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Resumo   

Produziu-se um mosto de malte de cevada, cujas proteínas foram extraídas, 

quantificadas, e caracterizadas por eletroforese SDS-PAGE. A proteína total foi 

quantificada pelo método clássico de Kjeldahl. Os resultados mostraram que o 

malte continha 9,2 ± 0,6 g de proteínas totais em 100 g de amostra, enquanto o 

mosto possuía cerca de metade (4,5 ± 0,6 g/ 100 g).  

As proteínas do malte e do mosto foram extraídas com diferentes tampões de 

extração (PBS, Tris-HCL e água) em diferentes condições (60 ºC, 2h e 4 ºC, 

overnight) e quantificadas através do método UV e BCA. Em média o mosto e o 

malte apresentaram, respetivamente, 8,8 mg (± 0,6) e 4,6 mg (± 0,4) de proteínas 

solúveis por 100 g de amostra.  

Por análise dos geis de SDS-PAGE verificou-se que a qualidade e o perfil das 

proteínas extraídas do malte e do mosto não são influenciados pelo tampão de 

extração, contudo, a extração das proteínas do malte é favorecida a 4 ºC 

overnight.   

Das proteínas identificadas no malte verificou-se a passagem para o mosto 

proteínas Z, proteínas de transferência lipídica (LTP1 e LTP2) e fragmentos de 

hordeínas ricas em ligações de dissulfeto. 

 

Palavras-Chave  

Palavras-chave: Proteínas do Malte, Proteínas da cevada, Proteínas da cerveja, 

Proteínas solúveis da cerveja. 
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Abstract  

A barley malt mash was produced, whose proteins were extracted, quantified and 

characterized by SDS-PAGE electrophoresis. Total protein was quantified using the 

classic Kjeldahl method. The results showed that the malt contained 9.2 ± 0.6 g 

of total protein in 100 g of sample, while the wort had around half (4.5 ± 0.6 g/100 

g).  

The malt and wort proteins were extracted using different extraction buffers (PBS, 

Tris-HCL and water) under different conditions (60ºC, 2h and 4ºC, overnight) and 

quantified using the UV and BCA method. On average, the wort and malt had 8.8 

mg (± 0.6) and 4.6 mg (± 0.4) of soluble proteins per 100 g of sample respectively.  

Analysis of the SDS PAGE graphs showed that the quality and profile of the proteins 

extracted from malt and wort were not influenced by the extraction buffer; 

however, the extraction of malt proteins was favoured at 4 ºC overnight.   

Of the various proteins identified in malt, Z proteins, lipid transfer proteins (LTP1 

and LTP2) and hordeins fragments rich in disulphide bonds were found to pass into 

the wort. 
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Lista de abreviaturas 

BCA – Ensaio de ácido bicinconínico 

BJCP - Beer Judge Certification Program (Programa de certificação de juízes de 

cerveja) 

EBC – European Brewery Convention 

Eletroforese SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato 

de sódio  

FCNAUP – Faculdade de Ciências da Nutrição e Alimentação da Universidade do  

Porto 

FFUP – Faculdade de Farmácia da Universidade do Porto 

LAQV - Laboratório Associado para a Química Verde 

PBS - Solução salina tamponada com fosfato 

REQUIMTE - Rede de Química e Tecnologia 

Tris-HCl –  2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol e ácido cloridrico 

UV-Vis – Ultravioleta Visível 
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kDa – Kilodaltons 
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1. Introdução 

A cerveja é a bebida alcoólica mais consumida no mundo. O seu consumo é milenar 

e prevê-se que a sua produção atinja 1,9 mil milhões de hectolitros.  

Segundo a legislação portuguesa, (Decreto-Lei n.º 2/2022) de 4 de janeiro de 2022, 

as normas técnicas relativas a definições da composição e características das 

cervejas descreve que “Cerveja é a bebida obtida através da fermentação 

alcoólica, mediante leveduras selecionadas do género Saccharomyces, que atuam 

sobre um mosto cervejeiro preparado a partir de uma solução de hidratos de 

carbono fermentáveis e proteínas solúveis, o mosto cervejeiro possui como 

ingredientes principais, grãos maltados ou outras matérias-primas amiláceas ou 

açucaradas, ao qual são adicionadas flores de lúpulo ou seus derivados em água 

potável” (2).  

