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RESUMO

O trub quente é um residuo cervejeiro de composigcao variada que tem sua formagéo durante o
processo de fervura do mosto. Se ndo removido pode interferir na fermentacéo, sendo essencial
para o resultado final da bebida. E pouco aplicado a novos processos industriais, tornando-se
um dos principais descartes da operagdo. Por isso, investigar seu potencial antibacteriano pode
promover maior sustentabilidade na fabricacdo, além de ser uma alternativa promissora no com-
bate a bactérias. O lupulo é uma matéria-prima da cerveja que ajuda a formar complexos que
geram o trub, portanto, pode influenciar em suas propriedades. Utilizando o método de hidro-
destilacao, foi produzido um extrato de lUpulo concentrado por rotoevaporador para comparacao
com o trub quente coletado da produgéo da cerveja Cascade Single Hop Ale na UTFPR. Com o
método de disco-difusao, foi testada a atividade antibacteriana frente a Escherichia coli, Staphy-
lococcus aureus, Salmonella sp. e Bacillus cereus. Somente as bactérias Gram-positivas foram
inibidas pelo trub quente, devido a maior suscetibilidade a substéncias que contém compostos
fendlicos e a menor complexidade de sua parede celular. O extrato de lupulo apresentou baixa
atividade inibitéria. Foi testada a presenca de compostos fendlicos e antioxidantes nas amos-
tras, através dos métodos de Folin-Ciocalteu e captura do radical livre DPPH, respectivamente.
O trub quente apresentou 148,77 mg EAG L~! e atividade antioxidante de 900,02 umol TE L~*;
o extrato de IGpulo obteve 56,88 mg EAG L~! e inibicao de 3,87%. De forma geral, a pesquisa
demonstrou a aplicabilidade do residuo no combate a bactérias Gram-positivas e a forte pre-
senca de compostos fenélicos e antioxidantes, o que pode reduzir seu descarte e possibilitar
sua reinser¢ao na industria. Porém, sdo necessarios estudos futuros para estabelecer melhorias
na extragcao, conservacao e aproveitamento.

Palavras-chave: trub; antibacteriano; antioxidante; fendlico; ltpulo.



ABSTRACT

Hot trub is a brewing waste of varied composition that forms during the wort boiling process.
If not removed, it can interfere with fermentation, making its removal essential for the final out-
come of the beverage. It has limited application in new industrial processes, becoming one of
the main wastes of the operation. Therefore, investigating its antibacterial potential can promote
greater sustainability in manufacturing, besides being a promising alternative in combating bac-
teria. Hops are a beer raw material that helps form complexes that generate trub; thus, they
can influence its properties. Using the hydrodistillation method, a concentrated hop extract was
produced via rotary evaporator for comparison with hot trub collected from the production of
Cascade Single Hop Ale at UTFPR. Using the disk-diffusion method, antibacterial activity was
tested against Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella sp., and Bacillus cereus.
Only Gram-positive bacteria were inhibited by the hot trub, due to their greater susceptibility
to substances containing phenolic compounds and the lower complexity of their cell wall. The
hop extract showed low inhibitory activity. The presence of phenolic compounds and antioxi-
dants in the samples was tested using the Folin-Ciocalteu and DPPH free radical scavenging
methods, respectively. The hot trub presented 148.77 mg EAG L™! and an antioxidant activity of
900.02 pmol TE L™1; the hop extract obtained 56.88 mg EAG L™! and an inhibition of 3.87%.
Overall, the research demonstrated the applicability of the waste in combating Gram-positive
bacteria and the strong presence of phenolic and antioxidant compounds, which could reduce
its disposal and enable its reinsertion into the industry. However, future studies are needed to
establish improvements in extraction, preservation, and utilization.

Keywords: trub; anti-bacterial; antioxidant; phenolic; hops.
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1 INTRODUCAO

O trub quente é definido como um precipitado insollUvel que resulta da coagulagao de
proteinas e simples nitrogénios constituintes que interagem com os carboidratos e polifenois
(Barchet, 1993). E um residuo obtido apés a fervura e o processo de filtragdo do mosto, pouco
aplicado ao processamento de novos alimentos (Saraiva et al., 2018). Pode ser unido ao bagaco
e ser utilizado como base para racédo animal (Priest; Stewart, 2006). Sua composi¢ao apresenta
cerca de 40% a 70% de proteinas, 7% a 32% de substancias amargas, 20% a 30% de polifendis
e 5% de sais (KUhbeck et al., 2006).

Trata-se de um residuo com composicao variada, pois depende de diversos fatores, entre
eles: caracteristicas da cevada, temperaturas de secagem do malte, intensidade da mosturacgéo,
tipo de cerveja produzida e tipo de processo empregado (Teles, 2007). Dessa forma, cada tipo
de processo resulta num residuo Unico, o que pode dificultar sua aplicacao.

A nado remocgao do trub quente da cerveja pode impedir a fermentacao, devido ao en-
volvimento das paredes celulares da levedura utilizada nessa etapa, prejudicando o transporte
de substancias e podendo levar a retencado da espuma, baixa estabilidade e forte amargor no
paladar (Barchet, 1993). Por conta disso, a sua remocgao é essencial para o resultado final da
cerveja.

Ha ainda, a diferenciagao entre o trub quente e o trub frio. O trub quente é aquele que
aparece durante a fervura e possui mais proteinas. Ja o trub frio, € aquele formado durante o
resfriamento do mosto, consistindo em complexos de taninos e proteinas (Barchet, 1993).

Como as leveduras sdo microrganismos afetados pela presenca do trub quente, € pos-
sivel que ele tenha um grande potencial antimicrobiano. Encontrar uma nova aplicagao para
esse residuo tao pouco utilizado poderia agregar valor a ele, além de promover processos mais
sustentaveis, diminuindo a quantidade de residuos que sao descartados.

1.1 Justificativa

A industria cervejeira produz grandes quantidades de residuos com alta carga organica.
No estudo conduzido por Teles; Roveroto e Barana (2023), foi constatado que para produzir 1 L
de cerveja do tipo American Pale Ale (APA) sao empregados aproximadamente 4,3 L de agua,
sendo que, 70% da agua consumida se torna efluente, possuindo valores de Demanda Quimica
de Oxigénio acima de 4000 mg L—! e de Nitrogénio Total entre 25 e 80 mg L.~ !.

Esse tipo de residuo requer tratamento prévio ao seu descarte, 0 que pode gerar altos
custos operacionais (Thirugnanasambandham; Sivakumar, 2015). Grandes cervejarias costu-
mam ter recursos para tratamento biolégico de seus efluentes, contudo, o problema maior se
concentra nas microcervejarias, que ndo contam com Estacdes de Tratamento de Efluentes
(ETEs) em sua estrutura, por falta de espaco e meios para tal (Teles; Roveroto; Barana, 2023).
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Quando permitido, esses residuos sao descartados na rede coletora de esgoto, o que
pode gerar uma sobrecarga no sistema, dado o crescimento observado nesse empreendimento
nos ultimos anos, que chegou até 36,4% (Teles; Roveroto; Barana, 2023).

Dentre os residuos do processo, o trub quente € um dos principais, embora o bagaco do
malte corresponda a 85% dos residuos totais, estima-se que sejam gerados entre 0,2 e 0,4 kg
de trub para cada hectolitro de cerveja produzida (Mathias; Mello; Sérvulo, 2014b). As formas
mais utilizadas de reaproveitamento para o trub quente estédo ligadas a sua utilizagdo como
base para racdo animal, sendo que, o residuo é pouco aplicado ao processamento de novos
alimentos e processos industriais (Priest; Stewart, 2006; Saraiva et al., 2018).

Dessa forma, investigar o potencial antibacteriano do trub quente pode contribuir para a
reducdo do descarte desse residuo, possibilitando sua aplicagdo em novos produtos € proces-
sos. Exemplo disso € o uso indiscriminado de antibidticos, nesse contexto, a busca por com-
postos naturais com potencial antimicrobiano tem se tornado uma alternativa promissora para o
combate aos microrganismos (Kauffmann; Castro, 2023).

