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RESUMO

O Brasil é um pais de grande atividade agricola e um dos paises que mais produz
residuos agroindustriais, como o bagaco de uva. O bagago de uva € um subproduto
abundante da industria do vinho que consiste no resto das cascas, sementes e caules.
Estima-se que este residuo represente cerca de 30% da massa total da uva utilizada
no processo de vinificagdo. A destinagdo mais comumente empregada desse residuo
€ a compostagem ou ragao animal. Considerando que tais residuos sao ricos em
compostos bioativos, amplamente reconhecidos por suas propriedades promotoras de
saude e aplicagdes tecnologicas, a extragcdo dessas substancias representa uma
alternativa para a obtenc&do de produtos de alto valor agregado que podem ser
utilizados como ingredientes nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica.
Dessa forma, este estudo visa avaliar o processo de obtencdo de compostos fendlicos
a partir de residuos de vinificagdo por meio de extragdo assistida por ultrassom e
avaliar a aplicagdo tecnoldégica para o mesmo. A matéria-prima coletada em uma
vinicola do oeste de Santa Catarina foi tratada termicamente, seca, triturada e
caracterizada quanto ao teor de umidade e tamanho de particulas. Avaliou-se o tempo
de extragcao através de uma cinética e a analise das variaveis do processo deu-se por
meio de um DCCR, onde foram estudadas as variaveis de extracédo: temperatura,
razao solido/liquido, concentragao de solvente e poténcia de ultrassom. Para todos os
ensaios foram realizadas as analises de compostos fendlicos totais, perfil fendlico e
atividade antioxidante. A quantificagcdo dos compostos fendlicos totais foi realizada
pelo método de Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante pelos métodos DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) e FRAP (Poder Antioxidante de Redugao do Ferro). Ja para o
perfil fendlico utilizou-se um cromatdégrafo liquido acoplado ao detector de massa
(HPLC-MS). A partir do planejamento experimental, validou-se, estatisticamente e
experimentalmente, o0 modelo matematico para a analise de Compostos Fendlicos
Totais, no qual apenas a variavel razao solido/liquido possui efeito significativo. O
melhor resultado para CFT foi de 51,21+7,57 mgAG/gbiomassa; has condigbes de
extracao: 50 °C, 40 % etanol, 4 gviomassa/lL € 60 % de poténcia de ultrassom. Esse
ensaio resultou em 59,09+5,85 pymolTE/gbiomassa de atividade antioxidante pelo método
DPPH e 516,21+17,08 pMSF/gbiomassa pelo método FRAP. A partir dessa melhor
condicao, realizou-se uma extragao em maior volume. O extrato obtido foi liofilizado e
caracterizado quando seu perfil fendlico, no qual o acido siringico foi o composto
identificado em maior concentragdo. Posteriormente o extrato foi avaliada quando a
sua viabilidade celular e de estresse oxidativo, demonstrando potencial positivo para
uso em células humanas.

Palavras-chave: Bagago de uva. Compostos bioativos. Otimizagéao.



ABSTRACT

Brazil is a country of great agricultural activity and one of the countries that most
produces agro-industrial residues such as grape pomace. Grape pomace is an
abundant by-product of the wine industry consisting of the rest of the skins, seeds and
stems. It is estimated that this residue represents about 30% of the total weight of the
grape used in the winemaking process. The most used destination for this residue is
composting or animal feed. Considering that such residues are rich in bioactive
compounds, widely recognized for their health-promoting properties and technological
applications, the extraction of these substances represents an alternative for obtaining
products with high added value that can be used as ingredients in the food, cosmetics
and pharmaceutical industries. Thus, this study aims to optimize the process of
obtaining phenolic compounds from winemaking residues through ultrasound-assisted
extraction. Initially the raw material was collected in a winery in the west of Santa
Catarina. It underwent heat treatment, drying, crushing and characterization regarding
moisture content and particle size. The extraction time was optimized through kinetics
and the process optimization was performed through a DCCR, where the extraction
variables were evaluated: temperature, solid/liquid ratio, solvent concentration and
ultrasound power. For all tests the analysis of total phenolic compounds, phenolic
profile and antioxidant activity was performed. The quantification of total phenolic
compounds was performed by the Folin-Ciocalteu method, the antioxidant activity by
the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (Antioxidant Power of Iron
Reduction) methods. For the phenolic profile, a liquid chromatograph coupled to a
mass detector (HPLC-MS) was used. In the process optimization analysis, the
mathematical model for the analysis of Total Phenolic Compounds was statistically and
experimentally validated, in which only the variable solid/liquid ratio has a significant
effect. The best result for CFT was 51.21+7.57 mgAG/gbiomass, under the following
extraction conditions: 50 °C, 40% ethanol, 4 gbiomass/L, and 60% ultrasonic power.
This assay resulted in 59.09+5.85 ymolTE/gbiomass of antioxidant activity by the
DPPH method and 516.21+17.08 uMSF/gbiomass by the FRAP method. Based on this
optimal condition, a larger volume extraction was performed. The obtained extract was
freeze-dried and characterized for its phenolic profile, in which syringic acid was the
compound identified at the highest concentration. Subsequently, the extract was
evaluated for its cell viability and oxidative stress, demonstrating positive potential for
use in human cells.

Keywords: Grape pomace. Bioactive compounds. Optimization.
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1 INTRODUGCAO

O Brasil é o 14° maior produtor de vinho do mundo, tendo registrado em 2021
uma producgao de 3,6 milhdes de hectolitros, em torno de 60% de aumento em relagéo
ao ano anterior, fruto da ampliagdo das areas de cultivo de uvas e agroindustrias de
vinhos (ORGANIZACAO INTERNACIONAL DA VINHA E DO VINHO: OlV, 2022). O
processamento da uva na industria vinicola resulta na producao de residuos, tanto
sélidos, quanto liquidos. O bagaco é o principal subproduto gerado, o qual € separado
durante as etapas de esmagamento e prensagem das uvas, estima-se uma geragao
de 20 a 30 % (m/m) desse residuo em relacdo a massa inicial de uva utilizada no
processo (BERES et al., 2017).

O aumento registrado da producéo corresponde também a um aumento na
quantidade de residuos sélidos gerados, que em sua maioria, sdo utilizados para
adubacgao do solo nas proprias vinicolas (BERES et al., 2017). Contudo a destinagao
irregular desses residuos soélidos de forma inadequada pode provocar poluigao
ambiental, uma vez que liberam quantidades significativas de efluentes liquidos, os
quais contém alto teor de nutrientes, matéria organica e outros elementos que podem
alterar o ambiente, tanto do solo como da agua (SIROHI et al., 2020).

Considerando que os residuos da vinicultura sao ricos em compostos
bioativos, e que a maior parte dos polifendis da uva provém das partes sélidas da uva
(casca e sementes), esses residuos podem ser uma fonte importante para obtengao
de outros produtos de interesse industrial (EMBRAPA, 2018). O produto pioneiro e
mais tradicional da utilizagdo do bagaco de uva é o 6leo de semente, que no Brasil
ainda tem uma producdo muito pequena, porém é o coproduto mais valorizado dos
residuos da cadeia da uva até o momento, sendo utilizado principalmente como
cosmético (EMBRAPA, 2018). A utilizagcdo de outras fracbes de residuos ainda é
limitada, demonstrando o potencial existente para agregar valor a este material.

Para ter acesso aos componentes bioativos oriundos da matéria-prima vegetal
utilizam-se métodos de extragdo. A escolha do método para extrair estes
componentes depende da estabilidade térmica e natureza dos compostos a serem
analisados. As metodologias tradicionais, como percolagdo, maceragao, Soxhlet,
extragdo solido-liquido, entre outras, sdo empregadas para esta finalidade. Essas
técnicas tém a vantagem de serem acessiveis na maioria dos laboratérios. No

entanto, apresentam desvantagens, como o superaquecimento da matriz, a perda de
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bioatividade e a baixa estabilidade do produto. Além disso, fazem uso de solventes
organicos, o que pode ser um problema para aplicagdo posterior dos produtos
extraidos (DAWIDOWICZ; WIANOWSKA, 2004; SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE,
2012).

Por outro lado, as técnicas de extracdo ndo-convencionais, como a extracao
com fluido supercritico (SFE), extracéo assistida por micro-ondas (MAE), extracao de
liquido pressurizado (PLE) e extragdo assistida por ultrassom (US); tem-se mostrado
como abordagens de grandes potenciais, ja que visam a maxima recuperacao destes
compostos aliada a alta estabilidade e baixo custo energético, quando comparados
aos métodos de extragdo convencionais. No que se refere a extragao assistida por
ultrassom, essa utiliza energia das ondas ultrassbnicas que s&o transmitidas em
frequéncia superior a capacidade auditiva humana (acima de 20 kHz), aumentando as
taxas de transferéncia de massa e possibilitando a ruptura da parede celular devido a
formagao de microcavidades, levando a maiores rendimentos com tempo e consumo
de solventes reduzidos (BARRALES et al., 2018; SHIRSATH; SONAWANE;
GOGATE, 2012).

Frente ao exposto, o estudo da obtengdo de compostos bioativos do residuo
da vinicultura é de grande relevancia para consolidagao do uso integral do bagago da
uva. Compreendendo o potencial da matéria-prima, a presente proposta visa analisar
a extracdo de compostos fendlicos por meio a técnica de ultrassom, caracterizando
os extratos quanto a atividade antioxidante e compostos fendlicos totais, bem como
identificar o perfil fendlico obtido.

Uma vez obtido os compostos fendlicos, os mesmos podem ser utilizados em
diversas aplica¢des, com enfoque para a area da saude, devido as suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas. No entanto, é importante que
esses compostos sejam testados inicialmente em células saudaveis, o que permite
avaliar a toxicidade e a seguranga desses compostos (CHOUDHARI et al., 2020).
Nesse contexto, a presente proposta, além de realizar a extracdo de compostos
fendlicos, visa avaliar in vitro o efeito do extrato obtido na viabilidade celular e no

estresse oxidativo de células mononucleares do sangue periférico humano (CMSPs).
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1.1 JUSTIFICATIVA

De acordo com o a OIV (2022), a regi&do sul corresponde a mais de 90% da
producao de vinhos no Brasil. Sendo assim, juntamente com a produgéo, a geragao
de residuos dessa industria estédo localizadas, majoritariamente, na regido Sul do pais.
Com o crescimento da produgao e processamento de uva, o volume de bagaco
também aumenta, o que torna crucial a implementacéo de solugdes tecnoldgicas para
o aproveitamento desse residuo agroindustrial na geragao de produtos de maior valor
agregado. Dessa forma, o presente estudo justifica-se pelo aperfeicoamento de

tecnologias para aproveitamento e agregacao de valor ao residuo da vinicultura.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Realizar a extracao de compostos fendlicos do residuo da producao de vinho

por meio da técnica de extrag&o por ultrassom.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar as condi¢gdes de tempo de processo por meio de uma cinética de
extragao;

e Avaliar a influéncia das variaveis de processo: temperatura, razao
sélido/liquido, poténcia de ultrassom e concentragdo de solvente na obtencdo de
compostos fendlicos e determinar a melhor condigdo experimental,

e Determinar a composicao dos compostos fendlicos totais nas diferentes
condigdes experimentais avaliadas;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos obtidos nas diferentes condigcbes
experimentais avaliadas;

e Determinar o perfil fenélico obtido através do residuo da produgao de vinho;

e Comparar a extragio por ultrassom com um método de extragdo convencional;

¢ Analisar o extrato quanto a viabilidade celular e estresse oxidativo de células

do sangue periférico humano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VINICULTURA

2.1.1 Producéo de vinho no Brasil

Sendo cultivada nos cinco continentes e em mais de 100 paises, a uva é a
quarta fruta mais produzida no mundo, a fruta foi introduzida no Brasil pelos
portugueses durante o século XVI. Contudo a produgao de vinhos teve inicio somente
com a chegada dos imigrantes italianos, a partir de 1870, principalmente na regiao sul
e sudeste do pais (AMARANTE, 1986). A vitivinicultura foi difundida também para a
regido nordeste, no vale do rio Sdo Francisco, a partir da qual o Brasil tem aumentado
sua relevancia no mercado dos vinhos finos, com aumento de produgao e safras
premiadas mundialmente (OIV, 2022).

Segundo a Organizagédo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV, 2022), entre
2020 e 2021 o Brasil registrou uma produgao de 3,6 milhées de hectolitros de vinho,
o maior volume registrado no pais desde 2008, o que colocou o pais como 0 14° no
ranking dos maiores produtores do mundo. No que se refere ao consumo de vinho em
2021 o Brasil apresentou um aumento de 1,2% em relacdo ao ano de 2020,
registrando um consumo de 4,1 milhdes de hectolitros. O aumento registrado reflete
uma mudanga de consumo observada nos ultimos anos, durante a pandemia da
Covid-19, que fez com que os consumidores apresentem maior interesse pela bebida,
colocando o vinho como a “bebida da quarentena”. Associado a alta da demanda, as
boas condi¢cdes climaticas e a expansdo das areas de vinhedos, tem-se uma

expectativa de melhor desempenho para a safra 2021/2022 (OIV, 2022).

2.1.2 Processos de produgédo de vinho

Na Figura 1 esta representado um esquema simplificado dos processos mais
utilizados na produgao de vinho tinto e branco. Observa-se que a diferenga, entre
esses, € apenas na etapa de fermentagdo, em que para o vinho tinto, as cascas e
sementes da uva sdo fermentadas juntamente com o mosto, enquanto que para o

vinho branco estes materiais sdo separados logo apds o esmagamento das uvas.
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Figura 1- PROCESSOS DE VINIFICAGAO NO BRASIL

T
(‘ Uvas H:'-
-\._\_T__.-"
Desengace |/ _’ Engaf:‘l-‘n”-,'-
Esmagamento T
Vinificaglio branca Vinificagio tinta
v
- - ¥
T ' Fermentagiio / Maceragiio
. Bagage 4 Desmostagem § i
¥
Fermentacdo o
v s
Trasfegas —" Borra | Sarro
¥

Estabilizagdo —P Borra

| Filtragio

Envelhecimento

Envase

FONTE: EMBRAPA, 2018.

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (2018), o
processo tem inicio com a etapa de desengace e esmagamento das uvas. No
desengace é realizado a retirada do engago, componente rico em taninos, o qual pode
conferir adstringéncia e amargor indesejaveis aos vinhos. O esmagamento € realizado
para liberar o suco da fruta e esse ndo deve permitir que as partes solidas da uva
(casca e sementes) sejam trituradas, uma vez que, causaria a formagao de borras e
aparecimento de sabor herbaceo.

Para dar continuidade a produg¢do do vinho branco, apés o esmagamento é
realizada a desmostagem, que consiste na separagéo do mosto das partes soélidas da

uva, gerando nessa etapa o residuo do bagaco de uva ndo fermentado, composto por
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cascas, sementes e eventuais engagos remanescentes. Para o vinho tinto, o mosto é
fermentado juntamente com as partes sdlidas da uva, cujos pigmentos irdo conferir a
cor caracteristica deste vinho. Em seguida, ocorre a etapa de fermentagado, na qual
leveduras sdo adicionadas ao mosto e transformam agucares em etanol e
subprodutos. No caso do vinho tinto, juntamente com a fermentagdo ocorre a
maceragao, etapa em que ocorre a extragao dos compostos presentes nas partes
sélidas da uva. Ainda para o vinho tinto, apdés a fermentagdo ocorre a etapa de
descuba, que consiste na separagdo das partes solidas do vinho em producao,
gerando como residuo o bagaco de uva fermentado. Esse bagacgo é prensado para
aumentar o rendimento de vinho obtido, no caso do processamento do vinho branco,
a prensagem pode ser realizada no inicio da vinificagéo.

Seguidamente é realizada a etapa de trasfega, onde o vinho é transferido de
um recipiente para outro, objetivando remover os sélidos insoluveis remanescentes.
Nesta etapa, dois outros residuos séo gerados: a borra, massa heterogénea composta
basicamente de vinho e sodlidos insoluveis como sais de tartarato, e, em menor
quantidade, o sarro, material solido mais resistente que permanece incrustrado nos
recipientes.

Posteriormente a trasfega é feita a estabilizagdo do vinho, etapa na qual
substancias como polifendis, proteinas e acido tartarico sdo neutralizados ou
removidos por sedimentagado. A estabilizagcdo dos fendlicos é realizada adicionando-
se compostos proteicos que se complexam com os polifendis, dessa forma
sedimentando e reduzindo a turbidez e adstringéncia do vinho. Nessa etapa, também
ocorre a geragao de uma borra como residuo. A filtracdo € uma das ultimas etapas na
producdo dos vinhos, na qual ocorre a retirada de microparticulas indesejaveis e a
estabilizacdo microbiologica. Apds filtrado o vinho passa por um processo de

envelhecimento e segue para consumo.

