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RESUMO

A dreche de cerveja é a massa resultante da filtracdo do mosto de cerveja e constituli,

um dos sub-produtos da industria cervejeira.

Com o objetivo de transformar este sub-produto em matéria-prima para a industria da
panificacdo, quantificaram-se alguns componentes bioativos nomeadamente, minerais,
polissacéaridos, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos seus
compostos (AOA).

A AOA determinada diretamente na farinha de dreche, pelo método do radical DPPH,
variou entre 0,034 para 0,011 TEAC (M Trolox/100 g Farinha) e, pelo método do
FRAP, variou entre 0,066 e 0,031 TEAC (M Trolox/100 g de Farinha). Estes valores
foram dependentes da concentragdo de farinha e de extrato na mistura reacional e,

inferiores aos obtidos em repiso de tomate, orégdos e carqueja.

Relativamente a fragcdo mineral, 100 g de farinha de dreche contém 260 mg de calcio,
255 mg de fésforo, 186 mg de magnésio, 9 mg de sddio, 7 mg de ferro e 4 mg de

zinco, sendo estes teores mais elevados que os das farinhas de trigo e de centeio.

No processo de extracdo aquosa, obteve-se um rendimento de cerca de 7% de extrato
liofilizado, 80% de solidos insolUveis, 2% de polissacaridos e um teor em fendlicos
totais de 18,63 mg EAG/g de extrato, avaliado diretamente em solugbes aquosas

concentradas, por espectrofotometria a 280 nm.

Dos resultados obtidos, conclui-se que a farinha de dreche apresenta alguma atividade
antioxidante e elevado teor em minerais, sendo de considerar a sua incorporagdo em

produtos de panificagdo, como incremento de compostos bioativos.

Palavras-chave: Farinha de dreche, actividade antioxidante, caracterizacdo quimica,
método DPPH, método FRAP.



ABSTRACT

Resulting from the filtration of wort, BSG is, among others, a by-product of the brewing
industry.

With the purpose of transforming this by-product in raw material to use in the baking
industry, some of the bioactive components have been quantified, namely minerals,
polysaccharides, phenolic components and antioxidant capacity of its components
(AOA).

The AOA was measured directly on BSG flour by DPPH method and ranged from
0.034 to 0.011 TEAC (M Trolox/100 g flour). When using the FRAP method, values
varied between 0,066 and 0,031 TEAC (M Trolox/100g flour). These values were
dependent on the concentration of flour and extract in the mixture and are lower than

the ones obtained in tomato repiso, oregano and gorse.

As for the mineral fraction, 100 gr of flour contains 260 mg of calcium, 255 mg of
phosphorus, 186 mg of magnesium, 9 mg of sodium, 7 mg of iron and 4 mg of zinc,

these levels are higher when compared to the ones for wheat and rye flours.

Using spectrophotometry at 280 nm in concentrated aqueous solution, it was observed
that the total phenolic content was of 18,63 mg EAG/g extract and by using the
agueous extraction process it was obtained a yield of 7% lyophilized extract, 80%

insoluble solids and 2% polysaccharides.

From all the results obtained it can be concluded that BSG flour has some antioxidant
activity and high contents of minerals leading to the conclusion that can be

incorporated in bakery products as a source to increase bioactive components.

Key-words: Brewers spent grain (BSG), antioxidant activity, chemical characterization,
DHPP method, FRAP method.



EXTENTED ABSTRACT

Among other by-products, the brewing industry produces yeasts that are reused in the
manufacturing of pharmaceutical and cosmetic products and brewers spent grain
(BSG) obtained from the filtration of wort.

In addition to the polymeric components such as lignin of phenolic nature, glucose units
linked through B1->4 (glicosidic linkage and monosaccharides, including xylose,
arabinose, manose and galactose which sometimes can be replaced by non-
saccharides groups. BSG also contains high contents of proteins, vitamins and
minerals, with special attention to B complex vitamins (biotin, choline, folic acid, niacin,
pantothenic acid, riboflavin, thiamine and pyridoxine) and minerals such as calcium,
magnesium, silicon, phosphorus, copper, cobalt, iron, manganese, potassium,

selenium, sodium and sulphur.

Given its nutritional value, research has been conducted to find new ways to add value
to this by-product and transform it into an attractive raw material that can be used in the
food industry as food supplements and nutraceutical components through the
extraction of its bioactive and prebiotic components. At the same time, other
researches have been conducted to find more applications for this by-product and
increase its value, such as xylitol and biopolymer production, bioethanol production,

substrate for mushroom production, adsorbent in effluent treatment, and others.

The main objective of the present work was to characterize physically and chemically
the BSG flour after dried and milled and also evaluate the antioxidant activity of its

bioactive components.

Thus, we proceeded with the determination of the physical and chemical parameters of
BSG such as color and density, pH, moisture content, ash and minerals, protein
content and organic extract. It was also obtained an aqueous extract of BSG which was
lyophilized to get a more suitable matrix to allow a better guantification of the
polysaccharides and total phenolic contents. The results showed a density of 0,56
g/cm3, pH 5.3, a moisture content of 6.2% and 3% ash content. The results for protein

and organic extract, dry basis, were 23% and 16,5%, respectively.

As for the mineral fraction, 100 gr of flour contains 260 mg of calcium, 255 mg of
phosphorus, 186 mg of magnesium, 9 mg of sodium, 7 mg of iron and 4 mg of zinc,

these levels are higher when compared to the ones for wheat and rye flours.



When using the process of aqueous extraction, it was obtained a yield of 7% of
lyophilized extract, 80% of insoluble solids and 2% of polysaccharides. The total
phenolic content obtained was 18,63 mg EAG/g extract, measured directly in

concentrated aqueous solutions, by spectrophotometry at 280nm.

The antioxidant activity was measured through DPPHe methods and antioxidant power
of iron reduction method — FRAP. This review was performed directly on BSG
(Quencher method) and in its lyophilized aqueous extract. It was observed that by
reacting the radical DPPH directly with BSG, it originates a TEAC value lower than that

obtained in the lyophilized agueous extract.

This may be related to: (i) diffusional limitations on the flour particles which decrease
the extension of the reaction, (ii) the extration process can be selective by separating

from the matrix the components with higher antioxidant power.

It was obtained by DPPHe methods, values between 0,034 and 0,011 TEAC (M
Trolox/100g flour), for mass values range from 100 to 300mg of flour, respectively. By
using the FRAP method, it was obtained values between 0,066 and 0,031 TEAC (M
Trolox/100g flour), for mass values range from 25 to 50mg of flour respectively. In the
end it was observed that the antioxidant activity decreased when increasing the
concentration and is lower than the one observed for tomato repiso, oregano and

gorse.

From all the results obtained it can be concluded that BSG flour has some antioxidant
activity and high contents of minerals leading to the conclusion that can be

incorporated in bakery products as a source to increase bioactive components.
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1. INTRODUCAO

A cerveja é, provavelmente a bebida alcodlica mais antiga criada pelo Homem (Costa, S.,
2011).

Em Portugal, a producéo de cerveja remonta a época dos Lusitanos contudo, com a ocupagao
romana esta bebida foi preterida pelo vinho, tendo ressurgido com o fim deste império. Foi no
entanto, com a conquista de Portugal aos &rabes que se implantou uma verdadeira producéo
de cerveja.

A indastria cervejeira gera entre outros subprodutos, leveduras que séo reutilizadas na
producdo de cosméticos e produtos farmacéuticos, e a massa resultante da filtracdo do mosto

a que se da o nome de “Dreche”.

Este produto, devido as dificuldades de conservagéo e transporte, tem baixo valor econémico e

tem sido utilizado maioritariamente na producéo de ra¢des para alimentagcdo animal.

Dado o seu valor nutricional, tem-se vindo a estudar novas formas de valorizacdo deste
produto transformando-o em matérias-primas mais atrativas, designadamente para
incorporacdo na alimentacdo humana em formulacdes de suplementos alimentares e
compostos nutracéuticos, através de processos de extracdo dos seus componentes bioativos e
prébioticos. Estes processos sao cada vez mais desenvolvidos e afinados de modo a obter

maior rendimento e diversidade de compostos.

Contudo, ao aproveitar-se apenas alguns componentes da dreche, continua a haver descarte
dos restantes constituintes que ndo séo aproveitados, bem como dos residuos entretanto
produzidos nos respectivos processos de extragdo tais como, produtos quimicos (reagentes),

material contaminado ou outro, incrementando assim o impacto ambiental negativo.

De modo a contrariar esta tendéncia, propde-se a utilizacdo integral da dreche, valorizando
substancialmente este produto uma vez que, reutiliza um subproduto na sua totalidade,

anulando o impacto negativo referido.

Do ponto de vista econdmico, esta reutilizacdo podera ser viavel uma vez asseguradas as
condi¢cBes higio-sanitarias que garantam a inocuidade do produto, mas que nao se traduzam

num aumento de custos para a industria cervejeira.



O presente estudo encontra-se inserido num trabalho abrangente, cujo objetivo geral consiste
no aproveitamento e valorizacdo da dreche de modo a poder ser incorporada em produtos de
panificagdo conferindo-lhes propriedades funcionais acrescidas para o organismo humano.

Para atingir este objetivo final e, dado este ser um trabalho complexo, foi criado um grupo de
trabalho constituido por varios elementos, pelos quais foram distribuidas as diferentes fases de
todo o processo: (i) a caracterizacdo da dreche a saida da fabrica, (ii) os processos de
estabilizacdo do produto e transformacao em farinha, (iii) a caracterizacdo fisico-quimica da
farinha de dreche, (iv) incorporacao da farinha em péo e o estudo das propriedades funcionais
e sensoriais associadas do produto final, bem como (vi) a avaliacdo do mercado alvo dos

produtos com incorporacéo de dreche.

1.1 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho consiste na caracterizacao fisica e quimica da farinha obtida
por secagem e moenda da dreche de cerveja, bem como na avaliagdo da atividade
antioxidante dos compostos bioativos presentes. Pretende-se avaliar o potencial deste produto
para incorporacdo direta em produtos de panificacdo, acrescentando-lhes propriedades
funcionais para o organismo humano e minimizando o impacto ambiental negativo decorrente

da industria cervejeira.

Durante a consulta bibliogréfica efetuada verificou-se que a maioria dos trabalhos tem incidido
na identificacdo dos varios compostos bioativos existentes na dreche designadamente,
fendlicos, carotenoides, tocoferoéis; na avaliagdo do rendimento de extracdo destes bioativos,
através de técnicas laboratoriais que isolam estes compostos dos demais componentes da

dreche, avaliando posteriormente a sua actividade fora da matriz e de forma isolada.

Assim, e dado que se pretende a utilizacdo integral deste subproduto como matéria-prima no
processo de panificacdo, a relevancia deste trabalho assenta em grande parte na avaliacdo
direta da atividade antioxidante dos compostos existentes na farinha de dreche sem nenhum

processo de extracdo prévia, ou do seu extrato aquoso, e ndo de compostos isolados.

Por conseguinte, neste trabalho experimental, pretende-se caracterizar a farinha de dreche e
guantificar alguns componentes bioativos nomeadamente, polissacaridos, compostos fenélicos
totais e minerais e ainda, avaliar a capacidade antioxidante dos seus compostos (AOA) através
dos métodos do radical DPPH e do poder antioxidante de reducéo do ferro — FRAP, na farinha

bem como no seu extrato seco liofilizado, obtido por extracdo aquosa a quente.



2. ENQUADRAMENTO TEORICO

2.1. A Industria Cervejeira

A producdo de cerveja no nosso pais em 2011, nas 7 unidades industriais existentes em
territério nacional, foi cerca de 8.299 milhares de hectolitros, valor ligeiramente inferior ao
registado no ano anterior, segundo dados divulgados pela APCV — Associacdo Portuguesa dos
Produtores de Cerveja, tendo o consumo interno rondado os 5.300 milhares de hectolitros,

dando um consumo per capita de cerca de 53 litros (valor estimado pela APCV).

Os subprodutos resultantes desta industria estdo apresentados na Tabela 1, tendo como
destino principal a alimentacdo animal. Salienta-se contudo, que relativamente aos precos
praticados, a dreche é o produto com menor valor comercial, provavelmente devido a sua
elevada percentagem de humidade (entre 50 a 80%), que o torna dificil de transportar e mais
facil de se deteriorar (Duarte et al., 2007).