A quantidade de amido (70 a 85 %), proteínas (9 a 14 %) e gorduras (2 a 3 %) (3), a 

qualidade da casca, a alta atividade enzimática e o seu tradicional sabor torna a 

cevada (Hordeum vulgare L) o cereal mais utilizado para a produção de grão 

maltado (malte), este que será um dos principais insumos para produção de 

cervejas, sendo acrescentado em grandes quantidades (numa média geral, cerca 

de 25 Kg para cada hectolitro de cerveja) (4). Entretanto, é comum a prática de 

utilização de outros cereais, como trigo, aveia e centeio, entre outros. O malte 

pode influenciar o dulçor, acidez, aromas, corpo, cor, turvação, viscosidade, 

espuma da cerveja, dependendo (i) do tipo de cereal, (ii) grau de torrefação, (iii) 

moagem do grão, (iv) teores de amido, (v) proteínas e (vi) enzimas α-amylase e β-

amylase (5-9). 
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Algumas classes de proteínas do malte são estáveis ao calor e resistentes ao 

processo de fabrico das cervejas. Tendo influência no produto, cruciais para a 

estabilidade da turbidez, formação de espuma e adsorção dos compostos voláteis 

das cervejas. (10-15) No geral, as cervejas contêm cerca de 500 mg/L de materiais 

proteicos com massas moleculares que variam entre 5 e 100 kDa (16). São 

comumente estudadas nos grãos maltados, e mostos cervejeiros as seguintes 

proteínas: proteínas Z e as proteínas de transferência de lípidos (LTPs) (10, 12, 16-22). 

Este estudo teve como objetivo extrair, quantificar e identificar classes de 

proteínas que possuem carater hidrofóbico e anfifílico, respectivamente, classes 

de proteínas Z que são membro do grupo das proteínas serpinas que são inibidores 

de proteases de serina e a principal albumina da cevada, e também as classes de 

proteínas de transferência de lipídios (LTPs).  

Para a matriz de grãos de cevada maltado, a literatura sugere métodos de 

extração de proteínas vegetais em pH alcalino (10). Desta maneira, em pH alcalino 

e condições salinas, as proteínas adquirem  mais facilidade em obter uma carga 

líquida negativa, aumentando a repulsão dentro e entre as moléculas de proteína 

(10, 23, 24). O PBS (pH 7.5) é normalmente utilizado quando existe a necessidade de 

solubilizar e desnaturar as proteínas alvo. O Tris-HCL (pH 8.0) possui capacidade 

de extrair proteínas citoplasmáticas solúveis da matriz vegetal. Portanto, os 

tampões de extração foram selecionadas por serem específicos para a porção de 

proteínas hidrofóbicas e anfifílicas, nomeadamente as de interesse, albuminas e 

globulinas (25, 26). 

A Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com dodecil- sulfato de sódio (SDS) 

é o método mais usado para separar misturas complexas de proteínas para 

posterior identificação e/ou quantificação. O procedimento envolve a utilização 
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de um detergente aniónico (SDS) que se liga às proteínas conferindo-lhes uma 

carga negativa proporcional à sua massa molecular. Este passo é seguido de 

eletroforese através de uma matriz porosa de gel de acrilamida que separa as 

proteínas com uma excelente resolução apenas com base na sua massa molecular 

(10, 20, 27-30) . 

2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral 

Este trabalho faz parte de um estudo amplo no qual se pretende avaliar o potencial 

de ligação das proteínas da cerveja com os compostos voláteis dos lúpulos. Foram 

previamente realizadas análises in silico para avaliar o potencial de acoplamento 

molecular (molecular docking), que demostraram que alguns compostos, como os 

sesquiterpenos e monoterpenos possuem um alto grau de interação. Contudo, os 

estudos in silico necessitam de validação através de estudos experimentais. Para 

tanto, serão necessários testes envolvendo incubação dos compostos voláteis com 

soluções ricas em proteínas das cervejas. Neste contexto, este estudo teve como 

objetivo produzir um mosto concentrado de proteínas que possuem carater 

hidrofóbico e anfifílico, respectivamente, classes de proteínas Z que são membro 

do grupo das proteínas serpinas e a principal albumina da cevada, e também as 

classes de proteínas de transferência de lipídios (LTPs). 