2.1.3 Residuos da producédo de vinho

O principal residuo gerado durante a produgao de vinhos é o bagaco da uva.
A quantidade de residuo gerado durante o processo depende de varios fatores,
relacionados principalmente pelo tipo de processamento adotado pela vinicola. De
maneira geral, relaciona-se a quantidade de residuo gerado com a quantidade de uva

processada. Gonzalez-Centeno et al. (2010) consideram que o bagaco representa
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cerca de 10 a 20% do peso da uva processada; ja Teixeira (2014) e Beres et al. (2017)
identificaram na literatura valores de 20 a 30% em relagao ao peso inicial de uva. Esse
residuo é constituido basicamente da polpa residual, de cascas, sementes e engagos,

conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2- REPRESENTAGAO ESQUEMA'I:ICA DOS COMPONENTES DO RESIDUO DA
PRODUCAO DE VINHO

E Engago
£
Casca
Polpa
L el
Sementes

FONTE: EMBRAPA, 2018.

A proporg¢éo de cada componente do bagago € variada e depende de diversos
fatores: variedade da uva, o solo, o clima e a safra, o que proporciona grande
variabilidade na constituicdo desse residuo. Em geral, o bagago seco é composto por
5-10% de polpa residual, 38 - 52% de sementes e 8 - 20% de casca e engaco
(BERES et al.,, 2017). Os residuos oriundos do processo de vinificagcdo branca
apresentam em sua composi¢ao maior quantidade de polpa residual e agucares
qgquando comparados aos de vinificagao tinta, devido a diferenca do processo de
producao.

Assim como a proporcdo dos componentes do residuo é variavel, a
composicdo desse material também varia e depende dos mesmos fatores
supracitados, sendo compostos basicamente de agua (umidade), fibras, proteinas,
lipidios (6leos), carboidratos metabolizaveis (agucares e amido), minerais (cinzas) e
metabdlitos secundarios (compostos bioativos) (BERES et al., 2017). Dessa forma,
esses residuos sao fontes para o aproveitamento e desenvolvimento de coprodutos

de valor agregado para o uso em diferentes segmentos industriais.
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2.1.4 Utilizagao do residuo da produgao de vinho

A utilizagdo direta do bagaco de uva inclui a destilagao, alimentagao animal e
propagacéao da terra de maneira controlada. Contudo, o bagago de uva ainda é tratado
como um produto de baixo valor econémico e estima-se que somente 3% do residuo
da industria vinicola passa por um processo de aproveitamento (ILYAS et al., 2021).

A partir do aproveitamento integral de residuos da industria de vinho, podem
ser produzidos insumos de alto valor agregado para os ramos alimenticio,
farmacéutico e cosmético. O aproveitamento integral possibilita a diversificagcao da
oferta de produtos, diminuicdo do volume de residuos, aumento da oferta de
alimentos, diminuicdo do desperdicio de matéria-prima e energia, além de agregar
valor ao processo industrial (VALENTE, 2015). Além disso, com a crescente demanda
dos consumidores por compostos naturais/organicos ao invés dos compostos
sintéticos, ja existem diversas aplicagdes para o bagaco de uva (BERES et al., 2017).
Nesse contexto, a seguir serdo apresentadas as principais aplicagbes para o

aproveitamento integral do bagaco de uva.

2.1.4.1 Farinha da casca de uva

O ingrediente mais comercial obtido a partir do bagago de uva € a farinha da
casca. O processo consiste basicamente em secar e moer a casca da uva. Esse
produto apresenta alto teor de compostos fendlicos e fibras alimentares. Nao ha
necessidade de extragdo para sua utilizagao e, assim, o processo de obtengao desse
produto € mais econdémico e tem menor impacto sobre o0 meio ambiente, resultando
em uma abordagem sustentavel. Apds a secagem, as cascas devem ser moidas para
quebrar as particulas maiores e transforma-las em uma farinha homogénea a qual é
utilizada na industria de alimentos. A farinha de uva pode ser comercializada como
farinha ou como ingrediente de outros produtos, como paes e biscoitos (EMBRAPA,
2018).

2.1.4.2 Oleo de semente de uva

Na semente de uva sdo encontrados cerca de 10 a 20% de lipidios,

dependendo da variedade da uva. O 6leo proveniente da semente de uva é
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considerado um coproduto de alto valor agregado e é utilizado principalmente nas
industrias cosmética e alimenticia. Este 6leo contém alto teor de acidos graxos
insaturados, como o acido linoleico (EMBRAPA, 2018). Apesar de ter alto valor no
mercado, o 6leo raramente é recuperado, provavelmente devido as dificuldades de

separar as sementes das demais fragées do bagaco (JIN et al., 2021).

2.1.4.3 Fibras alimentares da casca e da semente

A recuperacdo de fibras com destino a alimentagcdo humana pode
compreender processos para obtencéo de fibras soluveis e/ou insoluveis. As fibras
provenientes da semente, bem como as provenientes da casca, apresentam potencial
de aplicagdo diversificado, incluindo a incorporacdo em produtos carneos, na
panificagao, em produtos lacteos e a base de frutas. Essas fibras também apresentam
grande potencial para aplicagdo no mercado de suplementos alimentares, uma vez
que sao consideradas como fibras nobres, principalmente as arabinogalactanas

(cascas) e as galactomananas (sementes) (LAVELLI et al., 2016).

2.1.4.4 Compostos bioativos das cascas e sementes

O bagaco da uva proveniente do processo de producéo de vinho apresenta
conteudo elevado de compostos fendlicos biologicamente ativos, uma vez que as
praticas de vinificagdo extraem apenas parte desses compostos. Estima-se que
aproximadamente 70% do conteudo fendlico é preservado no bagago de uva apds o
processamento (BERES et al., 2017). Os principais compostos fendlicos presentes no
bagaco de uva sao: antocianinas, acidos fendlicos, flavondis e resveratrol. No caso da
vinificagdo em branco, o teor de compostos fendlicos do bagag¢o € maior, ja que no

processo ha pouco contato da polpa com a casca (GOMEZ-PLAZA et al., 2006).

2.1.4.5 Biomassa final do residuo da producgéo de vinho

Apods os processos de extracdo de 6leo, de compostos bioativos e de fibras
soluveis do bagago da uva, obtém-se uma biomassa final formada por material
lignocelulésico composto principalmente por celulose, hemicelulose e lignina. Esse
material pode ainda ter diversas aplicacdes, como alimento para animais, fertilizante

ou combustivel, conforme esquema da Figura 3.
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Devido a sua abundancia em carboidratos, os residuos representam
interessantes fontes renovaveis de biomassa lignoceluldésica para a produgdo de
biocombustiveis (Hernandez et al., 2021). A biomassa final da uva pode ainda ser
utilizada como combustivel sélido e gasoso. Na queima da biomassa na forma de
material particulado, pellets ou briquetes, sao gerados gases que, por sua vez, sao
transformados em energia (BOTELHO, 2016).

A biomassa também pode ser utilizada como complemento alimentar para
animais e como fertilizante agricola e, inclusive, o interesse em seu uso esta em
evidéncia pelo fato de ser um fertilizante organico (ABARGHUEI et al., 2010;
FERNANDES et al., 2005).

Ainda visando o aproveitamento da biomassa na geracao de produtos de maior
valor agregado, tem-se o conceito de biorrefinarias, o qual envolve a obtencdo de
produtos de elevado valor agregado por meio de rota bioquimica ou termoquimica. A
obtencgao de bioprodutos € considerada a rota de maior aproveitamento da biomassa
da uva. A partir das estruturas presente nesse material (celulose, hemicelulose e
lignina) s&o gerados novos compostos de alto interesse industrial e alto valor
agregado (EMBRAPA, 2018).

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados
abundantemente no reino vegetal. Consistem em um grupo hidroxila ligado
diretamente a um grupo hidrocarboneto aromatico, sua estrutura basica esta
representada na Figura 4. O mais simples € a classe de fenol, que também & chamado
acido carbdlico. A quantidade de polifendis naturais € enorme, estimada em mais de
um milhdo, pois geralmente ocorrem como glicosideos, e tais agucares com suas
ligacbes apresentam grande variedade (SAKAKIBARA et al.,, 2003). As principais

classes e subclasses de compostos fendlicos podem ser observadas na Figura 5.

Figura 4- FORMULA ESTRUTURAL BASICA DOS COMPOSTOS FENOLICOS

)

FONTE: (TAIZ et al., 2017).
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2.2.1 Flavonoides

Os flavonoides s&o a maior classe de fendlicos vegetais, existindo cerca de
4.200 estruturas de flavonoides identificadas. Essa grande diversidade ocorre devido
as modificagdes que tais compostos podem sofrer, tais como: hidroxilagao, metilagao,
acilagao, glicosilagao, entre outras. Esses fendlicos tém uma importancia potencial na
medicina, como inibidor de AMPc-fosfodiesterase, e na agricultura, desde que os
isoflavonoides e rotendides sejam considerados como fitoalexinas (TAIZ et al., 2017).

O esqueleto basico de carbono dos flavonoides (Figura 6) contém 15 carbonos

organizados em dois anéis aromaticos, conectados por uma ponte de trés carbonos.

Figura 6- ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES

OH

FONTE: (TAIZ et al., 2017).

Os flavonoides representam um amplo grupo de derivados fendlicos soluveis
em agua e coloridos (vermelho, carmensim, purpura ou amarelo). Sdo os metabdlitos
secundarios mais difundidos no reino vegetal, encontrando-se em maior quantidade
nas familias Leguminosae e Compositae. Apresentam como grande vantagem
baixissima toxicidade, sendo essenciais para a completa absorgcao de vitamina C. Eles
podem ainda proteger as plantas contra os danos causados pela luz ultravioleta. Os
flavonoides sao divididos em seis grandes grupos: antocianinas, flavonas,

isoflavonoides, flavanois-catequinas, flavononas e flavonéis (TAIZ et al., 2017).
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Figura 7- ESTRUTURA QUIMICA DOS FLAVONOIDES E SEUS DERIVADOS
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FONTE: DEL RIO et al., 2013.

2.2.1.1 Flavanois

Dentro deste grupo complexo, os principais constituintes presentes na uva,
sao os mondmeros catequinas e epicatequinas, e os oligbmeros ou polimeros
denominados proantocianidinas (PEREIRA, 2014).

O kaempferol (3,5,7-tri-hidroxi-2- (4-hidroxifenil) -4Hcromen-4-ona) esta
presente em 80% dos alimentos a base de plantas, incluindo brdcolis, couve, uva,
morango, maca e cha. Possui efeitos benéficos e/ou efeitos protetores contra varias
doengas como o cancer, devido a sua capacidade para induzir apoptose de células
cancerosas (KASHYAP et al., 2017).

A quercetina é um antioxidante encontrado em vegetais, abundante na dieta
humana. Geralmente é encontrada nos alimentos na forma glicosilada, como
glicosideos de quercetina, que constituem 70% de todos os flavondis na dieta (WANG
et al., 2017). Esse composto apresenta propriedades antioxidantes, antiproliferativos,
anti-inflamatério, antihistaminico, antiviral, anticarcinogénico, propriedades protetoras

psicoestimuladores e imunossupressores (HALEAGRAHARA et al., 2017).
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A miricetina é comumente encontrada em vegetais, frutas, nozes, bagas, chas
e, no vinho tinto (ZHANG et al., 2017). As catequinas sdo compostos incolores e
hidrossoluveis que contribuem para o amargor e a adstringéncia do vegetal. Sdo
encontradas em cha verde, cerejas, amoras, framboesas, mirtilo, uva roxa e vinho
tinto (PEREIRA; CARDOSO, 2012). As catequinas e outros bioflavondides exibem
atividade antioxidante semelhante a das vitaminas C (ascorbato) e E (tocoferol), que
também demonstram reduzir o risco de certos tipos de cancer, quando administradas
como suplementos ou constituem naturalmente a alimentagdo (MANFREDIN;
MARTINS; BENFATO, 2004).

2.2.1.2 Antocianidinas

As antocianidinas possuem como funcéao: protecao UV, atragdo de animais
para polinizagdo e dispersdao de sementes, defesa contra patdégenos e pragas e
protecdo para o DNA e o aparelho fotossintético dos fluxos de radiagdo elevados
(SZYMANOWSKA et al., 2015).

Sao também responsaveis por uma variedade de cores como vermelho, azul,
roxo e laranja. A casca da uva pode conter até 25 pigmentos distintos, dependendo
da variedade. O corante é denominado enocianina, e seu principal cromoforo € a
mistura complexa de antocianinas: antocianidina (aglicona), agucar e frequentemente
acidos. As antocianinas s&o soluveis em agua e em mistura de agua e alcool e

insolGveis em 6leos e gorduras (ARAUJO, 2004).

2.2.2 Taninos

Os taninos sao polimeros fendélicos com propriedades de defesa vegetal, assim
como a estrutura da lignina. Ha duas categorias de taninos: os condensados e os
hidrolisaveis. Os condensados sao formados pela polimerizacdo de unidades de
flavonoides, comuns em plantas lenhosas; sao conhecidos também como pro-
antocianidinas, por frequentemente serem hidrolisados a antocianidinas com
tratamento a base de acidos fortes (Figura 8A). Ja os hidrolisaveis sao polimeros
heterogéneos que contém acidos fendlicos (acido galico em especial) e agucares
simples (Figura 8B) (TAIZ et al., 2017).
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Figura 8- ESTRUTURA GERAL DE UM TANINO CONDENSADO (A) E UM HIDROLISAVEL (B).

{A)
BT Hidrexinitrila
R _-O-tAgicar Glicosidase R _-OH liase R~ =
e 1\ ¥ /I:‘_" ~ ol —» .-’I:TD + HC=N
R C=N [—r— R C=N espontaneo R
Agticar|
Glicosideo } ) Ciano-hidrina Cetona Acido
clanogénico cianidrico
(B)
L] &
2 rf-’ﬁv{ ) ?H o :
= w"*t:,f'J Ho~ s \ (Y HO "m o c?’
= [T 1 0.
. Ho Ny (e /J\ | Ho—T G —
P o D o oH A e OH CH3
[ A, T HO - 10 HiC
HO l’ OH OH
OH
Durrina Amigdalina Lotaustralina

FONTE: (TAIZ et al., 2017).

2.2.3 Estilbenos

O estilbeno € um composto dificil de ser encontrado, contudo, muitos de seus
derivados sao extraidos de plantas e apresentam atividades bioldgicas e terapéuticas
importantes. Tais compostos sdo denominados fitoalexinas, no qual destaca-se o
resveratrol, encontrado em alguns tipos de uva (NOBRE et al., 2006). O resveratrol é
associado ao “Paradoxo Francés”, o qual descreve a baixa incidéncia de doencgas
cardiacas e obesidade entre os franceses, mesmo com dieta rica em gordura e alta
ingestao de vinho. O resveratrol € responsavel pela redugéo do estresse oxidativo em
varios tipos de doencas (DI DONNA et al., 2017).

2.2.4 Cumarinas

As cumarinas sao amplamente distribuidas nos vegetais, sdo encontradas em
fungos e bactérias, sendo identificadas mais de 1.300 cumarinas de fontes verdes, as
quais podem estar presente em todas as partes da planta (MESQUITA et al., 2013).
Muitas cumarinas possuem atividades imunosupressora, relaxante muscular,
hipolipidémica, hipotensora, vasodilatadora, espasmolitica e antitrombdtica, e
algumas sao também utilizadas na prevengao de doengas causadas por radicais livres
(SIMOES et al., 2017).
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2.2.5 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos sdo compostos simples formados por um anel aromatico e
os substituintes ligados a sua estrutura, podem se apresentarem sob sua forma livre
e podem também estar ligados entre si ou com outros compostos (BRAVO, 1998;
SOARES, 2002). Sao divididos em dois grupos. O primeiro € composto pelos acidos
hidroxibenzdicos, que possuem sete atomos de carbono (C6-C1) e sdo os acidos
fendlicos mais simples encontrados na natureza. Incluem os acidos galico, p-
hidroxibenzdico, protocatecuico, vanilico e siringico. O segundo grupo é formado
pelos acidos hidroxicindmicos, que possuem nove atomos de carbono (C6-C3), sendo
0s mais comumente encontrados no reino vegetal. Incluem os acidos caféico, ferulico,
p-cumarico e sinapico. O acido caféico € um dos acidos mais abundantes e representa
a maior parte de acidos hidroxicinamicos totais contidos em muitas frutas,
principalmente nas partes mais externas de frutas maduras (ANGELO; JORGE, 2007).

