratos® 9,4 10,6

Média * desvio padrao de trés repeticdes. *Carboidratos calculados por diferenga

5.3 Tratamento do RC para extragao proteica
Na Tabela 3 estdo expressos os resultados obtidos para os diferentes métodos de

tratamento da amostra que refletem na melhor condi¢ao de extragao das proteinas do RC.

Tabela 3- Concentracio de proteinas extraidas em diferentes condicbes de preparo do RC

em base seca.

Amostra Proteina extraida (mg g) Rendimento de extrag&o (%)
RCS 111,13 + 1,392 21,5
RCSD 67,98 + 1,40° 13,1
RCUD 104,94 + 0,81> 20,3
RCU 113,26 + 2,212 21,9

Média + desvio padrdo de trés repeticbes. Letras iguais na mesma coluna indicam que n&o ha diferenca
significativa entre as diferentes condi¢cdes de preparo da amostra (p<0,05). RCS= Residuo Cervejeiro Seco;
RCSD= Residuo Cervejeiro Seco Desengordurado; RCUD= Residuo Cervejeiro Umido Desengordurado; RCU=

Residuo Cervejeiro Umido.

A maior quantidade de proteinas extraidas foi na amostra umida (RCU) que n&o difere
estatisticamente da amostra seca (RCS). De acordo com Lowell (1995) e Van Soest (1994),

as condicbes de umidade elevada (acima de 50%) e temperatura acima de 55 °C séao



25

favoraveis a ocorréncia de reagdes nao enzimaticas entre os carboidratos e grupos aminas
dos aminoacidos, resultando em compostos denominados produtos da reacdo de Maillard.
Sendo assim, escolheu-se manter o residuo umido (RCU) para a obtengdo do extrato
proteico. A escolha do RCU em comparacao com o RCS elimina a etapa de secagem a qual
demandaria tempo e maior custo no processo de obtengao proteica. A temperatura de 50 °C
foi empregada com intuito de evitar a desnaturacao proteica e a ocorréncia da reacao de
Maillard que, ocasiona reducdo do valor nutricional dos alimentos (SHIBAO; BASTOS,
2011).

5.4 Solucgao extratora das proteinas do RC

A eficiéncia da extracdo empregando as solu¢gdes de NaOH (0,05 M), NaCl (0,15 M),
etandlica 70% (v/v) e agua destilada estd descrita na Tabela 4. A solugdo alcalina
possibilitou a extracdo de uma maior quantidade de proteinas em comparagdo com as
outras.

A solugao salina apresentou uma eficiéncia de extragao superior a solugao etandlica e a
agua. Porém, ao se comparar com o teor de proteinas extraidas com a solugéo alcalina, foi

observado que a solugéo salina apresentou uma eficiéncia inferior, cerca de 55% menor.

Tabela 4- Recuperacéo proteica a partir do RC umido utilizando diferentes solugdes

Solugao extratora Proteinas extraidas (mg g') Rendimento de extragdo (%)
NaOH (0,05 M) 26,11 + 1,152 23,5
NaCl (0,15 M) 11,84 + 1,39b 10,6
Etandlica 70% (v/v) 9,78 £ 0,52° 8,8
Agua destilada 7,47 + 0,25¢ 6,7

Média + desvio padrédo de trés repetigdes. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa
entre as solugdes extratoras (p<0,05).

Molina (1989), Natividade (1992) e Modesti (2006) realizaram estudos cujo objetivo foi a
obtencdo de concentrados proteicos utilizando solugdo alcalina para extragdo das proteinas
devido ao fato de a elevagéo no pH aumentar a recuperagao proteica. A recuperagao de
proteinas através da solubilizagédo/precipitagdo no ponto isoelétrico (Pl) foi proposta por
Hultin e Kelleher (1999). Assim, é a solubilidade das proteinas que proporciona esse
processo. A solubilizagdo das proteinas pressupde a adicdo de um acido ou de uma base a
solugdo. Na solubilizagédo acida, o acido dissocia-se fornecendo hidrénios (H3O*) a solugéo e

as proteinas adquirem carga positiva devido a protonagdo dos aminoacidos basicos. Na



26

solubilizacao alcalina, a adicao de uma base (OH-) a solugéo provoca a desprotonagao dos
aminoacidos acidos, tornando as proteinas negativamente carregadas. O aumento da carga
positiva das proteinas faz intensificar as interagdes proteina-agua, permitindo assim a sua
solubilizacao e extracao (Hultin et al., 2005).