Tabela 1 — Quantidades estimadas dos principais subprodutos da industria cervejeira e respectivas préticas
de gestdo e valor comercial (adaptado de Duarte et al., 2007)

Producao Nacional Destino (%) Valor Comercial
Subprodutos
(t/ano) Alimenta¢do Animal (€/v)*

Dreche 97.536,2 100 18
Levedura 3.645,1 95,8 n.d.
Levedura seca 425,0 100 200
Radiculas de malte 1.697,0 100 130
P6 de malte 35,0 100 100

*Base humida, excepto para a levedura seca

Segundo os mesmos autores, a dreche cervejeira e outros produtos como por exemplo o
bagaco de azeitona, o repiso de tomate, o engaco de uva, tém grande potencial de valorizacdo
tendo em conta as quantidades produzidas, o valor econémico, as propriedades fisico-
guimicas, a disponibilidade de tecnologia, entre outros. Contudo, a dispersdo geografica das
indastrias e as quantidades individuais produzidas, constituem algumas das barreiras a

valorizacao destes subprodutos.



2.2 Dreche cervejeira

A dreche de cerveja, ou bagaco himido de malte como também se pode chamar, € a massa
resultante da filtracdo do mosto de cerveja, identificado na Figura 1 e constitui um dos sub-
produtos da industria cervejeira.
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Figura 1 — Diagrama de parte do processo tecnolégico do fabrico de cerveja (Adaptado de Mussatto, 2006)

Este subproduto é composto essencialmente por agua, cascas e alguns fragmentos dos gréos
de cevada (Paraj6 et al., 2009). Os seus constituintes sé@o proteina, pentosanas, lenhina, amido
e B-glucanos, celulose, lipidos e cinza (Santos et al., 2003).

As trés componentes estruturais poliméricas séo a lenhina de natureza fendlica, a celulose que
€ um polimero linear constituido por unidades de glucose ligadas por liga¢@es glicosidicas p-1,4

e as hemiceluloses que sao heteropolissacaridos ramificados compostos por uma variedade de



monossacaridos, incluindo xilose, arabinose, manose e galactose, por vezes substituidos por

grupos ndo-sacaridos (Parajo et al., 2009).

Para além destes componentes, a dreche contém também elevado teor proteico, vitaminico e
mineral, destacando-se as vitaminas do complexo B (biotina, colina, acido félico, niacina, acido
pantoténico, riboflavina, tiamina e piridoxina) e minerais como calcio, magnésio, silicio, fosforo,
cobre, cobalto, ferro, manganés, potassio, selénio, sddio e enxofre (Gupta et al.,2010, Aliyu &
Bala, 2011). Na Tabela 2, estédo indicados alguns valores referentes a composi¢do quimica da
farinha de dreche, referidos por varios autores.

Tabela 2 — Composicédo quimica da dreche (Adaptado de Aliyu & Bala, 2011)

Cg;:?;tz?ifs Kanauchi et Russ et M;zzitrt% € Mussatto et Adeniran et Khidzir et
seca) al.(2001) al.(2005) (2006) al.(2008a) al.(2008) al.(2010)
Celulose 25,4 23-25 16,8 16,840,8 - -
Hemicelulose - 30-35 28,4 28,4+2,0 - -
Lenhinha 11,9 7-8 27,8 27,8+0,3 - -
Proteina 24 19-23 15,3 - 2,4+0,2 6,4+0,3
Cinza 2,4 4-4,5 4,6 4,610,2 7,910,1 2,340,8
Extrataveis - - 5,8 - - -
Outros 21,8** - - 22,4+1,2* - -
Humidade - - - - 6,4+0,2 -
Lipidos 10,6 - - - - 2,5+0,1

**arabinoxilanos * combinagao entre proteinas e extrataveis

Na dreche é ainda possivel encontrar compostos fendlicos com elevada actividade antioxidante
(Abreu, 2011), tais como &cidos fendlicos e flavonoides (Zilic et al., 2011) com propriedades
anti-inflamatdrias, anti-mutagénicas e anti-cancerigenas bem como capacidade de modelar

funcbes enziméticas (Yu et al., 2001).

Os acidos fendlicos e os flavonoides sdo os compostos fendlicos mais comuns em cereais
integrais e podem encontram-se na forma livre, esterificados com agucares ou outros

compostos de baixo peso molecular ou ainda em formas ligadas insollveis (Zilic et al., 2011).

2.3 Valorizacdo da Dreche

Praticamente todos os subprodutos da agro-inddstria e industria alimentar, constituem um

problema ambiental quando n&o tratados convenientemente.




Na tentativa de minimizar os impactos negativos que, estes produtos provocam na natureza,
tém sido estudadas varias formas de valorizacao dos residuos agroindustriais e subprodutos da

indUstria alimentar.

O aproveitamento mais corrente dado a dreche € a alimentacdo animal, tanto para ruminantes

como para monogastricos, peixes e crustaceos.

A dreche é uma boa fonte de proteina mas devido ao elevado teor em fibra, pode criar

problemas de digestibilidade (Levic, et al., 2010).

Por outro lado, tem-se tentado acrescentar valor a este subproduto, através da sua
transformacdo em farinha para incorporacdo em produtos de panificacdo e cereais de

pequeno-almoco, destinados a alimentagéo humana.

Uma das principais empresas de producdo de bebidas em Portugal, a Unicer Bebidas, S.A.,
tem em curso o projeto “DRECHEVALOR” que envolve a andlise e desenvolvimento de
processos alternativos para a valorizagdo da dreche nomeadamente, a separagéo de proteinas

e fibras de modo a poderem ser utilizadas como aditivos nutracéuticos na industria alimentar.

Entretanto, muitas outras aplica¢des para valoriza¢ao de dreche tém sido estudadas — € o caso
da producdo de xilitol, de biopolimeros, de bioetanol, como substrato para a producédo de
cogumelos, como adsorvente no tratamento de efluentes, entre outras (Mussatto et al., 2005,
Gregori et al., 2008, Gupta et al., 2010, Aliyu et al., 2011).

A utilizacdo de extratos de dreche, em embalagens ativas, para grande variedade de produtos
alimentares também é uma opcao, uma vez que quando doseado na superficie do filme,
mantém uma elevada capacidade antioxidante (Abreu et al., 2012), prolongando o tempo de

vida (til desses alimentos.

2.4 Farinha de Dreche

Como ja referido, a dreche contem varios componentes bioativos de grande interesse para a
saude o que faz com que se desenvolvam trabalhos de investigacdo no sentido de direcionar
este subproduto de baixo valor, para outras industrias nomeadamente, para a industria de

panificacdo e de confeitaria.

Neste sentido, a massa humida de dreche devera ser processadas de modo a valoriza-la

economicamente, facilitando a sua manipulacdo e conservacao.



Em primeiro lugar, a dreche deve ser recolhida e acondicionada em condi¢cbes que impecam
qualquer tipo de contaminagéo (quimica, fisica ou biolégica). Posteriormente, serd necessario
proceder a sua estabilizagdo através de processo de secagem, reduzindo a percentagem de
agua e consequentemente reduzindo drasticamente a flora microbiana. Por ultimo, a massa
seca de dreche sofrerd um processo de moenda, mais ou menos fina, de acordo com os
critérios pretendidos, obtendo-se uma farinha com caracteristicas proximas das farinhas

tradicionalmente utilizadas permitindo criar lotes com diferentes percentagens de incorporacéo.

Segundo Gupta et al., (2010), a farinha de dreche é de facil mistura, tem metade do valor
calérico da maioria das farinhas, tem elevada capacidade de absor¢édo de agua, elevado teor
de proteina, elevado teor de fibra, na forma de arabinoxilanos, baixa absorcao de gordura, uma

cor castanho dourado, um sabor suave e um aroma levemente torrado.

Contudo, estes dois parametros (cor e sabor) podem causar algumas limitacdes quanto a sua
utilizacado. Por exemplo, devera ser utilizada apenas em produtos denominados “nao-brancos”

com percentagens de incorporacado entre 5 e 10% (Gupta et al., 2010).

Apesar das percentagens de incorporacgdo referidas, Ajanakua et al., (2010) referem que o
limite méximo de incorporagéo de farinha de dreche ndo deve exceder os 3%, uma vez que
percentagens de incorporagdo superiores afetaram o0s sinusoides hepéaticos bem como o
revestimento epitelial dos figados das cobaias, utilizadas no estudo dos efeitos
histopatoldgicos. Contudo e, apesar desta indicacdo, os autores consideram que a utilizacéo da
dreche na alimentacdo humana constituiu um bom suplemento proteico a ser utilizado em

produtos de confeitaria.

2.5 Compostos bioativos na farinha de dreche

Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam grupos hidroxilo ligados a
anéis aromaticos, nas formas simples ou em polimeros que lhes conferem poder antioxidante
e, podem ocorrer em formas livres ou complexadas a aglcares e proteinas, destacando-se 0s
flavonoides, os acidos fendlicos, os taninos e os tocoferéis, como sendo 0os mais comuns na
natureza (Angelo & Jorge, 2007, Zilic et al., 2011).

Os flavonoides sdo derivados hidroxilados da cromona (benzo-y-pirona) e encontram-se
habitualmente dissolvidos no fluido vacuolar sob diversas formas de heterésidos que sé&o

moléculas constituidas por uma parte ndo glucidica — a genina — e por uma parte glucidica,



sendo sempre solluveis em solvente polares. Os principais tipos de geninas sao as flavonas,
flavonois  (3-hidroxiflavonas), flavanonas, di-hidroflavonois, flavan-3-ois, flavan-3,4-diois,
chalconas, auronas e antocianidois (Pinto, 2010).

Os tocoferois (a-tocoferol, B-tocoferol, y-tocoferal e 3-tocoferol), representados na Figura 2, sao
compostos monofendlicos com actividade antioxidante, cujo mecanismo de a¢do se baseia na
captura de radicais livres (Goupy et al., 1999, Angelo & Jorge, 2006). Sdo considerados dos
melhores antioxidantes e amplamente usados na inibicdo da oxidacdo dos é&cidos gordos
insaturados (Ramalho & Jorge, 2006).

O seu poder antioxidante decresce do composto 8 para o composto o, 0 que quer dizer que o
a-tocoferol, mais conhecido como vitamina E, é o que tem menor poder antioxidante (Angelo &
Jorge, 2006). Contudo, outros autores referem que o poder antioxidante dos tocoferdis
depende da temperatura, da composicao e forma do composto lipidico (liquido ou em emulsé&o)
(Ramalho & Jorge, 2006).
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0 - tocoferol: R, =R, = H; R, = CH,

Figura 2 — Estrutura molecular de tocoferol (Ramalho & Jorge, 2006)

Na cevada, a maior classe de compostos fendlicos é a dos flavan-3-ois, aparecendo na forma
de mondémeros de (+)-catequina e de (-)-catequina), na forma de polimeros constituidos por
unidades de (+)-catequina e de (+)-galhocatequina. Os dimeros mais abundantes sdo a
prodelfinidina B3 e a procianidina B3 sendo os principais trimeros a procianidina C2
denominados trimeros proantocianidina T4 quando formado por 3 atomos de carbono e
trimeros proantocianidina T1, T2 e T3 quando formados por 3 atomos de carbono e uma

unidade de (+)- galhocatequina ligados entre si por ligagdes C4-C8 (Goupy et al., 1999).

O teor de compostos fendlicos na dreche depende das variedades de cevada, do seu tempo de
colheita e das caracteristicas edafo-climaticas, ndo se alterando com processos de secagem

em estufa a temperatura de 60°C ou por liofilizagéo, (Santos et al., 2002).



Os acidos fendlicos, representados na Figura 3, apresentam um grupo funcional carboxilo e
sdo divididos em duas classes: os &cidos hidroxibenzoicos, componentes das complexas
estruturas dos taninos hidrolisaveis e os acidos hidroxicindmicos, presentes em Varios
alimentos e bebidas de origem vegetal como café, erva-mate, maca, ameixa e outras frutas,
cruciferas e cereais, que podem estar esterificados ao acido quinico, acido tartarico ou glucidos
e derivados, mas também podem ser encontrados na forma livre em alimentos como o tomate
e a cerveja (Oliveira et al., 2011). Estes compostos também se encontram no vinho (Cabrita et
al., 2003).
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Figura 3 — Estrutura molecular dos &cidos benzoicos e cindmicos (Ramalho & Jorge, 2006)

Nos graos de cevada, os acidos fendlicos encontrados séo: acido p-hidroxibenzoico, acido p-
cumarico, acido cafeico, &cido ferulico, 4cido vanilico, protocatecuico e acidos clorogenicos (Yu
et al., 2001). O acido p-cumarico e o acido ferulico também foram detetados na dreche
(McCarthy et al., 2012), sendo os &cidos mais importantes da série cinamica, também
presentes na polpa e pelicula das uvas encontrando-se combinados com o acido tartarico na

forma de monoésteres (Cabrita et al., 2003).

Estes pertencem ao grupo dos fenilpropanoides que sdo compostos fendlicos do tipo Cg Cs,
designados por fenilpropenos e fenilpropanos, consoante apresentem ou ndo uma dupla
ligacdo na cadeia lateral, sendo agentes antioxidantes (captores de radicais livres) aparecendo

sob a forma de heterosidos, esteres e dimeros (Pinto et al., 2010).