Assim como os demais compostos fendlicos, os acidos fendlicos apresentam
atividade antioxidante, a qual depende do numero e posigdo de grupos hidroxila em
relagdo ao grupo funcional carboxila. A atividade antioxidante dos acidos fendlicos
aumenta com o aumento do grau de hidroxilagdo, como € o caso do trihidroxilado
acido galico, que apresenta alta atividade antioxidante. Em contrapartida, a
substituigdo dos grupos hidroxila nas posigdes 3 e 5 por grupos metoxila, como no
caso do acido siringico, reduz a atividade antioxidante. Acidos monohidroxibenzéicos
com o grupo OH ligado nas posi¢des orto ou para em relagao ao grupo COOH néo
apresentam atividade antioxidante, porém, isso nao acontece para o acido m-
hidroxibenzdico. Os acidos hidroxicinamicos apresentam maior atividade antioxidante
que os acidos hidroxibenzodicos correspondentes. Isso pode ser devido ao grupo
CH=CH-COOH, que garante maior habilidade de doar ions H+ e estabilizar radicais
que o grupo COOH (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

2.3 COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES NA UVA

Dentre as frutas e vegetais as uvas sao consideradas uma das maiores fontes
de compostos fendlicos. O conteudo do perfil fendlico das uvas € diversificado,
variando entre as cultivares, o que resulta em uvas com diferentes caracteristicas,

tanto de sabor quanto de coloragao (ABE et al., 2007).
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Os compostos fendlicos estéo distribuidos de maneira diferente quanto a sua
presenca/auséncia e pequena/grande quantidade nas partes do fruto. Na casca é
possivel encontrar todos eles; na polpa sdo encontrados flavanois e acidos fendlicos
e nas sementes somente flavanodis (CABRITA et al., 2003).

Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior porcentagem de
compostos fendlicos. As antocianinas (cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina) s&o flavanoides amplamente distribuidos na natureza e séo responsaveis
pela maioria das cores azul e violeta e todas as tonalidades de vermelho presentes
em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes. Nas uvas elas podem estar
presentes na casca e na polpa, no caso das uvas tintureiras, ou apenas na casca e
nas 3 ou 4 primeiras camadas da hipoderme nas uvas tintas (CABRITA et al., 2003).

Os flavandis (catequina, epicatequina e epigalocatequina), estdo presentes
basicamente nas sementes das uvas e sao o0s principais compostos fendlicos
responsaveis pelo sabor e adstringéncia de vinhos e sucos de uva. Dentre os
flavandis, destacam-se os 3-flavandis e as proantocianidinas. A (+)-catequina e a (-)-
epicatequina sdo os 3-flavandis mais encontrados, sendo o primeiro mais
representativo e o principal flavondide em uvas brancas. As proantocianidinas sao
dimeros, trimeros, oligdmeros ou polimeros de 3-flavandis, sendo que as encontradas
em maior quantidade em uvas e vinhos sao constituidas por (+)-catequina e (- )-
epicatequina e denominadas procianidinas (CABRITA et al., 2003).

Os flavonois (quercetina, caemferol e miricetina) estdo presentes em menor
quantidade e somente na casca, na forma de glicosideos, contudo possuem
importante papel na coloragao do vinho, uma vez que, atuam como co-pigmentos junto
as antocianinas. Os acidos fendlicos, hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos,
usualmente encontrados em baixas concentragdes, representam um dos principais
compostos em uvas brancas, influenciando o aroma e gosto dos vinhos (ABE et al.,
2007).

2.4 METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

2.4.1 Métodos convencionais de extracdo de compostos fendlicos

Os métodos convencionais de extracdo de compostos fendlicos baseiam-se

na difusdo dos compostos de uma matriz sélida (alimento) utilizando uma matriz
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liquida (solvente). A eficiéncia da extracdo depende principalmente da escolha do
solvente, tendo-se a polaridade do composto alvo como fator importante na escolha.
Outros aspectos a serem considerados sdo: afinidade molecular entre solvente e
soluto, transferéncia de massa, utilizagcdo de cossolvente, seguranga ambiental,
toxicidade para humanos e viabilidade financeira (COWAN, 1999).

Os solventes mais utilizados para extragdo de substancias fendlicas sao o
metanol e misturas de metanol/agua, a adigdo de agua ao solvente contribui para criar
um meio moderadamente polar, favorecendo a extragcdo de polifendis. Outros
solventes tais como acetona, acetato de etila e misturas de solventes também tém
sido utilizados, mas geralmente promovem baixo rendimento (TSAO, 2010; NOUR et
al., 2014).

Xu e Chang (2007) apontam outros fatores, além da natureza do solvente, que
contribuem para a eficiéncia da extracdo dos métodos convencionais, sendo eles:

a) Temperatura de extracdo: elevadas temperaturas sao necessarias para aumentar

a eficiéncia da extracao desde que o calor torne as paredes celulares permeaveis,
aumente os coeficientes de solubilidade e a difusdo dos compostos a serem extraidos
e diminua a viscosidade dos solventes, contudo temperaturas extremas podem
degradar os compostos fendlicos;

b) Numero de etapas da extracdo e volume de solvente: a eficiéncia da extragao

aumenta de acordo com o numero de etapas da extracdo e sdo necessarias 3 a 5
extragdes sequenciais da amostra original para obter rendimentos quantitativos;

c) Tempo de extracdo: curtos periodos de extragdo podem nao ser suficientes para a

completa transferéncia dos solutos para a fase orgéanica, no entanto, longos tempos
de extracdo em elevadas temperaturas podem oxidar os compostos fendlicos da
amostra;

d) Tamanho das particulas das amostras: de maneira geral a taxa de extragcao

aumenta com diminuigdo do tamanho de particula da matriz sélida, visto que ocorre
um aumento da area disponivel para a transferéncia de massa;

e) Proporcao amostra-solvente: quanto menor a proporgao amostra-solvente, maior a

transferéncia de massa que ocorre entre a amostra e o solvente;

f) Forca idnica: o aumento da forga ibnica da fase aquosa acarreta a diminuigdo da
solubilidade de inumeros compostos covalentes, o que favorece a solubilizacdo dos

compostos na fase organica.
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A extracdao convencional é a técnica mais empregada na extracao de
compostos fenodlicos devido principalmente a sua simplicidade e relativo baixo custo
(AZMIR et al., 2013). Entretanto, apresenta alguns desafios, como requerimento de
solventes de elevado grau de pureza e muitas vezes toxicos, evaporagédo de grande
quantidade do solvente, baixa seletividade da extragcao, emprego de temperaturas e
tempos elevados. Além disso, também apresenta exposi¢ao a luz e ao oxigénio o que
possibilita a ocorréncia de degradagdes, comprometendo a qualidade e o rendimento
final dos compostos fendlicos. Dessa forma, novas técnicas foram introduzidas para
superar as limitacbes dos métodos de extragdo convencionais, as quais sao

denominadas técnicas de extracdo ndo convencionais (ASPE e FERNANDEZ, 2011).

2.4.2 Métodos nao convencionais de extracdo de compostos fendlicos

As técnicas de extracdo nao convencionais sao mais sensiveis, seletivas e
rapidas. Algumas sao consideradas técnicas sustentaveis por serem menos
poluidoras do que as técnicas convencionais, além de buscarem a sintese de produtos
quimicos menos nocivos e mais seguros, utilizagdo de matéria-prima renovavel,
reducado dos derivados, projetos de eficiéncia energética e redugdo do tempo de
analise (SUN et al., 2012).

As técnicas mais promissoras sao: extragao assistida por ultrassom, extragao
assistida por enzimas, extracdo assistida por micro-ondas, extragdo assistida por
campo elétrico pulsatil, extracdo por fluido pressurizado e extracdo por fluido
supercritico (SAO JOSE et al., 2014; MAJD et al., 2014). Como o foco principal do
trabalho envolve a extragdo assistida por ultrassom, maiores detalhes dessa técnica

serao apresentados na segao seguinte.

2.4.2.1 Extragao assistida por ultrassom

O ultrassom é uma onda sonora que se propaga em um meio pelo processo
de compressao e expansao (PIYASENA et al., 2003). Esse processo gera o fenbmeno
chamado de cavitagao, que significa crescimento e colapso de bolhas. O colapso das
bolhas pode produzir efeitos mecanicos, quimicos e fisicos, que resulta na ruptura das

membranas bioldgicas facilitando a liberagdo dos compostos, além de intensificar a
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penetracdo do solvente no material celular, aumentando a transferéncia de massa
(TIWARI, 2015).

Na extragdo assistida por ultrassom a amostra macerada € misturada com
solventes e colocada no banho ultrass6nico, no qual temperatura e o tempo de
extracdo sado ajustados (HERRERA e LUQUE DE CASTRO, 2005). Temperatura,
pressao, frequéncia, tempo, tamanho das particulas da amostra e o solvente
empregado sdo fatores controlaveis do processo de extragédo por ultrassom (AZMIR
et al., 2013).

Esse processo de extracdo é considerado uma técnica sustentavel de
extracdo porque comparada as técnicas convencionais causa menores impactos
ambientais devido ao menor consumo de energia, uma vez que a extracdo ocorre em
menor tempo (COVA et al., 2019). Em seu estudo, Goula et al. (2016) confirmaram as
vantagens do processo de extragdo assistida por ultrassom em termos de tempo
necessario e rendimento de extragao de polifendis. Com apenas 10 minutos em etanol
aquoso foram necessarios para recuperar os polifendis do bagago de uva vermelha
grega com um maior rendimento em relagdo a extragdo convencional que foi 100
vezes mais longa.

Com a adocgédo desse procedimento é possivel evitar uso de solventes
organicos caros e prejudiciais ao meio ambiente (metanol,
acetona, hexano ,cloroférmio) ou solugbes acidas tipicamente usadas nos
procedimentos convencionais de extragdo (CHOWDHARY et al., 2021 , PORTILLA
RIVERA et al., 2021 ). As técnicas nao tradicionais de extragdo podem ainda reduzir
a degradacao térmica do extrato, preservando suas atividades alvo (COVA et al.,
2019).

2.5 ATIVIDADE BIOLOGICA DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos apresentam diversas atividades biologicas, sendo a
atividade antioxidante a mais citada na literatura. Ha um significativo interesse na
extracdo de substancias antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais,
uma vez que os antioxidantes podem ser de grande beneficio dado que eles tém a
capacidade de proteger um organismo dos danos causados pelos radicais livres.
Dessa forma, sendo capazes de prevenir ou adiar o inicio de doengas, como

cardiovasculares, crénicas (cancer, aterosclerose, artrite reumatica, hipertrofia
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muscular) e neurodegenerativas, como o Mal de Alzheimer (ALAM; BRISTI,
RAFIQUZZAMAN, 2013).

No que se refere a capacidade antioxidante existem dois tipos de mecanismos
de reacdo que acontecem, ambos resultando de neutralizagcdo ou reducdo de um
radical. Um desses mecanismos se baseia na transferéncia de elétrons (TE) e o outro
na transferéncia de um atomo de hidrogénio (TAH) (GULCIN, 2012). Os compostos
fendlicos agem como antioxidantes devido sua habilidade em doar hidrogénio ou
elétrons, bem como por causa de seus radicais intermediarios estaveis, que impedem
a oxidagao de varios ingredientes do alimento, particularmente de acidos graxos e de
oleos (CUVELIER et al.,1992).

Além de possuir funcdo antioxidante, os compostos fendlicos também
apresentam outras atividades bioldgicas, como antimicrobiana, anti-inflamatorias e
anticancer. Doshi et al. (2015), descrevem que os bagacos das uvas Pusa Navarang
e Merlot nao apenas apresentam propriedades antioxidantes, mas também
apresentam imenso potencial como secretagogos de insulina, podendo ser uteis no
tratamento do diabetes tipo II.

Por meio de sinergismos com produtos naturais, como os compostos fendlicos,
€ possivel potencializar e recuperar os antibidticos contra as bactérias
multirresistentes (AVERILLA et al., 2019). No trabalho de Silva et al. (2018), os
polifendis (antocianinas e taninos) extraidos do bagago de uvas vermelhas
apresentaram inibicdo contra bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermis) e contra bactérias Gram-
negativas como a Klebsiella pneumoniae.

As interagdes sinérgicas entre antibidticos e extrato de bagagco de uva
potencializou os efeitos de diversas classes de antibidticos contra S. aureus e
Escherichia coli. Esse efeito esta relacionado a elevada concentragdo de compostos
fendlicos encontradas no bagaco de uva da variedade Cabernet Sau vignon como
acido galico, quercetina, kaempferol, acido siringico, e acido p-cumarico (SANHUEZA
et al., 2017).

Paulino et al. (2016), relatam que os extratos do bagago de uva Tannat,
Carbernet-Sauvignon, Merlot e Arinarnoa apresentaram efeito anti-inflamatorio in vitro
contra a COX-1 e COX-2. A partir dos bagagos das uvas Cabernet Sauvingnon,
Cabernet Frank e Merlot, Bucic-koji¢ et al. (2020), realizaram um tratamento com o

fungo Trametes versicolor e avaliaram o perfil fendlico e o potencial anti-inflamatérios
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dos extratos de bagacgo de uva. O potencial anti-inflamatério dos extratos de bagaco
de uva foi estudado por meio de testes baseados na inibicdo da 5-lipoxigenase e da
hialuronidase, duas enzimas chave nos processos inflamatérios. Ao longo do
tratamento os autores identificaram 24 compostos fendlicos, verificando que o
aumento do teor de fendlicos foi acompanhado por um aumento da atividade anti-
inflamatdria dos extratos de bagaco de uva, o que foi confirmado pela forte correlagao
entre eles.

Os derivados do bagago de uva ricos em polifendis podem ser utilizados na
prevencao e terapia do cancer de pele devido ao efeito contra a invasédo do cancer e
metastase (CHOJNACKA; LEWANDOWSKA, 2018). O bagaco de uva Vitis vinifera L.
demonstrou atividade de supressao e bloqueio contra o cancer colorretal in vitro
(células HT-29) e agbdes anti-proliferativas e anti-genotoxicas devidas aos acidos
hidroxibenzoico e acidos hidroxicinamicos (DEL PINO-GARCIA et al., 2017). Manca
et al. (2015), demonstram que ao incorporar o extrato de bagag¢o de uva Cannonau
em vesiculas fosfolipidicas inovadoras, atenuou-se significativamente os danos a

pele, através da regulagdo do estresse oxidativo em queratinécitos e fibroblastos.
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3 MATERIAL E METODOS

A seguir serdo apresentadas as metodologias propostas para o
desenvolvimento desta pesquisa visando a obtencdo do extrato do residuo da
producao de vinho tinto, a qual contempla as etapas iniciais de preparo da matéria-
prima: secagem, moagem, analise de umidade e granulometria. Em seguida, os testes
de extracdo realizados e os métodos analiticos utilizados para caracterizar o extrato
obtido: compostos fendlicos totais (CFT), atividade antioxidante total (AAT) e perfil
fendlico. A Figura 9 apresenta o fluxograma das metodologias a serem desenvolvidas.
Os experimentos e procedimentos analiticos foram realizados nos Laboratérios da

Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) - Campus Chapecdé.

Figura 9- FLUXOGRAMA DAS METODOLOGIAS DESENVOLVIDAS
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FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.
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3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matéria-prima para extracao dos compostos fendlicos

O bagaco de uva proveniente da produgao de vinho tinto foi fornecido pela
vinicola Cantina do Ténico, localizada no municipio de Palmitos - SC. O material foi
coletado no dia 25 de janeiro de 2022. Conforme pode ser observado na Figura 10, o
material € composto de cascas, sementes, engasgos e suco remanescente. De
acordo com o proprietario da vinicola, as uvas bordd utilizadas na produgao (Vitis
labrusca) apresentavam-se murchas, o que dificultou o processo de esmagamento,
dessa forma, no residuo coletado ainda pode ser encontrado gréos inteiros de uva.
Além disso, ainda de acordo com o proprietario, para realizar o processo de moagem
da uva bordo foi necessario adicionar uma quantidade nao especificada da variedade

rosa (Medinilla magnifica) para dar vazao ao processo de esmagamento.

Figura 10- BIOMASSA COLETADA

Fonte: Acervo do autor, 2023.
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3.1.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nas etapas de extragdo de compostos fendlicos e

caracterizacao dos extratos obtidos foram:

Metanol (Tedia®, grau HPLC);

Alcool etilico P.A (Neon, 95%);

Acido galico (Exodo Cientifica, 99%);
Folin-Ciocalteau (Exodo Cientifica, 99%);
Carbonato de sddio (Dinamica; 99%);

Trolox acido ( )-6-hidroxi-2,5,6,7,9-tetrametilcromano-2-carboxilico (Sigma-Aldrich,
97%);

DPPH -2,2-difenil-1-picrilhidrazil (Alfa Aesar, 95%);
Acetato de sddio trihidratado (PM = 136,08);

Acido acético glacial P.A;

Acido cloridrico P.A. (PM = 36,5; d = 1,19);

Cloreto férrico hexahidratado (PM = 270,3);

Sulfato ferroso heptahidratado (PM = 278,02);
TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina) (PM = 312,34);

Acido férmico.

3.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nas etapas de caracterizagdo da matéria-prima,

extracdo de compostos fendlicos e caracterizacdo dos extratos obtidos foram:

Estufa de secagem e esterilizagdo com circulagdo e renovagao de ar (American
Lab, AL-102/480);

Moinho de facas tipo Willye (Fortinox, Star FT-50);

Peneirador eletromagnético (Contenco);

Balanga (Shimadzu, AUX 320);

Banho termostatico (Nova);

Banho Ultrassénico (Eco-Sonics);

Centrifuga (Sigma, 3-15KL);

Liofilizador (Solab, SL 404);
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e Evaporador rotativo (Technal, TE 211);
e Espectrofotdbmetro (Shanghai Metash Instruments, UV-5300PC U);

e Leitor de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan FC).

