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RESUMO

No processo de producao de vinho o residuo gerado corresponde em cerca de
20% da matéria-prima, que consiste de engaco, bagaco, sementes e borras ricas em
compostos bioativos e valor nutricional que podem ser utilizados como complemento
de racdo animal ou para a adubacéo do solo. Visando dar um destino mais nobre para
esse residuo, implantaram-se dois experimentos consecutivos. No primeiro
experimento foi investigado o efeito de solventes de extracdo em compostos fendlicos
de residuo de vinho da cultivar Bérdo, bem como sua atividade antioxidante in vitro.
Para tal finalidade, implantou-se um planejamento unifatorial — relacdo solvente e
agua — com dois solventes (metanol e etanol) combinados na proporgdo em volume
de 0, 50, 75 e 100% de solvente com agua, totalizando 8 tratamentos. Nos extratos
resultantes, analisaram-se fendis totais (FT), antocianinas totais (ANT), capacidade
antioxidante (CA) e acucares redutores (AR); o teor de acido galico, acido cafeico e
resveratrol por CLAE. No segundo experimento, a partir do 6timo do experimento 1,
objetivou-se obter um extrato fendlico combinando extracdo continua seguido de
concentragdo por evaporacdo, bem como obter informacdes preliminares de difuséao
efetiva, eficiéncia de operacdo, rendimento de compostos fendlicos e vazbes
operacionais. Os resultados indicam que a mistura solvente e agua, tanto usando
etanol como metanol, na proporcao de 50 ou 75%, melhora a extracdo dos compostos
fendlicos pelo aumento da solubilidade e, como consequéncia, facilita a
permeabilidade e transferéncia desses compostos por difusdo. Houve forte correlacéo
direta entre a FT, CA e ANT, sendo que dos trés compostos identificados por CLAE,
0 acido cafeico destacou-se positivamente para atividade antioxidante. Entretanto, os
resultados n&o sdo conclusivos com relacdo a natureza quimica que foi favorecida
frente aos oito tratamentos in vitro, mas os resultados para AR indicam que estes
estdo presentes como compostos fendlicos complexos. O processo de extracao piloto
sélido-liquido de compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bordd seguido
de concentracdo, com uma relacao de alimentacao 13 g residuo por litro da mistura
50 % v/v (etanol/dgua) a 45 oC, tem uma eficiéncia superior a 70 %, com rendimento
para FT, ANT, CA e RA entre 15,2 e 23,4 %. As massas de solvente e residuo se
conservaram com uma perda global de cerca de 0,14%. O comportamento temporal

dos parametros FT, ANT, CA e RA indicam que o processo de extracdo poderia
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continuar até cerca de 140 minutos. Os valores de difusividade efetiva encontrados a
45 °C para FT e ANT indicam que as antocianinas migram mais facilmente do que os
compostos fendlicos até as zonas exteriores da micela. Finalmente, o processo de
extracdo piloto solido-liquido de compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar
Bordd seguido de concentracdo, nas condi¢des operacionais definidas neste trabalho,
é factivel com uma eficiéncia superior a 70%, porém é necesséario ampliar alguns
estudos propostos nas consideracoes finais que permitirdo esclarecer melhor os trés
fenbmenos envolvidos na extracdo solido-liquido e, consequentemente, modelar e
otimizar o processo de extragao proposto.

Palavras-chaves: Extratos fendlicos; atividade antioxidante; CLAE; difusdo do

soluto; eficiéncia da extracao; Vitis vinifera.



ABSTRACT

In the wine production process, the residue generated amounts to about 20%
of the raw material, consisting of stem, bagasse, seeds, and lees, which are rich in
bioactive compounds and nutritional value that can be used as complement in animal
feed or for soil fertilization. Aiming at giving a more noble destination to this residue,
two consecutive experiments were implemented. The first experiment investigated the
effect of extraction solvents on phenolic compounds of wine residue of the Bordo
cultivar, as well as its in vitro antioxidant activity. To that end, a unifactorial design —
solvent and water ratio — was implemented with two solvents (methanol and ethanol)
combined at proportion, in volume, of 0, 50, 75, and 100% solvent with water, for a
total of eight treatments. Analyses were performed for total phenols (TP), total
anthocyanins (ANT), antioxidant capacity (AC), and reducing sugars (RS); the contents
of gallic acid, caffeic acid, and resveratrol by HPLC. In the second experiment, from
the optimal values of experiment 1, the goal was to obtain a phenolic extract combining
continuous extraction followed by concentration via evaporation, as well as obtain
preliminary information on effective diffusion, operation efficiency, yield of phenolic
compounds, and operation flow rates. The results indicate that the solvent and water
mixture, whether using ethanol or methanol, at the proportion of 50 or 75%, improves
the extraction of the phenolic compounds by increasing the solubility and,
consequently, facilitates the permeability and transfer of those compounds through
diffusion. A strong direct correlation was found between TP, CA, and ANT, while of the
three compounds identified by HPLC, caffeic acid stood out positively for antioxidant
activity. However, the results are not conclusive regarding the chemical nature that
was favored in face of the eight in vitro treatments, but the results for RS indicate that
those are present as complex phenolic compounds. The solid-liquid pilot extraction
process of phenolic compounds from wine residue of the Bordd cultivar followed by
concentration, with a feed rate of 13 g residue per liter of the 50% v/v (ethanol/water)
mixture at 45 °C, has efficiency above 70% with yield for TP, ANT, AC, and RS
between 15.2 and 23.4%. The masses of solvent and residue were conserved, with
global loss of about 0.14%. The temporal behavior of the parameters TP, ANT, CA,
and RA indicate the extraction process could continue up until about 140 minutes. The
effective diffusivity values found at 45 °C for TP and ANT indicate that anthocyanins

migrate more easily than phenolic compounds until the outer zones of the micelle.
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Finally, the solid-liquid pilot extraction process of phenolic compounds from wine
residue of the Bord6 cultivar followed by concentration, under the operational
conditions defined in this work, is feasible with efficiency above 70%, however, that
requires expanding some studies proposed in the final considerations that will allow to
better clarify the three phenomena involved in the solid-liquid extraction and,
consequently, modeling and optimizing the extraction process proposed.

Keywords: Phenolic extracts; antioxidant activity; HPLC; solute diffusion;

extraction efficiency; Vitis vinifera.
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1 INTRODUCAO

Em 2019 o Brasil produziu cerca de 1,4 milhdes de toneladas de uvas. A regido
Sul é a maior produtora com quase 60 % da producado nacional (IBGE,2019). Estima-
se que 20 % do volume da matéria-prima para a producdo de vinhos e sucos de uvas
seja 0 bagaco, parte ndo aproveitada e que a industria na maioria das vezes trata
como rejeito, desconsiderando o seu potencial para producdo de subprodutos
(MELLO, 2019). Diante deste cenério torna-se cada vez mais necessario a busca por
alternativas adequadas para a destinacdo dos residuos vitivinicolas, sendo que a
insercdo destes em outros produtos podem oferecer beneficio a saude, fato este que
vem sendo ignorado (RIBEIRO, 2016; MELLO, 2019).

Para o Rio Grande do Sul o percentual citado é considerado muito expressivo,
visto que aproximadamente 90 % da producdo de vinho nacional é realizada neste
estado. Assim como o vinho, a producao de suco de uva também contribuiu para o
aumento da geracéao de residuos. Em 2018, por exemplo, somente por empresas do
Rio Grande do Sul comercializam-se cerca de 197 milhdes de litros desse produto
(MELLO, 2019).

Embora sejam citados na literatura trabalhos que discutem ou demonstram ser
possivel o reaproveitamento do residuo da uva para diferentes fins, como a producéo
de cosméticos, alimentos funcionais, medicamentos (ZHU et al., 2015; GLAMPEDAKI;
DUTSCHK, 2014) e fertilizantes (FERRER et al., 2001; ARVANITOYANNIS et al.,
2008; CARMONA et al., 2012) é crescente o interesse pela avaliacdo do potencial
antioxidante, antiproliferante e antilipidémico, a partir da extracdo de compostos
fendlicos presentes em extratos de semente, casca e raquis de uva (KAUR et al.,
2008; JIMENEZ et al., 2008; SHROTRIYA et al., 2015; SAHPAZIDOU et al., 2014,
COLPO et al., 2019).

E crescente também a identificacdo e quantificacdo desses compostos
(CAPONE et al., 2011; STALMACH et al., 2011). Por exemplo, NATIVIDADE et al.
(2013), trabalhado com a identificacdo de 25 compostos por Cromatografia
liquidaLiquida de Alta Eficiéncia-CLAE em diferentes sucos de uva do vale Séo
Francisco, identificou e quantificou 25 compostos fendlicos diferentes em sucos de
uvas. Porém, ainda ndo esta bem claro a bioatividade individual ou sinérgica desses

compostos.
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Em uvas e derivados tem-se encontrado diversos trabalhos que determinaram
a atividade (ou capacidade) antioxidante em extratos in vitro (GONZALEZ-PARAMAS
et al., 2004; MAIER et al., 2009; ROCKENBACK et al., 2011; CHENG et al., 2012;
FERNANDES et al., 2013; SOUZA et al., 2014; VERGARA-SALINAS et al., 2015;
GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Existem alguns trabalhos relacionando atividade
antioxidante individual desses compostos. Por exemplo, Minussi et al. (2003),
trabalhando com extratos de vinho branco e tinto, encontraram correlacdo forte entre
o potencial antioxidante e os acidos galico e cafeico, mas fraca correlacdo entre o
potencial antioxidante e o resveratrol.

Em relacdo aos estudos citados, cabe destacar que todos descreveram que
utilizaram residuos (semente e/ou cascas) obtidos a partir da producéo de vinho. Com
excecdo de Rockenback et al. (2011) e de Souza et al. (2014), os quais utilizaram em
seus respectivos experimentos o cultivar Isabel e Bordd — os demais autores, de uma
maneira geral, avaliaram extratos de residuos de uvas da espécie Vitis vinifera
(Carbenet Sauvignon e Merlot, por exemplo).

Ainda sobre os trabalhos mencionados, pode-se verificar que para a extracao
de compostos fendlicos do residuo de uva foram, majoritariamente, avaliados: i) uma
mistura de solventes, como metanol:agua acidificado com HCI (MAIER et al., 2009;
ROCKENBACK et al., 2011; SAHPAZIDOU et al., 2014) ou etanol:agua (MAIER et al.,
2009; CHENG et al., 2012), ou ii) somente agua (VERGARA-SALINAS et al., 2015;
GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Em relacdo & composicdo de cada mistura, os
autores apresentados estudaram diferentes relacfes, como 3:1 (etanol:agua), 1:1
(metanol:agua; etanol:agua) e 90:9,5:0,5 (metanol:agua:HCI).

A solubilidade de compostos quimicos organicos € um assunto de grande
importancia no ramo da quimica e com aplicacdo em diversas areas tecnoldgicas, tais
como: materiais, medicamentos e meio ambiente (MARTINS et al., 2013). A influéncia
do solvente ou mistura de solventes na solubilidade é funcéo do tipo predominante de
ligacdo quimica, estrutura molecular, polaridade e tipos de interacdes
intermoleculares. Tal fato € de suma importancia para entender a operacdo de
extracdo solido-liquido e seu mecanismo transferéncia de massa (RODRIGUEZ-
JIMENEZ et al., 2013).

Por dltimo, vale a pena ressaltar que todos os trabalhos mencionados foram

realizados em escala “in vitro”. Neste trabalho pretende-se obter um extrato fendlico
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usando uma planta-piloto continua para extracao solido-liquido. Tal processo consiste
na extracdo de um constituinte soltvel de um sélido (aclcares e compostos fendlicos)
gue é chamado, genericamente, de lixiviagdo. Esta consiste em uma operacéao unitaria
de transferéncia de massa na qual ocorre a separagdo de um ou mais componentes
soltveis de um solido por meio do contato com um solvente liquido adequado, sem
que neste processo ocorra reagdo quimica (RICHARDSON; HARKER; BACKHURST,
1995; TODA, SAWANA, RODRIGUES, 2016). Além da solubilidade como fator
limitante na fenomenologia de transferéncia de massa no processo extracao solido-
liquido, a difusédo e conveccao também limitam a taxa de extracdo (FRANCO, 2007).
Tamanho de particula, solvente, temperatura, pH, agitacdo e gradiente de
concentragdo afetam esses trés fatores e, portanto, a transferéncia de massa
RICHARDSON; HARKER; BACKHURST, 1995, FILHO, 2015)

A hipétese a ser testada neste trabalho € que o conhecimento do potencial
antioxidante obtido a partir de extratos in vitro de residuo de vinho da cultivar Bordd,
aliados, ao conhecimento do efeito da relacdo solvente/agua e da identificacdo de
compostos fenolicos majoritarios por CLAE, permite obter um extrato fendlico
concentrado combinando operagcdes de secagem, extracdo continua e evaporacao

em escala piloto.
1.1 Justificativa

Além dos fatos ambientais expostos relacionados a dar um destino mais nobre
para esse residuo proveniente do processamento do vinho da cultivar Bordd, existem
condicBes favoraveis relacionadas a disponibilidade efetiva de infraestrutura para o
desenvolvimento do projeto em questéo através do grupo de pesquisa de Controle de
Qualidade em Processo Industrial de Alimentos do IFSul Pelotas, que conta com
laboratorios e logistica de reagentes. Além disso, o trabalho em questédo tem conexao
com o projeto “Potencial antioxidante de extrato fendlico do residuo da produgao de
vinho” devidamente registrado na Propesp (PE6200620/32). Tal fato criou condigcbes
favoraveis para o desenvolvimento deste trabalho “Extragdo sodlido-liquido de
compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bérdo: solubilidade, capacidade
antioxidante, difusividade e rendimento”, que entra em um grupo que domina varias

etapas da pesquisa em questéo.
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1.2 Objetivos

Geral

Estudar o processo de extracdo solido-liquido de compostos fendlicos de
residuo de vinho da cultivar Bérdo, usando uma planta piloto contracorrente continua.

Especificos

(1) estudar efeito de solventes de extragdo em compostos fendlicos de residuo
de vinho da cultivar Bérdo, bem como sua atividade antioxidante in vitro;

(2) identificar a presencga do &cido galico, cafeico e resveratrol nos extratos
fendlicos por CLAE e sua solubilidade, bem como a correlagdo desses compostos
com atividade antioxidante;

(3) a partir do 6timo no objetivo 1, estudar a variagdo temporal das
caracteristicas TFT, TAT, CA e AR durante o processo de extracdo continua solido-
liguido usando uma planta piloto — Didatech, bem com determinar a difusividade
efetiva dos compostos fendlicos.

(4) no objetivo 3, obter um extrato fendlico concentrado combinando extracéo
seguido de concentracao por evaporacgao;

(5) obter informacdes preliminares a partir da modelagem e estudo da
conservacao da massa no objetivo 4, como: eficiéncia de operacao, rendimento de
compostos fendlicos e vazdes operacionais.

As caracteristicas fisicas e quimicas a serem avaliadas sdo: teor de fenois
totais (TFT), teor de antocianinas totais (TAT), capacidade antioxidante (CA),
acucares redutores totais (ART), acido galico, acido caféico, resveratrol e massa

especifica.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Vitivinicultura

Em meados do século XVII colonizadores portugueses iniciaram o cultivo de
uvas finas (Vitis vinifera), ainda neste tempo foi inserido no cenario do Rio Grande do
Sul pelos imigrantes italianos o cultivo de uvas americanas (Vitis labrusca),
consolidando a pratica no pais. Atualmente, a producdo de uvas e vinhos esta
concentrada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste e possui significativa importancia
socioeconémica (GRANATO et al., 2016).
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A uva é uma fruta ndo climatérica da espécie (Vltis vinifera L.) que apresenta
baixas taxas de respiracdo e uma longa vida-de-prateleira, quando armazenadas
adequadamente (temperatura 0 °C a 2 °C, e umidade relativa entre 90% e 95%).
(GRANATO et al., 2016).

As uvas americanas e hibridas serviram de base para o desenvolvimento do
setor no pais, sendo destinadas a producdo de vinho de mesa, sucos e outros
produtos como grappa, vinagre e compotas. As variedades de Vitis labrusca
representam em torno de 80% das uvas processadas, € as mais cultivadas sao as
castas de Concord, Bordd e Isabel, que representam 50% da producé&o nacional.

A producdo nacional de uva no Brasil &€ destinada a uso doméstico e
internacional, a safra de 2020 apresentou 0s seguintes nameros: em nivel nacional
area plantada de 74.826 ha, e producéo de 1.416,398 toneladas, da qual o Rio Grande
do Sul contribuiu com 46.774 ha e em nivel nacional temos e producédo de 745.356
(MELLO, 2021).

Pelotas registrou a venda de 4,5 toneladas de uva in natura durante a Feira
Municipal Uvas de Pelotas, (Prefeitura de Pelotas, 2021) sendo um setor que cresce
em producdo do fruto e empregos, atualmente a regido de Pelotas s possui 102
produtores da cultura, sendo 36 familias mais especializadas, num total de 42
hectares de parreirais. Além das uvas in natura, sdo produzidos sucos e vinhos
(MELLO,2019).

A cultivar Bordo € originaria da Ameérica do Norte, e € uma das principais Vitis
labrusca introduzidas no Rio Grande do Sul. Sua expansdo se deu devido a facil
adaptacdo a variabilidade de condi¢cbes edafoclimaticas, a boa produtividade,
longevidade e relativa rusticidade (HUERTA,2018).

O consumo da uva e de seus derivados tem sido relacionado com a prevencao
de certas doencas, principalmente com doencas cardiovasculares e certos tipos de
cancer. Estes beneficios estdo diretamente associados a presenca de compostos
fendlicos, que possuem alto potencial antioxidante e, portanto, sdo capazes de evitar
a oxidacao de substratos biol6gicos. A uva € a terceira fruta mais cultivada
mundialmente, onde o principal interesse no cultivo da uva € a producéo de vinho.