Em outro estudo com concentrado proteico obtido de aguapé, Medeiros et al. (1999)
verificou que a solugcdo de NaOH 0,05 M foi a mais eficiente e a solugdo com maior

rendimento na extracao das proteinas, quando comparado a outras concentracées.

5.5 Determinacgao do ponto isoelétrico

A determinacdo do ponto isoelétrico (pl) esta baseada na relagdo inversa da
concentracdo proteica entre a porgdo soluvel e precipitada. Para um grande numero de
proteinas, o pl esta entre o pH 3,5 e 6,5. Neste ponto, as proteinas precipitadas podem
apresentar propriedades de geleificagdo melhoradas e maior qualidade da proteina. O pl
bem como, o comportamento dos valores de pH depende da origem da proteina e, para
melhor conhecimento, curvas de solubilidade proteica podem ser realizadas como testes
preliminares (Gehring et al. 2011).

O ponto isoelétrico é influenciado pela presenga de todos os aminoacidos constituintes
das proteinas, ou seja, é funcdo do pK dos seus grupos carboxilicos e amino terminais
ionizaveis e das cadeias laterais desses aminoacidos constituintes (BECKER, 2007). A
cevada, principal constituinte do RC, apresenta elevada quantidade de aminoacidos acidos,
acido glutamico (26,9%), acido aspartico (6,8%), em relagdo aos aminoacidos totais (HELM,
2004). Esses aminoacidos sao classificados como acidos pois ficam carregados
negativamente em pH acima de 3 (ponto isoelétrico) (BECKER, 2007).

Bilgi e Celik (2004) estudaram o ponto isoelétrico de proteinas da cevada e relataram o
pl no pH 4,9. Entretanto, diferentes comportamentos de solubilidade em funcdo do pH
podem ser observados para misturas de proteinas, tais como concentrados proteicos,
caseinatos, ou em sistemas alimenticios (ORDONEZ, 2005; VOJDANI, 1996).

Estudos com diferentes matérias-primas vém sendo realizados a fim de determinar o
ponto isoelétrico das proteinas nesses materiais. Timilsena et al. (2016) em seu estudo com
isolado proteico de semente de chia, encontraram o ponto isoelétrico desse grao no pH 3. O
ponto isoelétrico das proteinas do arroz foi determinado em pH 4,5 (NOLSQJE; UNDELAND,
2009).

Na Figura 4, a menor concentragao proteica observada no sobrenadante é entre o pH 3
e 3,5, e a maior concentragdo no precipitado € no pH 3,5, indicando o ponto isoelétrico das

proteinas obtidas de RC umido.
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Figura 4. Determinagao do ponto isoelétrico em fungéo da solubilidade das proteinas
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5.6 Estudo das propriedades do extrato proteico

No Quadro 1 estdo apresentados os resultados obtidos no estudo das propriedades do
extrato proteico com relagdo a Solubilidade, Capacidade de Formagédo de Espuma (CFE),
Digestibilidade, Atividade Emulsionante (AE) e Estabilidade da Emulsao (EE).

Quadro 1. Propriedades estudadas das proteinas do extrato proteico.

Solubilidade Capacidade de formacao de
espuma (CFE)
pH Solubilidade (%) Tempo (min) CFE (%)
2,1 0 0,3
3,9 5 0,3
38,1 10 0
9 48,9 15 0
11 87,5
Poder emulsionante Digestibilidade
AE (%) EE (%) 99.8%
54,4 50,0

Com relagéo a solubilidade das proteinas presentes no extrato, foi observado no pH 3
menor solubilidade seguido do pH 5 ou seja, no pH acido. Isso pode ser explicado, porque
esses valores de pH aproximam-se do ponto isoelétrico das proteinas estudas (3,5). No

ponto isoelétrico, o numero de cargas positivas é igual ao numero de cargas negativas
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resultando no aumento do numero de interagdes proteina-proteina e consequente reducao
da solubilidade (ROSSI; GERMONDARI, 1982).

A maior solubilidade foi encontrada em pH 11 (87,5%). Segundo Yada (2004), a
solubilidade é aumentada em pH distante do ponto isoelétrico devido a elevagao da repulsao
eletrostatica entre as moléculas de proteina e hidratagcao dos residuos carregados. Além do
pH, a solubilidade das proteinas também depende de tratamentos prévios sofridos pela
matéria-prima e do método de extragdo (MWASARU et al, 2000).