 

2.2. Objetivos específicos 

(i) Produção do mosto cervejeiro rico em açucares e proteínas, 

reproduzindo a etapa de mostura (mashing) da produção de cervejas; 

(ii) Quantificar proteínas totais de mosto liofilizado pelo método 
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Kjeldahl; (iii) Extrair e quantificar as proteínas solúveis no mosto 

liofilizado pelos métodos de UV/Vis e BCA; (iv) Separar e identificar 

proteínas com massas moleculares entre 7 kDa e 42 kDa, utilizando 

método de eletroforese SDS-PAGE. 

3.  Metodologia  

 

3.1. Preparação de amostras de grão de cevada maltada e mosto 

liofilizado 

O malte (Swaen®Pilsen, Países Baixos) foi obtido em loja local de matérias-primas 

para o fabrico de cervejas.  

Avaliou-se a humidade dos grãos de malte moído, cerca de 1g dos grãos de malte 

moído foi colocado dentro do medidor de humidade (KERN DBS 60-3 Germany) 

cujo pesa a amostra, e através do aquecimento (100ºC), realiza a secagem da 

amostra, quantificando assim, por diferença de pesos,a humidade em percentual. 

Os grãos de cevada maltada foram moídos a 3000 RPM durante 5 segundos). A 

seguir preparou-se o mosto cervejeiro: pesou-se 100 g de grão de malte moído e 

adicionou-se 360 ml de água desionizada à temperatura de 65 ºC, sob agitação 

manual durante 60 min. Manteve-se a temperatura de 65 ºC até total sacarificação 

verificada utilizando-se do método de teste de iodo 2%, cujo obseva-se, se o mosto 

escurecer é sinal de que ainda há amido a ser convertido, se permanecer claro, a 

conversão está completa.  

 

Após a sacarificação, o mosto foi filtrado de forma simples utilizando-se de um 

Funil de Büchner  com capacidade de 250 ml, Diâmetro Superior  100 milímetros 

e diâmetro da Haste 23 milímetros. Após filtragem, o mosto foi colocado em 
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fervura durante 60 minutos. Posteriormente o mosto foi arrefecido e 

acondicionado em frascos e levado à temperatura de -80 ºC para ser liofilizado.  

 

3.2. Quantificação de proteínas totais  

A quantificação de proteínas totais foi realizada pelo método de Kjeldahl(31) em 

duplicado.  

 

3.3. Extração e quantificação de proteínas solúveis pelos testes de UV/VIS 

e BCA 

Pesaram-se 200 mg de mosto liofilizado e 200 mg de grãos de malte de cevada 

moídos. Adicionou-se 1,5 mL de cada tampão de extração: Tris-HCl 100mM (pH 

8,0), PBS 200mM (pH 7,5) e água (pH 7), a cada uma das amostras. Testaram-se 

duas condições de extração: 4º overnight (~17h) e 60 ºC durante 2h, ambas em 

constante agitação a 900 rpm (Thermomixer Comfort, Eppendorf AG, Hamburg, 

Germany). As amostras foram centrifugadas a 9,000xg durante 30 min. Recolheu-

se o sobrenadante e repetiu-se a centrifugação nas mesmas condições. Recolheu-

se o sobrenadante para análise e descartou-se o pellet (26). 

Os teores de proteínas dos extratos foram quantificados por dois métodos: 

espectrofotometria UV/Vis (5, 32, 33) e por utilização do kit de quantificação de 

proteínas Pierce™ BCA Protein Assay Kit. 