A uva é constituida por uma grande diversidade de compostos bioativos com
beneficio a salde. A casca, parte externa da fruta, contém principalmente agua, fibras,

compostos fendlicos e enzimas. Por exemplo, o resveratrol € um composto fendlico
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e sua maior concentracdo encontra-se na casca da uva (PEREIRA JUNIOR et al.
2013). Na casca, também se encontra algumas espécies de microrganismos, como
bactérias e leveduras. Por outro lado, a polpa da uva ndo é uma fonte de fibra como
a casca, mas constitui-se de carboidratos, acidos orgéanicos, vitaminas e minerais
além dos compostos presentes na casca. E a semente, por sua vez, contém agua,
lipidios, proteinas, fibras, minerais e compostos fendélicos (SANTOS, 2009).

Aproximadamente 20% do volume da matéria prima para a producao de vinhos
€ 0 bagaco (SILVEIRA, 2020), parte ndo aproveitada e rejeitada pela grande maioria
das industrias, valor expressivo visto a larga producédo de uvas e vinhos produzidas
no estado do Rio grande do Sul, que concentra 90% da producéo de uva e vinho
nacional (Embrapa, 2018).

2.2 Cultivar Bordo

O cultivar Bord6 (Vitis labrusca L.) é conhecido por nomes regionais, 'Bordé’ no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina; 'Terci' no Parana e 'Folha de Figo' em Minas
Gerais. Este cultivar de uva tinta tem importancia comercial somente em regides com
inverno definido, apresentando grande dificuldade de desenvolvimento em climas
tropicais. Assim, seu cultivo esta restrito aos polos do Sul de Minas Gerais e Norte do
Parané, além dos Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina. E uma cultivar
rustica, resistente a doencas fungicas. A uva apresenta alta concentracao de matéria
corante, motivo principal de sua significativa difusdo. Origina sucos de cor intensa,
gue, em cortes, servem para a melhoria da cor dos produtos a base de 'Isabel' e de
'‘Concord' (HASS, 2007).

A cultivar Bordd € originaria da Ameérica do Norte, e € uma das principais Vitis
labrusca introduzidas no Rio Grande do Sul em 1839 com o nome de ‘lves’. Sua
expansdo se deu devido a facil adaptacdo a variabilidade de condicGes
edafoclimaticas, a boa produtividade, longevidade e relativa rusticidade
(HUERTA,2018).

A cultivar bordd é altamente utilizada para fabrica¢éo de vinhos tintos, sucos e
derivados como vinagre e geléias, devido sua precocidade, e pode também ser
consumida in natura. (RIZZON, 2007).
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Embora a cultivar bordd tenha rusticidade, pode apresentar problemas
fitossanitarios dependentes das condi¢des climaticas do ano agricola, 0 que motivaria
o emprego de fungicidas no controle de fitopatias (antracnose, oidio e mildio).

Este cultivar apresenta alto teor de matéria corante e essa peculiaridade faz
com ela seja muito procurada pelos viticultores, pois permite elevar a intensidade da
cor de sucos e vinhos oriundos de cultivares com coloragao deficiente. Seu teor de
acucares varia entre 13 °Brix a 16 °Brix, e a acidez total € considerada baixa.
(RIZZON, 2007).

2.3 Vinho e seu processo de producgéo

Segundo a Portaria n° 229, de 25 de outubro de 1988, temos a definigdo: Vinho
€ a bebida da fermentacao alcoolica do mosto de uva s&, fresca e madura (BRASIL,
2010).

Segundo Instituto da vinha e do vinho em 2018, no cenario mundial o pais que
mais produziu vinho foi a Italia com 54,80 milhdes de litros, seguido de Franca 49,10
milhdes de litros e Espanha 44,40 milhdes de litros, o Brasil ficou em 13° lugar com
3,1 milhdes de litros. (IVV, 2018).

O Brasil é considerado o quinto maior produtor vitivinicola do Hemisfério Sul, e
vem produzindo vinhos desde o comeco de sua colonizacdo. Porém, com a chegada
de imigrantes italianos em 1875, a atividade produtiva ganhou importancia. Grandes
investimentos nos Ultimos anos trouxeram consigo inovacoes tecnoldgicas no manejo
dos vinhedos.

Hoje, a area de producéo vitivinicola no Brasil soma 82 mil hectares (IBRAVIN),
divididos principalmente entre seis regides. Sdo mais de 1,1 mil vinicolas espalhadas
pelo pais, a maioria instalada em pequenas propriedades (média de 2 hectares de
vinhedos por familia).

Em 2017 as vendas dos vinhos nacionais, expressaram 11.806.766 litros de
vinhos. O estado do Rio Grande do Sul é o que concentra a producédo de uvas mais
significativa do pais, destinada a confeccdo de vinhos, obtendo na safra do ano de
2017 mais de 750 milhdes de kg entre uvas de mesa e vitiviniferas, sendo destinadas
para processamento em média de 379 milhdes de kg, que culminaram em uma
producéo aproximada de 303 milhdes de litros de vinhos no mesmo ano (SILVEIRA,
2018).
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As vinicolas brasileiras representam uma area de producdo de 83,7 mil
hectares de uvas finas, divididos principalmente nas regides do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo, Regides do Vale do S&o Francisco, Espirito
Santo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso.

O RS processa 90% da producédo nacional de uvas, 750 milhdes de quilos da
fruta sdo processadas anualmente no Brasil, distribuidas em 225 variedades, 50% do
cultivo destinado a producéo de sucos, o estado ainda elabora 90% do vinho brasileiro,
85% do espumante e 90% do suco de uva. Dos vinhos comercializados, 86% sao
tintos, 13% brancos e 1% roseés .

A cadeia produtiva da uva e do vinho atinge 200 mil pessoas. Os produtos
vinicolas brasileiros estdo presentes em 59 paises e 5 continentes. 90% das
exportacdes sao do RS. O setor vitivinicola reine mais de 110 vinicolas formalizadas
e 90% séo micro e pequenas empresas, movimentando mais de 9 bilhdes por ano.
Sao vendidos por ano no mercado interno 200 milhdes de litros de vinho, 20 milhdes
de espumantes e 120 milhdes de litros de suco de uva (MELLO, 2019).

No Rio Grande do Sul iniciou-se a producao de vinhos brasileiros, regido onde
a colheita da uva ocorria nos meses de janeiro e fevereiro. Mas a partir da década de
1980, na nova fronteira vinicola no Vale do Sao Francisco, onde o clima quente, aliado
a novas tecnologias de cultivo e de irrigacdo que possibilitam mais de uma safra ao
ano, permitindo a producao de vinhos finos também no semiarido (DEBASTIANI et
al., 2015).

O processo classico de producdo de vinho tinto consiste principalmente em
guatro partes: colheita mecanizada (trituracdo, desengace e enchimento do tanque),
fermentacdo alcodlica primaria e maceracao (vatting), drenagem (separac¢éo do vinho
e bagaco por desengace e prensagem) e fermentacao final (fermentacdo malolatica).
Além disso, para alcancar um melhor nivel de qualidade, algumas outras etapas sao
aplicadas ao vinho como estabilizacéo, clarificacdo e maturacédo (RIBEREAU-GAYON
et al., 2006).

O inicio do processo produtivo do vinho de qualidade se da pela colheita da
uva. Assim, a uva deve ser convenientemente monitorada ao longo da maturacao e
colhida no momento mais adequado a maxima expressao do seu potencial de
gualidade em determinada safra ou regidao (RIBEIRO, 2016; REGINATO 2015). Por

exemplo, colheita for tardia, depois do seu ponto ideal de maturacdo, dara origem a
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um vinho rico em &lcool, mas que apresenta baixa acidez (GONCALVES, 2015). A
forma da colheita também influencia na prevencéo do potencial, a colheita tradicional
demanda um cuidado maior com os frutos (Figura 1) e o volume de uvas
acondicionadas nao deve ser superior a 20 Kg. Por outro lado, o uso de maquinas
diminui os custos, mas pode comprometer o estado das uvas devido aos danos fisicos.
Tal fato também é frequente no transporte e recepc¢éo da uva antes do processamento
(VINUMDAY, 2016; FERREIRA, 2010). Os danos fisicos em frutos estédo fortemente
correlacionados com fendbmeno do escurecimento enzimatica provocados pela PPO e
POD e podem alterar cor e sabor dos frutos e derivados (SANTANA et al., 2008;
FREITAS et al., 2008).

Figura 1. Colheita manual. Fonte: VinumDay, 2016.

A Figura 2 mostra um diagrama esquematico de um tipico processo de
producéo de vinho tinto proposto por Gench et al. (2017). O sistema produtivo comeca
com a chegada da uva e finaliza a obtencéo do vinho engarrafado apos a filtracdo por
membrana. Nesta figura, o sistema dentro deste limite consiste em principalmente
doze partes, a saber: (i) a camara fria, (ii) o britador de condensacéao, (iii) o tanque
refrigerado, (iv) o fermentador aberto, (v) a prensa pneumatica, (vi) a fermentacéo
secundaria, (vii) a trasfega, (viii) o trocador de calor, (ix) a estabilizagéo a frio, (x) a
placa e filtro de quadro, (xi) o envelhecimento em barril, (xii) o filtro de membrana.

Neste sistema, logo apos a colheita, as uvas vermelhas (fluxo 1 da Figura 2)
vao para a camara fria para evitar a deterioragdo das uvas. Apds, as uvas sao
alimentadas ao triturador-desengacador (fluxo 2), onde as uvas sdo separadas dos
engacos e posteriormente quebradas para permitir a fermentacdo do suco. Ainda no

triturador, os caules sdo separados (fluxo 16) e sdo os primeiros residuos do processo.
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A necessidade de retirar 0 engaco estd no seu alto teor de tanino que, em excesso,
conferiria sabor adstringente ao vinho e influencia negativamente nos aspectos
organolépticos da bebida (FERREIRA et al., 2010; GENC et al. 2017).

ApG6s 0 esmagamento, o mosto de uva é transferido para o tanque de retencao
resfriado (iii) e mantido em 10 ‘C. Apds a conclusdo do periodo de maceracdo no
tanque refrigerado, o mosto (fluxo 4) vai para o fermentador primério aberto (iv) com
temperatura controlada. Nesta etapa acontece a eliminacao de di6xido de carbono,
devido a reacdo de fermentacédo, para a atmosfera (fluxo 17). A fermentacdo primaria
pode ser tumultuada no inicio, mas a medida que o acucar é convertido, ocorre um
declinio no crescimento celular devido a exaustao dos agucares, nutrientes, limitacao
de CO: e luz. (GAVA et al, 2017; GENC et al. 2017). A concentragéo final de alcool
fica entre 11 e 14,5 % (GRAINGER e TATTERSALL, 2008)

A partir dai o fluxo de saida do fermentador primario é dividido em 2 fluxos:
fluxo 5 e fluxo 6. O primeiro fluxo (corrente 5) segue para o fermentador secundario
(vi), onde a "fermentacdo malolatica" é realizada de 15 a 18 °C. O segundo fluxo (fluxo
6) € alimentado pela prensa pneumatica (v). Neste momento, o filtrado (fluxo 7) é
bombeado para o fermentador secundario. O material retido no filtro prensa é
chamado de bagaco de uva (fluxo 18) e representa o principal subproduto gerado pela
industria do vinho — residuo (FERREIRA, 2010; GENC et al. 2017).

No processo de fermentacdo malolatica, o suco fermentado (fluxo 8 da Figura
2) segue para a trasfega para a primeira clarificacéo do vinho (vii). O residuo separado
na estante chamado de borras é representado como fluxo 19. Entéo, o vinho tinto
(fluxo 9) é resfriado a 00C através do trocador de calor (viii) e vinho resfriado (fluxo
10) vai para o tanque de estabilizacao a frio para a remocéao de depdsito cristalino de
acido tartarico (GENC et al. 2017).

O vinho estabilizado (fluxo 11) é reaquecido a 11 °C e a corrente 12 flui através
da placa e filtro de quadro (x) para remover quaisquer residuos restantes (fluxos 20)
antes do envelhecimento. O envelhecimento é realizado em barricas de carvalho (xi)
por um periodo que varia de alguns meses até 1-2 anos dependendo da qualidade
do vinho desejado (GENC et al. 2017). Também pode ser realizado em tanques
inoxidaveis que é ideal para o controle de temperatura por longo prazo e sem oxigénio,
por exemplo, no caso vinhos baratos que sdo engarrafados por encomenda
(GRAINGER e TATTERSALL, 2008).
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A filtragdo por membrana (fluxo 14) é aplicada ao vinho tinto envelhecido (fluxo
14) para remover completamente os micro-organismos. Nesta etapa pode ser usado
filtros de placa, filtros de membranas e filtros com elemento filtrante. Este, o elemento
filtrante é a terra infusoria, proveniente de rochas vulcanicas, denominada perlite. As
terras diatomaceas sao obtidas de algas marinhas calcinadas, que possuem
granulometria variavel, de 5 a 100 um. Muito utilizado para se fazer a primeira filtracdo
do vinho (GENC et al. 2017, FERREIRA, 2010).

Finalmente, o vinho filtrado (fluxo 15 da Figura 2) chega ao final do “limite do
sistema” e € bombeado para a secdo de engarrafamento. Apds o processo de
acondicionamento do vinho nas garrafas, elas séo transportadas para o setor de
envelhecimento e empilhadas horizontalmente, para manter a rolha umida. Nesse
local, o vinho passa por uma série de transformagodes fisico-quimicas. O seu aroma
torna-se mais fino e agradavel e sua cor sofre modificacdes devido as alteracdes das
antocianinas, responsaveis pela coloracdo vermelha do vinho tinto jovem (GENC et
al. 2017, FERREIRA, 2010).

Figura 2. Processo producédo de vinho.

Fonte: GENC et al. (2017)
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2.4 Residuos da producdo do vinho e sua utilizagdo

Na Figura 2 vimos que o residuo da producdo de uva consiste do engaco,
bagaco, semente e borra que sao, respectivamente, gerados nos fluxos 16, 18, 19 e
20. O engago € a parte lenhosa do cacho de uva, constituindo sua estrutura por um
conjunto de pedunculos e ramificacdes secundarias que confinam os pedicelos, Ultima
ramificacdo do cacho que suporta a baga. O engaco é rico em clorofila, acidos e
taninos. O gosto de engaco é atribuido ao vinho cuja uva foi esmagada com violéncia
e macerada por longo periodo. Ele é definido como um sabor acre, aspero,
adstringente e herbaceo (PROZIL et al., 2013; GENC et al. 2017).

O bagaco de uva industrial € composto pela semente, casca e engaco e 0S
restos da polpa da uva, resultante do esmagamento e pressao sofridos pelas uvas
durante o processamento do vinho ou suco, tornando-se um subproduto composto
principalmente de cascas, sementes e engacos. Este residuo pode conter compostos
gue nao foram totalmente extraidos da casca e semente da uva durante o processo
de fabricacdo do vinho, como polifendis, flavonoides, antocianinas, entre outros
compostos (RIBEIRO, 2016).

Muitos deles sdo ricos em compostos bioativos sendo potenciais fontes
naturais dessas substancias, alguns capazes de combater danos oxidativos causados
por radicais livres, como € o caso dos antioxidantes — substancias de elevado valor
comercial. Produzidos como metabdlitos secundarios de plantas, os antioxidantes
possuem larga aplicacdo nos setores farmacéutico, cosmético, nutricional, além de
servirem como aditivos naturais em alimentos, atribuicdo esta que tem ganhado
importancia crescente, pois 0s antioxidantes sintéticos usados pela industria de
alimentos (HUERTA, 2018).

A recuperacao de produtos de alto valor agregado a partir de material vegetal
de residuos tem sido uma questdo importante, com relevancia econémica para as
industrias farmacéutica e de alimentos. A recuperacao dos antioxidantes do vinho é
de grande importancia na area de nutracéuticos. Uvas, vinho e subprodutos da
vinificacdo contém diversos compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, em elevadas concentracdes. A atividade biologica desses residuos é de
grande interesse para a industria farmacéutica, cosmética e alimentar, ndo s6 pela
atividade antioxidante, mas por suas propriedades anti-inflamatérias e
anticancerigenas (VEDANA, 2008, HUERTA 2018; JARA-PALACIOS et al., 2015).
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Os subprodutos originarios do processamento do vinho representam um
problema de descarte devido ao grande volume gerado pelo mesmo. Estes
subprodutos sdo fontes potenciais de compostos e nutrientes, podendo ser
aproveitados para elaboracdo de novos produtos. Dos subprodutos gerados pela
elaboracédo de vinhos e derivados, o bagaco é o principal subproduto da vinificacéo,
ndo so6 pela sua riqueza alcodlica e tartarica, mas também pelo interesse econdmico
de alguns dos seus componentes fisico-quimicos e nutricionais (KRUGER et al., 2018,
KLINGER et al., 2013).

A composic¢do quimica do bagaco varia de acordo com a variedade da uva,
modo de vinificacdo, condi¢des climaticas, uma vez que estes fatores influenciam a
composicdo da uva e, consequentemente, nos subprodutos gerados. O bagaco de
uva possui um alto teor de fibras que pode corresponder até 60% do seu peso seco.
Levando em consideracao seu alto valor nutricional, aliado a facilidade de obtencéo e
baixo custo. (HERNANDES, 2014, FERRARI et al., 2010)

O volume de residuo produzido anualmente, chegando a 16 milhdes de
toneladas no ano de 2010 (HUERTA, 2018). Assim, como a producdo de uva é
crescente no Brasil, também € crescente a quantidade de residuo gerado e a
preocupacao com sua destinacdo adequada. O bagaco gerado representa cerca de
20% da producao de vinho em uma planta como descrito na Figura 2, que € niamero
expressivo que vem ganhando destaque na area ambiental devido ao seu elevado
potencial de reaproveitamento, tendo em vista a presenca de substancias
antioxidantes benéficas a saude (MELLO, 2019; FERRARI, 2010).