Para a determinacgao do perfil fendlico dos extratos obtidos foram utilizados os
seguintes equipamentos:
e Cromatografo (Shimadzu HPLC-MS 2020);
e Coluna Shim-pack GISS.

3.1.4 Padrbes cromatograficos

Para identificacdo do perfil fendlico foram utilizados como padrbes
cromatograficos os seguintes compostos:
e Quercetina (Sigma-Aldrich, 99%);

e Miricetina (Sigma-Aldrich, 99%);

e Kaempferol (Sigma-Aldrich, 99%);

e Acido cafeico (Sigma-Aldrich, 99%);

e Epicatequina (Sigma-Aldrich, 99%);

e Flavona (Sigma-Aldrich, 99%);

e Acido P-cumarico (Sigma-Aldrich, 99%);
e Acido siringico (Sigma-Aldrich, 99%);

e Pirocatecol (Sigma-Aldrich, 99%);

e Acido galico (Sigma-Aldrich, 99%);

e Epigalocatequina (Sigma-Aldrich, 99%).

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1 Preparo da biomassa para extracédo de compostos fendlicos

Apds a coleta, as amostras foram imediatamente encaminhadas ao
laboratoério da Universidade Federal da Fronteira Sul - Campus Chapecd, onde foram

submetidas a pasteurizagao para inativacao enzimatica. Esse processo deu-se em

banho maria por um periodo de 15 min, o qual foi contabilizado a partir do momento
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qgue as amostras atingiram a temperatura de 70°C (VALDERRAMA, MARANFONI e
CLEMENTE, 2001; TROIANI, TROPIANI e CLEMENTE, 2003). Posteriormente, o
material foi seco em estufa de ar circulante, a temperatura de 50°C por 72 horas.
Durante esse processo, o material foi constantemente revolvido para garantir uma
secagem homogénea.

Apds a secagem percebeu-se que a maior parte das sementes da uva
separaram-se do restante do material, como pode ser visualizado na Figura 11. Uma
vez que o 6leo da semente de uva € o coproduto mais valorizado, tendo sua produgao
bem definida (EMBRAPA, 2018); optou-se por separar a maior parte das sementes e

trabalhar com o restante do material (casca, engasgos, polpa e algumas sementes).

Figura 11- BIOMASSA APOS SECAGEM EM ESTUFA.

4 v

Fonte: Acervo do autor, 2023.

Com o intuito de reduzir o tamanho da biomassa, apds a secagem o material
foi moido em moinho de facas até particulas inferiores a 0,5 mm, selecionadas através
de uma peneira de 20 mesh, acoplada ao proprio equipamento.

Ao término do processo de moagem o material foi armazenado, em bolsas
hermeticamente fechadas, envolvidas com papel laminado para proteger da luz,

dentro do freezer.
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3.2.2 Caracterizacido da biomassa

3.2.2.1 Determinacgao da distribuicdo do tamanho das particulas

Para a determinagao da distribuicdo do tamanho de particulas da biomassa
utilizou-se peneiras na série Taylor 9, 16, 30, 60 e 100 mesh para a separacao do
material. O processo foi realizado em um ambiente escuro a fim de preservar os
compostos presentes na amostra. Inicialmente pesaram-se as peneiras, que
posteriormente foram empilhadas na seguinte ordem, comegando na parte inferior:
bandeja inferior (fundo), 100, 60, 30, 16 e 9 mesh, conforme pode ser visualizado na
Figura 12. Em seguida, foi adicionado aproximadamente 80 g do material em analise
na parte superior da série de peneiras e estas foram presas em um agitador
eletromagnético, sendo agitadas durante 15 min. Ao término do periodo, pesaram-se

as peneiras para determinar a massa retida em cada uma delas.

Figura 12- APARATO PARA A DETERMINAGAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS.

Fonte: Acervo do autor, 2023.

Apos a constatacdo dos resultados do ensaio de peneiramento, o maior
volume de biomassa apresentou-se retido na peneira de 60 mesh. Objetivando-se
trabalhar com um material de tamanho homogéneo separou-se a biomassa que ficou
retida nas peneiras de 60 e 100 mesh, juntamente com o material de fundo, para

realizar os demais ensaios.
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3.2.2.2 Determinacao da umidade da biomassa

A determinagdo do teor de umidade da biomassa foi realizada em dois
momentos. Primeiramente com o material logo apds ser coletado, e segundo com a
biomassa apds a secagem e redugao do tamanho das particulas em moinho. O
objetivo desta analise foi medir a quantidade de agua e outros componentes volateis
a 105°C presentes nas amostras.

Para determinagao do teor de umidade seguiu-se o procedimento padréo do
NREL “Determination of Total Solids in Biomass” (SLUITER et al, 2005). Inicialmente
placas de petri foram previamente secas a 105°C em estufa, em seguida foram
colocadas em um dessecador para esfriarem até temperatura ambiente,
posteriormente realizou-se a pesagem delas em uma balanga analitica. Amostras
homogeneizadas de aproximadamente 10 g de biomassa foram pesadas nas placas
e tiveram suas massas anotadas. Analogamente, levaram-se as amostras para estufa
a 105°C onde permaneceram até massa constante. Apds, retiraram-se as amostras
colocando-as em um dessecador para que esfriassem até temperatura ambiente. Por
fim, pesaram-se as placas contendo a biomassa seca. Para todas as amostras os

ensaios foram realizados em triplicata, como mostra a Figura 13.

Figura 13- DEMONSTRAQAO DA DETERMINAQAO DO TEOR DE UMIDADE EM ESTUFA.
TR T AR T ST T L T "

Para o calculo do teor de umidade da biomassa utilizou-se a Equacao 1.
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(M3 — M1)

— 1 E ao 1
(MZ—Ml)* 00 (Equacgdol)

% umidade = 1 —

Onde:
M1: Massa da placa de petri vazia, em g.
M2: Massa da placa de petri + amostra umida, em g.

M3: Massa da placa de petri + amostra seca, em g.

3.2.3 Obtencéo do extrato de compostos fendlicos

3.2.3.1 Extracado de compostos fendlicos da biomassa

A extracdo de compostos fendlicos foi realizada utilizando o método de
ultrassom, reconhecido por acelerar a interagdo entre os compostos presentes na
biomassa e a solugao extrativa, evitando assim a aplicagao de altas temperaturas e
longos tempos de extragao (da Rocha & Norefia, 2020).

Todo o processo de extracdo deu-se em ambiente escuro com o intuito de
preservar os compostos presentes na biomassa. Para realizar a extragdo a biomassa
foi aferida em tubo de ensaio com rosca e em seguida, foi adicionado a solugéo de
extracdo. Utilizou-se agua destilada e etanol 95% como liquidos extratores, visando o
aproveitamento da metodologia desenvolvida em preparagbes de extratos que
poderao ser usados em formulagdes alimenticias, cosméticas e farmacéuticas.

Os tubos foram entdo condicionados em banho ultrassénico. Decorrido o
tempo de extracdo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos, na temperatura
de 20°C a 5000 rpm. Em seguida, foi desprezado o residuo e o extrato (sobrenadante)
foi filtrado em filtros de nylon (0,45 um) e armazenado em tubos de Falcon envolto em
papel aluminio no freezer (-18 °C) até o momento da realizagao das analises.

Na Figura 14 estédo representadas as etapas do processo de extragdo, bem

como o tempo decorrido para cada etapa.
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Figura 14 - TEMPO PARA CADA ETAPA DO PROCESSO DE EXTRAGAO DE COMPOSTOS
FENOLICOS

01 03 05

Tempo de utrassom

de acordo com o Aproximadamente
ensaio 1 minuto
Mistura g ~
biomassa/solvente I Centrifugagao I
filtros nylon

\ Extra¢io ‘ Filtragao com J

Aproximadamente

1 minuto 02 5 minutos 04 Congelamento

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

3.2.3.2 Cinética de extracdo de compostos fendlicos

Experimentos preliminares foram realizados para avaliar a influéncia do tempo
de extracdo dos compostos de interesse. Para tanto foi realizada uma cinética de
extracdo, com os tempos de 1, 15, 60 e 120 minutos, para a etapa de extragcdo em
que as amostras permanecem dentro do ultrassom.

As demais condicdes de extracido foram fixadas em: razdo solido-liquido de
60 g/L, ou seja, 0,6 g de amostra foram submetidas a extragdo em um volume fixo de
10 mL de uma solugédo de EtOH:H20 (50:50, v:v). Os parametros, poténcia de
ultrassom e temperatura foram fixados em 100% e 50°C, respectivamente, tendo
como diretriz o desenvolvimento de uma tecnologia extrativa rapida e com gasto
minimo de energia e de solvente organico.

Em seguida, realizou-se uma segunda cinética de extracdo com uma razao
sélido-liquido de 20 g/L, mantendo-se as demais condigdes: 10 mL de solu¢ao (50%
etanol); 100% poténcia de ultrassom e 50°C. Além disso, também foi aumentado o
numero de pontos analisados durante a extragao para intervalos de 15 minutos, de 0
até 120 min, para a etapa de extragdo em que as amostras permanecem dentro do

ultrassom.
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3.2.3.3 Planejamento experimental para analisar as condi¢gdes do processo de
extracao

O estudo da otimizagao para a obtengao do extrato foi realizado com o auxilio
de um planejamento de experimentos. A técnica foi empregada objetivando
compreender a influéncia das variaveis estudadas e encontrar a melhor condi¢do de
extragcdo do processo. A extragado ocorreu conforme metodologia descrita no item
3.2.4.1, fixando o tempo na melhor condi¢ao obtida na cinética de extragdo. Os demais
parametros de processo seguiram o planejamento experimental.

Foi realizado um DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional)
utilizando os pontos axiais, a fim de avaliar o efeito quadratico das variaveis
investigadas. Este delineamento foi um fatorial completo 24, composto por quatro
variaveis, dois niveis, pontos axiais e pontos centrais. Salienta-se que todos os
ensaios foram realizados em triplicata e em ordem randémica. Na Tabela 1 podem ser

visualizadas as variaveis e os niveis do DCCR.

Tabela 1 - VARIAVEIS E NIVEIS DO PLANEJAMENTO DCCR

Niveis
-a -1 0 1 +a
Temperatura (°C) 20 35 50 65 80
Raz&o sdlido/liquido (g/L) 4 12 20 28 36
Concentragao de etanol (%) 0 20 40 60 80
Poténcia de ultrassom (%) 20 40 60 80 100

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

3.2.3.4 Validacdo do modelo estatistico da extracdo de compostos fendlicos

Com o objetivo de validar experimentalmente o modelo estatistico obtido a
partir do delineamento composto central rotacional, realizou-se uma extracdo em
condigdes diferentes das analises do planejamento experimental. Para tanto, as

condigdes de extracao foram: 65°C, 40% de etanol, 4 g/L e 100% de ultrassom.

3.2.3.5 Testes complementares de extracdo de compostos fendlicos

A fim de comparar os resultados obtidos pelo planejamento experimental, o

qual foi desenvolvido tendo como base o método de extragao por ultrassom, realizou-



49

se outras metodologias de extragdo. Inicialmente foi realizado uma extragao por
ultrassom composta por duas etapas de extracdo e, em seguida, essa extragao foi
comparada com a extracado pelo método Soxhlet. Ambas foram realizadas com uma
relagédo solido/liquido de 20 g/L.

Para a extragao de ultrassom em duas etapas, primeiramente realizou-se uma
extracao utilizando apenas agua destilada como solvente, na temperatura de 20°C e
com 20% de poténcia de ultrassom. Apés finalizada a primeira etapa de extragao a
amostra foi centrifugada, tendo o sobrenadante armazenado para posteriores
analises. A matéria-prima residual foi submetida a segunda etapa de extragdo nas
seguintes condi¢des: 65°C, 40% de etanol e 100% de ultrassom.

O mesmo procedimento de extragado foi realizado empregando a técnica de
Soxhlet, a fim de comparar a mesma com os resultados obtidos em ultrassom para a
matéria-prima empregada nesse estudo. Para tanto, 3 gramas de biomassa foram
adicionas em cartuchos extrativos, os quais foram introduzidos nos tubos de extragcéao
do Soxhlet. Em seguida, adicionou-se 150 mL (20 g/L) de agua destilada em cada
baldo do extrator juntamente com pérolas de vidro, como ilustrado na Figura 15. Os
baldes foram colocados no extrator e ligou-se o aquecimento do mesmo para que o
processo de sifonagdes desse inicio. A extragdo ocorreu até que o solvente em torno
do cartucho se tornou incolor, o que levou pouco mais de 6 horas. Ao final desse ciclo,
iniciou-se o segundo ciclo utilizando como solvente uma solugdo de 150 mL contendo
40% de etanol. A segunda extragéo ocorreu até que o solvente em torno do cartucho
se tornasse incolor, o que levou novamente, pouco mais de 6 horas. Aliquotas de

ambos os ciclos foram armazenadas para posteriores analises.
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Figura 15- APARATO PARA EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS COM A TECNICA DE
SOHTEX
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FONTE: Acervo do autor, 2023.

3.2.3.6 Obtencao do extrato em maior volume

Apods a definicdo da melhor condigao de extracdo, realizou-se extragdes em
maior volume, a fim de obter um volume suficiente para, posteriormente, liofilizar e
obter o extrato sélido. O processo para obtencédo do extrato solido esta representado

na Figura 16.

Figura 16- FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA PARA OBTENGAO DO EXTRATO SOLIDO

300 mL Separagao Extrato (sem Obtengdo do
(40% etanol) extrato-etanol etanol) foi extrato sdlido
congelado

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.



51

Inicialmente realizou-se uma extracdo para obtengcdo dos compostos
fendlicos. A extragdo ocorreu por um periodo de 60 min, na melhor condi¢cao definida
pelo planejamento experimental, em uma solugdo de 300 mL. Para tanto, utilizou-se
um Erlenmeyer de 500 mL acoplado a um condensador, a fim de ndo se perder a

solucao extrativa por evaporagao, conforme ilustrado na Figura 17.

Figura 17- APARATO PARA EXTRAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR ULTRASSOM EM
MAIOR ESCALA

it

FONTE: Acervo do autor, 2023.

A fim de possibilitar o congelamento das amostras, o etanol contido no extrato
foi evaporado através de um evaporador rotativo. O processo deu-se até que a
propor¢cao de etanol adicionada inicialmente fosse recuperada. Em seguida as
amostras foram congeladas dentro dos frascos de vidro do liofilizador (SOLAB — SL
404). Apos completamente congeladas, as amostras foram submetidas a liofilizagéao
até remover completamente sua umidade, conforme Figura 18, o que levou em torno
de 48h. As condigdes de liofilizagao foram de - 710mmHg e temperatura menor que
-25 °C. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em ultra temperatura e

protegidas da luz.



52

Figura 18- EXTRATIVOS LIOFILIZADOS

FONTE: Acervo do autor, 2023.

3.2.4 Determinacao dos compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais dos extratos foram determinados pelo método
espectrofotométrico pelo reagente de Folin-Ciocalteau, conforme a metodologia
descrita por Carniel et al. (2017). Todos os ensaios foram realizados em ambiente
escuro a fim de preservar os compostos reativos presentes nos extratos e nos

reagentes.

3.2.4.1 Determinacao da curva padréao para analise de compostos fendlicos totais

Para a determinacdo de compostos fendlicos inicialmente foi elaborada uma
curva padrao para cada leitura de amostras. Para tanto, preparou-se uma solugao
estoque de acido galico (500 pg/mL), a partir da qual foram realizadas diferentes
diluicdes em metanol, a fim de se obter solugbes com diferentes concentragées. Os

volumes aferidos para cada diluicio estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2- CONCENTRAGCOES DAS SOLUGCOES DE ACIDO GALICO PARA CURVA DE

CALIBRACAO.
Pontos [1finais da Volume final  Volume solugdo Volume de metanol
solugao (ug/mL) (mL) mae (mL) (mL)
1 0 1,5 0 1,5
2 10 1,5 0,03 1,47
3 25 1,5 0,075 1,425
4 50 1,5 0,15 1,35
5 75 1,5 0,225 1,275
6 100 1,5 0,3 1,2
7 125 1,5 0,375 1,125

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Coletou-se uma aliquota de 100 puL das amostras para eppendorf, aos quais
foi adicionada aliquotas de 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (10%, v/v) e 400
ML de carbonato de sédio (7,5% m/v). Os eppendorfs foram entdo colocados em
banho-maria a 50 °C por 5 minutos, em seguida, foram transferidos para um banho
de gelo, por 5 minutos. Posteriormente, a leitura da absorbancia das amostras foi
realizada em espectrofotbmetro, no comprimento de onda 760 nm. Para todos os
pontos, o ensaio foi realizado em triplicata.

Com os resultados de absorbancia foi construido um grafico de Concentragao
de Acido galico X Absorbancia, a partir do qual foi tragada uma linha de tendéncia. A
equacao dessa linha foi usada para determinacdo da concentragdo dos extratos a

partir da absorbancia obtida desses.