Para o método UV adicionaram-se 4 μL de amostra (em duplicado) Placa Lvis, ideal 

para medições de baixo volume de proteínas e mediu-se a absorvência a 280 nm 

(SPECTROstar Nano (BMG LABTECH, Ortenberg, Germany) (33). A concentração de 

proteínas estimada pelo método UV foi levada em consideração para a diluição 
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das amostras para quantificação com o Pierce™ BCA Protein Assay Kit. Para 

realização do teste BCA, as amostras foram diluídas com água ultrapura para uma 

concentração que ficasse dentro da curva de calibração, ou seja, entre 0 e 

2 mg/mL. Os testes foram realizados em microplacas de 96 poços aos quais foram 

adicionados, em triplicado, 20 µL de amostra ou de padrão juntamente com 200 µL 

da solução de trabalho do kit de BCA. As microplacas foram incubadas a 30 minutos 

a 37 ºC protegidas da luz. Após o arrefecimento da placa até à temperatura 

ambiente efetuou-se a   medição da absorvência a 562 nm. Calculou-se a 

concentração de proteína das amostras com base na equação da reta da curva de 

calibração(34-36). 

 

3.4. Método de Eletroforese SDS-PAGE 

3.4.1. Preparação de Géis 

Cada gel é composto por uma porção de gel de empacotamento e uma porção de 

gel separador preparadas de acordo com o descrito na Tabela Suplementar 1. O 

gel de empacotamento tem como objetivo empacotar as proteínas que serão 

posteriormente separadas durante a sua migração ao longo do gel separador. A 

percentagem de acrilamida adicionada ao gel separador vai definir o diâmetro do 

poro da malha (27, 37). Neste trabalho utilizou-se uma percentagem de 12 % de 

acrilamida.  

 

3.4.2. Preparação da amostra de eletroforese 

Após testes com diferentes concentrações de diluição, os melhores resultados de 

corrida de eletroforese ocorreram para os extratos que foram diluídos com água 

ultrapura a 5 mg/mL para amostras  de liofilizado de mosto e 2 mg/mL para 
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amostras de malte. De seguida as amostras (10 µL) foram misturadas com tampão 

de carregamento Laemmli (10 µL) na proporção de 1:1. Para cada amostra, foram 

testadas duas condições de análise: condições não desnaturantes (sem nenhum 

tipo de tratamento adicional) e condições desnaturantes, cujo as ligações de 

hidrogênio foram rompidas através do calor (95ºC /5 min) e as ligações de 

dissulfeto rompidas com componente químico  (50 mM de beta-mercaptoetanol). 

(27, 29, 37) 

 

3.4.3. Aplicação da amostra no Gel 

Os géis foram inseridos no sistema de  de eletroforese (Mini-PROTEAN® Tetra Cell 

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA), e submersos em tampão 1× 

Tris/Glycine/SDS (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).(27, 29) Adicionou-

se  3 µL de marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Dual Color Standard 

10-250 kDa (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA) no primeiro poço de 

cada gel. Aplicou-se 10 µL de cada amostra nos restantes poços. O equipamento 

de eletroforese foi ligado a 130 V, até as amostras atingirem o gel de separação 

(10-15 minutos). Em seguida a voltagem foi aumentada para 160 V e os géis foram 

monitorizados durante 45 a 55 minutos. No final da corrida, os géis foram retirados 

da cuba e dos vidros e incubados em solução corante Coomassie Staining Solution 

(1,25 g de Coomassie G-250, 500 mL de metanol, 100 mL de ácido acético glacial, 

400 mL de água ultrapura) em agitação constante durante 10 minutos. Após o 

processo de coloração, a solução corante foi removida e substituída por solução 

descolorante (50 mL de metanol, 70 mL de ácido acético glacial, 880 mL de água 

ultrapura), trocada de 2 a 3 vezes. O gel foi mantido na solução descorante, a 
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cerca de 4 ºC de um dia para o outro (27). Por fim, os géis foram fotografados (Gel 

DocTM EZ Imager, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). 

 

 

3.5. Análise estatística 

Com os dados obtidos na quantificação de proteínas foi verificado (i) se havia ou 

não distribuição da normal pelo teste de Shapiro-Wilk ajustado pelo método de 

Holm; (ii) a homogeneidade de variância testada pelo teste Levene; e (iii) a 

comparação das médias por ANOVA seguida de teste Tukey. Testes realizados em 

R versão 4.2.2 e IBM SPSS Statistics versão 29.0.0.0. 

 

4. Resultados 

4.1. Humidade 

O teor de humidade dos grãos de malte foi quantificado em  4,72 %.  