1.2 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antibacteriana do frub quente frente as bactérias e verificar se as
propriedades presentes nesse residuo sdo provenientes do lupulo empregado no processo.

1.2.1 Objetivos Especificos

Testar a atividade antibacteriana do trub quente frente as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp. e Bacillus cereus;

» Produzir e concentrar um extrato a partir do lGpulo utilizado na fabricagao da cerveja

que originou o trub quente e comparar a sua atividade antibacteriana com a do residuo;

» Determinar o teor de compostos fendlicos no trub quente e no extrato de lupulo;

Avaliar a atividade antioxidante do trub quente e do extrato de lUpulo;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histodria da Cerveja

A cerveja foi descoberta acidentalmente ha aproximadamente 10.000 A.C. na Suméria,
quando um tipo selvagem de cevada coletado e armazenado em jarros acabou sendo enchar-
cado pela chuva e fermentando em contato com levedura selvagem (Sewell, 2014).

O processo de fabricacdo de cerveja esta altamente associado a transigao entre o fim
da vida nébmade e o inicio da sedentarizacao dos povos (Oliveira, 2021). Isso ocorreu devido ao
desenvolvimento da agricultura, motivada pela domesticagdo da cevada selvagem.

Uma das principais motivagdes para a popularizagao da cerveja foi, além da sensacao
prazerosa que o consumo dessa bebida trazia, o fato de que individuos que consumiam a cer-
veja eram melhor nutridos do que aqueles que consumiam apenas 0s cereais em forma de
mingau, sendo considerada mais nutritiva do que praticamente qualquer alimento da dieta des-
Ses povos, com a excecao de proteina animal (Katz; Voigt, 1986). Além disso, 0s cereais eram
de fécil colheita, transporte e armazenamento (Katz; Voigt, 1986).

Mais tarde, ocorreu o dominio do povo sumério pelos Babildnios e anos depois, pelos
Assirios, que continuaram difundindo a tradigcdo da cerveja (Muxel, 2018). Essa cultura se espa-
Ihou desde a regido da Mesopotamia até o Egito, tornando a cerveja a bebida basica do local,
sendo consumida por todas as classes, desde o Fara6 até os camponeses (Muxel, 2018).

O comércio entre os egipcios e 0s gregos possibilitou a chegada da bebida até a pe-
ninsula europeia €, a partir da relagao dos gregos com o Império Romano, a cerveja foi mais
fortemente disseminada pela Europa (Muxel, 2018).

Atualmente, a bebida é conhecida em todo 0 mundo e possui variagdes em sua compo-
sicdo e forma de fabricacdo. Cada povo que teve contato com a cultura da cerveja, desenvolveu
seu proprio modo de produzi-la, o que contribuiu para a formacao das chamadas escolas cer-
vejeiras. Existem quatro escolas principais: Escola Germénica, Britanica, Americana e Belga.

A Escola Germanica é a mais tradicional das quatro, fato que pode ser observado atra-
vés da Lei da Pureza da Cerveja, que: "exige que apenas cevada (malte de cevada), lupulo e
agua sejam usados para a produgdo de cerveja; a levedura, como quarta matéria-prima, sé foi
mencionada pela primeira vez em 1551 (Esslinger; Narziss, 2003)."E caracterizada principal-
mente pelos estilos Pilsen, Weiss e Hells (Ferreira, 2023).

A Escola Britanica esta altamente ligada a cultura das tavernas em mais recentemente,
as Public Houses (PUBs) (Rotolo, 2023). E caracterizada por cervejas de alta fermentagéo, as
Ales, utilizagdo de maltes torrados e lUpulos ingleses. Também se destacam as cervejas do tipo
Indian Pale Ale (IPA), que contém uma alta quantidade de lupulo. Historicamente, o surgimento
da IPA esta ligado & ocupacéo inglesa na india, pois os britanicos que |4 viviam, nao conseguiam
obter cervejas de qualidade devido a dificuldade na conservacdo da bebida durante a viagem
maritima, que durava pelo menos seis meses (Encyclopaedia Britannica, 2026).
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Assim se iniciou a busca por maneiras de conservar a cerveja, incluindo seu transporte
antes da etapa de fermentagao, ou até mesmo a producao de variantes mais concentradas, sem
sucesso. Até que na década de 1780, o principal fornecedor da Porter, cerveja escura e suave,
decidiu enviar um tipo diferente de bebida envelhecida produzida com lupulo recém colhida,
chamada de barleywine ou "cerveja de outubro”, a primeira IPA. Era considerada forte, clara e
refrescante, agradavel para o clima da india (Encyclopaedia Britannica, 2026).

O diferencial da IPA é o contato do IUpulo por um tempo mais longo com a bebida, atu-
ando como um conservante, 0 que promove a sua maior durabilidade (Encyclopaedia Britannica,
2026).

O surgimento da Escola Belga estéa ligada as influéncias trazidas pelo Império Romano
e aos povos do Norte da Europa. Tem grande relagdo com a cultura dos monastérios. E caracte-
rizada por cervejas de alta fermentagéao (ale), utilizagdo de barris de madeira para o envelheci-
mento das bebidas, baixa presenca de lUpulo e a utilizagao de adjuntos e especiarias, fator que
faz com que esse tipo de cerveja se distancie da chamada Lei da Pureza germanica (Rotolo,
2023). Entre as cervejas belgas, destacam-se a Witbier, a Saison e a Trapista (Ferreira, 2023).

A Escola Americana remonta a imigracao dos holandeses, irlandeses e ingleses a partir
do século XVII, dividindo-se entre antes e depois da Lei Seca que durou entre 0s anos de
1920 e 1933, proibindo 0 consumo de qualquer tipo de bebida alcodlica. O estilo é ligado a
cultura do homebrew, cervejeiro caseiro e as praticas de inovacdo. E marcada pela presenca de
cervejas de alta fermentacao, vasta utilizacao de variedades de lUpulos americanos e inovacao
de processos (Rotolo, 2023).

Em 1910, os Estados Unidos eram considerados os maiores produtores de cerveja do
mundo. Porém, em 1920, com a aplicacao da Lei Seca, as companhias de bebidas passaram
a focar na fabricagdo dos refrigerantes, o que gerou impactos no paladar da populacdo, que
se adaptou ao sabor mais adocicado dos refrigerantes e desenvolveu uma certa aversao ao
amargor das cervejas. Com isso, em 1933, ao fim da Lei Seca, surgiram as American Lagers,
que se tornaram o estilo mais consumido do mundo (Palato, 2017).

As American Lagers sao cervejas refrescantes de cor amarelo-claro, com espuma pouco
persistente. Além destas, também se destacam na Escola Americana a cerveja California Com-
mon e as American Pale Ales (APAs) (Ferreira, 2023).

As APAs sdo cervejas de alta fermentagao, inspiradas nas Pales europeias, porém com a
utilizagao de lupulos frutados cultivados na Costa Oeste dos Estados Unidos. O lupulo Cascade
se destaca dentro desse estilo, conferindo caracteristicas florais, citricas, pinho e entrecasca
(Dredge, 2017).

Em comparagédo ao estilo English Pale Ale, este é considerado mais amargo e alcodlico,
tem boa retengdo de espuma e possui uma coloracao que vai desde o amarelo-claro até o
ambar. Seu teor alcodlico vai de 4,5% até 6,2% por volume (Morado, 2009).
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2.2 Etapas do processo cervejeiro

O processo cervejeiro consiste em uma sequéncia de operagdes quimicas e bioquimicas
onde sao controladas a temperatura, o tempo, a pressdo e o pH de maneira rigorosa (Morado,
2009). As principais matérias-primas utilizadas no processo sao agua, malte, lipulo e levedura
(Drebel-steffen; Schneider, 2025) sendo cada uma delas responsavel por caracteristicas espe-
cificas da bebida.