3.2.4.2 Determinagao dos compostos fendlicos totais dos extratos

Para a determinagcdo dos compostos fendlicos totais do extrato obtido,
inicialmente as amostras foram diluidas em metanol, de forma de que as absorbancias
de cada amostra correspondam a faixa de absorbancias obtidas na curva de
calibragdo. A partir da dilui¢ao foi coletada uma aliquota de 100 pL das amostras para
eppendorf, aos quais adicionou-se de 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteau (10%,
v/v) e 400 pL de carbonato de sédio (7,5% m/v). Como controle reacional foi utilizado
metanol (100 uL de metanol, 500 uL de Folin-Ciocalteau e 400 uL de carbonato de
s6dio).

Os eppendorfs foram colocados em banho-maria a 50 °C por 5 minutos, em

seguida, transferidos para um banho de gelo, por 5 minutos. Posteriormente, a leitura
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da absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdmetro, no comprimento de
onda 760 nm.

A partir da absorbancia de cada amostra e da curva de calibracdo determinada
conforme metodologia expressa no item 3.2.5.1, foi calculada a concentracdo de
compostos fendlicos totais do extrato. Para todas as amostras, o ensaio foi realizado
em triplicata. Os resultados foram expressos como miligrama de acido galico

equivalente por g de biomassa (mg AGE/g biomassa).

3.2.5 Avaliagao da atividade antioxidante total pelo método DPPH

Para determinagdo da atividade antioxidante total pela metodologia de
sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), adaptou-se o
procedimento de Roesler et al., (2007). Todos os ensaios foram realizados em
ambiente escuro a fim de preservar os compostos reativos presentes nos extratos e

nos reagentes.

3.2.5.1 Determinacgao da curva padréao para analise de antioxidante total pelo
método DPPH

Para a determinacgao da atividade antioxidante inicialmente foi elaborada uma
curva padrao para cada leitura de amostras. Para tanto, inicialmente uma solugao
metanoica de DPPH a 0,004% (m/v (g/mL)) foi preparada, e permaneceu estocada
em frascos ambar a 4 °C até o momento do ensaio. Para a elaboracéo da curva padrao
preparou-se uma solucao estoque de Trolox (1.500 pM) a partir da qual foram
realizadas diferentes diluicdes em etanol, a fim de se obter solugdes com diferentes

concentracdes. Os volumes aferidos para cada diluigao estao descritos na Tabela 3.



55

Tabela 3 - CONCENTRAGOES DAS SOLUGOES DE TROLOX PARA CURVA DE CALIBRAGAO.

Ponto Concentragiao Volume (pL) — Solugdo Volume solvente
(umol/L) padrao (mae) Etanol (uL)
01 10 10 1490
02 25 25 1475
03 50 50 1450
04 75 75 1425
05 100 100 1400
06 125 125 1375
07 150 150 1350
08 175 175 1325
09 200 200 1300
10 225 225 1275

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Posteriormente 40 uL dessas diluicdes foram transferidas para a placa de
leitura, juntamente com 200 L da solugdo de DPPH 4%. As amostras permaneceram
por 30 minutos em ambiente escuro e decorrido o tempo as leituras foram realizadas
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm.

Para todos os pontos, o ensaio foi realizado em triplicata. A partir dos
resultados de absorbancia foi construido um grafico de Concentragdo de Trolox X
Absorbancia, a partir do qual tragou-se uma linha de tendéncia. A equagao dessa linha
foi usada para determinacdo da atividade antioxidante dos extratos a partir da

absorbancia obtida desses.

3.2.5.2 Avaliagao da atividade antioxidante total dos extratos

Incialmente uma solugdo metanoica de DPPH a 0,004% (m/v (g/mL)) foi
preparada, a qual permaneceu estocada em frascos ambar a 4 °C até o momento do
ensaio. Em seguida, dilui-se as amostras em metanol, de forma de que as
absorbancias de cada amostra correspondam a faixa de absorbancias obtidas na
curva de calibracao. Posteriormente 40 uL dessas diluicbes foram transferidas para a
placa de leitura, juntamente com 200 uyL da solugdo de DPPH 4%. Como controle
negativo utilizou-se metanol (40 yL de metanol e 200 pL da solugado de DPPH 4%) e

240 uL de metanol para corrigir a curva base. As amostras permaneceram por 30
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minutos em ambiente escuro e decorrido o tempo as leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 517 nm.

A partir da absorbancia de cada amostra e da curva de calibracdo determinada
conforme metodologia expressa no item 3.2.6.1, foi calculada a atividade antioxidante
do extrato. O percentual do decréscimo na absorbancia € medido pela concentragéo
e a capacidade de sequestrar radicais livres € calculado com base no decréscimo da
absorbancia observada. A capacidade de sequestrar radical livre € expressa como

percentual de inibicdo de oxidacao, o qual é calculado utilizando a Equagao 2:

Apppy — Aamostra

% inibicao = * 100 Equacgao 2

ApppH

Onde:
AprpH € a absorbancia da solugao de DPPH (controle negativo);

Aamostra € absorbancia da amostra ou padrdo em solugao.

Para todas as amostras, o ensaio foi realizado em ftriplicata. Os resultados
foram expressos como micro mol Trolox Equivalente por grama de biomassa (umol

TE/g biomassa).
3.2.6 Calculo do indice PA

Uma vez que esse trabalho busca um extrato nao apenas rico em compostos
fendlicos, mas também com alta atividade antioxidante, avaliou-se os resultados
através de um indice que leva em consideragdo ambos os fatores. Para tanto, calcou-

se o indice de Potencial Antioxidante (PA), conforme equacéo 3.

CFTi DPPHi

PA = CFTmaior + DPPHmaior

Equacao 3

Onde:

CTFi= resultado de CFT para o ponto analisado;

CTFmaior = maior resultado encontrado para CTF no ensaio analisado;
AAT;= resultado de AAT para o ponto analisado;

AATmaior = maior resultado encontrado para AAT no ensaio analisado.
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Tratando de uma relagdo entre o resultado analisado e o maior resultado
obtido no experimento, tanto para compostos fendlicos, como para atividade
antioxidante, o valor do indice PA deve ser no maximo 2,00. Dessa forma, a partir do
indice PA calculado tem-se uma ideia do melhor rendimento tanto em termos de

compostos fendlicos, como também, em termos de atividade antioxidante.

3.2.7 Avaliagao da atividade antioxidante total pelo método FRAP

Com o intuito de avaliar outras vias de atividade antioxidante do extrato obtido,
bem como, possibilitar a comparagao com outros resultados da literatura, as melhores
condigdes foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pelo método FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de Reduc&o do Ferro. Para
determinacdo da atividade antioxidante pela metodologia FRAP, foi utilizado o
procedimento descrito por Rufino et al., (2006). Todos os ensaios foram realizados em
ambiente escuro a fim de preservar os compostos reativos presentes nos extratos e

nos reagentes.

3.2.7.1 Determinacgao da curva padrao para analise de antioxidante total pelo
método FRAP

Para a determinacdo da atividade antioxidante pela metodologia FRAP,
inicialmente foi elaborada uma curva padrao para cada leitura de amostras. Para
tanto, foi preparado uma solug¢ao padréo de sulfato ferroso (2.000 uM), a partir da qual

foram realizadas diferentes diluigdes, conforme Tabela 4.

Tabela 4 - CONCENTRAGOES DAS SOLUGOES DE SULFATO FERROSO PARA CURVA DE

CALIBRACAO.
Ponto Concentragdo Volume (pL) - Solugao Volu’me solvente
(umol) padrao (mae) Agua (L)
01 500 250 750
02 1.000 500 500
03 1.500 750 250
04 2.000 1000 0

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.
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Também se preparou uma solugao do reagente FRAP a partir da combinagéo
de 25 mL de tampao acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solugéo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL
de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Essa solucdo deve ser usada
imediatamente apds sua preparagao, ndo podendo ser armazenada.

Em seguida transferiu-se uma aliquota de 30 pyL de cada solugdo de sulfato
ferroso para eppendorfs, juntamente com 90 uL de agua destilada e 900 pL do
reagente FRAP. Apos homogeneizados as amostras foram mantidas em banho maria
a 37°C durante 30 minutos. Decorrido o tempo necessario as leituras foram realizadas
em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 595 nm utilizando-se o reagente
FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

Para todos os pontos, o ensaio foi realizado em triplicata. A partir dos
resultados, plotou-se em planilha as concentragdes de sulfato ferroso (mM) no eixo X
e as respectivas absorbancias no eixo Y e calculou-se a equagao da reta. A partir da

equacao da reta, calculou-se a absorbancia referente a 1000 mM de sulfato ferroso.

3.2.7.2 Avaliagao da atividade antioxidante total dos extratos

Inicialmente preparou a solugdo do reagente FRAP a partir da combinacéo de
25 mL de tampéo acetato 0,3 M, 2,5 mL de uma solugédo de TPTZ 10 mM e 2,5 mL de
uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Essa solugdo deve ser usada
imediatamente apos sua preparagao, ndo podendo ser armazenada.

A partir do extrato obtido preparou-se trés diluicbes diferentes (v/v), em
triplicata (1:5; 1:10 e 1:20). Em seguida, transferiu-se uma aliquota de 30 pL de cada
amostra para eppendorfs, juntamente com 90 yL de agua destilada e 900 uL do
reagente FRAP, apds homogeneizados as amostras foram mantidas em banho maria
a 37°C durante 30 minutos. Decorrido o tempo necessario as leituras foram realizadas
em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 595 nm utilizando-se o reagente
FRAP como branco para calibrar o espectrofotdmetro. Para todas as amostras, o
ensaio foi realizado em triplicata.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicbes dos extratos, plotou-
se a absorbancia no eixo Y e a diluigdo (mg/L) no eixo X. Em seguida, determinou-se
a equacao da reta. Para calcular a AAT, foi substituido na equacéo da reta a

absorbancia equivalente a 1.000 uM do padrao sulfato ferroso. O valor obtido para o
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termo x (Equacao 4) corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000
MM de sulfato ferroso.
y = ax + b (Equacgao 4)
Onde,

y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso

x = Diluigdo da amostra (mg/L) equivalente a 1.000 uM de sulfato ferroso

A partir do resultado de (x) encontrado na equacao 4, dividir por 1.000 para ter
o valor em g. O resultado (Equagao 5) é calculado pela divisao de 1.000 (uM) pelo
valor de X(g) e multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso

em UM sulfato ferroso/g de biomassa.

x ~
X(g) = 1000 Equacio 5

1.000

=—— FEqguacao 6
X(@)*1g quas

3.2.8 Determinacao do perfil fendlico por HPLC-MS

O perfil fendlico dos extratos obtido foi determinado utilizando um
cromatégrafo liquido Shimadzu acoplado ao detector de massa (HPLC-MS) com fonte
de ionizagao por eletrospray (ESI (-)) seguindo a metodologia descrita por Arruda et
al (2018), com adaptacdes. A coluna utilizada foi a Shim-pack VP-ODS fase reversa
(150mm x 2,0 mm (i.d) x 4,6 um). Como fase mével A foi utilizado o acido formico 0,3%
e como fase mével B o metanol 50%. Foi utilizado o modo gradiente conforme a
Tabela 5, a um fluxo de 0,4 mL/min e a temperatura do forno a 40 °C. A curva padrao
foi realizada diluindo os padrdes, individualmente, em metanol na concentracado de
1.000 ppm. A partir destas solugdes foi preparada a mistura dos padrbes nas
concentragbes de 1,5; 3,12; 6,25; e 12,5 ppm. A identificacdo dos compostos foi
avaliada conforme o tempo de retengao dos padrdes injetados. A concentragao dos
compostos foi expressa como mg/L a qual foi posteriormente convertida para

mg/g biomassa.
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Tabela 5- MODO GRADIENTE DE CONCENTRAQAO DE B EM FUNGAO DO TEMPO
EMPREGADO NA DETERMINACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Tempo* Concentragdo de B em ppm
0,01 5%
1,00 5%
4,00 60%
7,00 70%
10,00 100%
11,5 100%
12,5 5%
15,0 5%
15,0 Stop

*: tempo em minutos; ppm: parte por milhdo.

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

3.2.9 Analise estatistica do planejamento experimental da extracdo de compostos

fenodlicos

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software Protimiza®,
executando analise de variancia e o teste de comparagao das médias pelo teste de

Tukey com a = 5%.

3.2.10 Avaliacao da viabilidade celular do extrato do residuo da producgao de vinho

3.2.10.1 Coleta das células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

Apods assinatura do Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), as
PBMCs foram coletadas por pungédo venosa usando tubos de coleta de sangue BD
Vacutainer® BD Biosciences (San Diego, CA, EUA) com anticoagulante K2-EDTA (1,8
mg/mL) de um individuo adulto saudavel. Para o isolamento de PBMCs, 20 mL de
amostras de sangue foram transferidos e separadas em tubos de 15 mL contendo
meio de gradiente de densidade celular Histopaque®-1077 (1,077 g/mL) Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA) (2:1). Para coleta da interfase, os tubos foram
centrifugados por 30 min a 1800 rpm e as PBMCs coletadas e transferidas para um
novo tubo, lavadas com solugéo fisiologica (0.9%) e centrifugadas por 10 min a 1500

rpm. O sobrenadante foi descartado e em seguida foram adicionados 5 mL de tampao
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hemolitico, a fim de remover resquicios de hemacias. As células foram centrifugadas
novamente por 10 min a 1500 rpm, o sobrenadante foi descartado e as mesmas
lavadas novamente com solugao fisioldgica (0.9%). Apds a centrifugagao, as células
foram ressuspensas em Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Gibco™
Thermo Fisher Scientific (Grand Island, NY, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino
(FBS), suplementado com penicilina/estreptomicina e anfotericina B e cultivadas em

placas com 96 pocos.

3.2.10.2 Avaliacao da viabilidade celular

O teste de viabilidade celular objetiva analisar células metabolicamente ativas
em uma cultura celular, a fim de avaliar sua atividade qualitativa e quantitativamente.
Os ensaios de viabilidade celular sdo usados para triar moléculas que possuem efeitos
na proliferagdo celular ou efeitos toxicos que eventualmente podem conduzi-las a
morte (ROGERO et al., 2000).

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -
2,5-difenil-2H-tetrazolio). Os PBMCs foram tratados por 24 h com concentragbes de
500, 1000 e 10000 ug/mL do extrato obtido a partir do residuo da produgao do vinho.
As concentracgdes do extrato foram baseadas no trabalho de Grace et al., 2018.

O reagente MTT foi adicionado a uma placa de 96 pogos contendo a amostra
tratada, que foi incubada por 2 h a 37 °C. Ap6s a incubagao, o sobrenadante foi
removido e as células ressuspensas em 200 uL de DMSO (dimetilsulféxido). A
absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro a 570 nm (MOSMANN, 1983).

3.2.10.3 Marcadores do estresse oxidativo

O estresse oxidativo € consequéncia da formacido excessiva de espécies
reativas de oxigénio geradas normalmente pelo metabolismo celular. Essa produgao
excessiva ocasiona a perda de capacidade de defesa e de reparo, levando a danos
nas biomoléculas. O objetivo do ensaio foi verificar os efeitos do estresse oxidativo
em células tratadas com o extrato do residuo da producédo de vinho.

Para quantificar a atividade antioxidante foi determinada a quantidade de tidis
nao protéicos (NPSH) através do método de Boyne e Ellman (1972) com

modificacdes. A analise de 6xido nitrico foi precedida conforme os protocolos de
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Zahedi et al. (2008) e Tatsch et al. (2011). A geracdo de EROs foi avaliada usando
um indicador de sinal fluorescente permeavel as células 2,7
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H2DCF-DA), no qual, a intensidade de
fluorescéncia DCF foi medida em Ex./Em. = 488/525 nm (YIN et al., 2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CARACTERIZACAO FiSICA DA BIOMASSA

A seguir serdo apresentados os resultados da caracterizagdo da biomassa
obtida do residuo da produgao de vinho, quanto a distribuigdo granulométrica e aos

teores de umidade.

4.1.1 Distribuigdo granulométrica da biomassa

A analise granulométrica do material vegetal é uma etapa fundamental para a
padronizacdo de um processo extrativo, visto que particulas com dimensdes
homogéneas aumentam a area de contato entre o material vegetal e o liquido extrator,
podendo aumentar, dessa forma, a eficiéncia da extracdo. Além disso, menores
particulas apresentam maiores areas superficiais e, consequentemente, maior area
de contato com o liquido extrator, facilitando o processo de extracdo. (COSTA;
BUCEK, 2017).