Foi estipulado 6% como valor crítico de humidade máximo devido a qualidade 

sensorial (38). Valores  de humidade acima de  13%  são propícios a risco de 

contaminação fúngica(39). 

 

4.2. Quantificação de proteínas totais  

De acordo com os resultados obtidos pelo método de Kjeldahl (31), o malte continha 

9,2 ± 0,6 g de proteínas totais em 100 g de amostra. Por sua vez o mosto possuía 

cerca de 4,5 ± 0,6 g/ 100 g, cerca de 50 % da proteína originalmente presente no 

malte. Este resultado demostra uma diminuição significativa (p < 0.001) na 

quantidade de proteínas totais. 

 



9 

 

 

4.3. Quantificação de proteínas solúveis  

Para avaliação das proteínas solúveis, começou por se utilizar o método de 

medição por UV de forma a obter um valor de concentração aproximado (Tabela 

Suplementar 2). Com base nesse valor efetuaram-se as diluições necessárias para 

que o valor de concentração se encontrasse dentro dos valores da curva de 

calibração do método de BCA.  Os valores de concentração obtidos pelo método 

de UV, sugerem que as amostras de mosto liofilizado continham mais proteínas 

solúveis (14,38 – 18,24 mg/ml) do que as amostras de malte (9,84 -11,71 mg/ml) 

(Tabela suplementar 2). Com base na concentração de proteína estimada pelo 

método de UV-Vis, utilizou-se um fator de diluição de 30 para que todas as 

amostras ficassem com concentração de proteínas dentro da curva de calibração 

do BCA (0-2 mg/ml) (Tabela Suplementar 3). A Figura 1 representa as 

concentrações de proteínas extraídas nas diferentes condições (Tabela 

Suplementar 2), sendo possível observar que as amostras de mosto apresentaram 

maiores quantidades de proteínas solúveis em comparação com as amostras de 

grãos de malte. Em média o mosto e o malte apresentaram, respetivamente, 8,8 

(± 0,6) e 4,6 (± 0,4) mg de proteínas solúveis por 100 g de amostra. 
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Figura 1: Concentração de proteínas solúveis (mg/100 g) no mosto (azul) e malte (laranja) em 
diferentes condições de extração. Letras diferentes indicam que há diferença significativa (p < 
0,05). 

 

Uma vez que amostras apresentaram homogeneidade de variância, ANOVA de fator 

único seguida de teste Tukey foi utilizada para comparar as médias da 

quantificação de proteínas solúveis. O resultado do teste reforçou a diferença 

significativa que há entre as amostras mosto e cevada, também demonstrando que 

não houve diferenças significativas quando estes são extraídos por diferentes 

tratamentos de tampão e temperatura. Com exceção da amostra de mosto 

extraída com Tris-HCl a 60 ºC, que apresentou diferenças significativas (p < 0,05) 

para todas as demais extrações. ANOVA com dois fatores foi realizada para 

perceber a influência da amostra, tampão e temperatura no processo de extração 

e quantificação das proteínas solúveis pelo método de BCA. A amostra (p < 0,001) 

e o tipo de tampão (p = 0,03) tiveram impacto para diferenciar a concentração de 

proteínas. Facto devido ao baixo valor na quantidade de proteínas solúveis (7,5 ± 

0,5 mg/100 g) nas amostras de mosto extraída com Tris-HCl a 60 ºC. A temperatura 

de extração não demonstrou influência (p = 0,85) na quantificação das proteínas. 
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4.4. Electoforese SDS 

De forma a obter a mesma quantidade de proteínas em cada amostra foram feitas 

diferentes diluições com água ultrapura (Anexo A) para que as amostras atingissem 

as concentrações de 5 e 2 mg/mL para amostras obtidas de mosto e grãos de malte 

respetivamente.  