Alguns destinos ja vém sendo oferecidos para tal residuo de uva. A inddstria
faz a recuperacéo deste residuo através da aplicacdo para fertilizantes, ingrediente
no uso de racdo animal e uso como combustivel em caldeiras e biogas, porém ja
existem estudos gque mostram que estas praticas podem inibir a germinacdo de
sementes e diminuir a digestibilidade de animais, agravando o problema ambiental.
(HUERTA, 2018, OLIVEIRA, 2011). Também, devido a sua elevada quantidade de
fibora alimentar, tem sido usado como ingrediente alimenticio e consequente
enriguecimento de produtos, principalmente na area da panificacdo. (BENDER et al.,
2015, OLIVEIRA et al., 2011). Por outro lado, o engaco gerado no processamento do
vinho, vem sendo estudado na remocdo de poluentes emergentes amplamente

encontrados em aguas superficiais (PORTINHO, 2016).
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2.5 Compostos Fendlicos e seu metabolismo

Os compostos fendlicos constituem umas das principais classes de metabdlitos
secundarios possuindo funcdes e estruturas diversas. O papel desses compostos na
cor principal dos vegetais tem ganhado uma grande atencdo nos ultimos anos
(WINKEL-SHIRLEY, 2001). Os carotenoides, sdo responsaveis pelas cores do
amarelo ao vermelho de frutas, vegetais, fungos e flores. No suco de uva tinto, esses
compostos sao responsaveis pela cor e adstringéncia. Também sdo utilizados
comercialmente como corantes alimenticios e sdo precursores dos compostos do
aroma em frutas e vegetais (UENOJO et al., 2007).

Estudos mostram que o consumo de frutas in natura ou na forma de suco, com
alto contetdo desses compostos reduz doencas cardio- e cerebrovasculares, regula
0 sistema imunologico (ROWE et al., 2011), processos carcinogénicos
(KAMENICKOVA et al., 2013; KRIKORIAN et al., 2010; HARWOOD et al. 2007) e
protege contra algumas doencas tipicas da velhice, tais como, cataratas e
degeneracdo macular (KHACHIK et al., 2002; MILANI et al., 2012). Os efeitos
benéficos podem estar relacionados com a atividade antioxidante e a habilidade em
combater radicais livres (GIL et al., 2002; SOARES et al. 2002). Além disso, € atribuido
a esses compostos acao benéfica a satde humana, pois regulam a permeabilidade e
a resisténcia dos vasos sanguineos. Esses compostos sdo conhecidos
comercialmente como propriedade vitaminica P, que na verdade, nem sao vitaminas,
mas sim um conjunto de bioflavonoides, com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias. Algum desses compostos, como 0s taninos, com propriedades
antibidticas importantes (RIZZON, 2007).

Em uvas tintas e derivados, esses compostos sdo responsaveis pela cor,
amargor e adstringéncia. A catequina, por exemplo, € um tanino envolvido com
amargor e adstringéncia e esta presente também em frutas vermelhas e cha verde.
Por outro lado, a cor da casca da uva pode conter até 25 pigmentos distintos,
dependendo da variedade. Prevalecem nesses pigmentos uma mistura complexa de
antocianinas e acidos fendlicos (ALMEIDA, 2017; NATIVIDADE et al., 2013).

A sintese dos pigmentos naturais € derivada do metabolismo das plantas, os
guais sdo divididos em metabdlitos primarios e secundarios, dependendo da via
metabolica responsavel pela sua sintese. Os metabdlitos primarios possuem fungéo

estrutural, plastica, de armazenamento de energia e sdo precursores dos metabdlitos
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secundarios enquanto estes, produtos secundarios ou produtos naturais,
aparentemente ndo possuem relagdo com o crescimento e desenvolvimento da planta
(FUMAGALI et al., 2008; FILHO e CASTRO, 2019).

Os metabdlitos secundarios tém origem no processo de conversado da energia
luminosa em energia quimica, permitindo que a planta responda aos diferentes fatores
ambientais. Também séo precursores desses metabdlitos a respiracéo e a sintese de
proteinas (ALMIEDA, 2017). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios
derivados de intermediarios do metabolismo da glicose (Figura 3). De modo geral,
esse monossacarideo € convertido a acido piravico através da via glicolitica, podendo
adentrar: (a) via respiracdo anaerobica; (b) fermentacdo e (c) respiracdo aerobica
(Figura 3 a, b e c), gerando diversos intermediarios que participam da sintese dos
compostos fendlicos (UENOJO et al. 2007; WINKEL-SHIRLEY, 2001; TORALLES e
KUHN, 2013).

Na via glicolitica (Figura 3), ap0s a transformacéo da glicose e glicose 6-fosfato
na primeira etapa da glicolise, a glicose 6-fosfato é irreversivelmente transformada em
ribulose-5-fosfato pela enzima glucose-6-fosfato desidrogenase. Por um lado, a
conversdo em ribulose-5-fosfato produz fosfato de dinucledtido de nicotinamida e
adenina (NADPH) e, por outro, a via das pentoses fosfato, juntamente com o
fosfoenolpiruvato sintetizado pela glicélise, origina eritrose-4-fosfato, que canalizado
através a via do shiquimato sintetiza fenilalanina (Figura 3). Esta por sua € precursora
do &cido cindmico e cumarico que sao precursores dos compostos fendlicos
(RANDHIR et al., 2004; FERNANDES, 2013).
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Figura 3. Metabolismo dos compostos fendlicos. Fonte: adaptado de Toralles e Kuhn (2013).
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De modo geral, frutas e derivados contém diferentes tipos de compostos
fendlicos, incluindo derivados do acido hidroxicinamico, flavan-3-6is, flavondides e
antocianinas (NATIVIDADE et al., 2013; ANTOLOVICH et al., 2000). Alguns desses
compostos estéo representados na Figura 4.
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Acido cafeico Acido clarmgénico
ZH

Catequina

oH CH
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Hio i HiZ i
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ioH ioH

Cianidina Delfinidina

Figura 4. Alguns exemplos de compostos fendlicos encontrados em frutas.
Fonte: (Toralles, 2005).
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Na Figura 4, vimos algumas classes de compostos fendlicos, porém uma
abundante e diversificada quantidade de compostos fendlicos pode ser encontrada
em uvas e derivados. De modo geral, os compostos fendlicos estdo presentes nos
tecidos das sementes de uvas (5 a 8%), na casca dos frutos (1 a 2%), no engacgo (1 a
4%) e nos caules e ramos. Também estédo presentes nos derivados da uva, de 0,1 a
0,3% em vinho tinto (AMERINE; OUGH, 1987). Geralmente, estes metabdlitos
possuem funcdes de defesa da planta ao ataque de fungos, bactérias, herbivoros e
contra danos mecénicos. Alguns compostos fendlicos s&o responsaveis pela
coloracéo de flores e frutos, variando sua cor do azul ao vermelho (Winkel-Shirley,
2001).

As sementes sd0 compostas majoritariamente pelas proantocianidinas,
responsaveis pela sua adstringéncia, catequinas e epicatequinas, € em menores
guantidades pelo acido galico, e resveratrol. (HERNANDES, 2014).

O bagaco da uva é caracterizado pelo elevado conteudo fendlico, por causa
da baixa extracdo durante a vinificacdo, pois, mesmo apO0s o contato com a
fermentacdo do vinho, o bagaco de uva continua com elevado conteudo de fendis,
com potencial atividade antioxidante. (FERREIRA et al., 2010).

Natividade et al. (2013), trabalhando com a identificacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos e suco de uva por CLAE, encontraram 25 compostos, sendo
majoritarios as antocianinas: cianidina 3-glicose, a delfinidina 3-glicose, a malvidina
3,5-di-glicose e 3-glicose, pelargoidina 3-o-glicose, todas com uma concentracéo
maior do que 5 mg mLt. O &cido caféico também apareceu com uma concentragdo
superior a5 mg mL™*. A classe dos flavonoides todos com concentracdo abaixo de 5
mg mL! para sucos de uva obtidos a partir de videiras do vale do S&o Francisco.

Na classe dos acidos fendlicos presentes em uvas, destaca-se o caféico e
clorogénico (Figura 4). Estes estdo em maior concentracdo nos tecidos da polpa da
uva (80 - 85%), sendo que as concentracdes destes compostos diminuem com o
amadurecimento do fruto, havendo variacdes consideraveis na proporcdo desses
compostos entre cultivares, bem como pela variabilidade de estruturas quimicas
encontradas (LEE; JAWORSKI, 1989).

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavonoides, que apresentam como
caracteristicas o nucleo basico flavilio, o qual consiste de dois anéis aromaticos unidos

por uma unidade de trés carbonos, que sdo condensados por um oxigénio. Possuindo
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assim, uma estrutura quimica adequada para a agcdo antioxidante, sendo capaz de
doar elétrons ou atomos de hidrogénio para radicais livres. As cascas das uvas sao
constituidas principalmente por antocianinas, que dao a elas cores caracteristicas,
também se encontram presentes, a rutina, a quercetina, o resveratrol, os flavonois e
os &cidos fendlicos (JACQUES, 2011). Além disso, sdo altamente instaveis e
suscetiveis a degradagdo quimica, que pode levar a perda de cor e de bioatividade.
Os principais fatores que afetam a sua degradacao englobam luz, temperatura, pH,
oxigénio, enzimas e interacdes, sendo que baixos pHs (2,5 — 4) promovem uma
melhor estabilidade (TRIPOLI et al., 2007; WEBER; LARSEN, 2017; LUNA-VITAL et
al., 2018).

No contexto farmacoldgico, as antocianinas séo de significativa importancia
como agentes antioxidantes, captores de radicais livres, quelantes de metais e
inibidores da peroxidacdo de lipidios. Estudos epidemiolégicos mostraram um
decréscimo da mortalidade devido a doencas coronarias em diversas populacbes
humanas que consomem em sua dieta alimentos contendo flavondides, tais como o
vinho tinto, a cebola, o cha preto e a maca vermelha. Isto € explicado, em parte, pela
inibicdo da oxidacdo da fracdo LDL do colesterol e pela reducdo da agregacéo
plaquetéaria determinada pela acéo dos flavondides (COOK; SAMMAN, 1996).

O resveratrol, que € um composto ndo flavonoide, também desempenha
varias propriedades biologicas. Este composto fendlico, que € da classe dos
estilbenos, € encontrado, principalmente, na casca e nas sementes das uvas
vermelhas ou pretas, tais como: Vitis vinifera, V. labrusca e V. muscadine que séo
usadas na fabricacdo de vinhos e outros derivados como 0s sucos. Também é
encontrado em concentracdo menor na videira, na raiz, sementes e talos, porém a
concentracdo maior estd na pelicula das uvas, que contém 50 a 100 ug g+t
(WATERHOUSE, 1995).

O trans-Resveratrol (trans-3,4’,5-triidroxiestilbeno) é uma fitoalexina presente
em algumas espécies vegetais, como amendoins e uvas. Este composto quando
sintetizado do pela videira e tem sua maior concentracdo na pelicula da uva sendo
liberado durante o processo de maceracéo e fermentacdo (GOLDBERG, 1995), e cuja
amplitude de concentrag@o nos vinhos é significativa podendo variar de 0,2 a 32 mg
L't (FREMONT, 2000; SGAMBATO et al., 2001). Nas uvas, esta presente tanto na

forma cis-Resveratrol (cis-3,5,4'- trihidroxiestilbeno) como trans-Resveratrol (trans-
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3,5,4'-trihidroxiestilbeno) (Figura 5), sendo que a radiacao UV favorece a formacao do
isdmero cis (RODRIGUEZ-DELGADO et al., 2002).

Além da forma trans e cis também podem ser encontrados na forma
glicosilada (NIKFARDJAM et al., 2006). Os glicosideos encontram-se nos vinhos em
concentracdes muito proximas as das formas livres (ABRIL et al., 2005). Os isbmeros
cis, os trans-glicosilados e cis-glicosilados sao fisiologicamente tdo importantes
guanto os isémeros trans. Quanto a sintese, ha estudos que indicam que a alta
concentracdo do fungo Botrytis cinerea na videira pode levar a diminuicdo de
Resveratrol no grao de uva. Isso porque B. cinerea gera uma enzima chamada lacase
(estilbeno oxidase), que oxida o Resveratrol em outros compostos estilbénicos. O
maior metabdlito formado durante este processo de degradacdo é uma molécula de
Resveratrol deidrodimero, que pode ser responsavel pela auto-intoxicacéo dos fungos
(NIKFARDJAM et al., 2006).

CH,OH
/'—o
- HO OH
F/OH yoxw/QQJ/OH =
HO'\/ .
\_/ | ) _
OH
\\\
OH OH
trans-Resveratrol glicosidio trans-Resveratrol
CHZOH
HO.__~". _OH
N OH |
HO I o /‘-\
Trr
cis-Resveratrol glicosidio cis-Resveratrol

Figura 5. Estruturas quimicas do Resveratrol, Resveratrol glicosidico e seus
isdbmeros. FONTE: Romero-Pérez et al., (1999).

Os compostos fendlicos séo classificados como antioxidantes ndo-enzimaticos

e redutores, cuja funcéo é transferir &tomos de hidrogénio, como o acido ascérbico
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(RIBEIRO, 2016). Mesmo em baixa concentracdo em relacdo ao substrato oxidavel,
sdo capazes de inibir ou retardar substancialmente a oxidacdo daquele substrato
(KAUR et al., 2008). Parametros fisico-quimicos como: Teores de antocianinas, fendis
totais, taninos e acido ascérbico sdo frequentemente estudados sua correlacdo com
capacidade antioxidante de frutas (POZZAN et al. 2012; CANTILLANO et al., 2012;
GUEDES et al., 2017). Silva et al. (2011), avaliando a capacidade antioxidante em
frutas produzidas na regido sul do RS, além de demonstrarem tal fato, também
demonstraram que os métodos TEAC-ABTS e TEAC-DPPH sé&o equivalentes para
avaliar a capacidade antioxidante.

A maior parte dos compostos fendlicos sdo sollveis em agua e compostos
organicos devido ao fato de ndo se encontrarem no estado livre na natureza, mas sob
a forma de ésteres ou de heterosideos. Além disso, possuem, em geral,
caracteristicas acidas, podendo ser isolados através de sua solubilidade em solucdes
fracamente basicas como, por exemplo, em solu¢cdo de carbonato de sodio
(MONTEIRO et al., 2005).

Nos processos de solubilizacdo de solutos polares em agua, a ligacdo de
hidrogénio entre soluto e solvente € um fator determinante na solubilidade e a regra
geral "o semelhante dissolve o semelhante"deve ser usada com cuidado. Assim, 0
etanol (C2H50H) mistura-se com agua em todas as propor¢des enquanto o cloreto
de etila (C2H5CI), que possui quase o mesmo momento dipolar, é praticamente
insoluvel em agua. Dessa forma, a maior parte dos haloalcanos tendem a ser pouco
soluveis em agua e mais soluveis em solventes de baixa polaridade.

Por outro lado, um maior numero de grupos OH em uma cadeia carbdnica
implica no incremento das ligacdes de hidrogénio entre o soluto e a 4gua, aumentando
a solubilidade. Assim, a alta solubilidade da sacarose e de outros acucares em agua
€ resultado do maior nimero de ligacdes de hidrogénio do tipo soluto-solvente.

Os fendis insolaveis em agua dissolvem-se em solucao aquosa de hidroxido de
sédio, mas (exceto alguns nitrofenéis) ndo se dissolvem em solucdo aquosa de
bicarbonato de sodio devido a sua menor acidez (pKa ~ 10) quando comparada com
os acidos carboxilicos (Figura 13b). Ja os alcoois insollveis em agua, por serem
menos acidos (pKa ~16), ndo se dissolvem em solugdo aquosa de bicarbonato de
sédio nem de hidroxido de sédio (MARTINS et al, 2013).
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2.6 Fatores que afetam a distribuicdo e presenca dos compostos fendlicos

A presenca e distribuicdo dos compostos fendlicos nos vegetais dependem de
fatores como ordem e familia do vegetal, bem como da variacdo das espécies,
condi¢cBes edafoclimaticas, stress metabolico, entre outras. Por exemplo, 0 acesso a
luminosidade, especialmente de raios ultravioleta, favorece a formacdo dos
flavondides. Assim, plantas cultivadas em estufas, onde os raios ultravioletas sdo
bloqueados, o contetdo de flavonoides é reduzido. Por outro lado, locais de cultivo
com alta irradiacdo solar favorecem a formacao desses compostos, por exemplo, 0s
vegetais que crescem na Espanha ou na Africa do Sul sdo apontados como contendo
de 4 a 5 vezes mais flavonoides que os que crescem no Reino Unido (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; TOURRE et al. 2011).

Em uvas, a composicao é definida pela interacdo entre clima, solo, cultivar
(variedade e porta-enxerto) e praticas culturais que, associados, definem o "terroir” de
uma determinada regi&o vinicola (LEEUWEN et al., 2004; ZSOFI et al., 2009). A
temperatura do ar € um dos principais fatores edafoclimaticos para cultura da videira,
gue afeta a fisiologia da videira e a qualidade das uvas. Em condi¢cbes térmicas
elevadas, a concentracdo de aclucar aumenta e a de acido diminui simultaneamente.
Os vinhos elaborados nestas condi¢cdes apresentam maiores teores de alcool, baixa
acidez e valores de pH elevados, afetando negativamente a intensidade e qualidade
do aroma, cor e longevidade (TEIXEIRA et al., 2012). Luciano et al., trabalhando com
as condicdes meteorologicas e tipo de solo na composicdo da uva 'Cabernet
Sauvignon', conseguiram demonstrar esses efeitos nas caracteristicas fisico-quimicas
da uva, com excecao dos compostos fendlicos. Por outro lado, em péssegos, Toralles
et al. (2008) observaram que as condicbes climaticas favoraveis na pré-colheita
podem estar relacionadas com o aumento da acidez titulavel, sélidos soluveis, fendis
totais e firmeza. De modo geral, esse aumento foi observado na safra 2003/2004 que
teve baixo indice pluviométrico, menores temperaturas e alta irradiacdo solar em
relacdo a safra anterior, afetando principalmente fendis totais.

Além da influéncia nas caracteristicas fisico-quimicas, o frio influencia no
namero de safras por ano para cultura da videira. Nas regides de clima temperado,
devido a ocorréncia de temperaturas baixas durante o outono-inverno, existe a
possibilidade de uma safra, enquanto que nas regides tropicais mais de uma (RICCE

et al., 2013). O acumulo de temperatura em graus-dia € um indice muito empregado
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para a determinagcéo do ciclo da videira e a escolha da mais adequada por regiao
climatica. Por exemplo, a Niagara Rosada exige 1.550 graus-dia (PEDRO JUNIOR et
al., 1994), enquanto Italia e Rubi necessitam em torno de 1.990 graus-dia (BOLIANI;
PEREIRA, 1996).