A producéo de cerveja pode ser dividido em seis etapas, sendo elas: moagem, mostu-
racao, filtracdo, fervura, fermentagdo e maturacéo (Bortoli et al., 2013). A primeira etapa é a
moagem do malte, cuja finalidade é romper os graos para expor a endosperma, facilitando a
acao enzimatica (Oliveira, 2021).

Ap6s a moagem, ocorre a mosturagao, também conhecida como brassagem. Essa etapa
consiste na mistura do malte moido com 4gua aquecida em temperaturas controladas, permi-
tindo a quebra de amidos complexos em acucares simples (Felix, 2024). O objetivo da moagem
€ extrair e converter carboidratos, proteinas e outros componentes do malte em substancias
dissolviveis (Felix, 2024).

Concluida a mosturagao, realiza-se a filtragdo do mosto, etapa destinada a separagao da
fracdo liquida do mosto do bagaco de malte (Morado, 2009). Durante esse processo, as cascas
dos graos formam um leito filtrante natural, permitindo a obtengdo de um mosto mais limpido
(Venturini Filho, 2010).

Na sequéncia, o mosto é submetido a fervura, etapa fundamental para a esterilizacao
do meio e extracdo de componentes volateis indesejaveis (Oliveira, 2021), é na fervura que o
lUpulo é geralmente adicionado. Segundo Morado (2009), essa etapa contribui para a formagéao
de compostos relacionados ao aroma e ao sabor da cerveja.

Apo6s a fervura, 0 mosto passa por um processo de resfriamento até a temperatura de-
sejada para a fermentagdo. A fermentacao representa uma das etapas mais importantes de
processo cervejeiro, sendo responsavel pela conversdo dos acucares fermentesciveis em eta-
nol e diéxido de carbono, além de produzir compostos secundarios essenciais, como ésteres e
alcoois superiores, que definem as caracteristicas aromaticas da bebida (Dragone; Almeida e
Silva, 2010).

Depois da fermentacéo principal, a cerveja é submetida a maturagao, na qual ocorre a
estabilizacdo do produto e a reducdo de compostos indesejaveis, como o diacetil (Navarro et
al., 2023). Nessa fase o0 aspecto visual da cerveja é transformado através de reagdes fisico-
quimicas (Morado, 2009).

Por fim, podem ser realizadas operagdes de clarificacao, filtracao, pasteurizacao e en-
vase para garantir a padronizagao e conservacao da cerveja (Briggs et al., 2004).
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2.3 Lupulo

O lupulo é uma das quatro principais matérias-primas da cerveja, junto com a agua, o
malte e a levedura, que foi incluida de forma posterior na Lei da Pureza da Cerveja (Esslinger;
Narziss, 2003). Cada um desses ingredientes possui a sua funcao essencial dentro da receita,
conferindo corpo, amargor, aroma e sabor a bebida.

Do ponto de vista quantitativo, o lUpulo ndo representa uma porgao consideravel do
mosto, mas possui grandes impactos qualitativos, pois esse componente forma complexos in-
soluveis com proteinas e polipeptideos, contribuindo para a sua estabilidade coloidal, além de
auxiliar na sua esterilizagéo, influenciando na estabilizagdo bacterioldgica da cerveja (Keuke-
leire, 2000).

Além disso, os compostos volateis, que compdem cerca de 0,5 a 3% do lUpulo e os
compostos ndo volateis presentes na fracao polifendlica (3-6%) sdo conhecidos por enriquecer
o sabor da cerveja. Porém, a sua composi¢cao é bastante complexa e seu estudo tem sido
dificultado devido a variacdo das concentragdes que sdo encontradas na bebida (Keukeleire,
2000).

Durante o processo de fervura, muitos desses compostos s&o volatilizados ou oxidados,
de modo que, os constituintes do lUpulo que permanecem na cerveja finalizada diferem bastante
das suas moléculas originais (Keukeleire, 2000).

E estimado que cerca de um terco dos polifendis totais presentes na bebida sejam pro-
venientes do lupulo, sendo encontrados na forma de monémeros, dimeros e trimeros, mas prin-
cipalmente como complexos associados a compostos nitrogenados. Além dos polifenéis, uma
das classes mais importantes presentes nessa matéria-prima sdo os acidos, que tém suas es-
truturas apresentadas na Figura 1. Dentre eles estdo os do tipo alfa (1) e beta (2), também
conhecidos como respectivamente humolonas e lupolonas (Keukeleire, 2000).

Figura 1 — Acidos presentes no lupulo

ALPHA-ACIDS BETA-ACIDS
HUMULONE i1a) R = CH-CH{CHj)n LUPULONE (2Za)
COHUMULONE (1b) CHICH3) COLUPULONE (2b)
ADHUMULDONE (1¢} CH(CH;)CH»CH, ADLUPULONE {2¢)

Fonte: Keukeleire (2000).
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Os acidos do lupulo chegam a até 25% de seu peso seco e possuem consideravel
atividade bactericida, inibindo fortemente o crescimento de bactérias Gram-positivas, que ocorre
devido a interferéncia do grupo prenil (3-metilbut-2-en-1-il) nas membranas plasmaticas das
células. Essa caracteristica auxilia no processo de esterilizagdo do mosto (Keukeleire, 2000).

2.4 Trub quente

No trabalho de Prado (2021), da Universidade Tecnolégica Federal do Parana, Campus
Ponta Grossa, foi realizada uma pesquisa semelhante a partir do frub quente, porém com o
intuito de verificar a possibilidade de utiliza-lo para a produgéo cosmética.

Como produtos antioxidantes sado utilizados com frequéncia no setor de cosméticos e o
trub apresenta alta carga proteica e antioxidante, este mostrou-se promissor. Foram realizados
ensaios de compostos fendlicos e flavonoides em extragdo aquosa de trub quente coletado
de uma cervejaria artesanal, que apresentaram resultados interessantes em relacado a esses
compostos e valores ndo étimos de antioxidantes (Prado, 2021).

Apesar disso, valores ndo ideais encontrados ndo é um fator decisivo para descartar
esse residuo para producdo cosmética, pois o frub possui variagbes de composicao depen-
dendo do tipo de cerveja e outros critérios baseados na literatura, como os altos teores de pro-
teinas, polifendis, carboidratos, minerais e acidos graxos indicam que o residuo tem potencial
para utilizagdo nesse ramo (Prado, 2021).

Na pesquisa de Costa et al. (2021), foram avaliadas a composi¢ao quimica e atividades
antioxidante e antibacteriana do trub quente coletado de uma microcervejaria da cidade de Belo
Horizonte, em Minas Gerais.

Os compostos flavonoides e fendlicos foram determinados por cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia (UHPLC-DAD-MS/MS) e a atividade antioxidante foi avaliada por meio de
ensaios utilizando &cido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS) e 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH). A atividade antibacteriana foi avaliada por meio de difusdo em agar e
métodos de microdiluicao (Costa et al., 2021).

Os resultados sugerem que os compostos presentes no trub quente apresentam ati-
vidade tanto antimicrobiana quanto antioxidante. A atividade antibacteriana é observada em
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e também nas leveduras. A fragao de hexano pre-
sente no frub possui a concentragao inibitéria minima (CIM) contra bactérias Gram-positivas,
o que indica seu potencial como um agente antimicrobiano natural. Além disso, os compostos
flavonoides e fendlicos sdo conhecidos por romper membranas celulares bacterianas e interferir
em processos bioquimicos essenciais (Costa et al., 2021).

Os autores Mathias, Mello e Sérvulo (2014a) produziram um estudo sobre a caracteri-
zagao de trés residuos cervejeiros, sendo eles o trub quente, 0 bagago de malte e a levedura
residual cervejeira, em funcao de seus teores de umidade, cinzas, aglcares redutores, proteinas
totais e soluveis.
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Foi empregado o método direto em balanca de infravermelho para determinar o teor
de umidade, as cinzas foram determinadas por incineragdo a 550°C e, para determinacao das
proteinas, foi utilizado o método de Kjeldahl. Os trés residuos avaliados apresentaram altos
valores de umidade e significativa quantidade de proteinas, evidenciando a possibilidade de
sua utilizagao para sua recuperagao (Mathias; Mello; Sérvulo, 2014a).