A temperatura também é outro fator que influencia na solubilidade. Temperaturas entre 0
e 50 °C sao capazes de aumentar a solubilidade, porém, quando exposta ao calor por um
periodo prolongado, a proteina tende a ser desnaturada devido a exposi¢cdo dos grupos
sulfidrilas (SH-), inicialmente no interior das moléculas de proteinas (SOOD; SIDHU;
DEWAN, 1976). Segundo Vodjani (1996), a desnaturagdo proteica faz com que a
solubilidade diminua, pois ha um aumento nos grupos hidréfobos/hidrofébicos em sua
superficie e o desdobramento provocado pela desnaturagao, altera o equilibrio proteina-
proteina e proteina-solvente.

As principais interagdes que influenciam nas caracteristicas de solubilidade das
proteinas sao as de natureza hidrofébicas (proteina-proteina) e de natureza iénica (proteina-
solvente que, aumentam a solubilidade). A adicdo de sal promove precipitagdo das
proteinas devido a reducdo da solubilidade decorrente de um efeito “salting out’
(hidrofébico) ou da combinagao de um efeito eletrostatico — “salting in” com o efeito “salting
out’. O efeito “salting in” faz com que a solubilidade aumente com o aumento da
concentracao de sal. Ja no efeito “salting out”, a solubilidade diminui com o aumento da
concentracao do sal. A reducao na solubilidade com esse efeito é explicada porque os ions
do sal competem com a proteina pelas moléculas de agua e assim, a camada de hidratagc&o
é parcialmente removida e as interagbes proteina-proteina se tornam relevantes,
principalmente as intera¢des hidrofébicas. Além disso, ha o aumento da tensao superficial
do liquido devido a adigao de sal, que aumenta a energia livre necessaria para formacao de
uma cavidade no solvente na qual, a molécula de proteina estaria dissolvida. (MARZZOCO;
TORRES, 1999) As condi¢des de processamento, tais como: pH da extracao, precipitacao e
neutralizagdo influenciam na solubilidade proteica (TOMMASO; RIBEIRO, 2017).

Em estudo de Silva et al. (2012) sobre propriedades funcionais do isolado proteico de
farelo de arroz, os autores encontraram solubilidade em pH 3 de aproximadamente 50%
diminuindo drasticamente em pH 5 (pH préximo do ponto isoelétrico das proteinas dessa
matéria prima) para aproximadamente 30%. Nesse estudo, a solubilidade assemelha-se a
solubilidade das proteinas do RC, pois a medida que se aumenta o pH, o percentual de
solubilidade também aumenta, atingindo o maior percentual no pH 11 (aproximadamente

70%) para o farelo de arroz. Em estudo de obtengédo de concentrado proteico de farelo de
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arroz, Bernardi (2015) encontrou menor solubilidade em pH 2, 3, 4 e 5, e maior solubilidade
na faixa de pH 6 a 10.

A baixa CFE segundo Belitz e Grosch (2009) pode ser atribuida a presenca de lipidios
que podem reduzir a formacgao e a estabilidade de espuma nos alimentos devido a alteragéo
da expansao da proteina a interface e enfraquecimento ou rompimento das forgas coesivas
entre a camada de proteina em torno dos glébulos de ar resultando, na diminuicao da
espuma.

As propriedades de espuma sao influenciadas pela fonte de proteina, métodos e
parametros térmicos de processamento como: método de isolamento da proteina,
temperatura, pH, concentracdo da proteina, tempo de mistura e método utilizado para
formagéo de espuma (TOMMASO; RIBEIRO, 2017).

Yasumatsu et al. (1972) também verificaram relagdo negativa entre as propriedades
espumantes e o conteudo de gordura. Os mesmos autores também reportaram que se
produz alta expansao de espuma com alta dispersibilidade de proteina e nitrogénio.

A capacidade de formagdo e expansdo de espuma exigem proteinas de cadeias
flexiveis, pobres em estruturas secundarias e terciarias que se adaptam rapidamente na
interface ar-liquido. Além disso, é preciso que estas proteinas tenham, na sua superficie, a
possibilidade de formar ligacbes hidrofébicas. No caso de estabilidade de espuma, é
necessario sobretudo, que se formem peliculas coesivas, elasticas, continuas e
impermeaveis ao ar (CHESTEL; CUQ; LORIENT, 1989). Pimentel e Rezende (2015) em seu
estudo sobre propriedades funcionais do isolado proteico de soja encontram 39,2% para
essa propriedade. Silva et al (2012) encontraram valores elevados para capacidade de
formagéo de espuma para isolado proteico de farelo de arroz (62%).