2.7 Solubilidade de substancia organicas

A solubilidade de compostos quimicos organicos é um assunto de extrema
importancia no mundo da quimica e com aplicacdo em diversas areas tecnoldgicas,
como materiais, medicamentos e meio ambiente (MARTINS et al., 2019).

Na quimica organica, os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos
guimicos que apresentam um grupo hidroxilo ou mais ligado diretamente a um grupo
hidrocarboneto aromatico (Figura 5). O mais simples é a classe de fenol, que também
€ chamado acido carbdlico. Os compostos fendlicos sdo classificados como fendis
simples ou polifendis, com base no niumero de unidades de fenol na molécula. No
grupo dos polifendis estdo todos compostos discutidos no item 2.5 e sua solubilidade
segue a teoria da solubilidade dos compostos organicos (HUUSKONEN, 2000).

Aqui, discutiremos inicialmente a solubilidade dessas espécies em termos,
tipo predominante de ligacdo quimica, estrutura molecular, polaridade e tipos de
interacao intermolecular. Tal fato € de suma importancia para entender a operacao de
extracdo solido liquido e seu mecanismo transferéncia de massa (RODRIGUEZ-
JIMENES et al., 2012).

Com relacdo a estrutura molecular, a solubilidade de um soluto em um
solvente esta diretamente relacionada com a polaridade das ligacGes e das espécies
guimicas presentes na estrutura de uma molécula. Van der Waals foi o primeiro a
mostrar que a solubilidade € dependente das forcas de atracdo intermoleculares
(MARTINS et al., 2013).

Essas forcas de atracdo sado classificadas em trés tipos que variam conforme
a intensidade: a Ligacdo de Hidrogénio (forte intensidade), Dipolo Permanente ou
dipolo-dipolo (média intensidade) e Dipolo Induzido ou Forcas de London (fraca
intensidade). A relacdo entre forga intermolecular e solubilidade é que para que um
soluto se dissolva num solvente, a nova interag&do precisa ser mais intensa do que as
ja existentes. Sendo assim, geralmente solutos polares se dissolvem em solventes
também polares, enquanto os solutos apolares em solventes apolares, porém néo vale

como regra porque tem que ser termodinamicamente viavel. Por exemplo, no
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processo de dissolugdo da sacarose pela agua existe interacdes de hidrogénio entre
as moléculas que, em questao de intensidade, sdo as mais fortes quando comparadas
com as demais interacbes, como mostra Figura 6 (QUINTEL e HULLIGER, 1999,
MARTINS et al., 2013).

dissolvidaem igua

Figura 6. Esquema simplificado da dissolu¢éo do acucar. Fonte: Martins et al.,
2013.

Sob o aspecto termodinamico, a dissolucado de um solido ou de um liquido em
outro liqguido € um processo que requer energia necessaria para vencer as atracoes
existentes entre as moléculas que constituem o soluto, bem como vencer as forcas
existentes entre as proprias moléculas do solvente. Ou seja, as forcas de atracao entre
as moléculas do soluto e do solvente devem ser intensas o suficiente para compensar
o rompimento das forcas de atracdo entre as moléculas do soluto e entre as moléculas
do solvente. Portanto, o processo de dissolucdo de qualquer espécie é explicado de
maneira adequada através da andlise da energia que surge do estabelecimento de
novas interacdes entre soluto e solvente, além dos fatores relacionados a variacédo de
entropia (AS), ou seja, no processo de dissolugao € favorecido quando o valor do AS
€ negativo, zero ou fracamente positiva. Por outro lado, se a variacéo de entalpia (AH)
for muito positiva, a AS nao sera suficiente para resultar uma variagao de energia livre
(AG) menor que zero, sendo o processo de dissolugdo nao espontaneo (PRAUSNITZ
et al., 1999).

Como vimos no item 2.5, as antocianinas sdo derivadas de sais flavilicos,
soliveis em 4gua, que na natureza estdo associados a moléculas de agucar. Portanto
parte da sua dissolugao segue a Figura 6, enquanto a outra parte segue a solubilidade

dos fendis em agua (Figura 7). A ligagédo de hidrogénio entre fenol e a agua explica a
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solubilidade desses compostos, porém os fendis tém uma solubilidade limitada em

agua devido ao numero elevado de atomos de C no anel (MARTINS et al., 2013).

Fenol
(Sol. HO: 8,0g/100g)

Figura 7. Solubilidade do Fenol em agua.

Os compostos fendlicos sao polifendis que seguem a solubilidade dos fendis
em agua, porém uma mistura de solvente, como metanol e agua acidificado com HCI
ou etanol e agua, ambos acidificados com HCI, pode favorecer a extracdo desses
compostos frente ao uso somente da agua na dissolucéo desses compostos (MAIER
et al.,, 2009; ROCKENBACK et al., 2011; VERGARA; SALINAS et al.,, 2015).
Sahpazidou et al. (2014), trabalhando com extratos fendlicos de uva in vitro com
atividade anticarcinogénica, citam a utilizacdo do sistema metanol e agua acidificado
na propor¢cado (MeOH)/H20/1.0 N HCI (90:9.5:0.5 v/v). Entretanto, grande parte dos
autores que trabalham com extratos fenodlicos acidificados ndo se preocuparam em
estudar o efeito da relacédo pH versus solvente e agua. Porém, a teoria diz que em pH
baixo, o equilibrio do grupo fendlico fique totalmente protonado e mais solivel em
solventes menos polares. E claro, que depende da colaboracgéo dos grupos funcionais
préximos ao grupo fenol envolvido na questdo que podem estar retirando ou doando
elétrons. Tal fato pode alterar o pK do fenol em questéo e sua solubilidade.

Devido a complexidade da extracdo desses compostos, alguns trabalhos se
dividem em dois grupos: sollveis em agua e insollveis. Por exemplo, LOU et al.
(2014), trabalhando com extratos de compostos fendlicos sollveis e insoluveis de
Calamondin, observaram que a extracdo aquosa a frio beneficiou o acido caféico e
flavondides, enquanto a extracdo a quente o &cido ferulico, o acido p-cumarico e o

acido galico.
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2.8 Extracdo soélido-Liquido

E uma operacéo unitaria que esta relacionada a extragdo de um constituinte
soltvel de um sélido por meio de um solvente. Também conhecida por lixiviacéo, é
um dos métodos de separacdo mais usados na industria. Porém a eficiéncia do
processo de extracdo € inversamente proporcional ao tamanho das particulas.
Existem duas técnicas de extracdo: continua ou descontinua. Se a substancia for mais
solavel no solvente organico do que na agua recorre-se ao método descontinuo, caso
contrario utiliza-se o método continuo. A escolha do solvente é feita a partir da
facilidade de dissolucdo da substancia em que se pode isolar o soluto extraido. Caso
seja necessaria energia (aquecimento) pode-se utilizar uma técnica na qual é utilizado
solvente em ebulicdo (PEZZINI, 2017).

Na operacdo normal de extracdo verificam-se trés etapas principais
(RICHARDSON; HARKER; BACKHURST, 1995): 1. Dissolucdo do constituinte
soluvel; 2. Separacédo da solucéo do residuo solido insolavel; 3. Lavagem do residuo
sélido, a fim de remover substancias solUveis indesejaveis, ou, ainda, para obter a
maior quantidade possivel de substancia solivel. Apds o contato, é necessaria a
separacdo do solvente seguida de purificacdo do soluto, recuperando o solvente
utilizado. Chama-se de “micela retida” a solugdo do solvente com o soluto de
interesse, e “micela absorvida” a mesma solugao, que se mantém junto ao sélido
inerte. Ao final do processo tem-se o0 que é apresentado na Figura 8 em forma de

fluxograma.

Solido Inerte

Micela absorvida
+ - Extrator ‘ Micela Retida

solido inerte

Solvente

Figura 8. Fluxograma simplificado do processo de extracdo solido-liquido.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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E considerada uma técnica facil e de baixo custo. As condigdes do processo
séo responsaveis pela eficiéncia da extragdo dos compostos de interesse e por isso,
€ de extrema importancia o estudo de parametros como temperatura, razao
sélido/liquido, tamanho de particula e tempo e contato (RODRIGUEZ-JIMENES et
residuoal., 2012).

Também conhecida por lixiviacdo, a extracdo esta relacionada a extracao de
um constituinte solavel de um sélido por meio de um solvente. O processo pode ser
usado para a producao de uma solucdo concentrada de um material sélido valioso, ou
para remover um sélido insolavel, como um pigmento, de um material solavel com o
gual esta contaminado (BART; PILZ, 2011).

O meétodo utilizado para a extracdo é determinado pela proporcdo do
constituinte soltvel presente, sua distribuicdo no soélido, a natureza do soélido e o
tamanho das particulas. Se o soluto for uniformemente disperso no solido, o material
proximo a superficie sera dissolvido primeiro, deixando uma estrutura porosa no
residuo sdlido. O solvente tera entdo que penetrar nesta camada externa antes que
possa atingir mais soluto, e 0 processo se tornara progressivamente mais dificil e a
taxa de extracdo diminuira. Se o soluto formar uma propor¢cao muito alta do solido, a
estrutura porosa pode se quebrar quase imediatamente para dar um depasito fino de
residuo insoltvel e o acesso do solvente ao soluto n&o sera impedido (RODRIGUEZ-
JIMENES et al., 2012).

Durante as etapas da extracdo solido-liquido, principalmente na primeira,

observa-se trés fendmenos consecutivos de transferéncia de massa entre as fases.

Primeiramente, a mudanca de fase do soluto conforme ele se dissolve no solvente,
em segundo lugar, sua difusédo através do solvente nos poros do solido para o exterior
da particula e, em terceiro lugar, a transferéncia de o soluto da solucdo em contato
com as particulas para o volume principal da solucdo. Qualquer um desses trés
processos pode ser responsavel por limitar a taxa de extracdo, embora o primeiro
processo geralmente ocorre tdo rapidamente que tem um efeito insignificante na taxa
geral (RICHARDSON; HARKER; BACKHURST, 1995; FRANCO et al. 2007).

Em alguns casos, o material soluvel é distribuido em pequenas bolsas
isoladas em um material impermeavel ao solvente, como ouro disperso na rocha, por
exemplo. Em tais casos, o material é triturado de modo que todo o material solavel

seja exposto ao solvente. Se o solido tiver uma estrutura celular, a taxa de extracao

42



sera geralmente comparativamente baixa porque as paredes das células fornecem
uma resisténcia adicional. Na extracéo do agUcar da beterraba, as paredes celulares
desempenham a importante funcdo de impedir a extragdo de constituintes
indesejaveis de peso molecular relativamente alto, e a beterraba deve, portanto, ser
preparada em tiras longas de modo que uma proporcao relativamente pequena das
células seja rompida. Na extracao do 6leo das sementes, o0 soluto é ele préprio liquido
(RICHARDSON; HARKER; BACKHURST, 1995; KAJIHARA et al., 2013).

A selecao do equipamento para um processo de extracao € influenciada pelos
fatores responsaveis por limitar a taxa de extragdo. Assim, se a difusdo do soluto
através da estrutura porosa dos solidos residuais é o fator de controle, o material deve
ser de tamanho pequeno de forma que a distancia que o soluto tem que percorrer seja
pequena. Por outro lado, se a difusdo do soluto da superficie das particulas para o
volume da solucdo for o fator de controle, um alto grau de agitacdo do fluido é
necessario. Existem fatores importantes a serem considerados, tais como: tamanho
de particula, solvente, temperatura, pH, agitacdo e gradiente de concentracéao
(RICHARDSON; HARKER; BACKHURST, 1995, FILHO, 2015)

Com relacéo a influéncia do tamanho da particula na taxa de extracdo, quanto
menor o tamanho, maior € a area interfacial entre o sélido e o liquido e, portanto, maior
€ a taxa de transferéncia do material e menor é a distancia que o soluto deve se
difundir dentro do sélido. Porém a superficie pode néo ser usada de forma téo eficaz
com um material muito fino se a circulacéo do liquido for impedida e a separacédo das
particulas do liquido e a drenagem do residuo soélido forem dificultadas. E geralmente
desejavel que a faixa de tamanho de particula seja pequena, de modo que cada
particula requeira aproximadamente 0 mesmo tempo para extracdo. Por outro lado,
particulas muito finas devem ser evitadas porque podem entupir os intersticios das
particulas maiores e, assim, impedir o fluxo do solvente (FILHO, 2015).

O solvente escolhido deve ter boa seletividade e sua viscosidade deve ser
suficientemente baixa para circular livremente. Geralmente, um solvente relativamente
puro sera usado inicialmente, embora a medida que a extracdo prossegue a
concentracdo de soluto aumentard e a taxa de extragdo diminuira progressivamente,
primeiro porque o gradiente de concentracdo sera reduzido e, em segundo lugar,

porque a solucdo geralmente se tornara mais viscosa (FILHO, 2015).
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A solubilidade do material que estd sendo extraido aumentard com a
temperatura para dar uma taxa de extracdo mais alta. Também tem influéncia na
constante de equilibrio. Tal fato € exemplificado na Figura 9 para extracdo solido-
liquido de favas de baunilha em trés diferentes temperaturas usando como solvente
uma mistura de 60% etanol-agua. As fracbes massicas do soluto XB e Xy séo
respectivamente, na fase solida e na fase solvente para uma constante de equilibrio
de 0,86. Além disso, o coeficiente de difusdo também aumenta com o aumento da
temperatura e, com isso, aumenta o0 coeficiente de transferéncia e,
consequentemente, a taxa de extracdo. Em alguns casos, o limite superior de
temperatura € determinado por consideragcbes secundarias, como, por exemplo, a
necessidade de evitar a agdo de enzimas durante a extragao do agucar (FILHO, 2015).
Ja o pH dependente da do sistema de extracdo solido liquido, por exemplo,
BRUNICHE-OLSEN (1969), demonstrou baixa influéncia na extragdo do agucar da
cana, mas pode influenciar na inversdo da sacarose. Por outro lado, os compostos
fendlicos sao fortemente dependentes em seu processo de extracdo como foi

comentado no item solubilidade.
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Figura 9. Curva de equilibrio das fracbes massicas de soluto durante uma
extracdo utilizando solvente 60% etanol-agua. Pontos experimentais (0) 30 °C, (x) 40
°C e (+) 50 °C (CASTILLO-SANTOS et al., 2017).
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Com relacao a agitacao do fluido durante o processo de extracdo aumenta a
difusdo de redemoinhos e, portanto, a transferéncia de material da superficie das
particulas para a maior parte da solucéo. A agitacdo de suspensdes de particulas finas
evita a sedimentacéo e é feito um uso mais eficaz da superficie interfacial.

O gradiente de concentracdo € um fator importante durante o processo de
extracdo e surge em funcado da maneira como o solvente € alimentado. Ao alimentar
solvente em sélidos concorrentes, ha o contato entre as fases até o momento de
equilibrio entre a quantidade de soluto presente em ambas. Como o interesse € retirar
a maior parcela possivel deste, a solugéo é alimenta-los em contracorrente de forma
gue o solvente com baixa concentracdo de soluto sempre entre em contato com a
matéria-prima recém-alimentada, assim mantendo elevado o gradiente de
concentragdo (LAMUSSE, 1980). Extratores industriais bem conhecidos como o
Bollman e Rotocel funcionam em contracorrente (RICHARDSON; HARKER;
BACKHURST, 1995).

Normalmente, o processo de extracao ocorre de forma descontinua. O tipo de
equipamento utilizado dependera da natureza do sdlido e de sua granulometria. A
principal diferenca entre sélidos grosseiros e finos € que o0s primeiros tém velocidades
de sedimentacdo mais elevadas, separando-se facilmente da fase liquida, ao passo
gue particulas finas permanecem junto ao liquido especialmente se ao sistema néo
for fornecida a agitacdo necesséaria. Conforme ja mencionado, a velocidade de
extracdo sera uma funcado da velocidade relativa entre sélido e liquido. Em algumas
instalacdes, o solido esté fixo e o liquido flui através do leito de particulas; em outras,
o sélido e o liquido se deslocam em contracorrente. Para o caso do deslocamento
sélido-liquido em contracorrente, existem extratores continuos capazes de realizar
este processo. Uma planta-piloto pode fornecer, em menor escala, os dados de uma
operacdo de extracdo necessarios ao estudo de um processamento industrial. A
Figura 10 mostra uma planta-piloto de extracdo continua onde a alimentacao do sélido
acontece em D1, parafuso de alimentacéo do sélido. O solvente é alimentado em D2.
Em E2, aquecimento do solvente que pode ser controlado através do painel de
controle. Com relacéo as demais condic¢des e siglas da Figura 10 se tem: (D3) micela
retida; (D4) retirada do residuo exaurido; (G1) bomba de alimentagéo do solvente a 2
rpom; (J1) parafuso extrator. A calda € o solvente em contato com o residuo no fim da
rosca (DIDATECH, 2018).
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Figura 10. Planta piloto de extracédo continua sélido-liquido.
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4 PRODUCAO CIENTIFICA E/OU TECNOLOGICA

Parte da producéo intitulada “Extragado solido-liquido de compostos fendlicos
de residuo de vinho da cultivar Bordo: solubilidade, capacidade antioxidante,
difusividade e rendimento” foi apresentada e aprovada na Revista Ibero-Americana de
Ciéncia Ambientais (RICA V12 NO5 2021) e seu resumo ja pode ser apreciado na

pagina: https://www.sustenere.col/index.php/rica/article/view/5451 ou no Anexo |. A

revista RICA € Bl na é&rea de ciéncias ambientais que € uma das areas de
concentragdo do nosso programa. Dos 5 objetivos propostos nesta dissertacao, o
artigo publicado na RICA contempla dois primeiros.

Os outros 3 objetivos estdo sendo preparados para um segundo artigo, onde o
seu titulo provisorio sera: “Obtencao de extrato fendlico concentrado de residuo de
vinho da cultivar Bordé em escala piloto”.

Os resultados desses dois artigos estdo em total conexdo com o tema desta
dissertacdo, bem como com o projeto registrado na Propesp:

PE"6200620/032: Potencial antioxidante de extrato fendlico do residuo da
producéo de vinho.