Os trabalhos de Prado (2021) e Mathias, Mello e Sérvulo (2014a), mostram o potencial
que o trub possui para diferentes empregabilidades, devido ao seu alto teor proteico, a presenca
de compostos fendlicos e antioxidantes.

2.5 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos s@o definidos como estruturas quimicas que apresentam hidro-
xilas e anéis aroméaticos, podendo assumir formas simples ou poliméricas. Destacam-se os fla-
vonoides, taninos, acidos fendlicos e os tocoferdis como compostos de origem natural (Angelo;
Jorge, 2007). As principais formas desses compostos encontradas em plantas estdo descritas
na Tabela 1.

Tabela 1 — Classes de compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Ce
Acidos hidroxibenzoéicos Ce—C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos Cs—Co
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides Cs—Cs
Naftoquinonas Cs—C4
Xantonas C6—C1—Cs
Estilbenos, antoquinonas Cs—Co—Cg
Flavonoides, isoflavonoides Ce—C3—Cg
Lignanas, neolignanas (C6—C3)2
Biflavonoides (C6—C3—Cg)2
Ligninas (C6—C3)n,
Taninos condensados (C6—C3—C¢)n

Fonte: Adaptado de Angelo e Jorge (2007).

Sao substancias de origem natural produzidas pelo metabolismo secundario de plantas,
fungos e bactérias, podendo também ser sintetizados quimicamente. S&o conhecidos por suas
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Kauffmann; Castro, 2023).

A classe de compostos fenélicos que é apontada como a que possui 0 maior nimero
de substancias relatadas é a dos flavonoides (Kauffmann; Castro, 2023). De acordo com os
resultados obtidos na pesquisa de Veiko et al (2023), as atividades antibacterianas dos flavo-
noides se devem a desordem na organizagao estrutural das membranas celulares bacterianas
provocada por esses compostos, sendo este um modo direto de agdo antibacteriana.
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Na Figura 2 estao apresentadas as principais classes de flavonoides e suas estruturas.

Figura 2 — Flavonoides e suas estruturas

Flavanol
or Flavan-3-ol

Ol
Anthocyanidin

Fonte: Kauffmann e Castro (2023).

No trabalho de Prado (2021), foi avaliado o teor de flavonoides presentes em amostras
de trub quente e obtido o total de 7,4 mg Equivalente de Quercetina (EQ) por litro, sendo a quer-
cetina um tipo de flavonoide pertencente a subclasse flavonol (Alves et al., 2011). Dessa forma,
foi comprovada a presenca desses compostos no frub quente, o que sugere o seu potencial
antibacteriano.

2.6 Antioxidantes

O estudo de compostos bioativos de origem vegetal tem intensificado a busca por molé-
culas com capacidade antioxidante. Esses compostos tem como caracteristica a habilidade de
atrasar, prevenir ou inibir os danos oxidativos induzidos por radicais livres e espécies reativas
de oxigénios, mesmo se presentes em concentracdes significativamente baixas se comparadas
ao substrato oxidavel (Ramalho; Jorge, 2006).

Para quantificar a capacidade antioxidante, diversos ensaios in vitro sdo amplamente
empregados, dentre os quais se destaca o método de sequestro do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil), originalmente descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e
posteriormente adaptado por diferentes autores como Rufino et al. (2007) e Silveira et al. (2018).
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Este ensaio fundamenta-se em uma reacao de oxirreducao na qual o DPPH, um radi-
cal livre estavel de coloracéo violeta intensa em solucao alcodlica, sofre reducao ao receber
um elétron ou atomo de hidrogénio proveniente do composto antioxidante testado, a estabili-
zacao do radical livre DPPH pode ser observada na Figura 3 . A reducao pode ser observada
visualmente pela mudanga de coloragdo do meio reacional de violeta para amarelo, sendo a
diminuicdo da absorbancia monitorada por espectrofotometria. Trata-se de uma metodologia
amplamente consolidada na literatura cientifica por apresentar baixo custo, simplicidade opera-
cional e boa reprodutibilidade na triagem do potencial antioxidante de extratos e fragdes vegetais
(Brand-williams; Cuvelier; Berset, 1995; Rufino et al., 2007; Silveira et al., 2018).

Figura 3 — Estabilizacao do radical livre DPPH

O,N O,N
i
N—N NO, + R —= N—N NO,
C} QN @ ON
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Fonte: Rufino et al. (2007).

2.7 Bactérias e seus tipos de parede celular

As bactérias sdo microrganismos procariontes unicelulares amplamente distribuidos no
ambiente, desempenhando fungdes importantes em processos ecoldgicos, industriais e bio-
tecnolégicos. A estrutura bacteriana apresenta componentes fundamentais, como membrana
plasmatica, citoplasma, ribossomos e parede celular, sendo a parede celular uma das caracte-
risticas mais importantes para a classificacao bacteriana e para a resposta aos agentes micro-
bianos (Tortora; Funke; Case, 2024).
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A parede celular bacteriana € uma estrutura rigida localizada externamente a mem-
brana plasmatica, sendo responsavel por conferir protecdo mecanica, resisténcia osmaotica e
manutengao da forma celular. Sua composicao € constituida essencialmente por peptideogli-
cano, um polimero formado por cadeias de carboidrato ligadas a aminoacidos. As diferencas
estruturais nessa macromolécula permitem a divisdo das bactérias em dois grandes grupos:
Gram-positivas e Gram-negativas. A sua classificagcdo é obtida através da técnica de coloracao
de Gram e essa distingdo estrutural influencia na permeabilidade celular e na suscetibilidade
bacteriana aos agentes antimicrobianos (Tortora; Funke; Case, 2024).

As bactérias Gram-positivas apresentam uma parede celular espessa, composta por
varias camadas de peptideoglicano, além de acidos teicoicos e lipoteicoicos (Tortora; Funke;
Case, 2024). Essa estrutura proporciona maior rigidez a célula e favorece a retencao do com-
plexo cristal violeta-iodo durante a coloragdo de Gram, resultando na coloragao roxa. Espécies
como Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis pertencem a esse grupo e sdo muito utilizadas
para ensaios microbiolégicos que buscam avaliar a atividade microbiana de extratos vegetais e
compostos bioativos. Corroborando essa aplicagao, Ribeiro e colaboradores (2020) observaram
a inibicao do crescimento de bactérias Gram-positivas por extratos foliares de Piper peltatum e
Piper marginatum, demonstrando a sensibilidade dessas células a metabdlitos secundarios na-
turais.

Por outro lado, as bactérias Gram-negativas possuem uma parede celular mais com-
plexa e menos espessa, sendo formada por uma fina camada de peptideoglicano localizada
no espago periplasmatico, entre a membrana citoplasmatica e uma mebrana externa rica em
lipopolissacarideos (Tortora; Funke; Case, 2024). Essa membrana adicional atua como uma
barreira seletiva contra substancias toxicas, dificultando a a¢do de diversos agentes antimicro-
bianos. Espécies como Escherichia coli, Salmonella spp. e Klebsiella spp. sdo exemplos de
patdégenos constantemente associados a infecgdes alimentares e surtos hospitalares. Estudos
realizados por Chand (2013) e Shan et al. (2007) demonstraram que compostos naturais pre-
sentes no alho, gengibre e outras especiarias possuem atividade antimicrobiana contra esses
microrganismos, embora a resisténcia estrutural das Gram-negativas seja geralmente superior
a observada nas Gram-positivas.