A análise geral dos géis de SDS-PAGE (Figura 2A e 2B) mostra que as condições 

testadas permitiram extrair várias proteínas do malte com pesos moleculares 

entre os 10 e os 70 kDa com destaque para as bandas com peso molecular de ~60, 

45, 42, 35, 30 ou 15, 25, 22, 19 e 5-10 kDa (Figura 2A e 2B, poços 4,5,9,10).  No 

caso do mosto são apenas visíveis três bandas aos 42, 25-30 ou 15 kDa e 5-10 kDa 

(Figura 2A e 2B, poços 1, 2, 3, 6, 7, 8).  
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Figura 2.  Gel de SDS-PAGE e condições A) não desnaturantes, B) desnaturantes. Poço M –marcador 

molecular; Poço 1-mosto PBS 60 ºC; Poço 2-mosto Tris-HCl 60 ºC; Poço 3-mosto água 60 ºC; Poço 

4-malte PBS 60 ºC; Poço 5-malte Tris-HCl 60 ºC; Poço 6-mosto PBS 4 ºC; Poço 7-mosto Tris-HCl 

4 ºC; Poço 8-mosto água 4 ºC; Poço 9-malte PBS 4 ºC; Poço 10-malte Tris-HCl 4 ºC. 

 

No geral verificou-se que os perfis proteicos do mosto não são afetados pelo 

tampão de extração, contudo, a extração a 4 ºC overnight permite obter um perfil 

proteico mais bem definido e com mais bandas no caso do malte tanto em 

condições não desnaturantes (Figura 2A, poços 9 e 10) como desnaturantes (Figura 

2B, poços 9 e 10). Nestas condições são visíveis três bandas  (60 kDa, 30 kDa e 25 

kDa) que não são visíveis nas extrações realizadas a 60 ºC durante 2 h (Figura 2A, 

poços 4 e 5). 

A comparação entre os géis corridos em condições não desnaturantes (Figura 2A) 

e os géis corridos em condições desnaturantes (Figura 2B) mostra que em 

condições desnaturantes foi possível obter um perfil proteico com maior resolução 

tanto para o malte como para o mosto. A principal diferença no perfil de bandas 

dos dois géis está na banda a 30 kDa que é visível em condições não desnaturantes 

no malte e no mosto, mas que em condições desnaturantes desapareceu 

originando uma nova banda a 15 kDa em ambas as amostras.  

5. Discussão 

Na literatura estima-se para o grão maltado valores totais de proteínas entre 9,0 

a 11,5 g /100 g (40). Neste trabalho obteve-se um valor de  9,2 g/100 g.  

A literatura sugere que a proteína solúvel extraida dos grãos para o mosto pode 

variar entre 40% (41) a 57%  (5) do valor total de proteínas, dependendo dos métodos 

de processamento usados durante a maltagem e mosturação. Pelo método de 
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Kjeldahl os valores totais de proteínas no liofilizado de mosto foram de 4,5g /100 

g de amostra de mosto, o que representa cerca de 50% da proteína total do grão 

(9,2 g/100 g), o que está de  acordo com a literatura.  

Em relação à extração destas proteínas solúveis no malte, estima-se que seja 

possível extrair  7 mg/100 g de malte seco, enquano para o liofilizado de mosto 

7-10 mg/100 ml de liofilizado de mosto (9, 41). Os valores de proteínas solúveis 

obtidos para para o malte foram  4,5 mg/100 g de malte seco, valor abaixo da 

literatura, enquanto para o liofilizado de mosto apresentou para proteínas solúveis 

8.8 mg/100 g de amostra de  liofilizado de mosto, conforme a literatura. Os 

resultados obtidos estão de acordo com a literatura, ao apresentar maior 

quantidade de proteínas solúveis no mosto do que no malte (32). 

Entre as opções de otimização de extração de proteínas, a literatura sugere seguir 

estratégias que visem melhorar a extração e seletividade das proteínas extraíveis. 

Sendo assim, é descrito como o mais sustentável, os tratamentos hidrotérmicos 

controlados. O tratamento hidrotérmico apresentou bons resultados para o 

processo de otimização de extração de proteínas e por não requerer adição de 

produtos químicos, é tido como potencial alternativa sustentável ao processo de 

pré-tratamento químico ou enzimático, de forma não prejudicial à estrutura do 

grão e qualidade da proteína (42). O pré-tratamento hidrotérmico a 60 °C 

condicionou uma extração de proteína os valores entre 64 e 66 % de grãos que 

possuíam valores de proteínas totais iguais a 22,44 g ± 2,70 por 100 g. (42) 

A análise dos géis de SDS-PAGE sugere que tanto os tampões Tris-HCl e PBS como 

a água são adequados para a extração de proteínas de mosto originando perfis 
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proteicos muito semelhantes. O mesmo se verificou para o malte, no qual o Tris-

HCl e o PBS originaram perfis muito semelhantes entre si.   