Os fenilpropanoides encontram-se polimerizados na parede celular da lenhina das gramineas e
sdo compostos por unidades de p-hidrixifenila, guaiacila e siringila e acidos p-hidroxicindmicos
esterificados de baixo peso molecular e que se libertam da parede celular por hidrélise acida
(Saliba et al., 2001).



A extracdo dos compostos fenolicos pode ser feita através de hidrolises aquosas, é&cidas,
enzimaticas ou numa conjugacao entre estas. Num estudo efetuado por Yu et al., (2001), nos
cromatogramas obtidos das diferentes hidrolises, foi possivel verificar que a hidrélise
enzimatica conjugada com a &cida foi a que registou picos mais bem definidos relativamente
aos acidos p-hidroxibenzoico, cafeico, protocatecuico, vanilico, clorogénicos, p-cumarico e
ferdlico enquanto na hidrélise aquosa simples apenas foram identificados picos muito ligeiros
referentes ao acido protocatecuico e aos 4cidos clorogénicos.

Infere-se entdo que a hidrélise aquosa permite a libertacdo de acidos hidrobenzoicos e acidos
hidroxicindmicos, nas suas formas esterificadas, mas em muito pequenas quantidades e que a

hidrélise enzimatica &cida é a que permite obter maior quantidade destes compostos fendlicos.

Carotenoides

Os carotenoides sdo um grande grupo de pigmentos lipossollveis presentes em muitos frutos e
vegetais folhosos e néo folhosos, com importantes propriedades antioxidantes, dado que séo
captadores de radicais livres, principalmente o licopeno, a luteina e a zeaxantina (Pinto, 2010).

Devido a sua capacidade antioxidante, conferem estabilidade aos alimentos e durante muito
tempo apenas se deu importancia ao B-caroteno ou provitamina A contudo, varios estudos
foram relacionando outros carotenoides com beneficios para a saude, sendo hoje em dia dado
grande enfoque ao a-caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina,
considerados os principais carotenoides presentes nos alimentos e com efeitos benéficos para
a saude (Rodriguez-Amaya, 2010).

Em extratos de malte e de cevada foram encontrados duas estruturas de carotenoides — luteina
e zeaxantina (Goupy et al., 1999), sendo estes os carotenoides com menor pigmento, sdo 0s

gue se encontram em maior quantidade nos ovos e no milho (Rodriguez-Amaya, 2010).

Biodisponibilidade

A biodisponibilidade dos compostos bioativos, presentes nos alimentos, pode ser alterada por
diversos fatores, tais como: complexidade da matriz alimenticia, forma quimica do composto de
interesse, estrutura e capacidade de outros compostos ingeridos em conjunto, (fatores

exdgenos) e, tempo de transito intestinal, esvaziamento gastrico, metabolismo do composto e
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grau de conjugacdo, possiveis interagdes com proteinas na circulacdo sanguinea e tecidos,

composi¢ao da microflora intestinal e perfil genético do individuo (fatores endégenos).

Como ja foi referido, na cevada € possivel encontrar 4cidos hidrobenzoicos (acido galhico ou
outros), acidos hidroxicinAmicos (p-cumarico, cafeico, ferdlico e sinapico) e ainda &cidos
clorogénicos ou formas esterificadas dos &cidos hidroxicindmicos (por ex: o acido 5-
cafeiolquinico).

A absorcéo dos acidos clorogénicos, no trato intestinal, é inferior a dos acidos hidroxicinAmicos
livres, sendo a maior parte metabolizada e absorvida no colon, através de acédo das estereases
de origem microbiana que os hidrolisa dando origem aos &cidos fendlicos livres (quinico,
cumarico, cafeico e ferulico) os quais sdo depois metabolizados através de transportadores

ativos (Oliveira et al., 2011).

Relativamente a biodisponibilidade dos carotendides, estes tém de ser libertados da matriz
alimentar, por rutura desta (p.ex.: na mastigacdo) sendo as fracdes lipidicas depois digeridas
através dos enzimas gastricos e pancreaticos e, solubilizadas em micelas dos sais biliares que

sao finalmente absorvidas pela mucosa intestinal (Rodriguez-Amaya, 2010).

Efeitos do processo de panificacdo nos compostos bioativos

Os cereais panificAveis mais comuns (trigo, centeio, cevada) contém compostos bioativos com

interesse para a saude.

A moagem e panificacdo sdo as técnicas mais comuns aplicadas aos cereais destinados a
alimentacdo humana, tendo como principal vantagem, aumentar a biodisponibilidade dos

nutrientes neles existentes (Martinez-Villaluenga et al., 2009).

No processo de panificacdo, cujo diagrama esta representado na Figura 4, desencadeiam-se
complexas reacfes, durante a mistura, fermentacdo e cozedura ocorrendo evaporacdo de
agua, expansdo do volume da massa, gelatinizacdo do amido, desnaturacdo da proteina e

formacgao de crostas.
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Amassadura fermentagdo) Enroladura

Fermentagao
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Tendedura i Tempo de Tabuleiro

Cozedura

Figura 4 — Diagrama do processo de panificacdo (Adaptado de Costa, 2011)

A acdo do processo de panificacdo pode afetar a quantidade de compostos fendlicos
resultantes, devido as alteragbes conformacionais das proteinas, ocorridas durante a mistura,
ao consumo dos polissacarideos durante a fermentacdo e as reacfes de Maillard ocorridas
durante a cozedura (Sivam et al., 2010).

Estudos efetuados por Martinez-Villaluenga et al., (2009) avaliaram se 0 processo de
panificacdo preserva a quantidade de compostos bioativos existentes nas farinhas de centeio e
de trigo, tanto ao nivel das vitaminas do complexo B (tiamina e riboflavina) como na atividade
antioxidantes dos seus compostos (acidos fendlicos, flavonoides, tocoferéis, carotenoides,
entre outros).

Nestes ensaios, 0 processo de panificacdo durou cerca de 55 horas, culminando no cozimento

a temperatura de 260°C durante 40 minutos.

Para avaliagdo da atividade antioxidante, efetuaram dois tipos de extragdo nas massas
panares e respectivos pades — uma com solucdo tampéo fosfato-salina (PBS) de modo a néo

interferir na conformag&o molecular das amostras e outra com solu¢cdo metanolica a 80%.

Os resultados obtidos em uM de Trolox (TEAC, PRSC e DPPH) e ug de tiamina e riboflavina,
demostraram que nos pdes a atividade antioxidante assim como, o0 teor em tiamina e
riboflavina foram inferiores aos das massas o que, poderd indicar que os compostos fendlicos e
vitaminicos poderdo ser afetados durante o processo de panificacdo. A atividade antioxidante
decresceu cerca de 1,58 uM de Trolox/g m.s., i.e., 10%, da massa panar para o respetivo péo,
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engquanto os teores de tiamina e riboflavina, decresceram cerca de 62,17 ug/100 g e 63,88

ug/100 g, representando uma variacao de 62% e 64%, respectivamente.

2.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante consiste em inibir ou interromper reacbes oxidativas que ocorrem

naturalmente a nivel celular.

Podem-se classificar os antioxidantes como: (i) primarios ou compostos fendlicos que
promovem a remogao ou inativacdo dos radicais livres, por doagdo de atomos de hidrogénio
(os tocoferois estéo incluidos neste grupo); (ii) sinergistas ou substancias de baixa actividade
antioxidante mas que podem aumentar a actividade dos antioxidantes primarios; (iii)
captadores de oxigénio (ex: acido ascorbico) que podem atuar sinergicamente com o0s
antioxidantes primarios; (iv) biolégicos ou enzimaticos (glucose oxidase, superdxido dismutase
e catalases) que atuam por remoc¢ao do oxigénio ou de outros compostos muito reativos; (v)
agentes quelantes ou sequestradores que complexam ides metalicos (essencialmente cobre e
ferro) sendo os mais comuns o acido citrico e 0s seus sais, fosfatos e sais de &cido etileno
diamino tetra acético (EDTA) e; (vi) mistos os quais tem sido amplamente estudados como
antioxidantes alimentares, é o caso das proteinas hidrolisadas, dos flavonoides e derivados do
acido cinamico (acido cafeico) (Ramalho & Jorge, 2006).

A oxidacgdo dos sistemas bioldgicos ocorre devido a agédo dos radicais livres no organismo, por
causas enddgenas (reducdo de flavinas e tidis; resultado da atividade de oxidases,
cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases, presenca de metais de transicdo
no interior da célula e de sistemas de transporte de eletrées) que ocorrem na mitocéndria, nos
lipossomas, no reticulo endoplasmatico, entre outros ou, causas exdgenas tais como consumo
do tabaco, da poluicdo do ar, de solventes organicos, de anestésicos, de pesticidas e de

radiacOes (Soares, 2002).

O excesso de radicais livres, como por exemplo espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo
superéxido (O,), perdéxido de hidrogénio (H,O,) e os radicais perdxidos lipidicos, tém sido
associados ao envelhecimento e a ocorréncia de doencas degenerativas, tais como cancro,

doencas cardiovasculares e doencas neuroldgicas (Sun-Waterhouse, 2010).
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Os subprodutos agroindustriais, ricos em fibra, contém acidos fendlicos derivados dos &cidos
cindmicos, sendo que 0s mais comuns encontrados em graos de cereais sdo os acidos

hidroxicindmicos (Bauer et al., 2012).

Os acidos fendlicos existentes nos cereais podem atuar como captadores de radicais livres,
como redutores e como agentes complexantes de iBes metalicos (Bauer et al., 2012) bem
como supressores da formacdo de oxigénio singleto (*O,), podendo ainda reduzir a oxidag&o
da lipoproteina de baixa densidade (Zilic et al., 2011), i.e., com impacto na colesterolémia.

A atividade antioxidante destes compostos pode ocorrer por transferéncia de atomos de
hidrogénio, é o caso por exemplo dos tocoferdis (Ramalho & Jorge, 2006) ou por transferéncia
de um eletrdo, obtendo-se 0 mesmo resultado final dependendo a ocorréncia de um ou outro
mecanismo e a eficacia do antioxidante, da estrutura e propriedades do antioxidante, do seu
coeficiente de solubilidade, da energia de dissociacdo e potencial de ionizacdo (Prior et al.,
2005).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Farinha de Dreche

A farinha de dreche, utilizada neste trabalho experimental, foi obtida da matéria organica
hamida (bagaco humido de malte) resultante da filtracdo do mosto da cerveja e, proveniente da

unidade industrial da Sociedade Central de Cervejas e Bebidas, S.A., em Vialonga.

Esta massa foi transportada para o Instituto Superior de Agronomia em sacos de plastico e
conservada em camara de refrigeracdo a 4°C, durante o tempo em que foi decorrendo o

processo de secagem, aproximadamente duas semanas.

O processo de secagem decorreu por “batch” de aproximadamente 8 kg, em estufa elétrica
Binder, a temperatura de 60°C durante 48 horas. Depois de seca foi sujeita a processo de

moenda, para obtencéo de farinha, conforme ilustrado na Figura 5.

Secagem
=50 a 80% . *Moinho de m
Humidade* 60 C crivo O °=6,2%
*8kg/48h 0,5mm Humidade**
“DRECHE |
HOMIDA -

* valores referidos por diversa bibliografia; ** valor determinado no presente trabalho

Figura 5 - Processo de secagem da dreche humida

A farinha de dreche foi depois submetida a extracdo aquosa em sistema Clevenger, tendo-se
obtido um residuo soélido (himido) que foi submetido a secagem e um extrato aquoso que foi

liofilizado. Nas trés matrizes foram determinados varios parametros de acordo com a Figura 6:

a 2 EXTRATO AQUOSO
RESIDUO SOLIDO INSOLUVEL LIOFILIZADO

*Massa especifica eHumidade ePolissacaridos

eCor *Cinza e Minerais eFendis Totais

epH eActividade Antioxidante
eHumidade

¢ Cinza e Minerais

*Proteina

eExtrato organico

eAtividade Antioxidante

Figura 6 — Caracterizagcdo das matrizes obtidas da Dreche
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3.2. Caracterizacao fisico-quimica da farinha

Na caracterizacdo fisica da farinha de dreche, determinou-se a sua massa especifica ou
densidade absoluta (p), cor. Quanto a caracterizacao fisico-quimica aplicou-se o0 método de
composi¢ao dos alimentos ou esquema de Weende, tendo-se procedido a determinacao de pH,

humidade, cinza e respectivos minerais, proteina e extrato organico.