A composicao da parede celular bacteriana também influencia a interagdo com com-
postos bioativos de origem vegetal e residuos agroindustriais. Compostos fendlicos, flavonoides
e metabdlitos secundarios podem causar danos a membrana celular, alteracdo de permeabili-
dade e inibigao de processos metabdlicos essenciais (Tortora; Funke; Case, 2024). Nesse con-
texto, Veiko et al. (2023) destacam que flavonoides como quercetina, catequina e naringenina
apresentam capacidade de modificar membranas bacterianas e reduzir a atividade hemolitica
indizida por Staphylococcus aureus. De forma semelhante, Ferreira (2017) relata que residuos
cervejeiros possuem compostos bioativos com potencial antioxidante e antimicrobiano, refor-

¢ando a possibilidade de aproveitamento sustentavel desses subprodutos industriais.
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3 MATERIAIS E METODOS

O trub quente utilizado foi coletado durante um minicurso de producao de cerveja da Se-
mana Académica de Engenharia Quimica, ministrado pelo coorientador desse trabalho, Luciano
Moro Tozetto. A cerveja produzida é do tipo Cascade Single Hop Ale e foi fabricada conforme a
receita do livro de Hughes (2014).

3.1 Producao da cerveja

Para a etapa de brassagem, foram empregados 12,3 litros de agua, 4,7 quilogramas de
Malte pale e 235 g de Malte Carapils. Essa etapa dura aproximadamente uma hora e é realizada
na temperatura de 65°C. Em seguida, na etapa de fervura, foram adicionados 27 litros de agua
e o lupulo Cascade 6,6%. O tempo de duracdo dessa etapa é de aproximadamente 1 hora e 10
minutos (Hughes, 2014). O lupulo é adicionado em poucas quantidades em diferentes estagios
da fervura, conforme descrito na Tabela 2:

Tabela 2 — AdicGes de lupulo durante o processo de fervura

Lupulo Quantidade adicionada (g) IBU Estagio da fervura
Cascade 6,6% 41 30 No inicio
Cascade 6,6% 20 7,2 Ultimos 15 minutos de fervura
Cascade 6,6% 20 2,9  Ultimos 5 minutos de fervura
Cascade 6,6% 63 - Ao desligar

Fonte: Adaptado de Hughes (2014).

O lupulo empregado foi da variedade Cascade (BarthHaas). Segundo o fabricante, apre-
senta teor de alfa-acidos de 4,5-7,9%, beta-acidos de 4,8—7,2% e 0leos essenciais totais de até
1,4 mL a cada 100 gramas, compostos predominantemente por mirceno, humuleno, cariofileno
e farneseno, além de menores concentracbes de linalol, geraniol, cetonas, isobutiratos e tidis
(BarthHaas, 2026).

Ao final da etapa de fervura, foi retirado o trub quente por meio de agitagdo constante no
sentido anti-horario, de forma a favorecer a decantacdo. Antes da etapa de fermentagéo, o mosto
deve ser resfriado a temperatura de 18°C para a adi¢cdo da levedura Wyeast 1056 American
Ale, da espécie Saccharomyces cerevisiae. Por fim, a mistura passou pela fermentacao a 12°C
durante seis semanas.

3.2 Producao do Extrato de Lupulo

A partir do mesmo lupulo utilizado na fabricacado da cerveja, que se trata do lupulo do
tipo Cascade, foi produzido um extrato pelo método de hidrodestilagcdo aquosa onde o material
vegetal foi imerso em agua destilada e aquecido até ebulicdo a aproximadamente 100°C por
4 horas, seguido de condensacao e separag¢do do extrato, conforme metodologia adaptada de
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Clevenger (1928) e Guenther (1948). O sistema de hidrodestilagao foi montado conforme a
Fotografia 1:

Fotografia 1 — Sistema de hidrodestilacao

Fonte: Autoria propria (2025).

Em seguida, esse extrato foi concentrado durante 4 horas por evaporacao rotativa em
rotaevaporador, sob pressdo reduzida, com aquecimento em banho termostatizado a 40°C e
rotacdo constante de 80 rpm, seguido de condensagao na temperatura de 3° C e coleta do
solvente, de acordo com metodologia adaptada de Pavia et al. (2010) e Furniss et al. (1989), e
empregado nos experimentos de disco-difusdo para estabelecer uma comparagdo com o trub
quente.

3.3 Testes antibacterianos

Para os testes de atividade antibacteriana, foram utilizados quatro tipos de bactérias
fornecidas pela Colegao Microbiolégica de Interesse Biotecnoldgico (CMIB) da UTFPR Campus
Ponta Grossa: Escherichia coli (CMRP3278) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) Salmonella
sp. (CMRP3215) e Bacillus cereus (CMRP3246) .

As bactérias foram reativadas em Agar Triptona de Soja (TSA) e incubadas em estufa a
37°C durante 24 horas. Posteriormente, foram repicadas em seus respectivos meios seletivos e
incubadas por mais 24 horas.

Os meios seletivos utilizados para cada bactéria estdo apresentados no Quadro 1:
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Quadro 1 — Bactérias e seus respectivos meios seletivos

Bactéria Meio seletivo

Escherichia coli (CMRP3278) Agar MacConkey

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) | Agar Baird-Parker (BP)

Salmonella sp. (CMRP3215) Agar MacConkey
Fonte: Autoria propria (2026).

Para Bacillus cereus (CMRP3246), o meio seletivo recomendado seria o Agar Manitol
Gema de Ovo Polimixina (MYP). Entretanto, devido a indisponibilidade desse meio em labora-
torio, a bactéria foi reativada em TSA e incubada em estufa a 37°C por 24 horas.

Apb6s o crescimento, as colénias foram suspensas em solugédo salina a 0,85% (m/v),
de modo a obter a densidade celular equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland. A
comparagao entre o padrdo e a suspensao produzida foi realizada de forma visual contra fundo
branco com linhas pretas (Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, 2021).

A inoculagao foi realizada em triplicata por meio de espalhamento com swab estéril em
placas de TSA, seguida da aplicacao de discos de papel filtro de 5 mm de didmetro previamente
embebidos nas substancias teste, conforme o método de disco-difusédo do Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (2021).

As substancias testadas foram: frub quente, extrato de lGpulo concentrado e solugéo de
cloranfenicol a 0,5% (m/v), para controle positivo. Essas substancias foram previamente esterili-
zadas, o trub quente foi autoclavado na temperatura de 120°C durante 20 minutos e o extrato de
lupulo foi filtrado com microfiltros estéreis de 0,22 um, para evitar a degradagédo de compostos
termossensiveis. A solucao de cloranfenicol 0,5% também foi filtrada com microfiltros estéreis
de 0,22 um e armazenada em frasco autoclavado.

As placas foram incubadas a 37° C durante 48 horas, até a leitura dos halos de inibicao.

3.4 Analise de compostos fendlicos e antioxidantes

Utilizando o trub quente filtrado a vacuo e o extrato de lUpulo produzido, foram realizadas
analises de compostos fenélicos e antioxidantes.

3.4.1 Determinacao de compostos fendlicos

A determinagcao de compostos fendlicos foi realizada através do método de Folin-
Ciocalteu adaptado de Wolff, Silveira e Lazzarotto (2019). Foram preparadas trés solugdes:
Carbonato de sddio a 10%, Folin-Ciocalteu diluido a 3% e uma solucao estoque de acido galico
a200mg L1,

Para a producgéo da curva de calibracao, foram utilizadas diluicbes da solucdo estoque
de 4cido gélico preparadas em baldes volumétricos de 10 mL, conforme apontado na Tabela 3.



29

Tabela 3 — Curva de calibracao de acido galico
Ponto Concentracdo (mgL~!) Volume da solucdo de acido galico (mL)

1 5 0,25
2 10 0,50
3 20 1,00
4 30 1,50
5 40 2,00
6 80 4,00
7 100 5,00
8 120 6,00
9 140 7,00
10 160 8,00

Fonte: Autoria propria (2026).