A condições de temperatura (4 ºC vs 60 ºC) e tempo de extração (overnight vs 2h) 

não afetaram o perfil proteico do mosto, mas o mesmo não se verificou no caso 

do malte para o qual uma temperatura de extração mais baixa (4 ºC), mas com 

uma incubação mais prolongada (overnight, ~17h), se mostrou mais eficiente 

resultando no aumento do número de bandas. 

A análise global do perfil de bandas do mostro mostra a existência de três bandas, 

duas das quais (42, e 5-10 kDa) não foram afetadas pelas condições de 

desnaturação. A literatura sugere que a banda a 42 kDa corresponde às proteínas 

Z (43) e a banda a 5-9 kDa corresponde a proteínas de transferência de lípidos 

(LTPs) (12). A proteína Z é a principal albumina da cevada, com uma massa 

molecular de 40 kDa e que representa cerca de 5 % da albumina total da cevada. 

Esta é estável ao calor e resistente à degradação enzimática, o que significa que 

sobrevive inalterada ao processo de fabrico da cerveja e é uma das principais 

proteínas ainda presentes na cerveja juntamente com as LTPs. As LTPs são 

divididas em duas classes, as ns-LTP1 e ns-LTP2, que representam de 5 a 10 % do 

total de proteínas solúveis de grãos maltados (44).  

Sugere-se que as β-hordeínas ricas em pontes de dissufuleto foram identificadas 

nas bandas de 30 kDa nos géis em condições não desnaturantes, posteriormente 

nos géis com condições desnaturantes fragmentos desnaturados destas B-

hordeínas foram originados, possuindo aproximadamente massas molecular de 15 

kDa cada.  

Não existe na literatura nenhuma proteína identificada no malte ou no mosto com 

25-30 kDa, contudo está descrito que durante o processo de maltagem mais de 
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70 % das proteínas do grão de cevada, principalmente hordeínas B e D e glutelina, 

são degradadas por endoproteases originando péptidos mais pequenos. É, 

portanto, possível que esta banda de aproximadamente 25-30 kDa obtida em 

condições não desnaturantes seja composta por fragmentos de hordeinas (45). Nos 

géis corridos em condições desnaturantes a estrutura terciária e quaternária das 

proteínas é destruída através da temperatura (95 ºC) e da redução das pontes 

dissulfureto por ação do beta-mercaptoetanol (46). Sendo as hordeínas B ricas em 

enxofre é possível que esta banda a 30 kDa corresponda á um fragmento de uma 

hordeina B que se desnaturou originado duas cadeias de 15 kDa cada(47).  

É um consenso de que, uma vez que a qualidade das poteínas solúveis, LTPS e 

Proteínas Z sejam responsáveis pela quantidade de espuma formada e estabilidade 

da espuma, estima-se que este trabalho possa contribuir com a redução de 

dependência de aditivos na criação de cervejas mais aromáticas (48) 

6. Conclusões 

O mosto apresentou ser melhor alternativa que o malte para a extração de 

proteínas solúveis, visto que, apesar do malte conter o dobro de proteínas totais, 

o mosto apresentou quantidades maiores de proteínas solúveis.  

Não se verificaram diferenças no perfil proteico dos extratos obtidos com os 

diferentes tampões de extração testados tanto no malte como no mosto.  

As condições de extração não influenciaram o perfil proteico do mosto, mas 

tiveram uma influência relevante no caso do malte para o qual a temperatura de 

4 ºC, overnight se verificou mais eficiente originado maior número de bandas. 

Foi possível identificar no mosto fragmentos de hordeínas ricas em ligações de 

dissulfeto, Proteinas Z, e as proteínas de transferência lipídica (LTP1 e LTP2).  
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7. Sugestões 

Fazer novos testes com diferentes variedades de grãos de malte, realizar 

diferentes métodos de produção de mosto cervejeiro. Recomenda-se a utilização 

de um LC- MS juntamente com um software de bancos de dados a fim de 

identificar as proteínas do malte e do mosto. Também a utilização de 

equipamento MALDI-TOF- MS com intenção específica identificar as proteinas de 

malte solúveis em água e soluveis em sais. É provado na literatura que a 

combinação destes métodos com testes imunológicos pode trazer resultados mais 

precisos das características do malte. 