Procedeu-se também a determinacdo da actividade antioxidante na farinha de dreche, através
dos métodos do DPPH- (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), reagente que atua como radical livre e
do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), método baseado na capacidade dos compostos
bioativos em reduzir o complexo Fe*-TPTZ (i&o férrico complexado com 2,4,6-tryridyl-s-

triazine) a Fe?*-TPTZ (ido ferroso complexado com 2,4,6-tryridyl-s-triazine).

Na farinha de dreche apds extracéo, apenas se procedeu a determinacdo de humidade, cinza e

minerais.

3.2.1. Massa especifica (p) da farinha de dreche

A massa especifica de uma substancia é a relacdo entre a sua massa e 0 seu volume e
expressa-se em g/cm? (unidades CGS) e de acordo com a férmula indicada na equacéo 1.

_ massaig) Eq (1)

F= Volume {em¥)

Para a determinacdo da massa especifica da farinha de dreche, procedeu-se a tara de uma
caixa em forma de paralelepipedo com 9, cm de largura, 10,9 cm de comprimento e 2,8 cm de
altura, que se encheu com farinha de dreche, passando-se depois uma régua pela superficie
de modo a torna-la numa superficie plana, retirando o excesso de farinha. De seguida,
procedeu-se a pesagem, em duplicado (Tabela C, em anexo), do conjunto formado pela caixa
e pela farinha de dreche e determinou-se o volume da caixa, de acordo com o0 esquema da

Figura 7.

Com o valor da massa e o volume da caixa, aplicou-se a equacgéo (1) obtendo-se o valor de

massa especifica da farinha de dreche.

Comp

%/' |IN}" V= Affx Larg x Gomp
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Figura 7 — Esquema para medi¢cdo do volume ocupado pela farinha de dreche no interior da caixa

3.2.2. Cor

Para determinacdo da cor da farinha de dreche utilizou-se um colorimetro Minolta com sistema
de medicéo de cores CIE L*a*b*. Este sistema descreve as cores basicas em trés eixos: L* a
variar entre 0 (preto) e 100 (branco) e que corresponde a luminosidade, a* a variar entre o
verde (-60) e o vermelho (+60) e b* a variar entre 0 amarelo (-60) e o azul (+60) que

correspondem a cromaticidade.

3.2.3. pH

Para a determinacdo do pH da farinha de dreche, dissolveram-se 0,250 g de farinha, em 50 ml
de agua destilada com valor de pH conhecido. Apés homogeneizacdo da solu¢do procedeu-se
a medi¢éo do pH, em triplicado, através de um potenciémetro, com electrodo de membrana de

vidro, modelo PHM82, da marca Radiometer.

3.2.4. Humidade

A determinagdo da percentagem de humidade foi efetuada através da técnica gravimétrica ou
de medicdo da perda de massa das amostras, ap0s secagem em estufa a temperatura de
aproximadamente 105 °C, até obtencao de peso constante.

Este método podera ser considerado pouco rigoroso, uma vez que as amostras poderao perder
parte da sua massa nao s6 por evaporacdo da agua livre mas também por evaporacdo de

outros constituintes volateis, introduzindo algum erro nos valores obtidos.

Para tal, em balanca de precisédo (Kern), tararam-se seis cadinhos apés terem sido mantidos a
temperatura de 105 °C, durante 30 minutos, em estufa elétrica Binder e arrefecidos em
exsicador. De seguida, na mesma balanca, pesaram-se rigorosamente 2 g de amostra para
dentro de cada cadinho entretanto tarado e colocaram-se na estufa a 105 °C, durante 4 horas.
No final deste tempo, arrefeceram-se em exsicador e pesaram-se novamente, voltando-se a

colocar em estufa a temperatura anterior e por mais 2 horas.

Este procedimento considerou-se terminado quando o peso das amostras foi igual ou superior
a primeira pesagem ap0s a secagem e arrefecimento em exsicador. O calculo da percentagem

de humidade foi efetuado através da equacao 2.
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massa inicial (g)— massa final

% Humidade =

() y 100

masse da amostra (g)

Eq.(2)

3.2.5. Cinza e minerais

A percentagem de cinza foi determinada em amostras iguais as utilizadas na determinacdo da
humidade e pela mesma técnica gravimétrica mas por calcinagdo da amostra até a obtencéo

do seu residuo mineral, em mufla a cerca de 500 °C.

Neste sentido, tararam-se, em balanca de precisdo (Kern), quatro cdpsulas de porcelana (2
amostras e respetivos duplicados) apés terem permanecido na mufla a 500 °C, durante 1hora e
arrefecidos em exsicador. Pesaram-se depois, ha mesma balanca, 2 g de cada amostra para
cada capsula e levaram-se a mufla até se obter um residuo branco. No final deste processo as
capsulas, depois de arrefecidas em exsicador, foram novamente pesadas. O calculo da
percentagem de cinza foi efetuado através da equagéo 3.

massa daamostra (g)

% Cinza = [1 _ [3?’::55: inicial (g}— massza final g‘;l] X 100
' Eq.(3)

Ap6s a determinagdo da percentagem de cinza, as amostras foram preparadas para

guantificacéo de célcio, fosforo, magnésio, potassio, sédio, ferro, zindo, manganés e cobre.

Preparacdo das amostras para determinacdo de minerais:

As amostras calcinadas foram adicionados, por trés vezes, 10 ml de &cido cloridrico 2 N sendo
depois levadas a evaporagdo total nas duas primeiras adicbes. A terceira adicdo apenas
evaporou durante 10 minutos, seguindo-se processo de filtracdo de todas as amostras, para

baldes volumétricos de 100 ml, perfazendo o volume de cada baldo com agua destilada.

A determinacdo dos minerais foi efetuada em por espetrofotometria de absor¢éo atomica de
chama.

Nesta técnica, a amostra é atomizada na chama (durante a combustdo, os seus 4&tomos séo
reduzidos ao estado atémico), atraves da qual € emitido, por uma lampada com um catodo do

mesmo elemento que se pretende analisar, um feixe de radiacdo que passa por um
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monocromador atingindo um detetor. Os atomos livres vdo absorver a radiacdo no
comprimento de onda caracteristico do elemento em analise e a reducdo de energia da

radiacdo naquele comprimento de onda quantifica o elemento na amostra.

3.2.6. Proteina

A determinacdo de proteina na farinha de dreche foi efetuada pelo método de Kjeldahl e

técnica macro.

Este método consiste na determinacdo da percentagem de azoto proteico existente no
alimento, através de digestdo 4cida seguida de uma destilagéo e titulacdo. Durante a digestédo
e por acdo do acido sulfarico, as formas azotadas transformam-se em sulfato de amoénia. No
processo de destilacao com hidréxido de sédio, o sulfato de aménia liberta 0 amoniaco que se
vai fixar num soluto de &cido de titulo conhecido e através da titulagdo e ma presenca de um
indicador determina-se a quantidade de amoniaco fixado, determinando-se a quantidade de

azoto presente na amostra.

Aos valores obtidos € aplicado o coeficiente geral 6,25 ou o coeficiente ja existente para o

alimento em causa.

No caso concreto e, dado que para a matriz em estudo, ndo existe um coeficiente especifico,
foi utilizado o coeficiente (ou fator) 6,25.

3.2.7. Extracao organica

Para a quantificacdo do extrato organico da farinha de dreche foi utilizado o método de

extracdo com Soxhlet e o cloroférmio (CHCI3) como solvente.

O método de extracdo com Soxhlet consiste, em fazer passar o solvente pela amostra de modo
a extrair os compostos sollUveis. Esta acdo decorre por ciclos consecutivos durante o tempo ou
namero de ciclos determinados. O ciclo inicia-se no aquecimento do solvente que ao evaporar
€ conduzido até ao condensador onde volta ao estado liquido, caindo sobre o cartucho que
contem a amostra. Ao passar pela amostra arrasta os compostos solluveis que sao recolhidos

no baldo que contem o solvente de acordo com a Figura 8.

O solvente utilizado deve ser adequado ao material que se pretende recolher, tendo-se

especial atencdo ao seu ponto de ebulicdo e ao seu caracter volatil. No caso concreto foi
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utilizado cloroférmio (CHCI3) por ser um dos solventes organicos mais utilizados para pesquisa
de carotenoides.

Szidade H.0 =

Condensador ——w
<— Entradade H:0
Cartucho
Amostra
Passagem do

solvente pela
amostra

Adaptado de: http://ainstrumental.wikispaces.com/EQUIPO+SOXHLET

Figura 8 — Esquema de Extrator Soxhlet

Quantificacdo do extrato organico

Procedeu-se a determinacéo da tara de um baldo volumétrico de 250 ml, colocando-o na estufa
durante 1 h, a temperatura préxima dos 100°C. Decorrido o tempo indicado, o baldo arrefeceu

em exsicador e foi pesado novamente, obtendo-se assim a sua tara.

Entretanto, pesaram-se 3 g de amostra (farinha de dreche), para um cartucho de Soxhlet que
foi colocado no respectivo vaso, adicionou-se um volume aproximado de 125 ml de Cloroférmio

(metade do volume do baldo) e deu-se inicio a extracao.

No final de 5 horas de ciclos, levou-se a solucdo a evaporador rotativo, com banho a 80°C e
uma pressdo adequada (a pressdo foi sendo acertada continuamente de modo a evitar
extravase da solucdo) até a evaporacao total, pesando-se de seguida o baldo com o extrato

obtido. O resultado foi obtido através da equagéo 4.
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gxtrato orginico x matéria seca

Eq.(4)

% Extrato organico em Base Seca =

3.3. Processo de Extracao Aquosa

A farinha obtida caracteriza-se por ser bastante heterogénea, levando a que seja favoravel
transforma-la numa matriz de textura mais uniforme de modo a ser utilizada nos ensaios
pretendidos. Para isso, procedeu-se a um processo de extracdo aquosa para obtencdo de
extrato liofilizado, de acordo com a Figura 9.

FARINHA DE DRECHE

81,2¢g
H,0 l H,0 H,0
2
—»|  EXTRACAO 128,9g 1,7g
650g
v Residuo Residuo
hamido seco RESIDUO SECO
. = .| SECAGEM
FILTRACAO » SECAGEM AnaL [ INSOLUVEL
196g 67,1g 65,4g
Csslidos = 0,011338:0lidos/8 xt.ag. Extrato aquoso RS A __
Msgiigos = 5,598 493,5¢g : 41,7g :
v Lol
N Residuos
CENTRIFUGACAO —» 23,1g
’
CSéHdus = 0101133gsé\idos/g Ext.ag. Ez::ttr?fjg:g;o
Msgiigos = 5,338 470,48
v '
R H,0
EVAPORAGAO — 177g
Cseiicos = 0,01828ss1id05/8 extaa. Extrato aquoso
Mssiigos = 5,33g concentrado
293,3g
v
H,0

LIOFILIZACAO ' 287,9g

l

EXTRATO LIOFILIZADO
5,33¢g

Figura 9 - Fluxograma do processo de extracdo agquosa com indicacdo de balan¢co de massas

O processo de extracdo aquosa da farinha de dreche iniciou-se com a imersdo da farinha em

adgua, numa relagdo de massa liquida/massa sélida de 8:1, de acordo com o descrito por
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Garrote et al., (2008) e Conde, et al., (2009), sujeita a ebulicdo durante 1 hora a temperatura de
100°C, em sistema Clevenger.

De seguida a mistura aquosa foi filtrada (com um pano devido a densidade da solugéo),
obtendo-se um extrato aquoso e uma massa humida de soélidos insolaveis (extrato sélido

hamido). Ambas as fragBes foram pesadas em balanca analitica (Precisa BY1100).

A massa humida de solidos insollveis foi sujeita a secagem (estufa elétrica Binder), como
descrito em 3.1 mas com o bindmio tempo/temperatura de 24h/60°C. ApoOs esta secagem
obteve-se uma massa de solidos insollveis — farinha de dreche apds extracdo a qual foi
guardada em caixa fechada e protegida da luz para posterior utilizacdo. Nestes sélidos

insollaveis foi determinada a humidade, cinza e respectivos minerais.

O extrato aquoso foi centrifugado (centrifuga HERMLE Z 383K), durante 15 minutos a 8000
rpom. O sobrenadante foi depois concentrado, em evaporador rotativo B.U.CHI, em banho a

40°C e presséao entre de 28 e 40 mbar, durante aproximadamente 2 horas.

ApOs a evaporacao, o condensado foi transferido para cadinhos préprios previamente tarados,
foi pesado, congelado e liofilizado (Telstar lyoquest, Telstar Espanha) durante 23 horas. No
final obteve-se um extrato liofilizado, altamente higroscépico que foi guardado em exsicador ao

abrigo da humidade e da luz, de modo a minimizar a hidratacéo e reacdes de oxidagao.