Para entender a distribuicdo granulométrica da matéria-prima utilizada nesse
estudo, realizou-se a separagao granulométrica da biomassa passando o material por
peneiras na Série de Taylor com abertura de 9 (2mm), 16 (1mm), 30 (0,6mm), 60
(0,297mm) e 100 (0,15mm) mesh. Apds a separacdo e analise granulométrica da
biomassa, a fragdo massica retida foi calculada e os valores estao dispostos na Figura
19.
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Figura 19- PORCENTAGEM DE PARTICULAS RETIDAS EM FUNCAO DA ABERTURA DA
PENEIRA PELA SERIE TYLOR
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FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

De acordo com a analise granulométrica constatou-se aproximadamente 73 %
das particulas ficaram retidas na malha de 0,297 mm, correspondendo ao mesh de
60, ou seja, a maioria das particulas ficaram retidas nesta malha. Observa-se também,
que mais de 82 % da biomassa esta concentrada entre as malhas de 0,6 mm (mesh
30) e 0,175 mm (mesh 100), demonstrando a homogeneidade do material. Essa
homogeneidade é possivelmente resultado das etapas de secagem e moagem da
biomassa que foram realizadas anteriormente.

Reservou-se para a realizagao dos experimentos a biomassa com particulas
menores que 0,6 mm, as quais ficaram retidas nas peneiras de 60 mesh (0,297mm) e
100 mesh (0,15mm), juntamente com o material de fundo, que no total correspondem
a 85,66% da biomassa, de acordo com o teste de granulometria. Essa fragdo da
biomassa foi selecionada, para assim, se trabalhar com um material mais homogéneo
e com tamanho de particula menor, em relacdo a biomassa inicialmente obtida.

A Figura 20 retrata o aspecto da biomassa retido nas peneiras de 30 mesh
(0,6mm) e a biomassa reservada para os demais experimentos, sendo essa ultima
armazenada em bolsas hermeticamente fechadas, envolvidas com papel laminado

para proteger da luz, dentro do freezer.
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Figura 20-(A) BIOMASSA RETIDA NAS PENEIRAS DE 30 MESH E (B) BIOMASSA SEGREGADA
PARA OS DEMAIS EXPERIMENTOS
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FONTE: Acervo do autor, 2023.

A partir da analise granulométrica obteve-se também os didmetros médios das
particulas. A biomassa apresentou 0,285 mm de didametro superficial e 0,005 mm de
didmetro de Sauter.

4.1.2 Umidade da biomassa

A Tabela 6 apresenta os teores de umidade em termos de porcentagem, a

primeira para o material logo apds ser coletado (Biomassa 1) e a segunda com o

material apos a secagem e segmentacado do tamanho das particulas (Biomassa 2).

Tabela 6- TEOR DE UMIDADE DA BIOMASSA IN NATURA E PROCESSADA/SECA
Umidade em Estufa (%)

Biomassa 1 71,28 + 0,65

Biomassa 2 10,17 £ 0,20

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Ao ser coletada a biomassa possuia significativa quantidade de suco
remanescente do processo de fermentacdo, o que justifica o alto teor de umidade

(71,28%). O processo de secagem da biomassa é muito importante para garantir que
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a amostra permaneca estavel durante o armazenamento, evitando o crescimento de
microrganismos, bem como prevenir possivel perda dos compostos bioativos
(AGUILERA, et al., 1999). Por este motivo, foi realizada a secagem da biomassa. O
processo foi realizado na temperatura de 50°C, a fim de evitar a exposigao prolongada
da matéria-prima a temperaturas mais elevadas, o0 que poderia ocasionar a perda de
compostos bioativos. Ao término do processo de secagem, verificou-se que a

biomassa permaneceu com 10,17 % de umidade.

4.2 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.2 1 Cinética de extracdo dos compostos fendlicos

O tempo de extragdo é uma variavel crucial para processos extrativos. De
acordo com Yingngam, Supaka e Rungseevijitprapa (2015), tempos reduzidos de
extragcdo nédo permitem a penetragédo eficiente do solvente no extrato, impedindo a
extragdo dos compostos de interesse, ja tempos muito elevados podem favorecer a
degradagao dos compostos extraidos. Portanto, inicialmente estudou-se a influéncia
do tempo de extragao para o residuo da produgao de vinho. As condigdes de extragao
foram: 60 g/L, ultrassom 100%, 50°C e 50% etanol.

Na Tabela 7 estdo os resultados obtidos em termos de Atividade Antioxidante
Total-AAT pelo método DPPH e Compostos Fendlicos Totais-CFT para os diferentes

tempos testados.

Tabela 7- CINETICA DA EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Tempo CFT AAT
(min) mgAG/g* pmolTrolox/g**
1 14,97 + 3,652 85,37 + 4,06%°
15 20,13 + 2,092 111,46 + 3,282
60 18,91 + 3,402 80,16 + 6,272
120 19,97 + 1,492 59,29 + 3,28

*CFT expressos em miligrama de acido galico equivalente por grama de biomassa. **AAT expressa
em micro mol de Trolox equivalente por grama de biomassa. Médias seguidas da mesma letra na
coluna nao diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p>0,05).

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.
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Nesse experimento pode-se avaliar que os resultados nao diferenciaram entre
si. A partir do teste de Tukey com 95% de confianga nédo houve nenhuma diferenga
significativa entre os resultados para CFT e apenas dois pontos diferentes para os
resultados de AAT. Sun et al. (2011) relataram que o tempo na extracdo de compostos
fendlicos esta associado a concentracéo final de compostos extraidos. Como no
presente ensaio testou-se um intervalo de 120 minutos sem diferencga significativa na
concentracdo de compostos, conclui-se que outra variavel poderia estar limitando o
processo de extragao.

Acredita-se que a razao solido/liquido utilizada tenha sido alta e o equilibrio
quimico do processo de extragao foi atingido no inicio do processo, impossibilitando
maior transferéncia de massa dos compostos fendlicos da fase sdlida para a fase
liquida, o que explicaria a igualdade dos resultados. Além disso, a biomassa utilizada
€ um residuo industrial, ou seja, uma matéria-prima que ja passou por diferentes
processos, sendo assim, é possivel que os compostos da biomassa estejam mais
acessiveis, o que facilitaria o processo de extragao, justificando o processo ter atingido
0 mais alto rendimento da analise ja no primeiro ponto do ensaio, no tempo de 01
minuto.

Portanto a cinética de extracao foi realizada utilizando uma razao sodlido-
liquido menor (20 g/L) e também se aumentou o niumero de pontos, ou seja, diminui-
se o intervalo de tempo entre os ensaios para 15 minutos. Os resultados obtidos em
termos de Atividade Antioxidante Total AAT pelo método DPPH, Compostos Fendlicos
Totais (CFT) e indice PA para os diferentes tempos testados estdo apresentados na
Tabela 8.



68

Tabela 8- SEGUNDA CINETICA DA EXTRAGAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Tempo (min) Ot AAT  ,  Indice
mgAG/g umolTrolox/g PA

0 13,82 £ 0,90° 34,81 + 4,69¢ 0,91
15 19,84 + 0,57 73,29 + 12,20¢ 1,49
30 18,21 £ 0,169%0¢ 76,27 + 3,28¢° 1,44
45 21,38 £ 1,723 85,30 + 10,22¢ 1,66
60 23,58 + 1,302 106,46 + 3,75 1,93
75 21,87 £ 0,112 104,47 + 9,38 1,84
90 17,40 £ 0,09bc 111,41 £ 7,94 1,69
105 18,05 £ 1,11bc 103,37 + 4,80° 1,65
120 17,07 £ 0,46 124,88 + 0,292 1,78

*CFT expressos em miligrama de acido galico equivalente por grama de biomassa. **AAT expressa
em micro mol de Trolox equivalente por grama de biomassa. ***Para o célculo do indice PA utilizou-
se 23,58 como CFTmaior € 124,88 como AATmaior. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao
diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey (p>0,05).

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Nessa segunda cinética de extracdo pode-se perceber diferenga significativa
entre os diferentes tempos analisados, demonstrando a influéncia do tempo no
processo. Para CFT os resultados variaram de 13,82 a 23,58 mgAG/g, sendo que o
maior resultado foi obtido para o tempo de 60 minutos, o qual equivale aos resultados
obtidos nos tempos de 15, 30, 45, 75 e 120 minutos, de acordo com o teste de Tukey.

O resultado obtido no tempo 0 (zero) demonstra que os compostos dessa
matéria-prima se encontram facilmente disponiveis para extracédo, ja que apenas
misturando a biomassa com o solvente, foi possivel extrair 13,82 mgAG/g. Vale
ressaltar que o tempo 0 (zero) corresponde ao tempo que a amostra passa dentro do
banho ultrassénico, ndo excluindo os demais tempos do processo de extragao
(mistura, centrifugacao e filtracao).

Ja para AAT os resultados variaram de 34,81 e 124,88 umolTE/g, sendo o
menor resultado obtido para o tempo 0 (zero) e o maior resultado obtido para o tempo
de 120 minutos, ambos diferentes dos outros tempos analisados, de acordo com o

teste de Tukey.
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Percebe-se que a partir de 60 minutos a extracéo se estabiliza e em tempos
mais prologados ocorre uma reducao nos resultados. E possivel que tenha ocorrido a
degradagao dos compostos extraidos pela permanéncia da solugdo em contato com
oxigénio, frequéncia de ultrassom e temperatura.

Considerando que o melhor resultados em termos de indice PA foi obtido no
tempo de 60 minutos com PA igual a 1,93, o qual também foi o ensaio que apresentou
maior rendimento em termos de CFT (23,58 mg/g), determinou-se a realizagdo dos
ensaios do planejamento experimental para otimizagdo da extragdo com o tempo
fixado em 60 minutos.

Tendo-se o ensaio de 60 minutos como melhor condicdo da cinética de
extracdo, o extrato obtido foi analisado quanto a sua atividade antioxidante pelo
método FRAP, a fim de possibilitar a comparagdo com outros estudos e entender a
capacidade antioxidante por diferentes processos. O extrato apresentou
517,11+18,22 uM sulfato ferroso/g de biomassa. Silva (2017) a partir de residuos de
uvas sem sementes fornecido por vinicolas obteve um extrato com atividade
antioxidante de 249,36 uMol Fe/g. Sendo que, a extragdo se deu em metanol 50 % na
proporgao de 1:5 m/v com agitagdo em shaker a 180rpm, por 60 min, com temperatura
de 55°C.

O extrato obtido a partir do ensaio de 60 minutos também foi avaliado quanto
ao seu perfil fendlico via HPLC-MS. Os resultados obtidos podem ser visualizados na
Tabela 9.

Tabela 9- PERFIL FENOLICO OBTIDO COM EXTRAGAO DE 60 MINUTOS

Compostos Concentragao
mglgbiomassa
Acido p-cumarico 0,019+0,00
Acido siringico 0,794+0,017
Acido galico 0,021+0,002

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Os acidos foram os compostos mais presentes nessa amostra, enquanto os
compostos quercetina, miricetina, kaempferol, acido cafeico, epicatequina, pirocatecol
e flavona ndo foram identificados para essa extracdo. Uma vez que o processo

extrativo ainda né&o foi avaliado quanto aos demais parametros do processo, espera-
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se obter um perfil fendlico mais completo e com maior concentragcdo de compostos

bioativos.

4.2.2 Otimizagdo das condicbes de extragdo com auxilio de planejamento

experimental DCCR

O efeito das variaveis temperatura, concentracdo de etanol, razao
soélido/liquido e poténcia de ultrassom foram avaliados no processo de extracdo dos
compostos fendlicos para o residuo da producdo de vinho. A extragdo ocorreu no

tempo fixado em 60 minutos para todos os ensaios.

4.2.2.1 Compostos Fendlicos Totais

Os resultados em termos de CFT do planejamento experimental estdo

apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10- MATRIZ DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR E OS RESULTADOS OBTIDOS
PARA COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Ensaio (°C) [1 e:/imol (g/L) UItr;/so)som mgc:c;/g*
1 35 (-1) 20(-1) 12 (-1) 40(-1) 27,05+ 2,65
2 65 (1) 20(-1) 12 (-1) 40(-1) 35,25+1,75
3 35(-1) 60(1) 12 (-1) 40(-1) 28,06 + 1,71
4 65 (1) 60(1) 12 (-1) 40(-1) 29,44 + 3,15
5 35 (-1) 20(-1) 28 (1) 40(-1) 15,82 + 0,84
6 65 (1) 20(-1) 28 (1) 40(-1) 28,91+ 1,63
7 35(-1) 60(1) 28 (1) 40(-1) 24,96 + 3,57
8 65(1) 60(1) 28 (1) 40(-1) 22,22 +1,35
9 35(-1) 20(-1) 12 (-1) 80 (1) 33,11 £ 3,61
10 65(1) 20(-1) 12 (-1) 80 (1) 31,36+ 2,76
11 35 (-1) 60 (1) 12 (-1) 80(1) 32,10 £ 1,71
12 65(1) 60 (1) 12 (-1) 80(1) 29,85+ 0,92
13 35(-1) 20(-1) 28 (1) 80(1) 20,68 + 0,84
14 65(1) 20(-1) 28 (1) 80(1) 15,41 £ 0,91
15 35(-1) 60(1) 28 (1) 80(1) 21,51 +1,00
16 65(1) 60(1) 28 (1) 80(1) 11,81 0,82
17 20(-2) 40(0) 20(0) 60(0) 19,33+ 0,73
18 80(2) 40(0) 20(0) 60(0) 28,02 £ 0,57
19 50(0) 0(-2) 20(0) 60(0) 20,55+ 1,36
20 50(0) 80(2) 20(0) 60(0) 22,14 £ 3,94
21 50(0) 40(0) 4(-2) 60(0) 51,21+ 7,57
22 50(0) 40(0) 36(2) 60(0) 19,03+ 0,70
23 50(0) 40(0) 20(0) 20(-2) 25,53 + 1,08
24 50(0) 40(0) 20(0) 100(2) 29,64 + 1,59
25 50(0) 40(0) 20(0) 60(0) 25,92 + 1,82
26 50(0) 40(0) 20(0) 60(0) 24,13 +2,85
27 50(0) 40(0) 20(0) 60(0) 26,68 + 1,80

*CFT expressos em miligrama de acido galico equivalente por grama de biomassa.
FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Avaliando a Tabela 10, verificou-se que os resultados em termos de CFT
variaram de 11,81 a 51,21 mgAG/g biomassa. Ressalta-se o ensaio 21, o qual
apresentou melhor resultado, tanto em relagao aos experimentos do DCCR como em

relacdo aos resultados obtidos na cinética de extracao.
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Braga et al. (2016) a partir do bagaco de uva liofilizado, em banho ultrassénico
a temperatura ambiente por 15 minutos, utilizando etanol 80% obtiveram 60,28
mgAG/g biomassa. Enquanto Rockenbach et al. (2008) sob agitagdo mecanica
durante 2 horas, utilizando acetona como solvente 50 e 70% (v/v) obtiveram nas
melhores condigdes valores entre 65,6 e 79,5 mgAG/g a partir do bagaco de uva.
Llobera e Canellas (2007), a partir do bagaco de uvas tintas da variedade "Manto
Negro" (Vitis vinifera), obtiveram teores médios de compostos fendlicos extraidos
sequencialmente com metanol a 50% e acetona a 70% (v/v) entre 26,3 e 116,0
mgAG/g em peso seco. Moro et al., (2021) por meio da técnica de Hidrodifusdo por
Micro-ondas e Técnica de gravidade (MHG), extrairam do residuo da vinificagao tinta
valores entre 3,3 e 118,1 mgGAE/g.

Diferentes preparos da matéria-prima e diferentes métodos extrativos podem
ser os responsaveis pela diferenga nos rendimentos obtidos nesse trabalho e dos
reportados na literatura. Contudo, vale destacar que para o trabalho em questao as
sementes foram retiradas do bagago de uva, o que proporciona caracteristicas
diferentes para matéria-prima utilizada na extragcdo. Ainda se ressalta a diferenca de
solugdes extratoras, de acordo com Magro; Castro (2020), uma comparagao entre
solventes é de extrema importancia para se determinar a melhor solugao extratora de
compostos antioxidantes em estudo. Entretanto, deve-se levar em consideragao a
aplicagao posterior do extrato.

Para esse estudo de otimizagdo, analisando a Figura 21, observa-se que das
quatro variaveis estudadas no DCCR apenas a razao sdlido/liquido demostrou a 95%
de confianga, significancia para a extragcdo de compostos fendlicos totais. A
diminuicdo na razao solido/liquido representa um aumento no rendimento em termos
de CFT. Tal condi¢ao pode ser explicada uma vez que quanto maior a quantidade de
solugcado extratora, maior o gradiente de concentragcdo entre a matéria-prima e a
solucdo, resultando, portanto, em uma extragao mais eficiente.

No que se refere ao efeito entre as variaveis, houve efeito significativo entre
as variaveis (temperatura e ultrassom) e (razdo solido/liquido e ultrassom), ambos

negativo, para a obtengdo de compostos fendlicos.
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Figura 21- PARETO COM OS EFEITOS PADRONIZADOS E AS INTERAGOES
PARA COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS PELO DCCR

Mean

X1 - Xa

X3 * X4

Variable
x

Xa?

X2

X2 * X4

0 2 4 6 8 10 12
Standardized effects (tcalc)
Variaveis: Xi: Temperatura (°C); X»: concentragdo de etanol (%); Xs: razdo sélido/liquido

(g/L); X4: poténcia de ultrassom (%).