Para cada uma das diluicoes, foram adicionados 2,75 mL da solucao de Folin-Ciocalteu e
0,25 mL da solucao padrao de acido galico. Em seguida, a mistura foi homogeneizada em vortex
e mantida em repouso durante cinco minutos. Apés o tempo especificado, foram acrescentados
0,25 mL da solugao de carbonato de sédio € a mistura foi armazenada no escuro durante uma
hora até a leitura em espectrofotdbmetro a 765 nm.

Ap6s a reacdo entre o acido galico, o carbonato de sédio e o reagente de Folin-Ciocalteu,
foi observada a coloragao azul, que se apresentou de forma mais intensa nas solugées com
maior concentragdo de compostos fendlicos.

O experimento foi realizado em triplicata e como amostras, foram utilizados o trub quente
filtrado a vacuo e o extrato de lupulo. A filtragcdo a vacuo foi realizada para retirar particulas
grosseiras que poderiam prejudicar a leitura no espectrofotobmetro.

Como branco, foi utilizada uma solugao contendo o reagente Folin-Ciocalteu, acido ga-
lico e o solvente. Dessa forma, com a absorbéancia do branco foi possivel ajustar as demais
leituras. A Equagéo 1 descreve a correcao realizada:

Acorrigida = Aamostra - Abranco (1)

Sendo:
Aconigida: Absorbancia corrigida;
Aamostra: Absorbancia da amostra;
Apranco: Absorbancia do branco.
A partir da regressao linear obtida da curva de calibragdo de acido galico, foi possivel
isolar a variavel x e obter a concentragéo total de fendlicos, conforme a Equagéao 2:

z=¥=0 ®)

Em seguida, o valor de x foi multiplicado pelo fator de diluicdo (FD), conforme a Equacgao
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Clina = © X F'D (3)

Dessa forma, foi possivel obter o resultado em miligramas de Equivalentes de Acido Galico por
litro (mg EAG L™1).

3.4.2 Determinagéo de atividade antioxidante

A andlise de determinacao de atividade antioxidante foi realizada através do método
de captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), descrito por Rufino et al. (2007) e
adaptado por Silveira et al. (2018).

Seguindo o padrao do trabalho de Silveira et al. (2018), foram pesados 60 mg de DPPH
em um uma balanga analitica e adicionados a um baldo volumétrico devidamente ambientado
com etanol. O volume foi completado para 250 mL, de modo a obter uma solucdo estoque de
240 mg/L. Em seguida, com o uso de uma pipeta volumétrica, foram adicionados 10 mL da
solucéo estoque a um baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com etanol.

Como padrao, foi utilizada uma solugao de Trolox na concentragao de 2 mM (Silveira et
al., 2018). Para o preparo dessa solucao, foram pesados em balanca analitica 250 mg de Trolox
e completado o volume para 500 mL.

Para o desenvolvimento da curva padrao de Trolox, foram utilizadas solu¢des de 50
pmol a 2000 pmol, conforme mostra a Tabela 4:

Tabela 4 — Preparo das solucoes padrao de Trolox
Concentracdo (umol L=!) Trolox (mL) Etanol (mL)

2000 10 0
1500 7,5 2,5
1000 5 5
500 2,5 7,5
200 1 9
100 0,5 9,5
50 0,25 9,75

Fonte: Adaptado de Silveira et al. (2018).

Para a realizacdo da analise, foram adicionados 150 L de cada concentragao do padrao
de Trolox apresentada na tabela acima a 5,85 mL de solu¢gao de DPPH em tubos de ensaio e
as misturas foram agitadas em vértex para a homogeineiza¢do adequada e mantidas ao abrigo
da luz até a leitura em 516 nm no espectrofotémetro.

O tempo de repouso das misturas foi de 30 minutos (Schubert et al., 2007). O experi-
mento foi realizado em quadruplicata e o etanol foi utilizado como branco.

Como amostras, foram utilizados o trub quente filtrado e o extrato de lupulo. Além de
passar pelo processo de filtracdo a vacuo, foi necessario centrifugar o frub quente durante 3
minutos. Dessa forma, as proteinas foram decantadas e a leitura foi realizada no sobrenadante
da amostra.
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Fotografia 2 — Trub Quente Filtrado

Fonte: Autoria prépria (2025).

O percentual de inibicao de DPPH foi calculado conforme a equacao a seguir (Rufino et
al., 2007):

A

% Inibicdo = (1 — Aam“"a) x 100 (4)
controle

Sendo:

Aamostra: @bsorbancia da amostra

Acontrole: @bsorbancia do controle (DPPH).
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3.5 Tratamento dos dados

Para a selecdo dos dados experimentais obtidos em triplicata, foi aplicado o Teste Q
de Dixon, utilizando nivel de confianca de 95%. Para a aplicacao do método, os dados foram
organizados em ordem crescente e calculado o quociente de rejeicao (Q), conforme a Equacao
5:

_ 9
faixa

()

O gap é dado pela subtragao entre o possivel outlier e o valor adjacente a ele e a faixa
€ a diferenga existente entre o maior e o menor valor (Chemistry LibreTexts, 2024).

O resultado obtido foi comparado aos valores de Q para numero de amostra (n) igual a 3
e nivel de confianga de 95%, sendo rejeitado quando o Q calculado na Equagéo 5 ultrapassasse
o Q tabelado. A Tabela 5 apresenta os valores utilizados.

Tabela 5 — Valores criticos do Teste Q de Dixon

n 010 0,05 0,04 0,02 0,01
0,941 0,970 0,976 0,988 0,994
0,765 0,829 0,846 0,889 0,926
0,642 0,710 0,729 0,780 0,821
0,560 0,625 0,644 0,698 0,740
0,507 0,568 0,586 0,637 0,680
0,468 0,526 0,543 0,590 0,634

9 0,437 0,493 0,510 0,555 0,598

10 0,412 0466 0,483 0,527 0,568

Fonte: Adaptado de Chemistry LibreTexts (2024).

0o N Ok~ W




33

4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Meétodo de disco-difusao

4.1.1 Reativacao das bactérias

Apos a reativacdo em meio seletivo apropriado para cada uma das bactérias, foram
observadas as col6nias formadas. A Fotografia 3 mostra o crescimento de S. aureus em meio
BP.

Fotografia 3 — Crescimento de S. aureus em meio BP

o TS

B

Fonte: Autoria propria (2025).

O Agar Baird-Parker (BP) é utilizado principalmente para o isolamento de Staphylococ-
cus aureus. E composto por agentes seletivos, como telurito de potassio e cloreto de litio, que
dificultam o crescimento de outros microrganismos. Além disso, a presenga da gema de ovo per-
mite a observagao de atividade enzimatica, formando halos ao redor das colénias de S. aureus
(LABORCLIN, 2024a).

De acordo com Microbiology Class (2022), o que indica o crescimento da bactéria S.
aureus nesse meio seletivo é a presenca de colbnias cinza-escuras brilhantes, frequentemente
convexas, 0 que se assemelha bastante ao padrdo observado na Fotografia 3, confirmando a
espécie do microrganismo analisado.

Na Fotografia 4 foi observado o crescimento de Salmonella sp. em meio MacConkey.
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Fotografia 4 — Crescimento de Salmonella sp. em meio MacConkey

Fonte: Autoria propria (2025).

O Agar MacConkey é um meio seletivo e diferencial destinado ao isolamento de bac-
térias Gam-negativas. Os sais biliares e o cristal violeta inibem bactérias Gram-positivas, en-
quanto a lactose e o indicador vermelho neutro permitem diferenciar bactérias fermentadoras
de lactose, que produzem colbnias rosadas, das nao fermentadas, onde as col6nias séo incolo-
res (LABORCLIN, 2024b).

No meio MacConkey, as colbnias de Salmonella sp. se apresentam como incolores ou
palidas, devido a incapacidade de fermentar a lactose (Tankeshwar, 2013).
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Na Fotografia 5 foi observado o crescimento de E. coli em meio MacConkey.

Fotografia 5 — Crescimento de E. coli em meio MacConkey

Fonte: Autoria propria (2026).