O estudo das propriedades emulsificantes da proteina pode ser definida como a
habilidade da proteina para participar na formacao da emulsao e a capacidade de estabilizar
a nova emulsao criada. A AE depende da formacao de filmes de adsor¢ao ao redor dos
glébulos e da reducéo da tensdo superficial na interface 6leo-agua. A EE é a medida da
capacidade das gotas de emulsdo em se manter dispersas sem separagdo pela
coalescéncia, cremosidade e floculagdo (TOMMASO; RIBEIRO, 2017). A AE do extrato
proteico do RC foi de 54,4% e a EE foi de 50% quando submetido a aquecimento a 80 °C.
Em um estudo com concentrados proteicos de soja, foram encontrados AE de 33,2% e EE
de 71,4% (PIMENTEL; REZENDO, 2015)

De acordo com Lestari et al. (2011), a atividade emulsionante esta relacionada com a
taxa de desdobramento das proteinas nas interfaces 6leo/agua, ou seja, essa propriedade
esta diretamente ligada ao conteudo proteico adsorvido. Proteinas, normalmente possuem
propriedades hidrofdbicas e hidrofilicas. Segundo Tommaso e Ribeiro (2017), a AE depende

da forma das moléculas da proteina, carga e hidrofobicidade das suas moléculas,



30

neutralidade dos dipolos e hidratacdo dos grupos polares. A EE depende da magnitude
dessas interagdes.

A partir do resultado obtido, é possivel dizer que o extrato obtido € uma boa alternativa
para ser utilizado na elaboracao de produtos alimenticios emulsionados. A atividade
emulsionante é uma importante propriedade das proteinas em alimentos emulsionados, tais
como queijos, sorvetes, molhos para saladas e carnes processadas (PAGNO et al., 2009).

Propriedades emulsificantes de proteinas de origem animal e vegetal foram melhoradas
pela correlagdo hidrofobicidade superficial e tensdo superficial. Proteinas com um grande
numero de aminoacidos apolares apresentam elevada hidrofobicidade e sao ativas
superficialmente. Existe uma forte correlagdo entre a AE e hidrofobicidade de proteinas
(TOMMASO; RIBEIRO, 2017).

A digestibilidade pode ser definida como sendo a hidrdlise das proteinas pelas enzimas
digestivas até aminoacidos e a absor¢cdo dos mesmos pelo organismo, que estariam
biologicamente disponiveis, desde que nao houvesse interferéncia na absor¢cdo dos
mesmos pelo organismo (TOMMASO; RIBEIRO, 2017). A digestibilidade da proteina
assume um papel muito importante na avaliagdo nutricional de produtos para alimentacéo.
Embora o conteudo dos aminoacidos essenciais seja um indicador primario da qualidade
nutricional, a verdadeira qualidade também depende do nivel de utilizagdo desses
aminoacidos nos organismos (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

A separacao das proteinas dos demais componentes do RC facilita a agao das enzimas
digestivas, aumentando a sua digestibilidade, onde obteve-se um valor de digestibilidade
igual a 99,8%. Os dados de digestibilidade proteica nos trazem a comprovagéao da eficiéncia
das proteinas obtidas pelo método de variagdo do pH, obtendo proteinas funcionais e
nutricionais de melhor qualidade.

Os concentrados e extratos proteicos tém apresentado uma 6tima funcionalidade para
aplicagdo em diferentes alimentos (Gehring et al., 2011) e tém apresentado a quantidade
suficiente de todos aminoacidos essenciais para cobrir a alimentacdo humana (CHEN e
JACZYNSKI, 2007; MARMON e UNDELAND, 2010).

5.7 Aplicagao do extrato proteico em produtos na industria de alimentos

As propriedades funcionais das proteinas presentes no extrato proteico obtido a partir do
RC apresentam elevado potencial de aplicagdo na industria de alimentos, contribuindo para
qualidade nutricional de diversos produtos. A tendéncia de saudabilidade exige que produtos
tradicionais venham a ser reformulados e enriquecidos para atender as demandas de
consumo (RAMGQOS, et al., 2016).
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O extrato proteico do RC por apresentar elevada digestibilidade, baixa CFE e elevada
AE pode ser aplicado em produtos que necessitem de proteinas com tais propriedades
funcionais como iogurtes, molhos e sorvetes. (SOUZA, et al., 2010)