3.4. Caracterizacdo quimica do extrato aquoso

O objetivo da obtencdo do extrato liofiizado é tornar a matriz original numa matriz mais
adequada aos ensaios laboratoriais pretendidos, permitindo ainda comparar os resultados

obtidos nas duas matrizes.

Decorrido o processo de extracdo, procedeu-se a caracterizagdo quimica do extrato aquoso.
Para tal, o extrato aquoso apés concentracdo, foi divido em duas partes — uma parte foi
utilizada para determinacdo de polissacaridos totais e a outra parte foi utilizada para obtengéo
do extrato liofilizado, no qual se determinou o teor de compostos fendlicos totais e a actividade
antioxidante (AOA).
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Polissacaridos

Para a quantificacdo de polissacaridos, aplicou-se a técnica de precipitacdo por adicao de
etanol ao extrato aquoso concentrado, na proporcdo de 4 volumes de etanol para 1 volume de

extrato.

Deste modo, recolheram-se 35 ml de extrato aquoso concentrado, para erlenmeyer e
adicionaram-se 140 ml de etanol a 96%, homogeneizou-se e deixou-se em repouso durante 12
horas, a temperatura de -20°C, de modo a otimizar o processo de precipitacdo. Posteriormente
a solucdo foi pesada, para tubos de centrifuga previamente tarados (M;) e, sujeita a
centrifugacéo a 7000 rpm, durante 15 minutos a temperatura de 20°C.

No final da centrifugacéo retirou-se 0 sobrenadante e, a massa obtida (gomas) foi sujeita a
secagem em estufa elétrica (a mesma das secagens anteriores), a temperatura de 60°C
durante 2 horas, procedendo-se de seguida a sua pesagem (M;). O célculo da massa de
polissacéaridos foi efetuado, através da equacgédo 5 e o teor de polissacaridos/g de extrato seco

pela equagéo 6.

Mmmg:l =M2 :_5‘:' - M1 :E:I
Eq.(5)

_ massa de polissaciridos

Teor de Polissacarios (rsizsscdndes /(Edmn) = :
massa e gxtraie seco Eq(6)

Compostos fendlicos

Para a quantificagdo dos compostos fendlicos existentes no extrato liofilizado foi utilizado o
Método Ribéreau-Gayon (1970) também denominado método direto. Este método consiste em
adicionar um determinado volume de agua destilada a uma quantidade de amostra, formando
uma solucdo que é analisada em espectrofotdmetro num comprimento de onda (A) de 280 nm
(U.V.). Os resultados obtidos sédo depois expressos em mg EAG (equivalentes de acido galico)

por grama de matéria seca, de acordo com a respetiva reta de calibragéo.
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Determinacao da reta de calibracao

A partir de uma solucdo mae de acido galico de 30 mg/L, prepararam-se varias solucdes
padrdo por diluicdes sucessivas (5, 10, 15, 20, 25 e 30 mg/L) correspondentes aos Varios

pontos da reta (Figura 10).

Abs (280 nm)

0,800 -
y =0,0302x - 0,0414
0,600 -
! R?=0,9943

0,400 -

0,200 -

0,000 T T T T T 1

0 5 10 15 20 25 30

[ 1 Acido Galico (mg/L)

Figura 10 - Reta de calibragéo do &cido gélico
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3.5. Atividade antioxidante - AOA

Procedeu-se a avaliagdo da actividade antioxidante, da farinha de dreche (pelo método de
Quencher), e do seu extrato aquoso, através dos métodos do DPPH« e de FRAP. As matrizes

foram preparadas de acordo com a Tabela 3.

O método de Quencher (Quick, Easy, New, Cheap and Reproducible) (Pereira, 2010) consiste
na reacdo direta das matrizes soélidas com o radical DPPH ou com o reagente FRAP, sem
efetuar um processo de extracdo intermédio (extracdo aquosa ou com solventes). Esta
estratégia pode ser vantajosa na medida em que parte dos compostos de interesse poderéo
ndo ser extraidos na totalidade, tendo como consequéncia uma sub-avaliacdo do poder

antioxidante do material quando se procede ao estudo dos seus extratos.

Tabela 3 — Preparagdo das amostras de acordo com a matriz e o método utilizado

FARINHA DE DRECHE
Método DPPH com processo de filtragao

Farinha (mg) Agua (ml) DPPH (ml) Volume da solugao reacional (ml) [1solugdo reacional (mg/ml)
100,3 1,0 4,0 5,0 20,1
200,4 1,0 4,0 5,0 40,1
300,5 1,0 4,0 5,0 60,1

Método FRAP com processo de filtragao

Farinha (mg) Agua (ml) FRAP (ml) Volume da solugdo reacional (ml) [ ] solugdo reacional (mg/ml)
50 1,0 2,7 3,7 13,7
25 1,0 2,7 3,7 6,8

Método FRAP com processo de centrifugacao

Farinha (mg) Agua (ml) FRAP (ml) Volume da solugdo reacional (ml) [ 1 solugdo reacional (mg/ml)
50 1,0 2,7 3,7 13,7
25 1,0 2,7 3,7 6,8

EXTRATO LIOFILIZADO
Método DPPH

Extrato (mg) Agua (ml) DPPH (ml) Volume da solugdo reacional [1solugio reacional (mg/ml)
(ml)
5,0 1,0 4,0 5,0 1,0
10,0 1,0 4,0 5,0 2,0
5,0 2,0 8,0 10,0 0,5
10,0 2,0 8,0 10,0 1,0
Método FRAP
Extrato liofilizado Volume da Amostra FRAP (ml) Volume da solugdo [ 1 solugdo reacional (mg/ml)
(mg/ml) (ml) reacional (ml)
5,0 0,36 2,7 3,06 0,59
2,5 0,36 2,7 3,06 0,29
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3.5.1. Método DPPHe- (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Este método baseia-se na medicdo da capacidade dos antioxidantes reduzirem o radical
DPPHse, podendo ser medida por ressonancia magnética ou através da diminui¢cdo dos valores
da absorvancia que atinge o seu maximo num comprimento de onda de 517 nm. Este método
foi referido pela primeira vez por Brand-William et al., em 1995, sendo o seu mecanismo de
acao, a transferéncia de eletrbes (SET), tal como o método FRAP embora possa também

ocorrer transferéncia de &tomos de hidrogénio (HAT) (Prior et al., 2005).

A estrutura do DPPH esta representada Figura 11. E um dos radicais mais estaveis do azoto
organico e apresenta uma cor parpura intensa que passa a amarelo quando € reduzido (Prior
et al., 2005).

»@ﬁ%' { JL@%

Figura 11 — Variac&o da cor do DPPHe de acordo com a actividade antioxidante das amostras (adaptado de
Prior et al., 2005)

O reagente DPPH foi utilizado em forma de uma solugéo preparada diariamente a partir de

uma solucao de stock.

A solucdo de stock foi preparada, com o minimo de 2 horas de antecedéncia ao seu uso,
pesando-se 24 mg de reagente para 100 mL de metanol (MeOH) e colocando sob agitacdo
magnética e ao abrigo da luz. A solucdo diaria foi preparada a partir da solucdo de stock por
diluicdo com metanol (1:4). Apos a preparacdo, procedeu-se a leitura da absorvancia da
solucdo, a um comprimento de onda de 517 nm, em espectrofotometro UV4, Unicam (Abs
DPPH). A absorvancia da solucao diaria nunca excedeu o valor de 1,1.

A reacdo dos compostos da amostra com o radical DPPH foi medida por leitura da absorvancia
(517 nm) ao fim de 40 minutos de incubacdo em ambiente escuro (Abs matriz), apds a adicao
de 4 ml de solucao diaria de DPPH a 1 ml de amostra (solucao aquosa de extrato ou de farinha
de dreche).
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A forma de célculo para obtencdo dos RSA (radical scavenging activity) em %, foi a seguinte:

RSADeek ':DIDII - AEJEDF!.:IH—;;E::L.:-!E:?{.:K 100 - (7)
Abs H g.

Preparacdo das amostras de farinha

Para o método do radical DPPH, pesaram-se determinadas quantidades de farinha,
adicionando-se de seguida 1 ml de agua destilada a cada uma, obtendo-se solu¢cdes com
diferentes concentracdes (Tabela 3). A cada solucdo adicionaram-se depois 4 ml de reagente
DPPH, obtendo-se misturas reacionais com um volume total de 5 ml e diferentes
concentracdes. Apds o tempo de reacdo (40 minutos em ambiente escuro) e, antes da medi¢éao
da absorvancia a 517 nm, as misturas foram sujeitas a filtracdo de modo a retirar as particulas

em suspenséo.

Preparacéo das amostras de extrato liofilizado

Relativamente ao método DPPH, as amostras do extrato liofilizado prepararam-se da mesma
forma que as amostras de farinha contudo, variou-se o volume de agua destilada e de reagente
DPPH, de modo a fazer variar a concentragdo da mistura reacional (Tabela 3). Assim, das
solucdes preparadas com 1 ml e 4 ml de reagente DPPH, obtiveram-se misturas reacionais
com um volume total de 5 ml e concentragbes de extracto de 1,0 mg/ml e 2,0 mg/ml. Nas
solucdes preparadas com 2 ml de agua destilada e 8 ml de reagente DPPH, obtiveram-se
misturas reacionais com um volume total de 10ml e concentra¢des de extracto 0,5 mg/ml e 1,0
mg/ml. Decorrido o tempo de reacdo (40 minutos em ambiente escuro), procedeu-se a medi¢éo

da absorvancia a 517 nm.

Determinacao da Reta de Calibracao

Preparou-se uma solucdo-mae de Trolox com a concentracdo de 800 uM. A partir desta
solucdo-mae (800 uM), prepararam-se diluices de 10 uM, 20 pM, 30 uM, 5 uM, 100 pM, 200
1M, 400 uM e 600 pM.

Posteriormente, de cada diluicdo e em triplicado, foram retirados 150 pl de solugéo aos quais

se juntou 850 ul de agua destilada de modo a perfazer 1 ml de padrédo Trolox. Cada padréo
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obtido foi colocado a reagir com 4 ml de solucdo diaria de DPPH, durante 40 minutos, em
ambiente escuro. Apds esse tempo procedeu-se a medicdo da respectiva absorvancia no
espectrofotometro UV4 UNICAM, num comprimento de onda de 517 nm (Figura 12).

100 y = 2E+06x + 24,22
0 R?=0,9952
60
40
20
o —H——ttt—tF+
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05 2,50E-05 3,00E-05
[ ] Trolox (M)

RSA (%)

Figura 12 - Reta de calibragdo do DPPH

3.5.2. Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Este método consiste na avaliacdo do poder antioxidante dos compostos existentes na matriz
estudada, capazes de reduzir o complexo F¥*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) a Fe?*-TPTZ (ferroso-
tripiridiltriazina). O complexo ferroso-tripiridiltriazina tem uma cor azul intensa cuja maxima
absorcao ocorre num comprimento de onda proximo de 595 nm. A atividade antioxidante, dos
compostos em estudo, é medida pelos valores de absorvancia obtidos, quando sujeitos a acao

do reagente FRAP.

O aumento dos valores de absorvancia das solucfes é diretamente proporcional ao aumento
da actividade antioxidante dos compostos da matriz ou seja, quanto maior o valor de

absorvancia, mais azul sera a solucao (Figura 13) e maior sera a actividade antioxidante dos

compostos.
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Fe"TPTZ + reducing antioridant Fe'"-TPTZ (Intomse blog at $9% am)

Figura 13 — Variacdo da cor do FRAP de acordo com a actividade antioxidante das amostras (adaptado de
Prior et al., 2005)
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Contudo, este método apresenta algumas limitacdes uma vez que, nem todos os redutores
capazes de reduzir o F**-TPTZ (ferritripiridiltriazina) a Fe*-TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina) s&o
antioxidantes assim como, nem todos os antioxidantes tém capacidade para reduzir estes

complexos (Vasconcelos et al, 2007).

A solugéo do reagente FRAP foi preparada imediatamente antes da sua utilizacdo, a partir da
mistura de 25 mL de solucdo tampéo acetato 0,3 M com 2,5 mL de solucdo de TPTZ (2,4,6-
tris(2-piridil)-s-triazina) 10 mM, e 2,5 mL de solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM, de acordo
com o procedimento descrito no Comunicado Técnico on-line 125 (2006).

A farinha de dreche ou ao extrato liofilizado foi adicionado um volume de 2,7 ml de solucgéo
reagente FRAP. A reaccdo decorreu durante 30 minutos, em banho de agua a 37°C e em
ambiente escuro. Apds esse tempo procedeu-se a medicdo da respectiva absorvancia no
espectrofotémetro UV4 UNICAM, num comprimento de onda de 595 nm.