Também parte dos resultados foram apresentados em congresso regional:

Otimizacdo do processo de extracdo de compostos antioxidantes do residuo
da producao de vinho. In: XIV JIC - Jornada de Iniciacdo Cientifica, 2021, Pelotas
(Anexo I).

A seguir apresento todos os resultados em um Unico documento:

61


https://www.sustenere.co/index.php/rica/article/view/5451

EXTRACAO SOLIDO-LIQUIDO DE COMPOSTOS FENOLICOS A PARTIR
DE RESIDUO DE VINHO DA CULTIVAR BORDO: SOLUBILIDADE, CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE, DIFUSIVIDADE E RENDIMENTO

RESUMO

No processo de producao de vinho o residuo gerado corresponde em cerca de
20% da matéria-prima, que consiste de engaco, bagaco, sementes e borras ricas em
compostos bioativos e valor nutricional que podem ser utilizados como complemento
de racdo animal ou para a adubacéo do solo. Visando dar um destino mais nobre para
esse residuo, implantaram-se dois experimentos consecutivos. No primeiro
experimento foi investigado o efeito de solventes de extragdo em compostos fendlicos
de residuo de vinho da cultivar Bérdo, bem como sua atividade antioxidante in vitro.
Para tal finalidade, implantou-se um planejamento unifatorial — relacéo solvente e
agua — com dois solventes (metanol e etanol) combinados na propor¢cdo em volume
de 0, 50, 75 e 100% de solvente com agua, totalizando 8 tratamentos. Nos extratos
resultantes, analisaram-se fendis totais (FT), antocianinas totais (ANT), capacidade
antioxidante (CA) e acucares redutores (AR); o teor de acido galico, acido cafeico e
resveratrol por CLAE. No segundo experimento, a partir do 6timo do experimento 1,
objetivou-se obter um extrato fendlico combinando extracdo continua seguido de
concentragdo por evaporacdo, bem como obter informacgdes preliminares de difuséo
efetiva, eficiéncia de operacdo, rendimento de compostos fendlicos e vazbes
operacionais. Os resultados indicam que a mistura solvente e agua, tanto usando
etanol como metanol, na proporcao de 50 ou 75%, melhora a extracdo dos compostos
fendlicos pelo aumento da solubilidade e, como consequéncia, facilita a
permeabilidade e transferéncia desses compostos por difusdo. Houve forte correlagcéo
direta entre a FT, CA e ANT, sendo que dos trés compostos identificados por CLAE,
0 acido cafeico destacou-se positivamente para atividade antioxidante. Entretanto, os
resultados n&o sdo conclusivos com relacdo a natureza quimica que foi favorecida
frente aos oito tratamentos in vitro, mas os resultados para AR indicam que estes
estdo presentes como compostos fendlicos complexos. O processo de extracao piloto
sélido-liquido de compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bordd seguido
de concentracdo, com uma relacdo de alimentagdo 13 g residuo por litro da mistura

50 % v/v (etanol/dgua) a 45 oC, tem uma eficiéncia superior a 70 %, com rendimento
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para FT, ANT, CA e RA entre 15,2 e 23,4 %. As massas de solvente e residuo se
conservaram com uma perda global de cerca de 0,14%. O comportamento temporal
dos parametros FT, ANT, CA e RA indicam que o processo de extragcdo poderia
continuar até cerca de 140 minutos. Os valores de difusividade efetiva encontrados a
45 °C para FT e ANT indicam que as antocianinas migram mais facilmente do que os
compostos fendlicos até as zonas exteriores da micela. Finalmente, o processo de
extracdo piloto solido-liquido de compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar
Bordd seguido de concentracdo, nas condi¢des operacionais definidas neste trabalho,
é factivel com uma eficiéncia superior a 70%, porém é necesséario ampliar alguns
estudos propostos nas consideracdes finais que permitirdo esclarecer melhor os trés
fendmenos envolvidos na extracdo solido-liquido e, consequentemente, modelar e
otimizar o processo de extracao proposto.

Palavras-chaves: Extratos fenolicos; atividade antioxidante; CLAE; difusédo do

soluto; eficiéncia da extracao; Vitis vinifera.

ABSTRACT

In the wine production process, the residue generated amounts to about 20%
of the raw material, consisting of stem, bagasse, seeds, and lees, which are rich in
bioactive compounds and nutritional value that can be used as complement in animal
feed or for soil fertilization. Aiming at giving a more noble destination to this residue,
two consecutive experiments were implemented. The first experiment investigated the
effect of extraction solvents on phenolic compounds of wine residue of the Bordo
cultivar, as well as its in vitro antioxidant activity. To that end, a unifactorial design —
solvent and water ratio — was implemented with two solvents (methanol and ethanol)
combined at proportion, in volume, of 0, 50, 75, and 100% solvent with water, for a
total of eight treatments. Analyses were performed for total phenols (TP), total
anthocyanins (ANT), antioxidant capacity (AC), and reducing sugars (RS); the contents
of gallic acid, caffeic acid, and resveratrol by HPLC. In the second experiment, from
the optimal values of experiment 1, the goal was to obtain a phenolic extract combining
continuous extraction followed by concentration via evaporation, as well as obtain
preliminary information on effective diffusion, operation efficiency, yield of phenolic
compounds, and operation flow rates. The results indicate that the solvent and water

mixture, whether using ethanol or methanol, at the proportion of 50 or 75%, improves
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the extraction of the phenolic compounds by increasing the solubility and,
consequently, facilitates the permeability and transfer of those compounds through
diffusion. A strong direct correlation was found between TP, CA, and ANT, while of the
three compounds identified by HPLC, caffeic acid stood out positively for antioxidant
activity. However, the results are not conclusive regarding the chemical nature that
was favored in face of the eight in vitro treatments, but the results for RS indicate that
those are present as complex phenolic compounds. The solid-liquid pilot extraction
process of phenolic compounds from wine residue of the Bordo cultivar followed by
concentration, with a feed rate of 13 g residue per liter of the 50% v/v (ethanol/water)
mixture at 45 °C, has efficiency above 70% with yield for TP, ANT, AC, and RS
between 15.2 and 23.4%. The masses of solvent and residue were conserved, with
global loss of about 0.14%. The temporal behavior of the parameters TP, ANT, CA,
and RA indicate the extraction process could continue up until about 140 minutes. The
effective diffusivity values found at 45 °C for TP and ANT indicate that anthocyanins
migrate more easily than phenolic compounds until the outer zones of the micelle.
Finally, the solid-liquid pilot extraction process of phenolic compounds from wine
residue of the Bordd cultivar followed by concentration, under the operational
conditions defined in this work, is feasible with efficiency above 70%, however, that
requires expanding some studies proposed in the final considerations that will allow to
better clarify the three phenomena involved in the solid-liquid extraction and,
consequently, modeling and optimizing the extraction process proposed.

Keywords: Phenolic extracts; antioxidant activity; HPLC; solute diffusion;

extraction efficiency; Vitis vinifera.

INTRODUCAO

Em 2019 o Brasil produziu cerca de 1,4 milh6es de toneladas de uvas. A regiao
Sul é a maior produtora com quase 60 % da producéo nacional (IBGE,2019). Estima-
se que 20 % do volume da matéria-prima para a producado de vinhos e sucos de uvas
seja 0 bagaco, parte ndo aproveitada e que a industria na maioria das vezes trata
como rejeito, desconsiderando o seu potencial para producdo de subprodutos
(MELLO, 2019). Diante deste cenario torna-se cada vez mais necessario a busca por

alternativas adequadas para a destinagdo dos residuos vitivinicolas, sendo que a
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insercdo destes em outros produtos podem oferecer beneficio a saude, fato este que
vem sendo ignorado (RIBEIRO, 2016; MELLO, 2019).

Para o Rio Grande do Sul o percentual citado é considerado muito expressivo,
visto que aproximadamente 90 % da producdo de vinho nacional é realizada neste
estado. Assim como o vinho, a producdo de suco de uva também contribuiu para o
aumento da geracao de residuos. Em 2018, por exemplo, somente por empresas do
Rio Grande do Sul comercializam-se cerca de 197 milhdes de litros desse produto
(MELLO, 2018).

Embora sejam citados na literatura trabalhos que discutem ou demonstram ser
possivel o reaproveitamento do residuo da uva para diferentes fins, como a producao
de cosméticos, alimentos funcionais, medicamentos (ZHU et al., 2015; GLAMPEDAKI;
DUTSCHK, 2014) e fertilizantes (FERRER et al., 2001; ARVANITOYANNIS et al.,
2008; CARMONA et al., 2012) é crescente o interesse pela avaliacdo do potencial
antioxidante, antiproliferante e antilipidémico, a partir da extracdo de compostos
fendlicos presentes em extratos de semente, casca e raquis de uva (KAUR et al.,
2008; JIMENEZ et al., 2008; SHROTRIYA et al., 2015; SAHPAZIDOU et al., 2014,
COLPO et al., 2019).

E crescente também a identificacdo e quantificacdo desses compostos
(CAPONE et al., 2011; STALMACH et al., 2011). Por exemplo, NATIVIDADE et al.
(2013), trabalhado com a identificacdo de 25 compostos por Cromatografia liquida de
Alta Eficiéncia-CLAE em diferentes sucos de uva do vale Sao Francisco, identificou e
guantificou 25 compostos fendlicos diferentes em sucos de uvas. Porém, ainda nao
esta bem claro a bioatividade individual ou sinérgica desses compostos.

Em uvas e derivados tem-se encontrado diversos trabalhos que determinaram
a atividade (ou capacidade) antioxidante em extratos in vitro (GONZALEZ-PARAMAS
et al., 2004; MAIER et al., 2009; ROCKENBACK et al., 2011; CHENG et al., 2012;
FERNANDES et al., 2013; SOUZA et al., 2014; VERGARA-SALINAS et al., 2015;
GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Existem alguns trabalhos relacionando atividade
antioxidante individual desses compostos. Por exemplo, Minussi et al. (2003),
trabalhando com extratos de vinho branco e tinto, encontraram correlagéo forte entre
0 potencial antioxidante e os acidos géalico e cafeico, mas fraca correlacdo entre o

potencial antioxidante e o resveratrol.
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Em relacdo aos estudos citados, cabe destacar que todos descreveram que
utilizaram residuos (semente e/ou cascas) obtidos a partir da producéo de vinho. Com
excecdo de Rockenback et al. (2011) e de Souza et al. (2014), os quais utilizaram em
seus respectivos experimentos o cultivar Isabel e Bordo — os demais autores, de uma
maneira geral, avaliaram extratos de residuos de uvas da espécie Vitis vinifera
(Carbenet Sauvignon e Merlot, por exemplo).

Ainda sobre os trabalhos mencionados, pode-se verificar que para a extracao
de compostos fendlicos do residuo de uva foram, majoritariamente, avaliados: i) uma
mistura de solventes, como metanol:agua acidificado com HCI| (MAIER et al., 2009;
ROCKENBACK et al., 2011; SAHPAZIDOU et al., 2014) ou etanol:agua (MAIER et al.,
2009; CHENG et al., 2012), ou ii) somente agua (VERGARA-SALINAS et al., 2015;
GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Em relagcdo & composicdo de cada mistura, os
autores apresentados estudaram diferentes relagdes, como 3:1 (etanol:agua), 1:1
(metanol:agua; etanol:agua) e 90:9,5:0,5 (metanol:agua:HCI).

A solubilidade de compostos quimicos organicos € um assunto de grande
importancia no ramo da quimica e com aplicacdo em diversas areas tecnoldgicas, tais
como: materiais, medicamentos e meio ambiente (MARTINS et al., 2013). A influéncia
do solvente ou mistura de solventes na solubilidade é fungéo do tipo predominante de
ligacdo quimica, estrutura molecular, polaridade e tipos de interacdes
intermoleculares. Tal fato € de suma importancia para entender a operacdo de
extracdo solido-liquido e seu mecanismo transferéncia de massa (RODRIGUEZ-
JIMENES et al., 2013).

A extracdo solido-liquido é chamada, genericamente, de lixiviacdo que consiste
em uma operacao unitaria de transferéncia de massa na qual ocorre a separacéo de
um ou mais componentes sollveis de um solido por meio do contato com um solvente
liquido adequado, sem que neste processo ocorra reacdo quimica (RICHARDSON,;
HARKER; BACKHURST, 1995; TODA, SAWANA, RODRIGUES, 2016). Além da
solubilidade como fator limitante na fenomenologia de transferéncia de massa no
processo extracdo solido-liquido, a difusdo e conveccdo também limitam a taxa de
extracdo (FRANCO, 2007). Tamanho de particula, solvente, temperatura, pH,
agitacdo e gradiente de concentracdo afetam esses trés fatores e, portanto, a
transferéncia de massa (RICHARDSON; HARKER; BACKHURST, 1995, FILHO,
2015)
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Neste estudo, objetivou-se investigar:

(1) estudar efeito de solventes de extracdo em compostos fendlicos de residuo
de vinho da cultivar Bérdo, bem como sua atividade antioxidante in vitro;

(2) identificar a presenca do &cido galico, cafeico e resveratrol nos extratos
fendlicos por CLAE e sua solubilidade, bem como a correlagdo desses compostos
com atividade antioxidante;

(3) a partir do 6timo no objetivo 1, estudar a variacdo temporal das
caracteristicas TFT, TAT, AA e ART durante o processo de extracdo continua sélido-
liguido usando uma planta piloto — Didatech.

(4) no objetivo 3, obter um extrato fendlico concentrado combinando extragéo
seguido de concentracao por evaporacgao;

(5) obter informacdes preliminares a partir da modelagem e estudo da
conservacao da massa no objetivo 4, como: eficiéncia de operacao, rendimento de
compostos fendlicos e vazdes operacionais.

As caracteristicas fisicas e quimicas a serem avaliadas sdo: teor de fenois
totais (TFT), teor de antocianinas totais (TAT), capacidade antioxidante (CA),

acucares redutores (AR), acido galico, acido cafeico, resveratrol e massa especifica.

METODOLOGIA

Matéria-prima

A matéria-prima foi residuo de vinho tinto da cultivar Bérdo foram doados pelo
grupo de pesquisas VINHO NA TALHA - IFSul campus Pelotas, da safra 2018/2019.
Os residuos foram armazenados em congelador a -80 °C em ultra freezer INDREL®
IULT 335D no laboratério de Bioquimica do IFSul campus Pelotas até o momento da

realizacdo das analises (Figura S1 — Anexo II).

Preparo da amostra

As amostras foram previamente liofilizadas em liofilizador de bancada (Modelo
L101 LIOTOP) durante 24 horas. Apds este processo as amostras foram trituradas e
peneiradas em peneiras de 20 mesh. Em seguida, foram armazenados em frascos
ambar a -20 °C até o momento das analises. Apds, as amostras foram secas em estufa
a 80 °C (515-C, Fanen) por 10 minutos para inativar as enzimas responsaveis pelo
escurecimento enzimatico (Figura S2 — Anexo Il). Deixou-se resfriar em dessecador,

seguido por desidratagéo em estufa com circulacdo de ar (Modelo TE-394/2, Tecnal®,
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Piracicaba, Brasil) a 50 °C durante 24 horas. A espessura da amostra foi de 0,5 cm e
a velocidade do ar de 0,78 m s™t. Apés a desidratacdo as amostras foram trituradas
em moinho de facas (QUIMIS Modelo Q298A21) e tamisadas em peneiras de 20
mesh. Em seguida, foram armazenadas em frascos ambar a -20 °C até o momento
das andlises. Os residuos desidratados e moidos com circulagédo de ar apresentaram
aproximadamente 8 % de umidade em base Umida e doravante foram chamados de

‘residuo-DM'’. Este foi utilizado como material de extragdo nos experimentos 1 e 2.

Plano experimental geral

A pesquisa consta de 2 experimentos consecutivos como mostra o plano
experimental geral para solucdo do problema proposto (Figura 1). No primeiro
experimento, estudou-se o efeito da concentracao e tipo de solvente na extracéo de
TFT, ANT, CA e AR do residuo de vinho da cultivar Borddé. Com esse estudo se
conseguiu definir a melhor relacdo solvente organico (metanol e/ou etanol)/agua para
extracdo desses compostos.

No segundo experimento, a partir do 6timo no experimento 1, obteve-se um
extrato fendlico concentrado combinando extracdo solido-liquido e evaporacédo, bem

como uma avaliacdo temporal desses compostos durante a extracao.
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Figura 1. Plano experimental geral para solugéo do problema.
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Efeito da relacdo solvente e 4gua na extracao in vitro

Para analisar o efeito da relagdo solvente e agua no teor de fendis totais,
antocianinas, capacidade antioxidante e teor de ac¢Ucares redutores, um planejamento
unifatorial — relacdo solvente e agua — com dois solventes (metanol e etanol)
combinados na propor¢do em volume de 0, 50, 75 e 100 % v/v de solvente com agua,
totalizando 8 tratamentos (Tabela 1). Cada tratamento foi feito em triplica da unidade
experimental (residuo-DM), sendo que os tratamentos 1 e 5 séo tratamentos iguais
usados como controle de ocorréncia do erro do tipo I. Em um béquer, juntou-se 5,000
gramas de residuo-DM de vinho Bordd e 50,0 mL da mistura de solventes como
descrito na Tabela 1.

A mistura de solvente foi previamente acidificada a pH 1,5. O contetdo do
béquer foi transferido para um frasco de erlenmeyer e conduzido em agitacéo orbital
(Quimis-Q816M22) a 50 rpm, 30 °C durante 2 horas (Figura S3 — Anexo II).
Posteriormente, foi centrifugado por 10 minutos e 3200 rpm. O extrato obtido de
residuo desidratado e moido foi doravante chamado de ‘extrato-RDM’ e foram
armazenados em frascos Falcon a -20 °C até o momento das analises para fendis

totais, antocianinas, capacidade antioxidante e analise cromatografica CLAE.

Tabela 1. Planejamento experimental para o sistema solvente: agua.