Sorvetes sdo alimentos que incluem ingredientes de grande valor nutricional assim, a
adicdo de novos ingredientes torna-o ainda mais atrativo e contribuem para aumento de sua
funcionalidade. Dentro da classificagdo da Legislacdo Brasileira (ANVISA), portaria n° 379
de 26 de abril de 1999, encontram-se os Sorbets - produto elaborado basicamente com
polpa de fruta, sucos ou pedagos de frutas e agucares (BRASIL, 2005) Os sorvetes do tipo
sorbets o chamado Frozen Yogurt, sdo produtos com tendéncias funcionais e de
saudabilidade nos quais o extrato proteico poderia ser adicionado de modo a enriquecer o
valor nutricional dos mesmos.

Em estudo de Campos et al (2009) na elaboragdo de molho cremoso a base de extrato
de soja, que apresenta AE e EE semelhante ao extrato proteico de RC, os autores
observaram que a EE foi influenciada pela relagao extrato:6leo, sendo que as amostras com
maior teor de 6leo apresentaram menor estabilidade. Assim, ha possibilidade de aplicagao
do extrato de soja no desenvolvimento de molhos cremosos ja que, a intengdo de compra do
molho cremoso com adicdo de extrato, obteve média de 5 pontos em escala estruturada de
7 pontos (definitivamente compraria a definitivamente nado compraria). Deste modo, o extrato
proteico de RC também deve ser visto com potencial de aplicagao nesses produtos.

Por seu elevado teor de proteina (51,7%), com propriedades funcionais caracterizadas
pela elevada solubilidade, AE e EE, digestibilidade e baixa CFE, a proteina do RC, pode ser
indicada como proteina complementar na dieta podendo ser amplamente aplicada em
iogurtes que necessitam de proteinas com tais propriedades funcionais assim como as
proteinas de extrato da soja que, conferem propriedades emulsificantes de valor
caracteristico. (FERNANDES et al., 2010, SOUSA et al., 2011; GUIMARAES et al., 2012).

O emprego do extrato proteico de RC em emulsionados carneos como em salsichas por
exemplo, proporcionam o aumento do valor nutricional desse produto e estudos podem ser
realizados visando substituicdo parcial de ingredientes pelo extrato proteico de RC como em
estudo conduzido por Kubota et al (2012) com substituicdo de gordura — toucinho por
isolado proteico de soja. Com isso, € possivel reduzir o conteudo de gordura do produto e
aumentar o de proteinas sem prejudicar a emulsao e sua estabilidade.

Em embutidos como mortadelas, o extrato proteico de RC pode ser estudado como um
substituto da proteina de soja, pois as propriedades proteicas sdo semelhantes e tanto as
proteinas da soja quanto as proteinas do extrato do RC sao capazes de formar e estabilizar
emulsoes.

Além disso, a aceitagao sensorial por parte dos consumidores em relagédo ao RC foi

testada no estudo de Ferreira (2017) para elaboragdo de biscoito integral empregando
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residuo da industria cervejeira na formulagéo, as 4 formulagbes estudadas foram aceitas.
Nesse contexto, o extrato proteico obtido a partir do RC também pode ser acrescido em
biscoitos, ja que o consumidor vem buscando melhor qualidade de vida e
concomitantemente, as industrias de alimentos buscam melhorar seus processos e gerar

menor impacto ambiental.

5.8 Avaliagao da capacidade de remoc¢ao da AFB1 pelo adsorvente

A Tabela 5 mostra os percentuais de remogao da micotoxina pelas fibras adsorventes.

Tabela 5. Percentual de Aflatoxina B1 removida pelo adsorvente

Concentragao (ng mL™) AFB1 adsorvida (%)
0,5 97,9
1,0 98,0

Pode-se observar que as fibras remanescentes apds a extracdo de proteinas indicam
um excelente adsorvente de micotoxinas, visto que foi adsorvido aproximadamente 98% da
Aflatoxina B1 em ambas as concentracoes utilizadas. Os adsorventes de origem vegetal sdo
constituidos principalmente por macromoléculas, como substancias humicas e fibrosas.
Essas estruturas geralmente possuem grupos quimicos como carboxilas, carbonilas,
hidroxilas e amino, que possuem propriedades adsortivas. Eles sdo capazes de adsorver
contaminantes por meio da troca iénica ou por outros processos de interagdo (SCAGLIONI,
BADIALE-FURLONG, 2016).