A forma de célculo para obtencdo do RSA (radical scavenging activity) foi a seguinte:

Abs Matriz—Abs FRAP

RSArmar = ———
Abs FRAF Eq(8)

Preparacdo das amostras de farinha

Para o método da avaliacdo do poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP), pesaram-se
determinadas quantidades de farinha, adicionando-se de seguida 1 ml de agua destilada a
cada uma, obtendo-se solu¢cdes com diferentes concentragbes (Tabela 3). A cada solugéo
adicionaram-se depois 2,7 ml de reagente FRAP, obtendo-se misturas reacionais com um
volume total de 3,7 ml e diferentes concentracdes. Apds o tempo de reacdo (30 minutos em
ambiente escuro e banho a 37°C) e, antes da medicado da absorvancia a 595 nm, as misturas

foram sujeitas a filtracdo/centrifugacéo de modo a retirar as particulas em suspensao.

Preparacao das amostras de extrato liofilizado

Relativamente ao extrato liofilizado as amostras prepararam-se, diluindo 50 mg de extrato em
10 ml de agua destilada, obtendo-se uma solu¢do com uma concentracdo de 5 mg/ml. Desta
solugdo procedeu-se depois a uma diluicio de 1:2, obtendo assim uma solugdo com a
concentracdo de 2,5 mg/ml. De cada solucéo, retiraram-se 0,36 ml aos quais de adicionaram

2,7 ml de reagente FRAP, perfazendo um volume de 3,06 ml. As misturas reacionais ficaram
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com concentragdes de 0,6 mg/ml e 0,3 mg/ml. Decorrido o tempo de reagéo (30 minutos em

ambiente escuro e banho a 37°C), procedeu-se a medicdo da absorvancia a 595 nm.

Determinacado da Reta de Calibracao

A reta de calibracéo (Figura 14) foi determinada da mesma forma que a reta de calibracdo do
DPPH com alteracdo nos volumes das solucfes referentes aos pontos da reta. Assim, de cada
diluicdo da solucédo de Trolox e em triplicado, foram retirados 70 pl de solucdo aos quais se
juntou 200 pl de agua destilada de modo a perfazer 0,270 ml de padrdo de Trolox. Cada
padréo obtido foi colocado a reagir com 2,7 ml de solugéo reagente FRAP, durante 30 minutos,
em banho de agua a 37°C e em ambiente escuro. De seguida procedeu-se a medi¢do da
respectiva absorvancia no espectrofotémetro UV4 UNICAM, num comprimento de onda de 595

nm.

RSA PADRAO TROLOX
12
10 y = 516579x + 0,0477
R?=0,9985
8
6
4
2
0
0,00E+00 5,00E-06 1,00E-05 1,50E-05 2,00E-05

[ ] Trolox (M)

Figura 14 - Reta de calibragdo do FRAP
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacéo da farinha de dreche

Os resultados obtidos nas determina¢cdes efetuadas na farinha de dreche encontram-se

sintetizados na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracterizacdo da farinha de dreche

FARINHA DE DRECHE
Parametros fisicos

Cor (CIE Lab) Castanho dourado
L - Luminusidade 63,83 0,30

a* - vermelho-verde 2,97 £0,06

b*- amarelo-azul 19,29 +0,40
Massa especifica (p) 0,56 +0,01 g/cm3

Parametros quimicos

pH 5,30 +0,02
Humidade* 6,20 +0,08
Cinza* 3,00 £0,01
Proteina (Base seca)* 23,10 £1,09
Extrato organico (Base seca)* 16,50 +2,94
Residuo Sélido insoltivel (Base seca)* 85,87

*g/100g de Farinha

Da conjugacéo dos valores obtidos de luminosidade (L) e de cromaticidade (a* e b*), verifica-se
gue a cor da farinha de dreche se aproxima do castanho dourado e a sua massa especifica é

de cerca de 0,56 g/cm®.

A farinha de dreche em estudo, apresenta um pH de 5,3, um valor um pouco mais baixo que a
maioria das farinhas tradicionais que tem valor de pH proximo de 6. Esta diferenca podera ser
justificada por se tratar de um sub-produto, isto é, a farinha de dreche é um produto que ja

sofreu alguma degradacéo.

Ap6s a determinacao do valor da cinza, procedeu-se a identificacao e quantificacdo de alguns

elementos quimicos (Tabela F, em anexo).

Comparativamente com outras farinhas panificaveis (Figura 15), na farinha de dreche, o teor de

calcio é significativamente mais elevado que o valor médio das trés farinhas indicadas.

O teor de magnésio é superior ao verificado na farinha de trigo integral e na farinha de centeio.
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O teor de sbédio, de ferro e de zinco sdo também mais elevados na farinha de dreche.

Relativamente ao teor de fosforo, apenas a farinha de trigo integral apresenta valores

superiores.

Quanto ao teor de potassio na farinha de dreche, é cerca de 7 vezes menor que a média dos

valores registados na farinha de centeio e trigo integral.

450
400
350
300
©
-
c
= 250
B
g 200
l
)
£ 150
100
50
0 - | —— -
Ca P Mg K Na Fe Zn
M Farinha de Dreche* 259,68 | 254,97 | 185,95 | 54,61 9,2 7 4,31
L1 Farinha de Trigo (tipo 55)** | 26 137 36 132 3 1,2 0,9
L4 Farinha de Trigo Integral** 45 425 142 366 3 4,3 3
H Farinha de Centeio** 36 191 92 410 1 1,9 3

*mg/100g de Farinha; ** mg/100g da parte edivel — Tabela da Composicdo dos Alimentos — INSA (Instituto Nacional de Saude

Figura 15 — Comparacéo do teor em minerais na farinha de dreche com outras farinhas panificaveis

Doutor Ricardo Jorge)

Na Figura 16 é visivel que do total da fracdo mineral da farinha de dreche, aproximadamente

66% € formada por calcio e fosforo, elementos importantes na formacdo e manutencdo da

massa Ossea (fosfato de célcio) e noutras funcdes biolégicas (fosfolipidos, trifosfato de

adenosina e fosfato de creatina) e 24% por magnésio (nutriente importante na transmissdo dos

impulsos nervosos e no relaxamento muscular).

32



M Ca
H Mg
i Na
MK

M Cu
M Zn
i Mn

M Fe

P

Figura 16 — Percentagem de cada elemento no total de cinza

4.2. Rendimento da Extracdo Organica

O extrato orgénico obtido da farinha de dreche foi de 16,5 g por 100 g de farinha (Tabela G, em
anexo), e tem por objetivo futuro identificar compostos com poder antioxidante, nomeadamente

alguns carotenoides como a luteina e a zeaxantina.

4.3. Processo de extracao aquosa

Ap6s alguns ensaios preliminares do processo de extracdo, optou-se por adicionar 650 g de
agua a 81,2 g de farinha de dreche, obtendo-se uma suspenséo com cerca de 731,2 g.

Decorrido o tempo de extragdo, a suspenséo foi filtrada, obtendo-se uma fragédo solida humida
com cerca de 196 g e uma fracdo liquida com cerca de 493,5 g tendo-se perdido cerca de 41,7
g da suspenséo inicial. Esta fracdo liquida denominada extrato aquoso, foi depois sujeito a
centrifugacao, tendo-se obtido cerca de 470,4 g. Na centrifugacéo perdeu-se cerca de 23,1 g.

Apos a centrifugagéo, levou-se o0 extrato aquoso ao evaporador rotativo tendo-se obtido um
extrato aquoso concentrado com cerca de 293,3 g dos quais se obteve cerca de 5,33 g de
extrato seco liofilizado, sendo o rendimento do processo de liofilizac&o de cerca de 0,015 g de

extrato seco/ml de extrato aquoso.
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No total dos 76,169 de farinha de dreche (base seca) obtiveram-se cerca de 5,33g de extrato
liofilizado, dando um rendimento de extracdo de 6,99% ou seja, aproximadamente 7g de
extrato liofilizado por 100g de farinha.

4.4. Caracterizacdo do extrato aquoso e da fracéo insoluvel

4.4.1. Extracto aquoso

O extrato aquoso (liofilizado) foi caracterizado em termos de teor de polissacéaridos e teor de

compostos fendlicos totais (Tabelas H e |, em Anexo).

A determinacgédo do teor de polissacaridos no extrato aquoso da farinha de dreche foi efetuada
por processo de precipitacdo com etanol no extrato aquoso concentrado.

O rendimento da massa de polissacaridos por massa de extrato liofilizado foi de cerca de
28,1%. Os polissacéaridos contém essencialmente unidades de xilose, arabinose, manose e
galactose (Kabel et al., 2002; Paraj6 et al., 2009).

Relativamente & massa de polissacaridos sollUveis por massa de farinha (Tabela 5) o valor
obtido foi de 1,968g de polissacaridos por 100g de farinha, dando um rendimento de extracéo
de aproximadamente 2%.

Tabela 5 - Teor de Polissacéaridos do extrato aquoso

Extrato aquoso [ ] ext. aq. conc. (g de Massa de Massa de g Polissacaridos /g g Polissacaridos
concentrado (ml) extrato seco/g de extrato extrato seco polissacaridos (g) Extrato seco /100g Farinha
aquoso (g)
35,0 0,02 0,63 0,18 0,28 1,97

O teor em compostos fendlicos do extrato liofilizado (Figura 17) foi determinado por dissolu¢éo
do extrato em agua destilada com diferentes concentragbes: 1,0g/L, 1,4g/L e 2,0g/L. Os

resultados estdo apresentados na Figura 17 e na Tabela I, em anexo.
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Figura 17 — Determinag&o do teor de compostos fendlicos pelo Método Ribéreau-Gayon, ( A 280nm U.V.), no
extrato liofilizado da farinha de dreche

O extrato liofilizado apresentou um teor de fendlicos totais entre 13,06 mg EAG/g de Extrato e
18,63 mg EAG/g de Extrato. Estes valores, quando comparados com os valores obtidos de
extrato de carqueja (Pimenta, 2012) que variaram entre 245 e 400 mg EAG/g de matéria seca,
mostram que a farinha de dreche apresenta uma composi¢cdo em fendlicos totais, bastante
menor. Grande parte dos compostos fendlicos presentes na matéria-prima inicial sera extraida

durante o processo de producgéo da cerveja.

4.4.2. Caracterizacéo do residuo sélido insoluvel

O residuo solido insolavel foi caracterizado em termos de percentagem de humidade e de
cinza, (Tabelas D e E, em anexo) e, quantificaram-se 0s mesmos minerais identificados na

farinha de dreche (Tabela F, em anexo).

A percentagem de residuo sélido insolluvel (base seca), encontrada na farinha de dreche foi
cerca de 859%. A dreche cervejeira é composta, essencialmente por material
lenhinocelulésico, praticamente insolivel em agua, o que justifica um valor tdo elevado para o

residuo sélido obtido do processo de extracdo aquosa da farinha de dreche.

N

Na Figura 18, estdo representados os valores comparativos, relativos a quantificacdo dos

minerais identificados, tanto na farinha de dreche como no residuo soélido insollvel.
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Figura 18 — Comparacédo dos teores de minerais na farinha de dreche e nos sélidos insoluveis

Observa-se que houve um decréscimo dos teores de fosforo e de magnésio na fragao insoltvel
relativamente a farinha de dreche, de cerca de 9% e 28%, respetivamente. Adicionalmente,
durante o processo de extracdo também ocorreu uma extracdo significativa de potassio e de
sodio, apresentando ambos uma diminuicdo de cerca de 60% da sua quantidade nos solidos
insoluveis em relagdo a farinha de dreche. Os restantes minerais apresentam uma diferencga

bastante inferior.

4.5 Avaliacéo da atividade antioxidante da farinha de dreche e do
seu extrato liofilizado

A atividade antioxidante dos compostos bioativos existentes na Farinha de Dreche foi, avaliada
pelo método do radical DPPH e pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) ou
método do poder redutor do ido férrico (F**) a i&io ferroso (F*"), conforme descrito em 0, com
reacdo direta com farinha ou com solucdes do seu extrato aquoso liofilizado. Os resultados
obtidos estdo separados por tipo de amostra avaliada e por método utilizado e sdo expressos
em TEAC

4.5.1 Farinha de Dreche

Relativamente a farinha de dreche, a actividade antioxidante foi determinada fazendo reagir
diferentes quantidades de farinha diretamente com o radical DPPH ou com reagente FRAP.

Estudou-se o efeito da massa de farinha de dreche e usada no valor final da AOA. Quando se
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usou o reagente FRAP, avaliou-se ainda o método de remocéo dos sélidos em suspensao
(filtrac@o ou centrifugacao) antes da medi¢ao da absorvancia.