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

A partir destes resultados, a 95% de confianga, o0 modelo matematico
codificado de segunda ordem para a extracdo de compostos fendlicos foi validado
(Equacao 7) pela analise de variancia, onde o Fcaic (7,9) foi quatro vezes maior que o

Ftab, possibilitando a obtencao de uma superficie de resposta com R?=0,9023.

Y =2558+0.76 x; - 0.72 x42-0.19 x, - 1.30 x,2-6.22 x5 + 2.14 x32- 0.32 x,
+ 0.26 x42-1.72 X1 X2 - 0.64 X; X3 - 2.43 X1 X4 + 0.44 X, X3 - 0.18 X, X4 - 1.82 X3 X4
(Equacéo 7)

Onde:

X1 = temperatura (°C);

X2 = concentragao de etanol (%)
X3 = Razao sélido/liquido (g/L)

X4 = Poténcia de ultrassom (%)

No estudo de Gruz et al. (2013), para extragcdo com bagacgo de uva, a razédo

solvente/substrato e a temperatura foram parametros estatisticamente significativos
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para todas as variaveis resposta avaliadas, sendo elas: teor de compostos fendlicos
totais, teor de antocianinas totais e monoméricas, bem como a capacidade
antioxidante pelo método ABTS. Sendo que o aumento da temperatura atuou mais
fortemente que a razdo solvente/substrato. O aumento do teor de etanol também
favoreceu a extragdo dos compostos fendlicos totais.

A concentracdo de etanol ndo demostrou efeito significativo nesse estudo,
contudo percebe-se pela Tabela 10, que nas condi¢gdes de maior concentragdo, como
no ensaio 16, estdo os menores resultados em termos de CFT. Os estudos de Peng,
Bishop e Quek (2019) citam que a polaridade do solvente pode favorecer a extragao
para a obtencdo de determinados compostos de interesse. Ao aumentar a
concentracdo de etanol na solugdo aquosa de extracdo, a polaridade do sistema
diminui.

Além disso, € importante ressaltar que ndao existe um unico solvente que seja
capaz de extrair todas as classes de compostos fendlicos de uma matriz
simultaneamente, devido a diversos fatores, que envolvem a natureza do composto e
a interacdo do composto antioxidante com as moléculas de carboidratos e proteinas
presentes na matéria-prima. Sendo assim, existem solventes que extraem melhor um
tipo especifico de composto do que outro (BIESAGA, 2011; MOKRANI; MADANI,
2016). O que demonstra a importancia de estudos para se determinar a melhor
solucao extratora dos compostos de interesse para determinada matéria-prima.

Para esse estudo a temperatura ndo demostrou efeito significativo, contudo,
como pode-se observar através da Figura 22, os graficos de contorno obtidos a partir
do modelo estatistico, demonstram que temperaturas mais altas favorecem a extragao
dos compostos fendlicos. Rendimentos maiores em termos de CFT sao obtidos ao
utilizar-se elevadas temperaturas em conjunto com baixa razéo solido/liquido, baixa
concentragcao de etanol e baixa poténcia de ultrassom. Contudo, para tal efeito, séo
necessarias temperaturas préoximas a 80°C, o que pode favorecer a degradagao dos
compostos fendlicos durante o processo de extragao.

Devido a interacdo significativa negativa da temperatura com a poténcia de
ultrassom e como pode ser visualizado na Figura 22 (C), usando-se altas poténcia de
ultrassom, o modelo estatistico demostrou que temperaturas mais baixas seriam
ideais, assim como, para baixas poténcias de ultrassom altas temperaturas seriam

mais eficientes.
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Figura 22- GRAFICOS DE CONTORNO CORRELACIONANDO A VARIAVEL TEMPERATURA
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Graficos de contorno relacionando as variaveis: Figura A: temperatura (X1) e razao solido/liquido (X3); Figura

B: temperatura (X1) e concentragdo de etanol (X2); Figura C: temperatura (X1) e ultrassom (X4);

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Mazza et al. (2016) realizaram a otimizagdo do processo de extragdo do
bagaco de uva proveniente da producdo de espumantes, através de extracéo
etandlica, com adicéo de acido citrico, assistida por ultrassom. Os resultados variaram
de 64,85 a 117,32 mg/g. As extragbes mais eficientes ocorreram quando foram
utilizadas poténcias de ultrassom mais altas, maiores concentracées de acido e menor
razao solido/liquido. Gonzalez-Centeno et al. (2014), também obtiveram maior teor de
compostos fendlicos de bagago de uva com o aumento da poténcia de ultrassom.

Apesar de a poténcia de ultrassom nao ter se mostrado significativa para esse
estudo, através da Figura 23 pode-se observar que o aumento da poténcia de
ultrassom favorece a extragdo, quando associada a baixas razdes solido/liquido,
variavel significativa para o processo. Além disso, a interagdo entre essas duas

variaveis também se demostrou significativa para o processo de extragéo.
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Figura 23- CURVA DE CONTORNO PARA AS VARIAVEIS ULTRASSOM E RAZAO
SOLIDO/LIQUIDO

100
90 20

80
30

70
40

50
50

40

30
60

20

Razao séhdo/lfqundo (x; g/L

Ultrassom (Xa, %)
2

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Ainda no que se refere a poténcia de ultrassom, Maksimovica, Ivanovica e
Skalaa (2012) observaram que quanto menor o didmetro médio da particula
combinado com uma maior agitagao do sistema, maior € o rendimento da extragao.

De forma geral, a literatura aponta que, na maioria dos casos, o aumento da
temperatura, da razao solvente/substrato e do teor de solvente melhore os processos
extrativos. Contudo, as caracteristicas da matéria-prima empregada e dos compostos
de interesse sao primordiais para se estabelecer a condicdo operacional mais
favoravel do ponto de vista termodinédmico e econdémico.

Para esse estudo, a partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que para
se obter os melhores rendimentos em termos de CFT, € necessario aplicar-se razdes
sélido/liquido menores que 5,0 g/L. As demais variaveis nao afetaram
significativamente os resultados. Contudo, nas condicbes de alta poténcia de
ultrassom, temperaturas em torno de 50°C e concentragao de etanol entre 40 e 50%,

foram obtidos os maiores resultados para compostos fendlicos totais.

4.2.2.2 Atividade Antioxidante Total pelo método DPPH

Os resultados em termos de AAT pelo método DPPH do planejamento

experimental estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11- MATRIZ DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR E OS RESULTADOS OBTIDOS
PARA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL

[ ] etanol (/L) Ultrassom AAT
% 9 (%) pmolTrolox/g*

35(-1)  20(-1)  12(-1)  40(-1) 143,87 + 1,30

Ensaio (°C)

—_

2 65(1)  20(-1)  12(-1)  40(-1) 92,51+ 1,95
3 35(-1)  60(1)  12(-1)  40(-1) 83,41 5,85
4 65(1)  60(1)  12(-1)  40(-1) 93,16 + 0,00
5 35(-1)  20(-1)  28(1)  40(-1) 51,91+ 1,95
6 65(1)  20(-1) 28(1)  40(-1) 84,23 +4,18
7 35(-1)  60(1)  28(1)  40(-1) 50,51 + 0,56
8 65(1)  60(1)  28(1)  40(-1) 64,44 + 5,02
9 35(-1)  20(-1)  12(-1) 80 (1) 53,72 1,23
10 65(1)  20(-1) 12(-1)  80(1) 101,61 + 4,55
11 35(1) 60(1) 12(-1)  80(1) 86,01 + 0,65
12 65(1)  60(1) 12(-1)  80(1) 101,61 + 12,35
13 35(-1)  20(-1)  28(1) 80(1) 48,01 + 3,62
14 65(1)  20(-1)  28(1) 80(1) 46,61 + 3,34
15 35(-1)  60(1)  28(1) 80(1) 68,90 + 1,67
16 65(1)  60(1)  28(1) 80(1) 59,15 + 4,74
17 20(2)  40(0)  20(0) 60(0) 59,41 + 1,17
18 80(2)  40(0)  20(0) 60(0) 62,14 + 3,12
19 50(0) 0(-2) 20(0) 60(0) 31,32+ 5,07
20 50(0)  80(2)  20(0) 60(0) 65,26 + 6,24
21 50(0)  40(0) 4(-2) 60(0) 59,09 + 5,85
22 50(0)  40(0)  36(2) 60(0) 69,63 +2,17
23 50(0)  40(0)  20(0) 20(-2) 67,99+ 1,17
24 50(0)  40(0)  20(0)  100(2) 107,00 + 5,07
25 50(0)  40(0)  20(0) 60(0) 52,78 + 3,90
26 50(0)  40(0)  20(0) 60(0) 59,41 + 5,07
27 50(0)  40(0)  20(0) 60(0) 44,78 + 1,76

. *AAT expressa em micro mol de Trolox equivalente por grama de biomassa.
FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

No que se refere a atividade antioxidante total os resultados apresentaram
uma variagao de 31,32 a 143,87 pmol TE/g. O ensaio 1 foi o mais efetivo para
aumentar a atividade antioxidante total do extrato. Percebe-se que a condi¢do de

extragdo que apresentou maior atividade antioxidante nao foi a que apresentou maior



78

concentracdo de compostos fendlicos totais. Tiveron et al., (2012) evidenciam que a
falta de correlagao entre os compostos fendlicos e a atividade antioxidante pode ser
explicada pela alta variedade de compostos fendlicos e ndo fendlicos que exercem
atividade antioxidante, e que nem sempre a presenca elevada dessa variedade de
compostos resultara em uma maior atividade antioxidante do extrato.

A condigdo 19 foi a menos efetiva para a atividade antioxidante total do
extrato. Observa-se que nesta condigao a concentragao de etanol foi igual a zero, ou
seja, a extragdo ocorreu utilizando-se agua como solvente. A literatura reporta que a
presenca de agua beneficia os processos extrativos realizados por ultrassom, uma
vez que favorece o aumento da intensidade da cavitagdo das ondas pelo aumento da
tensao superficial e decréscimo da viscosidade. Entretanto, extracdes com quantidade
de agua superior a 60% podem prejudicar a extragdo, pois induz ao aumento dos
radicais de dissociagcado da agua (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

Rockenbach (2008) a partir das uvas Pinot Noir e Regente, em extracdes
usando etanol, metanol e acetona 50% em meio aquoso acidificado com HCI 0,1%
v/v, obteve, em média 480 e 479 pMol TEAC/g pelo método DPPH, respectivamente.
Ja Soares (2008) obteve 197,00 e 189,82 umol TE/g pelo método DPPH para as
cultivares Isabel e Niagara, respectivamente, realizando a extragdo a partir da fruta,
usando como extrato acetona 75%. Rocha (2018) a partir de uma extracdo aquosa
acidificada (2% de acido citrico), obteve em sua melhor condicdo de extragdo com
micro-ondas, 33,27 umol TE/g do bagag¢o do suco da uva.

Mais uma vez, diferentes preparos da matéria-prima e diferentes métodos
extrativos podem ser os responsaveis pela diferenga nos rendimentos obtidos nesse
trabalho e dos reportados na literatura.

Para os resultados em termos de atividade antioxidante pelo método DPPH,
observa-se que pela Figura 24, que das quatro variaveis estudadas no DCCR
nenhuma demostrou a 95% de confianga, significancia para a extragdo de compostos

fenodlicos totais.
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Figura 24- PARETO COM OS EFEITOS PADRONIZADOS E AS INTERAGOES PARA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DPPH
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FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

A partir dos resultados do DCCR em termos de Atividade Antioxidante Total,
nao foi possivel a validagdo do modelo matematico codificado de segunda ordem, a
95% de confianca. Concluindo que, os valores obtidos experimentalmente nao podem
ser representados pelo modelo estatistico desenvolvido.

Destaca-se que para a atividade antioxidante, algumas analises apresentaram
variabilidade acima do esperado, o que pode ter ocorrido em consequéncia da escolha
do método utilizado. A avaliagdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH
consiste em medir via espectrometria o decréscimo na concentragao do DPPH pela
reagcao deste radical com um antioxidante. Essa metodologia, ainda que aplicada em
sistemas simples, apresenta diversas dificuldades que podem alterar o resultado das
analises. A quantidade e o tipo do solvente utilizado para a dissolugédo antioxidante, o
teor de agua e as concentracbes de ions metadlicos no sistema podem interferir
diretamente na quantidade de DPPH néao reagida (DAWIDOWICZ; WIANOWSKA,;
OLSZOWY, 2012).

Considerando que no presente estudo, as diversas amostras testadas
possuiam diferentes concentragdes de agua, etanol e de soluto, é possivel que tais
condicdes tenham afetado os resultados de atividade antioxidante em termos de
DPPH.
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Os resultados em termos de indice PA do planejamento experimental estdo

apresentados na Tabela 12.

Tabela 12- MATRIZ DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR E OS RESULTADOS

OBTIDOS PARA CFT, AAT E INDICE PA

Ensaio (°C) 1 e:/oanol (g/L) Ultr(a:)Z§om mgcﬁl«:(..‘:lg* pmol'ﬁﬁ;l;)xlg** Igzﬁf
1 35(-1) 20(-1) 12 (-1) 40(-1) 27,05+2,65 143,87 £1,30 1,53
2 65 (1) 20(-1) 12 (-1) 40(-1) 35,25+ 1,75 92,51+1,95 1,36
3 35(-1) 60(1) 12 (-1) 40(-1) 28,06 + 1,71 83,41 +5,85 1,19
4 65 (1) 60(1) 12 (-1) 40(-1) 29,44 + 3,15 93,16 £ 0,00 1,26
5 35(-1) 20(-1) 28 (1) 40(-1) 15,82 + 0,84 51,91+ 1,95 0,69
6 65 (1) 20(-1) 28 (1) 40(-1) 28,91+ 1,63 84,23 +4,18 1,17
7 35(-1) 60(1) 28 (1) 40(-1) 24,96 * 3,57 50,51 + 0,56 0,86
8 65(1) 60(1) 28 (1) 40(-1) 22,22 +1,35 64,44 £ 5,02 0,90
9 35(-1) 20(-1) 12 (-1) 80 (1) 33,11 £ 3,61 53,72+ 1,23 1,05
10 65(1) 20(-1) 12 (-1) 80 (1) 31,36 +2,76 101,61 +£4,55 1,35
11 35 (-1) 60 (1) 12 (-1) 80(1) 32,10 £ 1,71 86,01 + 0,65 1,26
12 65(1) 60 (1) 12 (-1) 80(1) 29,85+0,92 101,61+12,35 1,32
13 35(-1) 20(-1) 28 (1) 80(1) 20,68 + 0,84 48,01 + 3,62 0,76
14 65(1) 20(-1) 28 (1) 80(1) 15,41 £ 0,91 46,61 + 3,34 0,64
15 35(-1) 60(1) 28 (1) 80(1) 21,51+ 1,00 68,90 + 1,67 0,82
16 65(1) 60(1) 28 (1) 80(1) 11,81+ 0,82 59,15+ 4,74 0,66
17 20(-2) 40(0) 20(0) 60(0) 19,33+ 0,73 59,41+ 1,17 0,81
18 80(2) 40(0) 20(0) 60(0) 28,02 + 0,57 62,14 + 3,12 1,00
19 50(0) 0(-2) 20(0) 60(0) 20,55+ 1,36 31,32+ 5,07 0,63
20 50(0) 80(2) 20(0) 60(0) 22,14 £ 3,94 65,26 + 6,24 0,91
21 50(0) 40(0) 4(-2) 60(0) 51,21+ 7,57 59,09 + 5,85 1,42
22 50(0) 40(0) 36(2) 60(0) 19,03+ 0,70 69,63 + 2,17 0,88
23 50(0) 40(0) 20(0) 20(-2) 25,53 + 1,08 67,99 + 1,17 0,99
24 50(0) 40(0) 20(0) 100(2) 29,64 +1,59 107,00 £ 5,07 1,35
25 50(0) 40(0) 20(0) 60(0) 25,92 + 1,82 52,78 + 3,90 0,89
26 50(0) 40(0) 20(0) 60(0) 24,13 +2,85 59,41 + 5,07 0,90
27 50(0) 40(0) 20(0) 60(0) 26,68 + 1,80 4478 £ 1,76 0,85

*CFT expressos em miligrama de acido galico equivalente por grama de biomassa. **AAT expressa
em micro mol de Trolox equivalente por grama de biomassa. ***Para o célculo do indice PA utilizou-

se 51,21 como CFTmaior € 143,87 como AAT maior.

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.
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Destacam-se como melhores resultados os ensaios 1 e 21 com indice PA
igual a 1,53 e 1,42, respectivamente. Sendo o ensaio 1 o0 melhor resultado obtido para
AAT e o ensaio 21 o melhor resultado obtido para CFT. Com os menores indice PA
estdo os ensaios 19 e 14, com 0,63 e 0,64, respectivamente.