Tratamento Solventes %viv
1 Metanol e agua 0
2 Metanol e agua 50
3 Metanol e agua 75
4 Metanol e agua 100
5 Etanol e 4gua 0
6 Etanol e 4gua 50
7 Etanol e 4gua 75
8 Etanol e 4gua 100
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Fendis Totais

O teor de fendis totais (TFT) foi determinado segundo a metodologia adaptada
de SINGLETON & ROSSI (1965), com determinacdo colorimétrica utilizando o
reagente Folin-Ciocalteau a 725 nm. Para cada extrato uma aliquota de 1mL foi
recolhida em um baldo volumétrico de 100 mL, no qual adicionou-se 60 mL de agua
deionizada e 5 mL de Folin-Ciocaulteau. Apés, deixou-se 0 meio reacional em repouso
por 8 minutos e 20 mL de carbonato de sodio a 20 % p/v foi adicionado. Completou-
se 0 volume com agua deionizada (Figura S4 — Anexo Il). Apés 2 horas, uma aliquota
do meio reacional foi retirada para medir a absorbancia em 725 nm, utilizando um
espectrofotdmetro AJX-1000 UV/VIS. A concentracao de fenais totais foi determinada
através da Equagéo 1:

* %105
TFTZA MM=*10 (1)

exC

onde A é absorbancia, MM é massa molecular do acido galico (188,14g/mol), € é
absortividade molar e C € o caminho 6tico 1 cm. Os resultados expressos em mg de
acido galico por litro de extrato, através da constru¢cdo de uma curva de calibragcéao

para acido galico.

Antocianinas

O teor de antocianinas totais (TAT) do extrato foi determinado pelo método de
LEES e FRANCIS (1972). Para cada extrato uma aliquota de 1 mL foi recolhida em
um béquer de 100 mL, no qual adicionou-se 25,0 mL de etanol pH de 1,0. A mistura
permaneceu sob agitacdo por 1 hora e logo apds, filtrou-se com papel Whatman no
26 e transferido para baldo volumétrico de 50,0 mL, completando o volume com etanol
pH 1,0. Uma aliquota da mistura foi retirada para medida da absorbancia em 520 nm,
utilizando um espectrofotbmetro AJX-1000 UV/VIS. A concentracdo de antocianinas

totais foi determinada através da Equacéao 2:

AxFD
98,2

ANT =

2)
onde A é a absorbancia e FD é o fator de diluicdo. Os resultados expressos em mg.100

g™
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Capacidade Antioxidante

A capacidade antioxidante relativa foi determinada segundo o método de
OZGEN (2006) em termos de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC)
em 2,2-difenil-1-picrilhidrasil (DPPH). Aliquotas de 20 ul dos extratos (item 3.3) foram
adicionados a 3 mL da solugao do radical livre DPPH a 100 pM. Ap6s 30 minutos, fez-
se a leitura da absorbancia a 515 nm para DPPH, utilizando um espectrofotdmetro
AJX-1000 UV/VIS. Os valores encontrados foram calculados de acordo com a
Equacéo 3:

CA = (AE;—AA)x%xFD (3)

onde AE € a absorbancia do branco, AA é a absorbancia da amostra, V € o volume
de centrifugado em mL, m é a massa de amostra em g, € é absortividade molar do
Trolox em DPPH e FD é o fator de diluicdo. Os resultados expressos em mg por litro

de extrato, através da construcao de uma curva padrao Trolox em DPPH.

AcuUcares Redutores

Os acucares redutores foram determinados pelo método colorimétrico da
glicose usando 1 mL 3,5-dinitrosalicilico (DNS, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Alemanha), 1 mL de extrato (item 3.3) e 1 mL de agua, seguido de banho-maria
fervente (JProlab Modelo 8370) por 5 minutos. No branco, foi utilizada agua destilada
no lugar do meio de cultura. Todas as medidas foram conduzidas em triplicatas. A
transmitancia resultante dessa reacdo foi medida a 490 nm, utilizando um
espectrofotobmetro AJX-1000 UV/VIS. A massa de glicose no meio reativo, foi

determinada através da curva padréo de glicose Equacéo 4:

AR = (AA-AB)

V.F (4)
onde AB é a absorbancia do branco, AA é a absorbancia da amostra, Aé a constante
de proporcionalidade de 1,72274; V é o volume final do meio reativo,emmL, e F é 0

fator de diluicdo. Os limites de deteccdo e quantificacdo sdo iguais a 32,5 mg L e
108,44 mg L* respectivamente (FERREIRA, 2016).

Quantificacdo de acido gélico, cafeico e resveratrol por CLAE

A analise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi realizada em um

cromatdgrafo da marca Agilent Technologies, detector de arranjos de diodos (DAD),
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com varredura entre 140-800 nm, usando uma coluna de separacéo analitica Zorbax
C18(3,9 cm x 150 mm x 4 pm). O eluente de escolha foi acetonitrila Merck grau HPLC
e 4gua ultrapura (20:80) ajustando-se o pH 2,5 com &cido acético p.a Merck. A injecao
da amostra foi de 20 pL a 35 "C com fluxo de 0,5 mL mint. A guantificacdo foi feita
por padronizacdo externa, com os padrfes galico, cafeico e resveratrol da marca
Sigma, usando curva de calibracéo (Tabela 8 - Resultados). As solucdes estoque
foram 2.500, 2.000 e 1.000 pg mL? dos padrbées galico, cafeico e resveratrol,
respectivamente. Os compostos fendlicos foram identificados comparando os tempos
de retencédo dos padrdes e através de informacgdes obtidas dos espectros de absor¢céo
no UV-visivel em comprimento de onda de 250 a 320 nm. O teor dos compostos

fendlicos foi expresso em pg mL1 de extrato.

Extracdo continua sdlido-liquido e concentracao

O estudo da extracdo continua solido-liquido usando uma planta piloto com
extrator “tipo parafuso” (Figura 2) foi conduzida nas melhores condi¢cfes do estudo do
efeito da relacédo solvente e agua na extracao in vitro (experimento 1).

Para cada 60 g ‘residuo-DM’ adicionados em D1, funil de alimentagdo do
parafuso de alimentacdo do sdlido, adicionou-se 5,0 L da mistura etanol com agua
50% v/v em D2 (reservatorio da mistura solvente em Figura 2). O processo de extracao
foi acompanhado durante um periodo de 100 minutos, temperatura do solvente (E2)
de 45°C, bomba de alimentacéo do solvente (G1) 2,6 L h™ e 2 rpm velocidade da rosca
extratora (J1).

Com relacdo as demais condi¢c@es e siglas da Figura 2 se tem: (D3) micela retida;
(D4) retirada do residuo exaurido. A calda € o solvente em contato com o residuo no fim
da rosca (Figura S5 — Anexo 2).

As amostras de extratos foram colhidas na calda e no tanque de micela retida
para os tempos de 20, 40, 60, 80 e 100 minutos. Apds, 0s extratos foram armazenados
em frascos Falcon a -20 °C até o momento das andlises para fendis totais,
antocianinas, capacidade antioxidante e acUcares redutores.

O total de micela retida obtida em D3 mais calda foram concentrados por
evaporacao em um evaporador rotativo modelo Fisaton 802 (Figura S6 — Anexo Il). O
extrato concentrado (P) e o solvente recuperado (SR) foram armazenados

respectivamente, -20 °C e 6 °C.
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A eficiéncia da extracédo foi calculada através da equacao:
Eficiéncia = ;;O 100 5)
onde P é a quantidade de extrato concentrado em gramas e So é quantidade de

residuo alimentado.

O rendimento para o teor de fendis totais foi:
FTp
RFT = SOT:P(S?“) 100 (6)

onde FTp e FTso sdo os teores de fendis totais no produto concentrado e no residuo
alimentado no extrator em mg GAE L), pr € a massa especifica do produto em mg
mL? e S, é a massa de residuo de vinho alimentada do extrator, 60 gramas. A relacéo
5/50 é a relacdo massa-volume explicada no item “Efeito da relagédo solvente e agua
na extracao in vitro”.

Para ANT, CA e AR, o rendimento foi calculado usando a equacdo 6, mas
trocando as concentracoes.

A conservacdo da massa no extrator foi calculada através da equacéo:

Mabs = S + Retida (7)
onde S é o residuo de vinho mais solvente que sai (D4) e ‘Retida’ refere-se ao residuo
de vinho mais solvente retidos dentro do extrator.

ConservacaoExtrator =S, + L, — Mg, — L (8)
onde S, é o residuo de vinho alimentado em D1, L, é a mistura solvente alimentada
no extrator e L € a micela retida (D3), todas as massas em gramas alimentadas
continuamente durante 100 minutos. A micela absorvida é composta de residuo
exaurido e solvente e a micela retida € composto de solvente rico de composto
fendlicos mais acucares redutores.

A conservacdo da massa no evaporador rotativo foi calculada através da
equacao:

ConservaciaoEvaporador = L — SR — Produto (9)

As perdas de solvente e residuo no processo combinado foram calculadas

pelas seguintes equacgoes:
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PerdaSolventeExtra¢ao = Lo — L — Retida2 — S2 (20)

PerdaResiduoExtracdo = So — S1 — Retidal (12)

PerdaSolventeEvaporagdo = L — SR —Produto (12)
onde S1 é a massa de residuo em D4, S2 é a massa de solvente em D4, SR solvente
recuperado no evaporador, Retida 1 € massa de residuo retida dentro do extrator,
Retida 2 é a massa de solvente retida dentro do extrator.

Figura 2. Planta piloto de extracdo continua solido-liquido

Célculo do coeficiente de difusdo efetiva

Os coeficientes de difuséo efetiva foram determinados a partir das inclinagdes

das curvas de extracéo solido-liquido de acordo com equacao 13:

D.A

¢ -
log log (E) = 230300t (13)

onde D é o coeficiente de difuséo efetiva (m? s1), b é a espessura efetiva do filme de

solvente (m); V é o volume total de solucdo em m3; A é a area interfacial do sélido-
liguido em m?; C, é a concentracdo inicial de FT no extrato (mg/L) em t=0 minutos que
€ o valor de FT encontrado no experimento 1; C é a concentracdo de FT ao longo do
tempo ‘t’ em minutos. Para ANT foi utilizada a mesma modelagem.

Foi adotado uma geometria esférica da particula e sua massa foi calculada
através da equacéo 14:

3
MassParticula = 4?”(2%) pparticula (14)
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onde ) é o diametro da particula (mm) e )particula é massa especifica da particula
emgcm?.

O numero de particulas foi calculado através da equacao:

N=— (15)

MassParticula

A area de uma particula foi calcula através de:

2
Aparticula =1 (ﬁ) (16)
A area interfacial do sélido com liquido de troca de soluto:

A=N.Aparticula (17)

Caracterizacao fisico-quimica do extrato concentrado

As propriedades fisicas e quimicas foram determinadas com trés repeticoes
para TFT, ANT, CA e AR que foram analisadas como descrito anteriormente.

Potencial hidrogenidnico (pH), utilizando uma proporcdo de 1:10, foi preparada
uma solucdo com 20 mL de agua destilada e 2 gramas de amostra em um bécker. Apés
homogeneizacdo a suspenséao foi deixada em repouso por um periodo de 30 minutos.
Esta solucgéo foi filtrada em um papel filtro contendo algodao. Posteriormente mediu-se 0
pH da solugéo aquosa em potenciometro digital, previamente calibrado com as solucdes
padroes.

A massa especifica do extrato concentrado foi determinada através da equacao:

=y (13)
onde P é a massa obtida de extrato concentrado, em gramas. V é o volume de extrato

concentrado em mL.

Anélise Estatistica

O software Statistica 13.4 (STATSOFT EUA) foi utilizado para calcular os
coeficientes de regressao linear, o coeficiente de determinacdo e a analise de
variancia (ANOVA), bem como para gerar os graficos em duas e trés dimensdes. Os
intervalos de confianga dos coeficientes foram calculados multiplicando-se o erro
padréo por tn2, ajustado aos graus de liberdade (p = 0,05). A comparacao de médias
foi feita pelo teste de Tukey. O balanco de massa foi realizado com auxilio do software
Mathcad 14.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Curva Padréo para determinacao de fendis totais

Na Figura 3 tem-se uma curva de calibracéo tipica para determinacao de fendis
totais com coeficiente de determinacdo (R?= 0,9815). A constante de
proporcionalidade (A) entre a absorbancia e a concentragdo de fendis totais e
coeficiente linear da reta (B) foram calculadas por regresséo linear. O valor de A
(coeficiente angular) foi significativo (p< 0,01) e com intervalo de confidéncia de
0,001445+0,000198 L mg?* cm?®. O valor de B é 0,007511+ 0,052207 mg L. Os
Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ) iguais a 76,69204 e 255,6401 mg L.
A absortividade molar para fendéis foi de 27280 L mol* cm™. SILVA et al. (2011),
usando o mesmo método de SINGLETON e ROSSI (1965), obteve uma curva

semelhante com uma absortividade molar igual a 20.500 L.mol* cm.

Absorbancia

0 100 200 300 400 200

Fendis Totais (mg/L)

Figura 3. Curva padrao de fendis totais.
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Tabela 3. Parametros para curva padréo de Fendis totais

Coeficientes Valores?
A (angular) 0,001445+ 0,000198 ™
B (linear) 0,007511+ 0,052207 NS
R2 0,98
LD 76,69204 mg.L*
LQ 255,6401 mg.L1

ayvalor + intervalo de confidéncia a p=0,05. **Significativo (p50,01). " N&o significativo.

A analise de variancia (ANOVA) da curva padrao de fendis totais € mostrada
na Tabela 4. Como o valor do Fcaiculado € maior que 0 Frabelado, pOde-se dizer que o
modelo é preditivo. Assim, considerando que o coeficiente linear néo foi significativo,
pode-se afirmar que a curva padrao fenais totais segue a Lei de Lambert-Beer e pode

ser calculada pela Equacéo 1 descrita na Metodologia.

Tabela 4. Analise de Variancia da curva padrao fendis totais

Efeito S.Q G.L M.Q Fcaculado
Regressao  0,518686 1 0,518686 317,6414
Residuo 0,009798 6 0,001633

Total 0,528483

Frabelado (1,6) = 13,75 a 1%

Curva Padrao para Capacidade Antioxidante

A curva padrdo de capacidade antioxidante encontra-se na Figura 4. A
constante de proporcionalidade (A) entre a absorbancia e a concentracéo de fendis e
o coeficiente linear da reta (B) também foram calculadas por regresséo linear (Tabela
5). O valor de A (coeficiente angular) foi significativo (p<0,01) e com intervalo de
confidéncia de 0,00074+0,00007. O valor de B é -0,01084+0,03938. Os Limites de
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Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ) iguais a 69,692 e 232,307 mg L (Tabela 5). A
absortividade molar para capacidade antioxidante foi de 186 L mol* cm. SILVA et al.
(2011), usando o mesmo método de OZGEN (2006), obteve uma curva semelhante

com uma absortividade molar igual a 188 L mol* cm?.

Absorbancia

200 400 600 800 1000
Trolox-DPPH (mg/L)

Figura 4. Curva Padrao de Capacidade Antioxidante

Tabela 5. Parametros para Capacidade Antioxidante

Coeficientes Valores
A (angular) 0,000737 + 0,00009 ™
B (linear) -0,070839 + 0,04760NS
R? 0,99
LD 69,692 mg L?
LQ 232,307 mg.L?

avalor + intervalo de confidéncia a p=0,05. **Significativo (pd0,01)."*Nao significativo

A andlise de variancia (ANOVA) da curva padrédo de capacidade antioxidante é
mostrada na Tabela 6. Como o valor do Fcaicuiado € Maior que 0 Frabelado, pode-se dizer
gue o modelo é preditivo. Assim, considerando que o coeficiente linear ndo foi
significativo, pode-se afirmar que a curva da capacidade antioxidante também segue

a Lei de Lambert-Beer e pode ser calculada pela equacgao 3.
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Tabela 6. Analise de variancia da curva padrao capacidade antioxidante.

Efeito S.Q G.L M.Q FCaculado
Regressao 0,443038 1 0,443038 581,1595
Residuo 0,003049 4 0,000762
Total 0,446087

Frabelado (1,4) = 21,20 al%

Efeito da relacdo solvente e 4gua na extracao in vitro

Na Tabela 7 encontram-se listados o0s resultados para o0s teores de
antocianinas, fenais totais, capacidade antioxidante relativa (TEAC-DPPH) e agUcares
redutores para o efeito da relagéo solvente e agua na extracao in vitro.

Para fendis totais os ensaios 2 (1.000,259 mg GAE L), 3 (1.085,603 mg GAE
L), 4 (895,201 mg GAE L), 6 (1.016,602 mg GAE L) e 7 (953,567 mg GAE L1
foram significativamente superiores aos demais tratamentos (p < 0,05). Também se
observou esse comportamento para ANT e CA (Figura 5). Tal fato indica que a mistura
dos solventes em agua, tanto 50% em volume como 75% volume, melhorou a
solubilidade dos compostos fendlicos, independente do solvente na mistura ser
metanol ou etanol.

CHENG et. al. (2012), comparando trés misturas solvente e agua a 50% (v/v),
na extracao de compostos fendlicos de residuo de uva das cultivares Pinot Noir (PN)
e Pinot Meunir (PM) na temperatura ambiente, encontraram para PN 148,4 mg GAE
por grama extrato e para PM 77,5 mg GAE por grama extrato, ambos valores para
mistura acetona e agua 50%, que foi superior tanto mistura etanol e agua como a
mistura acetona e agua a 50%. Para capacidade antioxidante, observaram o0 mesmo
comportamento, mas nao mediram antocianinas totais. Outros autores tém
demonstrado a importancia da relacado solvente organico e agua na extracdo, bem
como o tipo de solvente (BABBAR et al., 2011; NEGRO et al., 2003; VENKATESAN
et al., 2019).
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diferentes relacdes de solvente com agua 25 °C.