Em meio MacConkey, as col6nias de E. coli apresentam uma coloragao rosada devido a
presencga de intensa fermentacao de lactose, conforme observado na Fotografia 5 (Macfaddin,
2000).

4.1.2 Atividade antimicrobiana

Apos as 48 horas de incubacgao, as placas foram retiradas da estufa e colocadas contra
fundo escuro, para facilitar a observacao dos possiveis halos de inibicao formados.
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Fotografia 6 — Halos de inibicao das amostras frente a S. aureus

Fonte: Autoria propria (2026).

Cada disco de papel filtro continha sua identificagdo de acordo com a substancia em que
foi embebido, sendo "C"a solugao de Cloranfenicol 0,5%, "T"o sobrenadante do trub quente e
"E"o extrato de lUpulo concentrado. Foi observado que a solugao controle de antibiético formou
o halo da forma esperada, validando o método utilizado.

O mesmo procedimento foi adotado para Bacillus cereus, conforme mostra a Fotografia
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Fotografia 7 — Halos de inibicao das amostras frente a B. cereus

Fonte: Autoria propria (2026).

Apenas os discos de controle e trub quente apresentaram a formagéo de halos de inibi-
cao bacteriana.

Fotografia 8 — Halos de inibicao das amostras frente a Salmonella sp.

Fonte: Autoria propria (2026).
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No caso das placas incubadas com a bactéria Salmonella sp., apenas o disco de con-
trole formou halo de inibigao bacteriana, mostrando que o método utilizado foi valido. Os discos
contendo trub quente e extrato de lupulo ndo foram capazes de inibir o crescimento do micror-
ganismo.

Fotografia 9 — Halos de inibicao das amostras frente a E. coli

Fonte: Autoria propria (2026).

Assim como observado nas placas incubadas com Salmonella sp., os experimentos com
E. coli mostraram inibigdo bacteriana apenas no disco de controle positivo, validando o método
utilizado.

A medicao dos halos foi realizada a partir da borda dos discos de papel filtro até o
didmetro externo do halo formado, de forma a descontar o didmetro do disco. Os resultados
estao descritos na Tabela 6. DP indica o desvio padrao calculado.
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Tabela 6 — Halos de inibicao obtidos pelo método de disco-difusao.

Tratamento Medicao S. aureus (mm) B. cereus (mm) Salmonella sp. (mm) E. coli (mm)
Placa 1 7 5 0 0
Placa 2 8 - 0 0
Trub quente Placa 3 6 7 i 0
Média + DP 7,00 £ 1,00 6,00 £ 1,41 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
Placa 1 0 0 0 0
, Placa 2 1 0 0 0
Extrato de ltpulo Placa 3 1 0 i 0
Média + DP 0,67 £ 0,58 0,00 £+ 0,00 0,00 £+ 0,00 0,00 £ 0,00
Placa 1 10 7 14 8
Controle Placa 2 16,5 6 14,5 8
Placa 3 11 7 - 10
Média + DP 12,50 £+ 3,50 6,67 £+ 0,58 14,25 £ 0,35 8,67+ 1,15

Fonte: Autoria propria (2026).

De maneira geral, foi observado que o trub quente apresentou inibicao frente a bactérias
Gram-positivas, especialmente S. aureus, onde obteve e formagao do maior halo médio (12,5
mm). O extrato de lUpulo apresentou atividade apenas contra S. aureus, obtendo resultados
menos efetivos do que o trub.

N&o foram encontrados dados na literatura sobre zonas de inibicao especificamente para
o frub quente, porém, os autores Ribeiro e colaboradores (2020) testaram a atividade de extratos
de plantas das espécies Piper peltatum e Piper marginatum frente as bactérias Klebsiella sp.,
Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Escherichia coli e Bacillus subtilis.

O extrato de Piper marginatum nao apresentou atividade antibacteriana frente aos mi-
crorganismos testados, enquanto que, o extrato de Piper peltatum apresentou efeito inibitério
somente contra Bacillus subtilis e S. aureus, ambas bactérias Gram-positivas. O autor aponta
que as bactérias Gram-negativas sdo aquelas que apresentam uma membrana externa que as
bactérias Gram-positivas ndo tém, sugerindo que a penetragdo do extrato em microrganismos
do primeiro tipo € mais dificil de ocorrer, sendo esta a possivel razédo para que as amostras
testadas ndo tenham inibido o seu crescimento.

A autora Ferreira (2017) obteve resultados parecidos em sua pesquisa, precisando
empregar uma concentragdo maior de extratos de plantas medicinais contra bactérias Gram-
negativas para obter o efeito bactericida.

Chand (2013) testou a atividade do extrato de Zingiber officinale (gengibre) frente as
bactérias Escherichia coli, Salmonella Typhi, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus utilizando
o0 método de disco-difusdo. O extrato de gengibre ndo apresentou inibicdo contra Escherichia
coli e Salmonella thyphi para nenhuma das concentragdes utilizadas, apresentando atividade
bactericida somente contra S. aureus e B. cereus.

Shan et al. (2007) avaliou a atividade de 46 extratos de pimentas e plantas medicinais
contra cinco tipos de bactérias presentes em alimentos (Bacillus cereus, Listeria monocytoge-
nes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella anatum) através do método de di-
fusdo em pocgos de 4gar. Além disso, os autores também analisaram a presenga de compostos
fendlicos nas amostras.
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Muitos desses extratos continham altos niveis de compostos fendlicos e apresentaram
atividade antibacteriana. De forma geral, foi observado que bactérias Gram-positivas sao mais
sensiveis aos extratos testados do que bactérias Gram-negativas, S. aureus foi a espécie mais
sensivel, enquanto que E. coli foi 0 microrganismo mais resistente aos testes, o que se asse-
melha aos resultados encontrados nos testes envolvendo o frub quente e o extrato de lupulo.

Também foi notada uma correlagédo entre a presenca de compostos fenélicos dos extra-
tos e a atividade bactericida, com R? entre 0,73 € 0,93, o que sugere que o potencial antibacte-
riano dos extratos esta associado com 0s seus compostos fendlicos constituintes (Shan et al.,
2007).

Dessa forma, a andlise de compostos fendlicos se mostra como uma importante ferra-
menta complementar para a avaliagdo de atividade antimicrobiana, visto que, esses compostos
provocam a desordem na organizacgao estrutural de membranas celulares bacterianas (Veiko et
al., 2023).
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4.2 Determinacao de compostos fendlicos totais

A partir das diluicbes da solugao estoque de &cido galico, foi produzida a curva de cali-
bracdo no software QtiPlot, apresentada no Grafico 1. Todos os valores obtidos foram ajustados
a partir da absorbancia do branco de 0,003.

Grafico 1 — Curva de Calibracio de Acido galico
Curva de Calibragdo de Acido Galico
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Na Tabela 7 encontram-se os valores obtidos através da leitura das amostras em tripli-
cata de trub e extrato de lupulo:

Tabela 7 — Absorbancias das amostras de trub e extrato de ltupulo

Trub Absorbancia Lupulo Absorbancia
T1 0,217 L1 0,055
T2 0,152 L2 0,059
T3 0,231 L3 0,055

Média + DP 0,224 + 0,010 Média = DP 0,056 + 0,002
Fonte: Autoria propria (2026).

Utilizando o Teste Q de Dixon com 95% de confianga para selecionar os dados, foi
desconsiderada a leitura da amostra T2. O valor L2 também seria desconsiderado para esse
nivel de confianca, porém, a diferenca observada foi considerada pequena e compativel com a
variabilidade experimental do método de Folin-Ciocalteu.

Assim, aplicando-se as médias obtidas de 0,224 (amostras de trub quente) e 0,0563
(amostras de extrato de lUupulo) nas equagdes 2 e 3, com 0 uso da curva obtida no Grafico 1,
foram obtidos os resultados em mg EAG L1, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Concentracao de fendlicos totais para o trub e o extrato de

lapulo
Amostra  Absorbancia média Fendlicos totais
Trub quente 0,224 148,77 mg EAGL!
Lapulo 0,0563 56,88 mg EAG L~!