Método DPPH- (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Os valores de AOA obtidos nas amostras de farinha de 100, 200 e 300 mg de matéria seca,
diluidas diretamente em 5 ml de reagente DPPH e, sujeitas a filtracdo ap0s reagdo para
remocdo dos sélidos antes da medi¢do da absorvancia do sobrenadante, estdo representados
na Figura 19 e na Tabela J, em anexo. Verifica-se que a medida que a massa da amostra na
mistura reacional aumenta, ocorre um decréscimo do valor da atividade antioxidante, de 0,034
para 0,011 TEAC (M Trolox/100g Farinha), para valores de massa a variar de 100 para 300 mg

de farinha, respectivamente, i.e., uma variagdo de 67,7%.
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x
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& 0,000 - - '
0,1 0,2 0,3
Massa de Farinha (g)

Figura 19 — Avaliagao da Atividade Antioxidante pelo método DPPH+ em farinha filtrada — efeito da
concentracao de farinha

Ocorreu um comportamento idéntico com outras matrizes solidas, nomeadamente orégaos,
repiso de tomate e bagaco de azeitona. A AOA dos orégdos decresceu de 4,08 TEAC (M
Trolox/100g de m.s.) para 0,7 TEAC (M Trolox/100g de m.s.) para valores de massa de
amostra a variar de 0,25 para 2,5 mg de m.s.. A AOA do bagaco de azeitona, decresceu de
0,066 TEAC (M Trolox/100g de m.s.) para 0,030 TEAC (M Trolox/100g de m.s.) para valores de
massa de amostra a variar de 5,5 para 40 mg de m.s.; e a AOA do repiso de tomate, decresceu
de 0,083 TEAC (M Trolox/100g de m.s.) para 0,044 TEAC (M Trolox/100g de m.s.) para valores
de massa de amostra a variar de 5,5 para 40 mg de m.s. (Pereira, 2010). Este comportamento
pode ser devido a limitagdes difusionais, cujos efeitos se tornam mais significativos a medida

gue a massa de soélido na mistura reacional aumenta.
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Os valores de AOA registados na farinha de dreche quando comparados com valores de AOA
obtidos para repiso de tomate e oregéos, mostram que a farinha de dreche tem uma atividade
antioxidante mais baixa (Tabela 6). Este facto podera estar relacionado com o menor teor de
compostos fendlicos e de carotendides presentes na farinha de dreche, em comparacdo com
oregaos e repiso de tomate, respectivamente.

Tabela 6 — Comparacédo de valores de TEAC obtidos em farinha de dreche, repiso de tomate e oregéos

Farinha de dreche 100 0,034
Repiso de tomate 40 0,044
Orégaos 2,5 0,7

Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) Poder Antioxidante de Reducdo do

Ferro

Os valores de AOA obtidos das amostras de farinha de dreche com 25 e 50 mg de matéria
seca, diluidas em 1 ml de 4gua destilada e 2,7 ml de reagente FRAP e centrifugadas apdés
reacdo para a remogao dos solidos antes da medicdo da absorvancia do sobrenadante, estéo
representados na Figura 20 e na Tabela K, em anexo. Verifica-se que, para uma massa de 25
mg de m.s., o valor de AOA é de 0,066 (+0,005) TEAC (M Trolox/100 g de Farinha). Quando se
aumenta a massa de farinha utilizada para 50 mg, os valores de AOA decrescem para 0,031
(+0,004) TEAC (M Trolox/100 g de Farinha). Parece ocorrer a mesma limitagcao difusional que

ocorre com o método do radical DPPH.
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Figura 20 - Avaliacdo da Atividade Antioxidante da farinha de dreche pelo método FRAP - efeito da
concentracao de farinha. Mistura reacional clarificada por centrifugacéo
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Efetuou-se o0 mesmo procedimento para a determinacdo da AOA com o reagente FRAP, mas
usando o processo de filtracdo para a remoc¢ao dos sélidos apds reacdo, antes da medigdo da
absorvancia do sobrenadante.

Na Figura 21 e na Tabela K, em anexo, estdo apresentados os valores obtidos para amostras
preparadas com 25 e 50 mg de m.s. Neste caso néo se verifica uma variagéo significativa do
valor do TEAC, ao contrario do que foi observado quando se usou o processo de centrifugacao.
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Figura 21 — Avaliacéo da Atividade Antioxidante da farinha de dreche pelo método FRAP - efeito da
concentragdo de farinha. Mistura reacional clarificada por filtracéo

Além disso, quando comparados os valores de AOA, obtidos usando o0s processos de
centrifugacdo e de filtragdo (Figura 22), verifica-se que com a filtragédo, se obtiveram valores
inferiores de TEAC. Este facto parece indicar que a aplicacdo de pressdo no processo de
filtracdo provoca um maior contacto entre o solido e o liquido, podendo promover a ocorréncia
de reacdes secundarias, com um efeito direto na absorvancia do filtrado, a partir da qual se
calcula a AOA. Nesta situacao, a variagcdo do valor da absorvancia da mistura reacional podera
ndo ser exclusivamente devido a reacdo de reducgdo do ido ferro com os antioxidantes, prevista

na metodologia.
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Figura 22 — Avaliacdo da Atividade Antioxidante da farinha de dreche pelo método FRAP - efeito do
processo. Mistura reacional clarificada por centrifugacgéo e por filtracao

Na aplicagdo do método de Quencher a farinha de dreche, verificou-se a necessidade de
recorrer ao processamento das amostras, por centrifugacdo ou por filtragdo, antes da medigéo
da absorvancia do sobrenadante. Esta necessidade ficou a dever-se a turbidez verificada nas
amostras o que, podera ser explicado pela percentagem de sélidos insollveis existentes na
farinha de dreche (cerca de 82%). Este processamento final pode induzir reagfes secundarias

gue podem levar a uma sub ou sobreavaliagdo da actividade antioxidante.
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4.5.2 Extrato liofilizado da farinha de dreche

No extrato liofilizado da farinha de dreche, as amostras também foram preparadas a partir de
diferentes massas de matéria seca (m.s.) em diferentes diluicdes (Tabela 3), tendo-se efetuado
a avaliacdo da atividade antioxidante através de aplicacédo direta do método do radical DPPH e
do método do poder antioxidante redutor do ferro (FRAP).

Método DPPH- (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Na Figura 23, estdo representados os valores obtidos das amostras preparadas com 5 e 10 mg
de extrato diluidos em 1 ml de agua destilada e 4 ml de reagente DPPH (5 ml de mistura
reacional); e das amostras preparadas com 5 e 10 mg de extrato diluidos em 2 ml de agua
destilada e 8 ml de reagente DPPH (10 ml de mistura reacional).

Verifica-se que, para a mesma massa de extrato na mistura reacional (5 ou 10 mg), a AOA
aumenta quando se aumenta o volume da mistura reacional de 5 para 10 ml: para 5 mg de
massa de extrato, a AOA aumenta de 0,084 TEAC (M Trolox/100 g de Extrato) para 0,269
TEAC (M Trolox/100 g de Extrato); quando se usa 10 mg de massa de extrato, a AOA aumenta
de 0,044 TEAC (M Trolox/100 g de Extrato) para 0,192 TEAC (M Trolox/100 g de Extrato),
conforme Tabela L em anexo. Este facto pode ser devido a uma maior solubilizacdo do extrato,
gque aumenta a disponibilidade dos compostos ativos para a reacado com o radical.

Volume da mistura reacional =5 ml

0,55 - Volume da mistura reacional = 10 ml

0,50 -
0,45 -
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0,15 -
0,10 - I
0,05 - -
0,00 T )
5 10
Extrato liofilizado (mg)

TEAC (M Trolox /100 g de Extrato)

Figura 23 — Avaliagao da Atividade Antioxidante pelo método do DPPH+ em Extrato Liofilizado
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Relativamente ao efeito de diferentes massas de extrato diluidas no mesmo volume de mistura
reacional (Figura 24), parece ocorrer 0 mesmo comportamento que ocorreu nas amostras de
farinha de dreche, i.e., ocorreu um decréscimo dos valores da AOA a medida que a massa de

extrato aumentou.

A AOA decresceu de 0,269 TEAC (M Trolox/100g de Extrato) para 0,135 TEAC (M Trolox/100g
de Extrato) para valores de massa de extrato a variar de 5mg para 25 mg, respectivamente,
correspondendo a uma variacdo de aproximadamente 50% (Tabela L, em anexo).

0,55 - Volume da mistura reacional = 10 ml
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Figura 24 — Avaliagao da Atividade Antioxidante pelo método do DPPH+* em Extrato Liofilizado — efeito da
concentracdo de extrato na mistura reacional

Comparando os valores de AOA obtidos no extrato liofilizado da farinha de dreche com os
valores AOA obtidos no extrato liofilizado de carqueja (Tabela 7), observa-se que actividade
antioxidante deste ultimo é bastante superior, muito devido ao facto da carqueja ser uma matriz
nao processada antes da obtencéo do extrato aquoso, e de apresentar a partida um maior teor

de compostos fendlicos.

De qualquer modo, dos dados obtidos, parece ser possivel afirmar que a farinha de dreche,
apesar de ser um sub-produto, ainda apresenta alguma actividade antioxidante.

Tabela 7 — Comparacéo de valores de TEAC obtidos em extrato de farinha de dreche e extrato de carqueja

Extrato liofilizado de Farinha de dreche 1,0 0,084

Extrato liofilizado de caules de Carqueja 0,04 0,900
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Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados de TEAC obtidos com a reagao direta com a
farinha de dreche (método de Quencher), em comparagdo com os valores de TEAC obtidos
usando o extrato aquoso, tendo em conta que por cada 100mg de farinha se obteve cerca de
7mg de extrato liofilizado. Verifica-se que fazendo reagir diretamente o radical DPPH com a
farinha de dreche origina um valor de TEAC inferior.

Tabela 8 — Avaliagdo da actividade antioxidante nas diferentes matrizes pelo método Quencher

Farinha de dreche 100 0,0342
Extrato liofilizado de farinha de dreche 7 Entre 0,0443 e 0,0838

Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) Poder Antioxidante de Reducdo do

Ferro

Para este método as amostras do extrato liofilizado foram preparadas a partir de uma solugéo
inicial de 50 mg de extrato liofilizado diluidos em 10 ml de &gua destilada, procedendo-se
depois a uma diluicdo de 1:2, obtendo-se amostras com concentracdes de 5 mg/ml e 2,5

mg/ml.

Para a avaliagdo da atividade antioxidante, retirou-se um volume de 360 pl de cada uma das
solucdes (inicial e diluigdo) aos quais se adicionou 2,7 ml de reagente FRAP. Os valores de
AOA obtidos foram em média 0,0005 TEAC (M Trolox / g de Extrato) na mistura reacional com
concentracdo média de extrato 0,6mg/ml e de 0,0001 TEAC (M Trolox / g de Extrato) na

mistura reacional com concentracao média de extrato de 0,3 mg/ml (Figura 25).

Extrato liofilizado
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Figura 25 — Avaliacéo da Atividade Antioxidante pelo método FRAP no extrato liofilizado
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5. CONCLUSOES

O objetivo deste trabalho tinha como enfoque principal a caracterizacdo quimica da farinha de
dreche e a avaliacao da actividade antioxidante dos seus compostos, através de dois métodos

diferentes e, sem recorrer a processos de extragdo com solventes quimicos.
Dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

e A farinha de dreche é composta essencialmente por material insolGvel, cerca de 82g por
cada 100g de farinha;

e O teor em minerais da farinha de dreche é elevado, consistindo essencialmente em
calcio, magnésio e fosforo

¢ O rendimento da extracdo aquosa em termos de extrato liofilizado é de cerca de 7g
extrato/100g farinha;

e O extrato aquoso apresenta um teor de polissacaridos de cerca de 28% m/m

e Tanto a farinha de dreche como o0 seu extrato aquoso apresentam actividade
antioxidante, determinada pelos métodos baseados na reducdo do radical DPPH e do
ido Fe?" (FRAP). Porém, em ambos os métodos, o valor de AOA medido, expresso em
MTrolox/100g m.s, revelou ser dependente da concentragdo de dreche e de extrato
aguoso na mistura reacional. No que diz respeito ao método FRAP, o valor da AOA
obtido para a farinha de dreche também variou com o método de remocao dos solidos
em suspensédo da mistura reacional antes da medicdo da absorvancia (centrifugagéo ou
filtrag&o).

e O procedimento experimental para a determinacdo da AOA pelos métodos DPPH e
FRAP deve ser otimizado, relativamente a concentracdo de material a usar e método de

separacao de sélidos soluveis.