Tabela 7. Fendis totais (TFT), antocianinas totais (ANT) e capacidade antioxidante (CA) e acUcares redutores foram obtidos usando

Tratamento Solventes Proporcoes TFT ANT CA AR

(mg GAE L) (mg 100 g) (mg L) (9L
1 Metanol 0 385,473 b 137,8140b 382,381 b 1,06 b
2 Metanol 50 1.000,259 a 533,2654 a 989,048 a 2,13a
3 Metanol 75 1.085,603 a 603,1908 a 1.140,476 a 2,02 a
4 Metanol 100 895,201 a 529,1921 a 957,619 a 0,47 b
5 Etanol 0 316,991 b 100,8147 b 288,095 b 1,44 b
6 Etanol 50 1.016,602 a 422,9464 a 880,952 a 2,28 a
7 Etanol 75 953,567 a 448,7441 a 857,143 a 2,28 a
8 Etanol 100 309,209 b 118,4657 b 402,619 b 2,15a

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os coeficientes de variagao experimental ficaram

entre 10 e 20%. Os oito tratamentos foram repetidos em triplicata (Tabela S1- Anexo 2).
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Por outro lado, os tratamentos 1 e 5, somente 4gua como solvente de extracao,
usados como controle do erro do tipo |, ndo apresentaram diferenga entre si por Tukey
(p = 0,05) e tiveram resultados inferiores para TFT, ANT e CA in vitro (Tabela 7 e
Figura 5). O tratamento 8, somente etanol como solvente de extragdo, também é
inferior para TFT, ANT e CA. Bucié¢-Koji¢ et al. (2009), estudando a influéncia da
temperatura e da mistura etanol e agua na extragcdo de compostos fendlicos de
semente de uva da cultivar Frankovka, também observaram os menores valores para
TFT para agua pura (TFT= 30.87 mg g), seguido de etanol puro (TFT= 94,44 mg g
1). Assim como neste trabalho, os referidos autores encontraram maior teor de fendis
totais para mistura 50% em volume de etanol a 80 °C, TFT igual a 129.59 mg g**. Para
teor de antocianinas e atividade antioxidante, também. Quanto ao efeito da
temperatura, para mistura 50% etanol e agua, o valor de TFT a 80 °C praticamente
dobrou quando comparado com a temperatura 25°C (TFT= 70,77 mg g*}).

Para teor de acgucares redutores, observou-se comportamento semelhante aos
resultados encontrados para TFT, ANT e CA, ou seja, os tratamentos 2 (2,13 g.L?), 3
(2,02 g.LY), 6 (2,28 g.L ) e 7 (2,28 g.L?) foram significativamente superiores aos
demais (p < 0,05). A excegao foi o tratamento 4, 100 % de metanol, que foi
significativamente superior para TFT, ANT e CA, mas nado para o AR. O tratamento 8,
100% etanol, ficou no mesmo nivel de significancia dos tratamentos 2, 3, 6 e 7. Por
outro lado, observou-se um baixo teor de AR nos tratamentos 1 e 5, que € 100% agua.
Isto provavelmente ocorreu porque parte dos acucares redutores esta combinado com
as antocianidinas para formar a antocianina mesmo apdés a extracdo a temperatura
ambiente. Normalmente, a glicose livre € mais sollvel em dgua do que em etanol e
suas misturas (ALVES et al. 2007). Por outro lado, as antocianidinas sozinhas sao
pouco soluveis em agua e bastante solUvel em etanol e suas misturas, observado nos
estudos de Buci¢-Koji¢ et al. (2009). Assim, considerando que parte dos agucares
redutores estdo combinados na forma de antocianinas, os dois efeitos estdo
contribuindo no valor de AR no tratamento 8, somente etanol.

Segundo Jayaprakasha et al. (2001), a presenca de &agua melhora a
permeabilidade do tecido celular e, portanto, permite uma melhor massa de
transferéncia por difusao, porém muitos autores relatam que a agua, quando utilizada
como unico solvente, indica resultados inferiores para TFT, ANT e CA (Cacace e
Mazza 2003; Bucié-Koji¢ et al. 2009; Cuiji¢ et al. 2016). Além do provavel efeito
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sinérgico ainda ndo bem documentado na literatura, a melhor explicacdo para esse
fato é que a &gua recupera os compostos bioativos solUveis em 4gua na miriade de
compostos fendlicos presentes em tecidos vegetais. Outro fato importante é se o
composto fendlico encontra-se livre ou ndo no tecido vegetal ou apds a extracao, por
exemplo, LOU et al. (2014) encontrou para p-cumarico TFT de 355 mg GAE.100 g*
apo6s um pré-aquecimento antes da extracdo, sendo que o0 p-cumarico na forma
solavel contribuiu com 24,2% do valor total de TFT e o p-cuméarico na forma insolavel
63,8%. A forma soluvel foi testada em dgua quente e acetato de etila como solventes

extratores.

1400

OFT
a a O ANT
1200 | a O CcA

1000 | g 4 -
800 |
600 | = a b
400 | N | b b &

200 } b b b
= L

FT (mg/L); CA (mg/L); AT (mg/100 g)

Tratamentos

Figura 5. Efeito da relacdo solvente/agua na extragéo in vitro em termos de teor de
fendis totais (TFT), teor de antocianinas totais (TAT) e capacidade antioxidante (CA).
Os tratamentos 1 até 4 é para relacdo metanol e agua (0, 50, 75 e 100% v/v) e os

tratamento 5 até 8 é para relacdo etanol e agua (0, 50, 75 e 100% v/v), todos a 25 °C.

Correlacao entre TFT, ANT e AR com capacidade antioxidante

Os coeficientes de correlacdo calculados para fendis totais versus capacidade
antioxidante e antocianinas totais versus capacidade antioxidante para 0s oitos
tratamentos in vitro s&o mostrados nas Figuras 6 e 7. Tanto TFT (r=0,95496) como
ANT (r=0,98455) mantiveram uma correlacéo forte e positiva com CA. Resultados

semelhantes foram encontrados por CHENG et al. (2012) para residuo de uva. Outros
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autores tém demonstrado essa correlacao para outras frutas, vegetais e seus residuos
(CANTILLANO et al. 2012; XU et al., 2009; PASKO et al., 2009).
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Figura 6. Correlacdo entre CA e TFT para 0s extratos in vitro.
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Figura 7. Correlacdo entre CA e ANT para o0s extratos in vitro.
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Quantificacdo de acido gélico, acido caféico e resveratrol por CLAE

Na Tabela 8 tem-se os parametros, os limites de detec¢cao, quantificacao e a

analise estatistica das curvas de calibracdo do acido gdlico, acido caféico e

resveratrol. Todas as curvas de calibragcdo mostraram-se preditivas decorrente de

Fcalculado bem superior ao Fravelado.

Tabela 8. Parametros para curva padréo de Fendis Totais

Coeficientes Valores 2
Acido gélico Acido cafeico Resveratrol
(hg.mL™) (ng.mL) (hg.mL)
A (angular) 100,8+ 116,4 90,1+1,35 ~ 179,7 +3.70%
B (linear) -388,1+ 3,83 ™ 486+410" 69,0 +112,1 NS
R2 0,98 0,99 0,99
LD 4,04 1,59 2,18
LQ 12,2 4,82 6,61
Fcalculado 3046,7 19620,21 10433,28
Frabelado (1,16) 8,53 8,53 8,53

ayalor *intervalo de confidéncia a p=0,05. **Significativo (p50,01). " N&o significativo.

O espectro cromatograma obtido para solu¢des de acido galico, acido cafeico

e resveratrol e seus respectivos tempos de retencdo estao na Figura 8.
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Figura 8: Espectro cromatograma dos compostos fendlico e seus respectivos tempos
de retencéo (TR): acido gélico (TR= 6,012 minutos, 200 nm); acido cafeico (TR= 8,468

minutos, 320 nm) e resveratrol (16,015 minutos, 320 nm).

Na Tabela 9 tem-se o estudo do efeito da relacdo solvente e agua na extracao
in vitro do acido galico, acido caféico e resveratrol determinados por CLAE. Para o
acido galico, os tratamentos 1 (30,3 pg.mLt) e 5 (38,3 pg.mL?), somente agua como
solvente, foram significativamente superiores aos demais tratamentos (p < 0,05). LOU
et al. (2014) demonstraram a boa solubilidade desse acido em agua e acetato de etila.

Os tratamentos 3 (37,8 ug.mL?) e 4 (37,3 pg.mL?) foram significativamente
superior para acido cafeico (p < 0,05), seguido dos tratamentos 2 (29,5 pg.mL™), 6
(27,2 uyg.mL?) e 7 (29,10 pg.mL?). Tal fato indica que o acido cafeico teve um
comportamento semelhante aos resultados para TFT, ANT e CA, ou seja, 0s maiores
valores absolutos para acido cafeico foram encontrados para as misturas 50 e 75%
vlv, tanto para metanol como etanol, sendo que o metanol puro se mostrou melhor
gue o etanol puro e agua pura para extracao de acido cafeico. Para extrato (75 % v/v
de etanol) de residuo prensado semente de uva cultivar Lemberger, MAIER et al. 2009

encontraram 127,7 mg kg de &cido galico e 12,3 mg kg acido cafeico
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Tabela 9. Acido gélico, acido cafeico, resveratrol que foram obtidos usando diferentes

relacdes solvente e 4gua a 25 °C.

Tratament  Solventes Propor¢des Acido galico Acido cafeico Resveratrol

0 (ug.mL) (ng.mL) (ng.mL?)
1 Metanol 0 30,3 b 1,88d 0,0e
2 Metanol 50 19,6 c 295Db 00e
3 Metanol 75 13,7d 37,8 a 0,189 c
4 Metanol 100 0,0e 37,3 a 0,289 a
5 Etanol 0 38,3 a 2,04 d 00e
6 Etanol 50 0,0e 27,2Db 0,0e
7 Etanol 75 0,0e 29,1b 0,234 b
8 Etanol 100 0,0e 5,34 c 0,133d

*Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p <0,05).
Os coeficientes de variacdo experimental ficaram entre 10 e 20%. Todos menores que LD
para o teor de resveratrol. Os oito tratamentos foram repetidos em triplicata (Tabela S1 —

Anexo 2).

Todos os valores encontrados para resveratrol ficaram abaixo do limite de
deteccédo LD, que é a mais baixa concentracdo de analito que pode ser detectado de
forma confiavel e distinto de zero; porém o tratamento 4, somente metanol, foi onde
observou-se o maior valor para resveratrol. NATIVIDADE et al. (2013), trabalhado com
a identificacdo de 25 compostos por CLAE em diferentes sucos de uva do vale Séao
Francisco, identificou e quantificou esses compostos em sucos de uvas. Os valores
para acido galico ficaram entre 1,92 e 5,42 mg L; do &cido cafeico entre 0,14 e 3,90
mg L e do resveratrol entre 0,05 e 0,67 mg L.

Os coeficientes de correlacdo calculados para acido cafeico versus fendis totais

e acido cafeico versus capacidade antioxidante estdo as Figuras 9 e 10. Tanto TFT
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(r=0,89404) como CA (r=0,91995) mantiveram uma correlagéo forte e positiva com
acido cafeico. ANT versus acido cafeico também, r=0,92451. Tanto o acido gélico
como o resveratrol mostraram correlacdo fraca com TFT, ANT e CA, r <0,5. MINUSSI
et al. (2013), trabalhando com extratos de vinho branco e tinto, encontraram

correlacédo forte para acido galico e cafeico, mas baixa para resveratrol.
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Figura 9. Correlacao entre acido cafeico e fendis totais.
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Figura 10. Correlacdo entre acido cafeico e capacidade antioxidante.

Extracao solido-liquido na planta piloto

Os resultados de TFT (ug/mL GAE), TAT (mg/100 g), CA (umols/g TE) e AR
(g/L) para a calda e a micela retida (D3) para 20, 40, 60, 80 e 100 minutos estéo
expressos nas Figuras 11 (a) até (d). Para a micela retida, s6 tivemos amostras
colhidas para os tempos de 80 e 120 minutos. Tal fato acontece porque a calda precisa
atingir uma altura hidrostatica para transbordar para o tanque da micela retida.

As Figuras 11 (a) até (c) mostram um declinio do teor de fendis totais, de
antocianinas totais e da atividade antioxidante na calda e um aumento desses na
micela. Na calda, a diminui¢do das concentracdes de FT, ANT e CA ao longo do tempo
pode ser devido a baixa relagdo de alimentagdo de 13 g L (residuo/solvente) que
provoca uma diluicdo temporal dos compostos fendlicos. Tal fato pode ser a melhor
explicacdo e deveria ser testado. Por outro lado, na micela retida houve um
enriquecimento devido ao acumulo.

A Figura 11 (d), no entanto, apresenta um aumento temporal no teor de AR
tanto na calda quanto na micela. Esse comportamento pode estar associado a fase
determinante ser a dissolucéo lenta dos AR que retarda a sua difuséo. Recentemente,

Isadora et al. (2018), trabalhando com as mesmas condi¢cdes operacionais deste
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trabalho, encontrou perfil de extragdo semelhante aos apresentados na Figura 11,
mas observaram um maior teor de agucares redutores durante a extracdo. Tal fato
pode ser porque o teor de agUcares redutores no extrato de residuo de suco de uva é
cerca de duas vezes maior do que no residuo de vinho da cultivar Bord®.

As quatro situacdes apresentadas na Figura 11 indicam que a extracdo ainda
nao atingiu o equilibrio e poderia prosseguir para um tempo superior a 100 minutos.

Por extracdo grafica, o equilibrio seria atingido entre 120 e 140 minutos para TFT,
ANT, CA e AR.
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Figura 11. Teor de fendis totais (a), capacidade antioxidante (b), antocianinas totais (c) e acucares redutores (d) nas fracdes calda

e micela (Tabela S2 — Anexo 2).
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A Figura 12 é representacgdo logaritmica da curva temporal de extracdo para
FT e ANT. A analise de variancia (ANOVA) das duas equac¢fes indicam que o modelo

logaritmo se ajustou aos dados experimentais e é preditivo (Tabela 10).

Tabela 10. Parametros das equacgfes logaritmicas para FT e ANT.

FT ANT
A (angular) -0,003 £ 0,0012 ™ -0,00437 + 0,00064 ~
B (linear) 1,997+ 0,071 ™ 1,982667 + 0,03907
R2 0,93 0,99
F calculado 50,9 354,24
F tabelado (1,4) 7,71 7,71

ayalor +intervalo de confidéncia a p=0,05. **Significativo (p50,01). " N&o significativo.

A difusividade efetiva foi calculada a partir da inclinacéo da reta (Figura 12) e
usando as equacdes 13 até 17 propostas em materiais e métodos. Os valores
encontrados foram de 0,20 1013 m? s para FT e para ANT foi de 0,29 10** m? s,
ambos a 45°C usando a mistura etanol-agua 50% v/v. Também se determinou a
massa especifica experimental da farinha de residuo de uva da cultivar Bordd, p=
0,5106+0,0172 g mL* (Figura S7 - Anexo 2). Esse valor foi necessario ser
determinado porque entra no calculo da massa da particula, Equacéo 14.

Os valores encontrados para difusividade efetiva indicam que as antocianinas
migram mais facilmente do que os compostos fendlicos até as zonas exteriores da
micela. KARACABEY; MAZZA (2008), trabalhando com extracdo sélido-liquido de
resveratrol e outros compostos fendlicos a partir de uva moida, a difusividade efetiva
variou de 3,1 até 26,6 1013 m? s'! com a mudanca das condi¢Ges de extragdo, também
observaram que a difusividade aumenta com aumento da temperatura. Para
compostos fendlicos de semente de uva, Buci¢-Koji¢ et al. 2013 também mostram a
dependéncia da difusividade com a temperatura; publicaram um D=0,42 10 m? st a
40°Ce 1,46 10> m? s'1 a 80 °C. Castillo-Santos et al. (2017) encontraram para vanila,

gue é um aldeido fendlico, valores de difusividade efetiva na faixa 1,22 até 2,43 10-1%
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m? st e medidos entre 30 e 50 °C. Tal fato mostra que o tamanho da molécula e os

grupos fendlicos envolvidos podem facilitar a difuséo.
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Figura 12. Representacao logaritmica da curva temporal de extracdo para FT
e ANT a 45°C na calda (Tabela S2 — Anexo 2).

Na Tabela 10 tem-se as caracteristicas fisicas e quimicas do extrato
concentrado de residuo de vinho da cultivar Bordd (Figura S8- Anexo 2). Para 43,24
gramas de extrato concentrado (produto), a eficiéncia da extracao foi de 72,1 %,
considerando 60,00 gramas de residuo de uva alimentado no extrator (So).

Para o teor de fendis totais, o rendimento pode ser calculado comparando-se
os resultados obtidos in vitro (1.016,602 mg L, Tabela 4) com a do extrato
concentrado (3961,2 mg L%, Tabela 10) e usando a Equacéo 6. Assim, obteve-se um
rendimento de cerca de 23,4 %. Usando o mesmo procedimento, o rendimento em
antocianinas, capacidade antioxidante e acucares redutores foram 16,4 %, 15,2 % e
22,4 %, respectivamente.

O pH do extrato concentrado foi de 3,10 (Tabela 11). Na literatura pertinente
nao encontramos valor de pH para extrato concentrado de residuo da cultivar bordd,
porém Malgarin et al. (2006) cita 3,10 e 3,13 para 4 dias e 7 dias de maceracdo

industrial, respectivamente.
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Tabela 11. Caracteristicas fisicas e quimicas do extrato concentrado

Caracteristicas Unidade Valores
TFT (mg GAE L?) 3961,2 + 4,79
ANT (mg 100 g%) 1152,7 £ 20,9
CA (mg L?) 2228,9 + 3,42
AR (gLY 8,49 + 0,06
Massa especifica mg mL* 1,198
Massa gramas 43,24
pH 3,10+0,10

A Tabela 11 indica que 0 nosso extrato fendlico concentrado apresenta alto
poder antioxidante e, assim, enorme aplicacdo na area de alimentos e cosmética
(ANDREO; JORGE, 2006). Por exemplo, Domingos (2014) propde a utilizacdo de
extratos fendlicos de bagaco de uva na farinha de trigo utilizada no processamento de
paes, onde apresentou melhorias nas caracteristicas desejadas para a panificacao,
evidenciadas pelo aumento da for¢ca do gluten e da absorcéo de agua, apresentando
uma farinha com maior tolerancia a forca mecanica (stress). Lima et al. (2020) propde
utilizac&o do extrato fendlico encapsulados e residuo seco de suco de uva na farinha
utilizada na elaboracdo de Cookies, a preservacdo dos compostos fendlicos e
atividade antioxidante foi melhor com a utilizacdo do residuo na farinha do que o
extrato fendlico. Por outro lado, Pasquali et al. (2019) propdem a utilizacdo de extratos
secos liofilizados no desenvolvimento de cosméticos preventivo do envelhecimento,
principalmente devido a atividade antioxidante comprovada in vitro. Também
observaram caracteristicas positivas na elaboracdo de cosméticos de higroscopia e
solubilidade. Zardo (2018), trabalhando com a obtencédo de extratos fendlicos obtidos
a partir da torta da semente de girassol, demonstrou duas aplicacdes: redutor da
oxidacdo lipideica e inibidor de esporos na germinacédo de fungos.