 
ANEXO A  
 

Tabela Suplementar 1. Composição dos géis de SDS-PAGE 

Reagentes  
gel separador (2 

géis) 

gel de 
empacotamento (2 

a 5 géis) 

Poliacrilamida 12% 5% 

H2O (mL) 0,888 5.833 

Separating gel buffer 4x (mL) 3,000 - 

Stacking gel buffer 4x (mL) - 2.500 

Acryl/Bis 37:5:1 solution (mL) 7,920 1.667 

SDS 10% (µL) 120 100 

TEMED (µL) 12 20 

APS 10% (µL) 60 50 

Bromophenol blue 10% (µL) - 20 

volume total (mL) 12 10 
 

Protocolo referência para preparo de géis de separação e géis de empacotamento com respectivas 

% de poliacrilamida 

 

Tabela Suplementar 2. Valores de concentração de proteínas obtidos pelo método 

de UV/VIS e BCA. 

Amostra 
Tampão de 
extração 

Condições de 
extração 

Concentraçãode proteínas 
(mg/mL) método UV-Vis 

Concentraçãode proteínas 
(mg/mL) método BCA 

Mosto PBS 60 ºC, 2 horas 17,716 ± 0,208 12,079 ± 1,124 

Mosto Tris-HCl 60 ºC, 2 horas 14,3835 ± 0,149 9,997 ± 0,603 
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Mosto Água 60 ºC, 2 horas 17,654 ± 0,051 12,530 ± 0,724 

Malte PBS 60 ºC, 2 horas 10,6815 ± 0,080 5,909 ± 0,077 

Malte Tris-HCl 60 ºC, 2 horas 11,7095 ± 0,028 7,134 ± 0,067 

Mosto PBS 4ºC, overnight 17,506 ± 0,388 11,868 ± 0,077 

Mosto Tris-HCl 4ºC, overnight 17,3215 ± 0,261 11,890 ± 1,003 

Mosto Água 4ºC, overnight 18,237 ± 0,030 12,380 ± 0,798 

Malte PBS 4ºC, overnight 9,835 ± 0,041 5,720 ± 0,357 

Malte Tris-HCl 4ºC, overnight 10,195 ± 0,024 5,976 ± 0,292 

 

Tabela de concentrações de proteínas solúveis presentes em amostras de malte e liofilizado de 

mosto utilizando soluções de extração PBS;Tris-HCL;Água em diferentes temperaturas e tempo de 

contacto entre amostras e soluções de extração, respectivamente  60ºC durante 2 horas e 4ºC 

durante  17  horas  

 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela Suplementar 3. Cálculos para a concentração de proteínas das amostras 

por BCA, e respetivas diluições das concentrações de proteínas obtidas que para 

serem utilizadas para aplicação em gel de eletroforese. 

  

 

Tabela de diluição de amostras de malte e liofilizado de mosto (µL) em água ultra pura  (µL) para 

obtenção de concentração final estipulada para aplicações em géis (mg/mL)  

 

Amostra Concentração 
de proteínas 

solúveis 
(mg/mL) 

Volume 
amostra 

(uL) 

Volume 
(H2O) (uL) 

Concentração 
final (mg/mL) 

Mosto 60 ºC 12,08 41,4 58,6 5 

Mosto Tris-HCl 60 ºC 10,00 50,0 50,0 5 

Mosto água 60 ºC 12,53 39,9 60,1 5 

Malte PBS 60 ºC 5,91 33,8 66,2 2 

Malte Tris- HCl 60 ºC 7,13 28,0 72,0 2 

Mosto PBS 4 ºC 11,87 42,1 57,9 5 

Mosto Tris-HCl 4 ºC 11,89 42,1 57,9 5 

Mosto água 4 ºC 12,38 40,4 59,6 5 

Malte PBS 4 ºC 5,72 35,0 65,0 2 

Malte Tris -HCL 4 ºC 5,98 33,5 66,5 2 
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