Em um estudo utilizando cascas de arroz como adsorvente de aflatoxinas em leite,
Scaglioni e Badiale-Furlong (2016) encontraram quantidade média de micotoxinas
adsorvidas de 0,0150 ug g' para AFLA B1 e 0,0174 ug g para AFLA M1, indicando ser um
promissor adsorvente. Cardoso (2017) estudou as fibras de coco como adsorventes do
agrotoxico parationa metilica e encontrou 86,1% de redugdo do mesmo pelo adsorvente.

A Tabela 6 mostra o percentual de recuperacao da micotoxina pela técnica de dispersao

de matriz em fase sélida.

Tabela 6. Percentual de AFLA B1 recuperada pelo adsorvente

Concentragao (ng mL™") Recuperacao da AFB1 (%)
0,5 220
1,0 85

O emprego da técnica MSPD apds o teste de adsorcédo da AFB1 teve como objetivo a

quantificagdo de AFB1 no RF. A partir dos resultados obtidos, nota-se que é necessario a
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otimizacdo do método MSDP para esse tipo de adsorvente, visto que o percentual de
recuperacao na concentragdo de 0,5 ng mL" foi de 220%, indicando que houve efeito matriz
na analise. O método utilizado para essa andlise ocorreu de acordo com Massarolo et al.
(2018), onde em seu estudo foi utilizado milho para a técnica de MSPD. O presente estudo
realizou o ensaio nas mesmas condicdes, e isso pode ser a causa do efeito matriz em
questdo. O efeito matriz corresponde a interferéncia dos componentes da matriz no
resultado analitico, seja este positivo, causando o aumento do sinal, ou negativo, causando
a supressao do sinal (NIESSEN et al., 2006).

Massarolo et al. (2018) encontraram um percentual de recuperagao de aflatoxina B1 em
86,7%, utilizando a técnica MSPD em farinhas de milho. WU et al. (2008) aplicaram MSPD
para determinacdo de micotoxinas em amostras de maga e suco de maca. Os valores de
recuperacao variaram de 89,8-103,3% para suco de macad e 85,3-97,9% para maca.
Carvalho et al. (2012) estudaram o emprego da casca de arroz para extracdo de aflatoxinas
em cebolas por MSPD e encontraram valores de recuperacao para AFB1 de 88,3-93,0%.

Avaliando o percentual de remocao da micotoxina pelas fibras obtidas do RC, ha a
necessidade de maiores estudos a fim de entender e otimizar o processo de adsorcao pelas
mesmas. Com isso, pode-se indicar futuramente a possivel reutilizacdo das fibras no
processo cervejeiro, para a redugdo da quantidade de micotoxinas presentes no produto

final.

6.CONCLUSAO

Foi definida a melhor condi¢cao de extragdo das proteinas do residuo cervejeiro e melhor
solugdo extratora — residuo cervejeiro umido e solugéo alcalina de NaOH 0,05 M,
respectivamente e obtencao de extrato proteico a partir do RC com teor proteico de 51,7%.
As propriedades funcionais das proteinas extraidas a partir do RC foram estudadas e
apresentaram resultados promissores que possibilitam a aplicagcdo do mesmo na industria
de alimentos. Destacou-se a elevada digestibilidade — 99,8% e a maior solubilidade em pH
11 — 87,5%. Apesar da baixa CFE (0,3%), A AE e EE apresentaram valores elevados de
54,4% e 50%, respectivamente. Assim, observou-se o potencial de aplicacdo desse extrato
em diversos produtos alimenticios como iogurtes, molhos, sorvetes, emulsionados carneos e
embutidos.

As fibras remanescentes apds a extragao das proteinas se mostraram um promissor
adsorvente de micotoxinas, visto que aproximadamente 98% da AFB1 foi adsorvida. Faz-se
necessario estudos posteriores para otimizacdo do método de adsorgédo, para futura

reutilizacdo do adsorvente na industria cervejeira.
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SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Desenvolvimento de produtos alimenticios com adi¢gado de extrato proteico obtido a
partir do RC;

Realizar analises fisico-quimicas e microbiolégicas no RC para aplicagdo em
produtos alimenticios de forma a estabelecer padrbes para aplicacao;

Realizar analise sensorial testando diferentes formulagbes - variando a
concentracdo do RC para determinar a de maior aceitacao e intengao de compra;
Estudos que visem a otimizagcdo do método de adsorcao pelo residuo fibroso;

Estudos da capacidade da aplicagdo do adsorvente na industria cervejeira.
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