O balanco de massa para processo combinado de extragdo solido-liquido e
evaporacao encontra-se resumidamente na Figura 13. O programa desenvolvido para
realizacdo do balanco de massa encontra-se no anexo 1. Através do estudo da

conservacdo da massa no extrator foi possivel verificar que a massa se conservou
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com perda de 2,76 g de residuo mais solvente. Deste total, 98 % foi solvente perdido
e 2 % de residuo. No evaporador recuperou-se 3759,54 gramas da mistura solvente
50 % em volume, com uma perda de 2,62 gramas. A perda global do processo
combinado, em massa, representou cerca de 0,14% do residuo mais o solvente

alimentado.
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Figura 13. Balan¢co de massa para o processo combinado de extracdo seguido de evaporacgao.
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CONCLUSOES

Para os oito tratamentos, em que se estudou o efeito da relagéo solvente e
agua na extracdo de compostos fendlicos e acucares redutores em residuo de uva da
cultivar Bordo in vitro, destacou-se positivamente as relacdes 50 e 75 % v/v de
solvente, tanto para metanol como etanol, em relagdo TFT, TAT, CA e AR. Além disso,
0 metanol puro mostrou-se superior como solvente frente a &gua pura e o etanol puro,
excecao para valor de AR. Ja o etanol puro mostrou-se positivo para AR, mas a agua
pura ndo. A melhor explicacdo para esse fato é que parte desse aglcar esta na forma
glicosilada com as antocianidinas.

Houve alta correlacédo direta entre a FT, CA e ANT, sendo que dos trés
compostos identificados por HPLC, o acido cafeico destacou-se positivamente para
atividade antioxidante. O Resveratrol teve uma correlacdo moderada e o acido galico
a contribuicdo é inversa.

As curvas de calibracdes para FT e CA seguiram a Lei de Lambert-Beer, sendo
gue a relacdo entre absorcdo versus FT e absorcdo versus CA sao lineares e
crescentes com absortividade molar de 27280 L mol* cm e 186, respectivamente.
As curvas de calibracdo para o acido galico, cafeico e resveratrol também tiveram
comportamento linear e crescente.

Os resultados indicam que a mistura solvente e agua, tanto usando etanol
como metanol, na proporcédo de 50 ou 75 %, melhora a extracdo dos compostos
fendlicos pelo aumento da solubilidade nestas proporcdes e, como consequéncia,
facilita a permeabilidade e transferéncia desses compostos por difusdo. Porém, os
resultados deste trabalho ndo sao conclusivos em relacdo a natureza quimica que foi
favorecida frente aos oito tratamentos in vitro, mas os resultados para AR indicam que
0s compostos fendlicos estao na forma complexa.

O processo de extracdo piloto sdlido-liquido de compostos fendlicos de residuo
de vinho da cultivar Bord6 seguido de concentracdo, com uma relacdo de alimentacéo
13 g residuo por litro da mistura 50 % v/v (etanol/dgua) a 45 oC, tem uma eficiéncia
superior a 70 %, com rendimento para FT, ANT, CA e RA entre 15,2 e 23,4 %. As
massas de solvente e residuo se conservaram com uma perda global de cerca de
0,14%.
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O comportamento temporal dos parametros FT, ANT, CA e RA indicam que o
processo de extracdo poderia continuar até cerca de 140 minutos para uma relagéo
de alimentacdo de 13 g L-1, mas devido ao evidente decréscimo temporal de FT, ANT
e CA seria necessario testar o aumento dessa relacdo. Os valores de difusividade
efetiva encontrados a 45 °C para FT e ANT indicam que as antocianinas migram mais
facilmente do que os compostos fendlicos até as zonas exteriores da micela.

Finalmente, o processo de extracdo piloto sdlido-liquido de compostos
fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bordd seguido de concentracdo, nas
condicBes operacionais definidas neste trabalho, € factivel e o extrato fendlico obtido
encontra uma possivel aplicacdo na industria cosmética e de alimentos, porém é
necessario ampliar alguns estudos propostos nas consideracgdes finais que permitirao
esclarecer melhor os trés fendbmenos envolvidos na extragcdo solido-liquido e,
consequentemente, modelar e otimizar o processo de extracao proposto, bem como

a utilizacéo do extrato concentrado obtido.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo objetivou estudar o processo de extracéo soélido-liquido de
compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bérdo, usando uma planta piloto
contracorrente continua, bem como determinar a eficiéncia e o rendimento do
processo combinando extracdo e concentracao para obtencao do extrato.

Os resultados do experimento 1 indica que as misturas 50% e 75% v/v de etanol
€ a mais indica para extracdo industrial de compostos fendlicos decorrente de uma
maior concentracdo FT e ANT nos tratamentos 6 e 7, com superior capacidade
antioxidante e considerando a toxidade do metanol. Além disso, dos trés compostos
identificados por CLAE, o acido cafeico é o mais soluvel nas misturas 50 e 75% e tem
correlacdo direta com FT e CA.

Os resultados do experimento 2, nas condi¢cdes operacionais definidas nesse
trabalho, indicam que o processo de extracdo piloto soélido-liquido de compostos
fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bord6 seguido de concentracao é factivel com
uma eficiéncia superior a 70%, mas o estudo temporal indica que é possivel aumentar o
tempo de extracdo com possivel melhora no rendimento para FT, ANT, CA e RA. Outros
fatores que podem ser estudados na melhora do rendimento serdo descritos em
sugestoes.

A partir dos resultados dos experimentos 1 e 2, sugerem-se trabalhos futuros
gue respondam as seguintes questdes:

(1) identificar outros compostos fendlicos por CLAE nas amostras de extratos
in vitro (experimento 1) e no concentrado (experimento 2) que estdo armazenados -
20 °C no laboratério Bioquimica Aplicada.

(2) estudar o efeito da temperatura, tamanho de particula e velocidade do

parafuso extrator no processo de extracao sélido-liquido.
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(3) estudar a viabilidade do aproveitamento do residuo de vinho exaurido como
farinha para producéo de cookies, bem como sua estabilidade.

(4) caracterizar a composic¢do centesimal da farinha e concentrado obtido.

(5) estudar a atividade antilipidémica e antifingica nos extratos do item 1

Os itens (1) e (2) ajudariam a melhorar o entendimento da solubilidade e,

portanto, os fendmenos de dissolucéo, difusdo e conveccéo.
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Resumo

No processo de produgao de vinho o residuo gerado corresponde em cerca
de 20% da matéria-prima, que consiste de engago, bagago, sementes e
borras ricas em compostos bioativos e valor nutricional que podem ser
utilizados como complemento de ra¢ao animal ou para a adubagao do solo.
Visando dar um destino mals nobre para esse residuo, objetivou-se
investigar o efeito de solventes de extragdo em compostos fendlicos de
residuo de vinho da cultivar Bdrdo, bem como sua atividade antioxidante in
vitro. Para tal finalidade, implantou-se um planejamento unifatorial -
relagdo solvente e &gua - com dois sciventes (metanol e etanol)
combinados na propor¢ac em volume de 0, 50, 75 e 100% de solvente com
agua, totalizando 8 tratamentos. As anélises foram fendis totals (FT),
antocianinas totais (ANT), capacidade antioxidante (CA) e aguicares
redutores (AR). Foram auantificados também a teor de Acidn adlica. Acidn
cafeico e resveratrol por CLAE. Os resultados indicam que a mistura
solvente e agua, tanto usando etanol como metanol, na proporgdo de 50 ou
75%, melhora a solubilidade dos compostos fendlicos presentes em residuo
de uva da cultivar Bérdo e, como consequéncia, facilita a permeabilidade e
transferéncia desses compostos por difusdo. Houve forte correlagao direta
entre 3 FT, CA e ANT, sendo que dos trés compostos identificados por CLAE,
0 dcido cafeico destacou-se positivamente para atividade antioxidante.
Entretanto, os resultados ndo sao conclusivos com relagao a natureza
quimica que fol favorecida frente aos oito tratamentos in vitro, mas os
resultados para AR indicam que estes estdo presentes como compostos
fendlicos complexos.
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Resumo

No processo de produc3o de vinho, uma grande quanbidads de resiouo € g2rada, 0 Que represents cerca oe 20 % da matériz-prima. Esse
residuc consiste em engsgo, bagago, sementas & boras sendo rico em compostos bioativos & de alto valor nutridonal, podendo ser
utilizado como complemento de rag3o animal ou parz 3 adub3g3o do solo. Visando dar um destino mais nobre para esse residuo,
estudou-se o efeito da relag3o do tipo de solvente para extrag30 de compostos fendiicos de residuo de vinho da cultivar Bordd. O étimo
desse estude, em um segundo momento, permitird obter um &xtrato concentrado usando uma planta de extrac3o continua combinado
com evaporaclo. Para analisar esse efeito implantou-s2 um planejamento unifatorial - relacdo solvente 2 Sgua — com dois solventes
{metanol & etanol) combinagos na proporgdo em volume de 0, 30, 75 & 100 % v/v oe solventz com 3gua, totzlizando 8 tratamentos. As
analises foram fenois totzis (TFT), antocianinas totsis (ANT) & capaddade antoxidante (CA). Os resultados indicam que 2 mistura

solvente & 3gua, tanto usando etanol como metanol, na proporg3o de 50 ou 75 %, apresentam aito potencial antioxidante. Além disso,
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ANEXO Il

Material Suplementar

Figuras e Tabelas de Dados Experimentais
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Figura S1 — Tipica amostra de residuo de vinho tinto da cultivar Bord6 safra 2017.
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Figura S2 — Secagem das amostras de residuo em estu de circulagéo forcada
Fanen 515 ° C.
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Figura S4 — Andlise de teor de fendis totais.
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Figura S6 — Concentracdo da calda mais micela retida.
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Figura S7 — Determinacdo da massa especific da farinha de residuo de uva
cultivar Bordd (20 mesh).
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Tabela S1 — Dados experimentais do experimento 1 (Extragdo in vitro)

- 2 s - . : | A'dCB%I' A'ngf' R mtl
Solvente | Tratamentos |Repeticdo | ART(g/L) | FT(mg/L) |ANT(mg/100g) | CA (mgiL) (ﬁ'ﬂsm;:f}” 'Er;qiiroagffl'j” {rﬁ:’;;&
Matanol 1 1 144852071 385992218 148.676171 460 307827417 1.73706576] ol
Matanal 2 12,03786982 1154,86381  626,272912 1148.57143  19.4057861  29,5400337 0
Matanol 3 1221538462 12459144  703.665988 1208,57143 134347031  37.8308907 0.18918317
Matanol 4 1/0,65325444 1026,45914 594 704684 102857143 0/ 37.3631368 0,28933897
Etanol 5 1139171598 227.237354  47.8615071 192,857143 38,2887015  1,90221201 0
Etanol 6 12,05207101 798,44358  287,169043 724.285714 0 27.1892815 0
Etanol 7 1192426036 79688716 313645621 671.428571 0 29127028 0.23369686
Etanol 8 11,68639053 371206226 83,503055 283.571429 0 522545986 0,13354106
Matanol 1 21083786982 418677043 125254582 348571429  30,9604647  1,98611995 0
Matanol 2 2 214792899 104435798 560,081466 1034.28571 19.7139428 29 5280286 0
Matanol 3 2190295858 99922179 551934827 1157.14286  13.8113165  37.7410376 0,18924635
Matanol 4 2 0.38698225 694.163424  486,761711 851,428571 0 37.2776757 0,2894356
Etanol 5 2 100473373 314.396887  89.6130346 297.142857  38,3803708  2,14971555 0
Etanol 6 21238224852 1077,0428|  453,156823 891428571 0 27.199349 0
Etanol 7 2 247810651 926848249 452,138493 815.714286 0 291189009 023377491
Etanol 8 2 23964497 248249027  96.7413442 352 857143 0 544175936 0,13358566
Matanol 1 3090177615 351.750973 139511202 338,571429)  30,8648524  1,91578972 0
Matanol 2 3219408284 80155642 413441955 784285714 19.6149949 29 5236502 0
Matanal 3 3/1,95266272 1011,67315  553,971487 1055,71429  13.7106179  37.7563261 0,18903592
Matanol 4 30,38343195 964.980545  506,10998 992.857143 0 37.2918546 0,28911376
Etanol 5 31,03668639 409338521 164,96945 374265714 382869592 2 07977706 0
Etanol 6 3 24/1174,31907  528.513238 1027.14286 0 27.1893944 0
Etanol 7 3243550296 1136,96498  580,448065 1084.28571 0 29,1135428 0,23351496
Etanol 8 3235739645308 171206 175152749 571428571 0 5379704 0,13343712

Tabela S2 — Dados experimentais do experimento 2 (extracao planta piloto)
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1 2 3 4 5 B 7 B 9
| t{minutos] |ARCalda |ARMicela | FTCalda |FTMicela | ANTCalda | ANTMicela |AACalda AAMicela
201 0.063551 940,48443 295,315652 846.6757
40/ 0,088771 665.0519 254 h52485 868.3853
60 0,116345 615,22491 213,849287 835,8209
80 0,136187 0.047961 577,16263 146,7128 174,13442| 40,7331976 789.6879 192.6729939
100 0,1567V37| 0114928 510,0346 208,99654  138,492872  51,93485269 656,7164 274,084125
20 0,062485 94117647 290,224033 841.2483
40 0,089771 665, 74394 255 600815 869.7422
60 0,119179 622,14533 212,830987 833.1072
860 0,13477 0,047607 5799308 14532872 175152749 356415473 776,11594 203,527815
100 0,154611 0,111384 511.41869 21176471 132,382892| 52,9531568 662, 1438 279.511533
20 0,062134 939,79239 283,095723 848,0326
40 0,087291 664,35986 249 430835 B869,7422
60 0,118825 617,30104 211,812627 839.8915
60 0,133352 0,046898 579,23875 143,94464 176,171079  39,7148676 772,0458 204584668
100 0,154257| 0,105042 511,41869 209,66858 % 135437882 509164969 6B6,5672 278,154681



ANEXO Il

Modelagem do Balanco de Massa e Difusividade
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Extracdo continua de compostos fendlicos de residuo de uva

Farameiros experimentais:
po= 08975 massa especiica do etanod SIVS0 a 400 em kg L
pP = 1182302 massa especifica de P em kg LT
WL = 2240 wolume de micela retida + calda em L
Wio = 43 wvolume de mistura solvente aimentado L
Produto .= 43 74 concenfrado de extrato de residuo vinho &m gramas
So = 0 g de residuc
5= 6508 masea sofvente mais residuo em Dd
51 := 3173 massa residuo em D4
82 .- 3338 mases sobvente em D4
SR = 373034 sohvente recuperado No evaporador em gramas
Retidal = 252 massa refida de residuo no extrator
Retida? .= 1731  massa refida de sohente no extrator

Caaculo do schvente aimentado (Lo) em gramas:

Lo = VLo-p-1000

Lo - 3859« 107

gramas

Caculo da micsla retida + calda (L) em gramas:

L= VL-p-1000
L - 38054

gramas

Calculo da vazSo do solvente alimentado (Lo):

Vo &0
Ol —
100
Olo=26 am Lh
Glo — Qlop
Glo=2316 em kg'h
Compesicdo do Resisuo (So)
FTS0 = 1016602  mglL?
ATSo- 2220454 mg 100g?
CASo = 880952  mglL?t
ARSo = 128 g Lt
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Composicao da micela refida mais calda (L):

FTL .= 186.851 mag/L

ATL = 31368 mg.100g1

CAL := 288953 mg.L" TE

ARL = 0.501 g.L-!
Composigao do concentrada (P)

FTLP - 30812 mglL
ATLP = 11327 mg. 100g1
CALP:= 22289 mgL'TE

ARLP =3 gl
Eficiéncia
. . Produto-100
Eficiencia = ————
=0

Eficiencia = 72067 %
Rendimento em fiendis;

FTLF
F|'|-|]j|_|m_ . |_|:||:-
RFT := i — RFT-23428 %
FTSo S0 — |

X

Rendmento em antocianinas:

ATLP
i

ATS0 50

Produwto- - 11kl

RAT = RAT = 15317 %

|

Fendimento em capacidade antioxidante;

CARLF
Produto-
0

CASo-So-

- 100

RCA = RCA=13213 %

50

T
=
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Rendimento em aglcar redutor

ARLP 100
P

RAR = 21215 %

Produto-
RAR =

50
ARSo-So0-| = |

Conservacio da massa e perdas (em gramas):

Retida .= Retidal + Retida2 massa retida dentro do exdrator
Mabs = 5 - Retida micela absondds
ConservagsoExtrator :- S0 + Lo — Mabs - L

ConsenvagaoEvaporador = L - SR - Froduto

PerdaSolventeExtragio = Lo- L - Retida? - 52 penda de solvente na extragio
PerdaResiducExtracio = 50 - 51 - Retidaf perda de residuo na exfracso
PerdaSoiventzEvaporagio - L - SR - Produto perda de solvente na evaporagio
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Caculs da difusividade

B . .
hom B didmetro da particula (mm)
pparticula = |_I:- gramas/om=

incinagdo] = ﬁ -

incinagioz = LY ANT

Caleulo da massa de urna particula esfenca

MassParicua = | — |3 1416 | —— | pparticula

MassParticula = 1 969« 107 ramasiparticula
Mimern de particulas esencas

L P e——

Area de roca
Mfroca = N Aparticula

Aoy = | 73539 m?
Caculo da difusifidade:

i.E4 1 414 ]

|-|||.T | iHE dbrors

1 = (Ineiimeglod |

Df=2206x 107 m2fsparafT
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