Fonte: Autoria propria (2026).

Os valores encontrados de compostos fendlicos totais foram bastante superiores aos re-
sultados encontrados por Prado (2021), que obteve um total de 34,36 mg EAG L~! para o trub
quente. Possivelmente isso ocorreu devido a diferenca entre os experimentos, pois a autora efe-
tuou o teste para um extrato produzido a partir do frub quente, enquanto que, nesse experimento
foi testado o sobrenadante puro apenas submetido a filtracdo a vacuo. Além disso, fatores como
0 processo, temperaturas utilizadas e o tipo de cerveja produzida podem influenciar em sua
composicao (Teles, 2007).

Houve diferengas entre o total de fendlicos encontrados para as amostras de extrato de
lipulo, 0 que mostra que, a quantidade desses compostos presentes no frub quente é influenci-
ada por outros fatores além do lipulo empregado. E possivel que através de outros métodos de
extracao, os compostos fendlicos nele presentes sejam melhor preservados, visto que, o pro-
cesso de hidrodestilacdo envolve aquecimento prolongado e pode favorecer a degradacao ou a
perda de propriedades bioativas, justificando a diferenga entre os resultados obtidos.

E importante ressaltar que o tempo empregado na obtencdo do extrato de IGpulo foi
bastante superior ao tempo de fervura do trub quente. Enquanto o trub quente foi obtido apés
1 hora e 10 minutos de fervura, o extrato de lUpulo passou por um processo de hidrodestilagao
durante 4 horas a aproximadamente 100°C, ndo sendo possivel comparar diretamente os seus
resultados.
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Wu et al. (2020) testou a atividade antioxidante e anti-inflamatéria de extratos de ltpulo
obtidos por diferentes métodos de extracao, incluindo extracdo aquosa e etandlica. Todos os
extratos etanélicos mostraram presenca mais elevada de polifendis, flavonoides e acidos amar-
gos que os extratos aquosos. Dessa forma, ficou comprovado que o solvente empregado possui
influéncia direta sobre a composi¢cao quimica e as propriedades biolégicas do extrato obtido.

O teor de fendlicos encontrado para o frub quente foi superior ao encontrado no extrato
de lupulo concentrado, o que reforca a correlacdo entre a presenga desses compostos e a
atividade antibacteriana, uma vez que o trub quente também se mostrou mais efetivo contra as
bactérias Gram-positivas avaliadas.

4.3 Atividade Antioxidante

A leitura da absorbancia do controle de DPPH foi de 0,550. A partir desse valor e das
leituras em 516 nm realizadas para as diluigdes de Trolox, foi calculado o percentual de inibi¢cdo
para cada uma das amostras com base na Equacao 4 e gerada a curva no software QtiPlot,
conforme o Gréfico 2.

Grafico 2 — Curva de Inibicao de DPPH
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Apos a producdo da curva, foram realizadas as leituras no espectrofotémetro das so-
lugbes contendo trub quente e extrato de lupulo. Os resultados estao descritos na Tabela 9.

Tabela 9 — Leitura das amostras de trub quente e extrato de lipulo no ensaio de DPPH
Trub quente Absorbancia Extrato de lapulo Absorbancia

T1 0,102 L1 0,522
T2 0,074 L2 0,528
T3 0,071 L3 0,536

Média - DP 0,0823 + 0,0170 Média + DP 0,5287 + 0,0070
Fonte: Autoria propria (2026).

Os dados obtidos foram selecionados com o uso do Teste Q de Dixon, porém nenhum
valor discrepante foi encontrado. Dessa forma, foi possivel utilizar a média simples das trés
amostras de frub quente e do extrato de lUpulo para calcular suas respectivas inibicbes de
DPPH.

Com base na Equagao 4, foi calculada uma inibigado de 85,03% para o trub quente.
Aplicando esse valor de inibicdo no y da equacao obtida no Gréfico 2, foi obtida uma atividade
antioxidante de 900,92 zmol TE L, indicando alto potencial antioxidante para essa amostra.

Para o extrato de lupulo, o percentual de inibicao calculado foi de 3,87%. Observou-se
que esse resultado ficou abaixo do limite inferior da faixa linear da curva obtida no Grafico 2,
ndo sendo possivel determinar de forma confiavel sua atividade antioxidante em Equivalentes
de Trolox (TE). No processo empregado na obtencao do extrato de lUpulo, o uso de outros tipos
de solvente, como o etanol, poderiam promover uma maior preservacdo de seus compostos
bioativos.

Wu et al. (2020) demonstraram que extratos de IUpulo com maior concentragao de polife-
noéis apresentaram maior atividade antioxidante, evidenciando a correlagao entre essas proprie-
dades. Sendo assim, a possivel degradacao dos compostos fendlicos durante a hidrodestilacao
pode ter contribuido para uma reducao da atividade antioxidante do extrato final, justificando os
resultados obtidos nos experimentos.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos experimentos realizados, observou-se que o frub quente coletado da cerveja
do tipo Cascade Single Hop Ale produzida na UTFPR apresentou atividade antibacteriana frente
as bactérias Gram-positivas testadas, sendo elas S. aureus e Bacillus cereus. Esse resultado é
compativel com os de outros estudos descritos na literatura e possivelmente se deve ao fato de
que bactérias desse tipo sdo mais suscetiveis a substancias que contém compostos fendlicos.
A parede celular das bactérias Gram-negativas, por outro lado, possui uma camada extra, o que
aumenta a sua resisténcia contra agentes antibacterianos.

O extrato de lupulo concentrado apresentou baixa atividade antibacteriana, apesar das
informacdes relatadas na literatura sobre as suas propriedades frente a esses microrganismos.
Esse resultado pode ser decorrente do processo de hidrodestilagdo empregado na produgéo do
extrato, que foi realizado em altas temperaturas por tempo prolongado, podendo ter causado a
degradacao de seus compostos bioativos. Uma possivel alternativa para estudos futuros pode
ser a utilizagdo de outro solvente para a extragdo, como por exemplo o etanol.

Tanto o trub quente, como o extrato de lUpulo manifestaram a presenca de compostos
fendlicos, porém, o residuo cervejeiro mostrou uma quantidade maior do que o extrato. Nao foi
possivel estabelecer uma comparacao direta entre o frub quente e o extrato de lUpulo, devido
a diferenca no tempo empregado nas etapas de obtencdo de ambos. E possivel que outros
métodos de extracdo sejam mais eficientes na preservacao dessas substancias.

Quanto ao potencial de inibicdo do DPPH, apenas o trub quente demonstrou atividade
antioxidante consideravel. Nao foi possivel calcular a atividade antioxidante do extrato do lupulo
em TE, pois o percentual obtido ficou abaixo do limite inferior da faixa linear da curva. Proprie-
dades antioxidantes e compostos fenélicos possuem relagao entre si, sendo que, produtos ricos
em compostos fendlicos costumam apresentar maior atividade antioxidante, o que explica os
resultados obtidos para o trub quente. A baixa atividade observada no extrato de lUpulo pode
ser decorrente da degradacao de seus compostos fenélicos durante a hidrodestilagao.

De forma geral, a pesquisa mostrou que compostos fendlicos possuem grande influéncia
na atividade antibacteriana de extratos e outros tipos de substancias. Além disso, os resultados
obtidos evidenciam a importancia da escolha do método de extracao, da temperatura adequada,
do tempo empregado e da granulometria do reagente utilizado, para que o produto final possa
ter o maximo de propriedades preservadas. Os resultados dos testes realizados mostram a
aplicabilidade do trub quente no combate a bactérias Gram-positivas e a forte presenga de
compostos fendlicos e antioxidantes, o que pode reduzir seu descarte, com a sua reinsergao
em processos industriais. Porém, sdo necessarios estudos futuros para definir métodos para a
sua melhor extracao, conservagao e aproveitamento.
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