Das conclusbes apresentadas, a farinha de dreche, apesar de ser um sub-produto, apresenta
alguma atividade antioxidante e elevado teor em minerais, sendo de considerar a sua

incorporacdo em produtos de panificacdo, como incremento de compostos bioativos.
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ANEXOS

TABELA A — Determinacao da cor da Farinha de Dreche
Modelo de cor Hunter Lab / CIELab

Amostra | L- Luminusidade @ a-vermelho-verde b - amarelo-azul

1 63,49 3,02 19,74
2 64,03 2,91 19,16
3 63,98 2,97 18,97
média 63,83 2,97 19,29
desvp 0,298 0,055 0,401

TABELA B - Determinacéo do pH da Farinha de Dreche

pH da Solugdo de

Ensaio | pH da Agua Destilada Farinha de dreche

19, 5,30
29, 5,56 5,31
3, 5,28
Média 5,30
DesvPadrao 0,015

TABELA C - Determinacdo da massa especifica (p) da Farinha de Dreche

Massa Especifica da Farinha de Dreche

Ensaio p Massa Volume
(g/cm’) (g) (cm?)
12, 0,57 162,64
20, 0,57 162,74
286,89

Média 0,57 | 162,69
DesvPadrao | 0,000 | 0,071



TABELA D — Determinacéo de teor de humidade

Cadinh Peso do Peso da Peso Peso
Amostra a 'on ° cadinho farinha Inicial final % Humidade
ne,
(g) (g) (8) (g)
A 20,69 2,00 22,69 22,57 6,32
Farinha de Dreche R 20,59 2,00 22,59 22,47 6,20 6,23 0,080
7 15,85 2,00 17,85 17,73 6,18
] ) 4 15,94 2,00 17,94 17,89 2,53
Fa"“hae‘f:r:;g;hea”°s 12 20,75 2,00 22,75 22,70 2,52 2,58  +0,087
15 15,99 2,00 17,99 17,93 2,68

TABELA E - Determinagdo de teor de cinza

Massa

Amostra Cadinho Tara Amostra Peso Inicial Peso final % Cinza
ne. (8) (&) (8) (8)
17 22,33 2,00 24,33 22,39 2,96
Farinha de Dreche 2,96 +0,007
23 25,95 2,00 27,95 26,01 2,97
Farinha de dreche apés 18 25,20 2,00 27,20 25,25 2,84 2,84

extracao

TABELA F — Identificacdo de elementos minerais (mg de mineral/100g de Farinha)

Mineral | Farinha de dreche | Fragdo de Sdlidos insoluveis

mg de mineral/100g de Farinha

Ca | 259,68  +0,735 278,62
P 254,97 +3,087 229,65
Mg | 185,95  +0,636 133,8
K 5461 +1,230 21,83
Na 9,2 | 40,424 3,57
Fe 7,05 40,021 7,84
Zn 4,31 | 0,092 4,72
Mn | 1,04  +0,046 1,07
Cu | 019 | +0,035 0,33

TABELA G - Determinacédo do extrato organico pelo método Soxhlet

Farinha de Dreche | Extrato organico | Rendimento de Extragdo

() () (%) Base Seca
3,0001 0,49 15,19
3,0172 0,48 14,90
3,2199 0,67 19,41

16,50 +2,937



TABELA H - Determinacéo do teor de polissacaridos no extrato aquoso concentrado

Extrat M1 Tara + Extrato M2
Xirato aquoso Tara dos tubos Tara + Extrato Extrato aquoso aquoso apos Tara + Extrato
concentrado . . = 7

de centrifuga aquoso (g) (g) centrifugagao aquoso apos
(ml)
(g) (g) secagem (g)
35,0 10,61 36,94 26,33 11,57 10,64
10,36 36,98 26,62 11,49 10,39
10,34 34,40 24,06 10,78 10,37
9,81 34,58 24,77 10,33 9,84
10,38 20,64 10,26 10,67 10,39
9,69 20,64 10,95 9,95 9,71
10,41 20,86 10,44 10,72 10,42
10,40 20,83 10,43 10,66 10,41
Total 81,99 225,86 143,87 86,18 82,17

Massa
precipitado
(gomas) (g)

0,033
0,035
0,029
0,030
0,012
0,014
0,013
0,013
0,179

TABELA | — Teor de Compostos Fendlicos Totais no Extrato Aquoso Liofilizado da Farinha de Dreche

Extrato H,0 [] Amostra Abs. [1 Acido Galico (mg/1) mgEAG /g
Liofilizado (mg) (ml) (g/1) (280nm) y =0,0302x - 0,0414 Extrato
10 10 1,0 0,399 14,583 14,583
10 10 1,0 0,399 14,583 14,583
10 10 1,0 0,400 14,616 14,616
10 10 1,0 0,306 11,503 11,503
10 10 1,0 0,307 11,536 11,536
10 10 1,0 0,307 11,536 11,536
Média 10 1,0 0,353 13,060 13,060
35 25 1,4 0,850 29,517 20,845
35 25 1,4 0,847 29,417 20,775
35 25 1,4 0,653 22,993 16,471
35 25 1,4 0,651 22,927 16,423
Média 25 1,4 0,750 26,214 18,629
51 25 2,0 1,189 40,742 19,971
51 25 2,0 1,192 40,841 20,020
51 25 2,0 1,190 40,775 19,988
52 25 2,1 0,977 33,722 16,212
52 25 2,1 0,981 33,854 16,276
52 25 2,1 0,980 33,821 16,260

Média 25 2,1 1,085 37,292 18,121

Desvio
Padrao

71,681

72,519

12,051



TABELA J — Atividade Antioxidante — Método do DPPH- - Farinha de dreche

Farinha
(mg)
100,3
100,4
Média
200,4
200,2
Média
300,5
300,6
Média

Agua
(ml)
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

DPPH
(ml)
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0

Volume da solugdo
reacional (ml)
5,0
5,0
5,0
5,0
5,0
5,0
5,0
5,0
5,0

Mistura reacional com processo de filtragao

[ ] solugdo
reacional
(mg/ml)

20,1
20,1
20,1
40,1
40,0
40,1
60,1
60,1
60,1

Abspppy

1,033
1,033
1,033
1,033
1,033
1,033
1,033
1,033
1,033

AbsAmostra

0,071
0,075
0,073
0,060
0,063
0,062
0,069
0,069
0,069

RSA (%)

93,127
92,740
92,933
94,192
93,901
94,047
93,320
93,320
93,320

Crrolox (M)
y=2E+06x+24,22
3,445E-05
3,426E-05
3,436E-05
3,499E-05
3,484E-05
3,491E-05
3,455E-05
3,455E-05
3,455E-05

TEAC (M
Trolox/g
Farinha)

0,0003
0,0003
0,0003
0,0002
0,0002
0,0002
0,0001
0,0001
0,0001

TEAC (M
Trolox/100g
Farinha)

0,034
0,034
0,034
0,018
0,017
0,017
0,012
0,012
0,012

Desvio
Padrao

0,000

0,000

0,000



TABELA K - Atividade Antioxidante — Método FRAP — Farinha de Dreche

Farinha
(mg)
50,6
50,2

Média
25,2
25,7

Média

Farinha
(mg)

50,6
50,2
Média
25,2
25,7
Média

Agua
(ml)
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

Agua
(ml)
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

FRAP
(ml)
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7

FRAP
(ml)

2,7
2,7
2,7
2,7
2,7
2,7

Volume da
solugao reacional
(ml)

3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7

Volume da
solugao reacional
(ml)

3,7
3,7
3,7
3,7
3,7
3,7

Mistura reacional com processo de filtragdo

[ ] solugdao
reacional
(mg/ml)

13,7
13,6
13,6
6,8
6,9
6,9

Abs
Amostra

0,877
0,731
0,804
0,536
0,370
0,453

Abs
FRAP

0,113
0,113
0,113
0,113
0,113
0,113

RSA (%)

676,106
546,903
611,504
374,336
227,434
300,885

Crrolox (M)
y=5E+07x+4,7709
1,343E-05
1,084E-05
1,213E-05
7,391E-06
4,453E-06
5,922E-06

Mistura reacional com processo de centrifugacao

[]solucao
reacional
(mg/ml)
13,7
13,6
13,6
6,8
6,9
6,9

Abs
Amostra

0,926
1,084
1,005
1,012
1,132
1,072

Abs
FRAP

0,113
0,113
0,113
0,113
0,113
0,113

RSA (%)

719,469
859,292
789,381
795,575
901,770
848,673

CTrolt‘:x (M )
y=5E+07x+4,7709

1,429E-05
1,709E-05
1,569E-05
1,582E-05
1,794E-05
1,688E-05

TEAC (M
Trolox/g
Farinha)

0,0003
0,0002
0,0002
0,0003
0,0002
0,0002

TEAC (M
Trolox/g
Farinha)

0,0003
0,0003
0,0003
0,0006
0,0007
0,0007

TEAC (M
Trolox/100g
Farinha)

0,027
0,022
0,024
0,029
0,017
0,023

TEAC (M
Trolox/100g
Farinha)
0,028
0,034
0,031
0,063
0,070
0,066

Desvio
Padrao

0,004

0,009

Desvio
Padrao

0,004

0,005



TABELA L — Atividade Antioxidante — Método do DPPHe - Extracto liofilizado

Extrato
(mg)
5,0
51

Média
10,2
10,2

Meédia

5,2
51
Média
10,3
10,2
Média
21,8
27,3
Média

Agua
(ml)
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0

2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0

DPPH

(ml)

4,0
4,0
4,0
4,0
4,0
4,0

8,0
8,0
8,0
8,0
8,0
8,0
8,0
8,0
8,0

Volume da solugdo
reacional (ml)

5,0
5,0
50
5,0
5,0
50

10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0
10,0

Mistura reacional com volume total de 5 ml (4 ml DPPH)

“SO'IUGE? Ab Ab RSA (% Crrolox (M)
r(?: ;'/or:; LA T (&) | y-2E+06x+24,22
1,0 1,072 0,732 | 31,716 3,748E-06
1,0 1,072 0,711 | 33,675 4,728E-06
10 1,072 0,722 | 32,696 4,238E-06
2,0 1,072 0,715 | 33,302 4,541E-06
2,0 1,072 0,716 | 33,209 4,495E-06
2,0 1,072 0,716 33,256 4,518E-06
Mistura reacional com volume total de 10 ml (8 ml DPPH)
0,5 0,997 0,585 | 41,324 8,552E-06
0,5 0,997 0,376 | 62,287 1,903E-05
0,5 0,997 0,481 | 51,805 1,379E-05
1,0 1,089 0,361 | 63,791 1,979E-05
1,0 1,089 0,398 | 63,453 1,962E-05
1,0 1,089 0,380 | 63,622 1,970E-05
2,2 1,089 0,140 | 87,144 3,146E-05
2,7 1,089 0,081 | 92,562 3,417E-05
2,5 1,089 0,111 | 89,853 3,282E-05

TEAC (M
Trolox/g
Extrato)

0,0007
0,0009
0,0008
0,0004
0,0004
0,0004

0,0016
0,0037
0,0027
0,0019
0,0019
0,0019
0,0014
0,0013
0,0013

TEAC (M
Trolox/100g
Extrato)

0,075
0,093
0,084
0,045
0,044
0,044

0,165
0,373
0,269
0,192
0,192
0,192
0,144
0,125
0,135

Desvio
Padrao

0,013

0,000

0,148

0,000

0,014



TABELA M — Atividade Antioxidante — Método do FRAP - Extrato liofilizado (soluc&o inicial preparada com 50mg de extrato seco e 10ml de 4gua destilada)

Efeito da concentragao da mistura reacional

Volume da Volume da [ ]1solucao TEAC (M TEAC (M .

iotzadoimgim) | AT | G| soggo | emdonat | (8|l | RSA | ooy, | Tolds | Trlayioog |
5,0 0,36 2,7 3,06 0,59 1,126 0,080 | 13,075 2,522E-05 0,0005 0,050
5,0 0,36 2,7 3,06 0,59 0,975 0,080 | 11,188 2,156E-05 0,0004 0,043
5,0 0,36 2,7 3,06 0,59 0,986 | 0,080 | 11,325 2,183E-05 0,0004 0,044
5,0 0,36 2,7 3,06 0,59 0,983 0,080 | 11,288 2,176E-05 0,0004 0,044

Média 0,4 2,7 3,06 0,6 1,018 | 0,080 | 11,719 2,259E-05 0,0005 0,045 0,004
2,5 0,36 2,7 3,06 0,29 0,227 0,086 | 1,640 3,081E-06 0,0001 0,006
2,5 0,36 2,7 3,06 0,29 0,213 0,086 | 1,477 2,766E-06 0,0001 0,006
2,5 0,36 2,7 3,06 0,29 0,187 | 0,086 | 1,174 2,181E-06 0,0000 0,004
2,5 0,36 2,7 3,06 0,29 0,204 0,086 | 1,372 2,564E-06 0,0001 0,005

Média 04 2,7 3,06 0,3 0,208 @ 0,086 1,416 2,648E-06 0,0001 0,005 0,001
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