Os resultados em termos de indice PA foram avaliados estatisticamente e foi
possivel observar que a variavel razdo sodlido/liquido foi importante para
aumentar o indice PA. Analisando os ensaios da Tabela 12, observa-se que os
ensaios em que a razao solido-liquido foi de 4 ou 12 g/L, as respostas em termos de
indice PA foram maiores que 1.

Conforme pode ser observado no grafico de Pareto (Figura 25), a razao sélido-
liquido se apresenta como variavel significativa negativa, da mesma forma que

ocorreu para o resultado em termos de Compostos Fendlicos Totais.

Figura 25- PARETO COM OS EFEITOS PADRONIZADOS E AS INTERAGOES PARA INDICE PA
PELO DCCR

T T
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Standardized effects (tcalc)

Variaveis: Xi: Temperatura (°C); X»: concentragdo de etanol (%); Xs: razdo sélido/liquido (g/L); Xa:

poténcia de ultrassom (%).

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

A partir da analise estatistica 0 modelo matematico codificado de segunda
ordem, n&o foi validado pela analise de variancia para os resultados em termos de

indice PA. Assim como ocorreu para a AAT pelo método DPPH, os valores obtidos
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experimentalmente nao podem ser representados pelo modelo estatistico
desenvolvido.

Vale ressaltar que, para indice PA, é possivel que a validagdo do modelo ndo
tenho ocorrido uma vez que, para o calculo do indice PA é necessario utilizar o valor
obtido experimental para AAT via DPPH, o qual ndo teve um modelo matematico
validado, e como ja mencionado, percebeu-se variabilidade nas analises de AAT pelo
método DPPH.

4.2.2.4 Perfil fendlico obtido por HPLC

No que se refere ao perfil fendlico das amostras, o qual foi determinado via
HPLC-MS, a Tabela 13 apresenta os resultados da quantificagcdo dos compostos
individuais relacionando-os com todas as condi¢gdes experimentais avaliadas. Dos
onze compostos individuais analisados por HPLC-MS, cinco foram identificados nos
extratos do residuo da producdo de vinho: quercetina, miricetina, acido p-cumarico,

acido siringico e acido galico.
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A quantificacdo dos compostos fendlicos mostrou que que os compostos mais
presentes no extrato foram os acidos fendlicos. O acido siringico foi composto mais
presente nos extratos, sendo detectado em todas as condigdes avaliadas no
planejamento experimental. O acido p-cumarico e acido galico também se mostraram
presentem em todos os ensaios, porém, em menor quantidade em relagdo ao acido
siringico. Fu-xiang et al. (2019) usaram onze cultivares de uva para analisar as
diferencas de variedade de perfis fendlicos de uva fresca. Eles descrevem que a
composicdo de compostos fendlicos nas polpas de uva foi semelhante ao de
compostos nas cascas. No entanto, o teor de compostos fendlicos nas polpas de uva
foi inferior ao das cascas. Os autores ainda determinaram que os acidos foram os
compostos fendlicos mais abundantes nas polpas de uva. O que condiz com o0s
resultados obtidos nesse estudo.

Moro et al. (2021) por meio da técnica de Hidrodifusdao por Micro-ondas e
Técnica de gravidade (MHG) extrairam compostos fendlicos de um subproduto da
vinificagdo tinta e identificaram sete diferentes compostos fendlicos: acidos galico,
siringico e vanilico, procianidina B2, catequina, epicatequina e quercetina. Sendo o
acido galico o mais abundante para a variedade Gold Finger (0,0449 mg/g). Enquanto
qgue nesse estudo, na melhor condigdo (ensaio 21), obteve-se 9,388 mg/g de acido
siringico.

Nos ensaios 8, 14 e 19 foi detectado a quercetina, que se trata de um
flavondide, o qual esta presente somente na casca da uva, na forma de glicosideos,
e nos ensaios 8 e 14 também foi quantificado miricitina. Esses compostos, embora
presentes em menor quantidade nas uvas, possuem importante papel no
desenvolvimento da coloragéo, atuando como co-pigmentos junto as antocianinas
(TEIXEIRA et al., 2014).

4.2.2.5 Validacdo do modelo estatistico

Uma vez obtido um modelo matematico validado estatisticamente para CFT,
testou-se uma condigao experimental, diferente das ja analisadas, a fim de verificar
experimentalmente o resultado proposto pelo modelo matematico. As condigdes de
extragdo foram: 65°C, 40% de etanol, 4 g/L e 100% de ultrassom. As variaveis

codificadas para essas condi¢des foram inseridas na equacéo 7 a fim de se calcular



86

os resultados para CFT. Na Tabela 14 estao os resultados obtidos experimentalmente

para a condigao estudada, bem como, os resultados obtidos pelo modelo matematico.

Tabela 14- RESULTADOS OBTIDOS ESTATISTICAMENTE E EXPERIMENTALMENTE PARA
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL E iNDICE PA

Modelo Experimental % Desvio
CFT 50,72 52,63+3,72 3,76
DPPH 155,91 - -
indice PA 1,98 - -

*CFT expressos em miligrama de acido galico equivalente por grama de biomassa. **AAT expressa
em micro mol de Trolox equivalente por grama de biomassa. ***Para o calculo do indice PA utilizou-
se 51,21 como CFTmaior € 143,87 como AAT maior.

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

A partir dos resultados obtidos, pode ser observar que o modelo para
compostos fendlicos representou de maneira eficaz os resultados obtidos
experimentalmente, dessa forma, sendo validado experimentalmente. No que refere
aos resultados quanto a Atividade Antioxidante Total e indice PA, os resultados
experimentais ndo podem ser representados pelo modelo estatistico.

E importante ressaltar também que, para o planejamento realizado nesse
estudo, os resultados para a atividade antioxidante total foram menores do que para
a extracdo dos compostos fendlicos totais, em termos de quantidade. Este fato foi
observado pelos resultados das respostas de cada condigao experimental avaliada, e
que o aumento de quantidade de CFT n&o significa o aumento da AAT
proporcionalmente. Para verificar a correlacdo entre as analises foi realizada a

correlagao de Pearson (r) entre CFT e AAT, representada na Figura 26.
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Figura 26- CORRELAGAO DE PEARSON (R) ENTRE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL
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FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

A correlagdo de Pearson (r) estima a linearidade entre duas variaveis. Os
valores de correlagao podem variar de 1 a -1, onde 1 significa uma forte correlagao
direta, e -1 representa uma forte correlagao inversa. Para o presente estudo, o valor
da corregcéo de Pearson foi de 0,1099, muito préximo a 0, o que significa que as
variaveis ndo podem ser correlacionadas.

A falta de correlagao entre CFT e ATT pode ser resultado da interagdo de uma
gama de fatores, como o estagio de maturacdo da fruta, gendtipo, condi¢des
ambientais, sistema de plantio e fertilidade do solo, além dos fatores de quantificagao
destes compostos, como o método de extracdo, tamanho da amostra, tempo e tipo de
armazenamento, além da escolha dos reagentes e a presenca de interferentes na
amostra, como gorduras, agucares e ceras (VIDAL TALAMINI DO AMARANTE et al.,
2008).

Tiveron et al. (2012) evidenciam ainda que a falta de correlagdo entre os
compostos fendlicos e a atividade antioxidante pode ser explicada pela alta variedade
de compostos fendlicos e nado fendlicos que exercem atividade antioxidante, e que
nem sempre a presenga elevada dessa variedade de compostos resultara em uma
maior atividade antioxidante do extrato. Como ocorre com os acidos fendlicos, que
com a substituigdo dos grupos hidroxila nas posi¢des 3 e 5 por grupos metoxila, como

no caso do acido siringico, reduz a atividade antioxidante. Dessa forma, tem-se um o
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extrato com composicao fendlica, mas ndo com equivaléncia em atividade
antioxidante (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

Considerando que somente o modelo matematico para Compostos Fendlicos
Totais foi validado, fez-se o uso dos resultados em termos de CFT para definicdo das
melhores condi¢cbes de extragdo, visto que representa maior confiabilidade. Além
disso, também se levou em consideragao os resultados obtidos a partir do perfil
fendlico. Dessa forma, para esse estudo, estabeleceu-se como melhor condigao o
ensaio 21 do planejamento experimental (50°C, 40% de etanol, 4 g/L e 60% de
ultrassom), que apresentou maior concentragao em termo de CFT e em termos de
perfil fendlico.

O extrato obtido a partir desse ensaio também teve sua atividade antioxidante
avaliada pelo método FRAP, apresentando 516,21£17,08 uM sulfato ferroso/g de

biomassa.

4.2.3 Testes complementares para extracdo de compostos fendlicos

Visando a aplicabilidade da extragcdo de compostos fendlicos a partir de
residuos industriais, buscou-se, a realizagao de uma extragdo que usasse uma maior
razao solido/liquido. Considerando os resultados obtidos nesse trabalho, sabe-se que
menores razdes soélido-liquido geram maiores concentragdes de compostos fendlicos,
possivelmente porque ha diferengca de gradiente para realizar a transferéncia de
massa. Dessa forma, buscou-se uma estratégia de extracdo em duas etapas,
empregando 20 g/L. A primeira etapa teve como objetivo retirar possiveis extrativos
da biomassa, os quais, em tese, deixam o0 meio concentrado e ndo permitem a
extragcdo dos compostos fendlicos. E em seguida a segunda etapa com objetivo de
obtencao de compostos fendlicos.

A primeira etapa de extracdo deu-se em condi¢des, que de acordo com o
modelo matematico desenvolvido para CFT, iria extrair menos compostos fendlicos (0
% etanol, 20°C e 20 % ultrassom). Ja a segunda extragao deu-se em condi¢cdes que
renderiam a maior concentragéo de compostos fendlicos (40 % etanol, 65°C e 100 %
ultrassom).

Além de realizar a extragdo em duas etapas pelo método de ultrassom,
também se realizou a extragcao pelo método Soxhlet. Os resultados obtidos para

ambas as etapas em ambos os métodos de extragcao estdo expressos na Tabela 15.
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Tabela 15- RESULTADOS OBTIDOS PARA COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE TOTAL E INDICE PA

Ultrassom Sohtex

1° etapa 2° etapa 1° etapa 2° etapa

CFT 16,90%1,42 17,49+294 22,11+0,74 7,66+0,54

DPPH 70,61+5,68 31,64+4,38 86,68+0,38 81,86+8,71

*CFT expressos em miligrama de acido galico equivalente por grama de biomassa. **AAT expressa
em micro mol de Trolox equivalente por grama de biomassa.

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Analisando os resultados conclui-se que a execug¢ao da extracdo em duas
etapas nao foi mais eficiente, quando comparadas com os resultados obtidos
anteriormente no planejamento experimental. Mesmo considerando as duas etapas
obteve-se um valor para CFT de 34,40 mg/g. O mesmo ocorreu para a extragdo com
método de Soxhlet, o qual, ao considerar as duas etapas, resultou em 29,77 mg/g de
CFT. Além disso, cada etapa de extracao pelo método Soxhlet necessitou de mais de
seis horas de ensaio, enquanto que pelo método de ultrassom o tempo de extracao

foi de uma hora.

4.2 .4 Obtencao do extrato em maior volume

A partir da melhor condi¢ao definida para extragdo de compostos fendlicos,
realizou-se varias extragdes a fim de se obter um volume maior de extrato. A reagcao
de extragao ocorreu em uma escala maior da utilizada para realizagao da otimizagao
do processo. Para obtencao dos extratos foram utilizados 300 mL de solugao extratora
(40% de etanol), na razao solido/liquido de 4 g/L, 50°C, 60% de ultrassom, durante 60
minutos.

Os extratos obtidos foram submetidos a analise de CFT, apresentado um
rendimento médio de 39,9110,47 mgAG/g. O extrato também foi avaliado quanto a
AAT, apresentando 55,09+6,32 umol TE/g pelo método DPPH e 361,82+9,64 uM
sulfato ferroso/g de biomassa pelo método FRAP.

Esse rendimento € menor do que o obtido nas mesmas condicbes no
planejamento experimental, contudo, para esse ensaio ocorreu um aumento do

volume de extracdo, o que pode ter causado a diferenca obtida. E necessario
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considerar ainda que nao houve um aumento de escala do processo, levando em
conta fatores como semelhanga geométrica e dindmica, o que pode explicar também
a diferencga dos resultados.

Em seguida, os extratos obtidos foram evaporados a fim de retirar o etanol
contido nas amostras com o auxilio de um evaporador rotativo. O processo ocorreu
até que obteve a reducédo de 40% da amostrar inicial, 0 que corresponde ao volume
de etanol adicionado na extracdo. Apds removido o etanol, as amostras foram
congeladas e em seguida, liofilizadas até restar apenas o material sélido, o qual foi
armazenado protegido da luz.

Uma das amostras de extrato solido, obtida a partir da extragao de 300 mL,
foi diluido com 10 mL de agua destilada. A solugdo foi filtrada com filtro de nylon
(0,45 ym) submetida a analise do perfil fendlico, os resultados estdo expressos na
tabela 16.

Tabela 16- PERFIL FENOLICO OBTIDO POR HPLC-MS PARA O EXTRATO

Acido siringico Acido galico  Miricetina  Acido p-cumarico Quercetina

Extrato
Liofilizado

Resultados expressos em mg/gviomassa.

6,042 +0,355 0,228 +0,008 0,041 + 0,002 0,035 +0,001 0,221 £0,022

FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Observa-se que, assim como para os resultados de CFT, houve uma
diminui¢ao nas concentracdes dos compostos fendlicos em comparagdo com o ensaio
21 do planejamento experimental. E plausivel considerar que as mesmas razdes que
levaram a redugao dos valores de CFT possam ter influenciado a diminui¢cdo das
concentragbes dos compostos fendlicos. E possivel que a alteracdo do volume do
processo, sem levar em conta as questdes de escalonamento, tenha resultado em
uma extracdo menos eficiente, levando, assim, a uma redugdo dos valores de
concentracgao tanto para CFT quanto para o perfil fendlico.

Assim como no planejamento experimental, o acido siringico apresenta-se
em maior quantidade no extrato. O acido siringico € um composto fendlico da
subfamilia dimetoxibenzeno dos acidos benzodicos (TEIXEIRA, 2014). Estudos
demonstram que, como outros polifendis, este composto apresenta efeitos

anticancerigenos, afetando moléculas-alvo envolvidas no ciclo celular, atuando como
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antioxidante, antiinflamatério, antiperoxidativo lipidico, antimitogénico e alterando a
funcao do sistema imunolégico (ADEY| et al., 2023).

Mihanfar et al. (2021) avaliaram os efeitos in vitro do acido siringico em células
de cancer colorretal humano (SW-480) e o efeito do acido siringico administrado por
via oral em modelos in vivo de cancer colorretal induzido em ratos. O tratamento com
acido siringico resultou em uma inibigdo significativa dependente da dose da
proliferacéo celular, inducado de apoptose através do aumento dos niveis celulares de
espécies reativas de oxigénio e danos ao DNA, bem como na regulagdo negativa dos
principais genes proliferativos. In vivo, o tratamento de ratos com acido siringico
demonstrou uma redugao estatisticamente significativa do volume tumoral e da
incidéncia quando comparado ao controle.

Zhang et al (2021) mostraram que a combinac&o de vitexina e acido siringico
suprime a proliferagdo de células de cancer de mama. No estudo de Ramorobi et al.
(2022) os atures reportaram que a complexagao do acido siringico com sulfato de
zinco resultou em uma interagao sinérgica entre ambos. O resultado foi um complexo
nao citotéxico com potencial antioxidante e de controle glicémico multimodo e
melhorado.

Dessa forma, o extrato obtido, rico em acido siringico, se apresenta com
potencial de aplicagao vasto, devido as propriedades desse composto fendlico. Além
do perfil fendlico, verificou-se também via HPLC a concentracdo de carboidratos
presentes na amostra liofilizada. A analise de carboidratos foi realizada uma vez que,
pode interferir na aplicacdo do extrato e, por se tratar do residuo de uma fruta,
suspeita-se que ha presenga de agucares.

Na analise de carboidratos identificou-se na amostra 2,13+0,08 g/L de xilose,
0,16+0,01 g/L de glicerol e 1,04+0,04 g/L de glicose. Esses carboidratos, uma vez

recuperados, também apresentam potencial de aplicagao.

4.2.5 Viabilidade dos extratos

4.2.5.1 Viabilidade celular

A analise de viabilidade celular em células saudaveis é importante pois
permite avaliar a toxicidade e a seguranca desses compostos. E uma etapa importante

do desenvolvimento de terapias, uma vez que, permite avaliar a toxicidade de um



92

composto em células normais, o que ajuda a determinar a dose segura e eficaz a ser
utilizada em estudos subsequentes. Além disso, testar compostos fendlicos em
células saudaveis pode ajudar a identificar efeitos colaterais ou efeitos adversos que
podem ocorrer em tecidos normais, o que € crucial para garantir a seguranca e a
eficacia desses compostos em suas aplicagdes posteriores (CHOUDHARI et al.,
2020).

Na avaliacdo de viabilidade celular (Figura 27), a analise estatistica dos
resultados realizados com as células PBMCs expostas aos trés niveis de
concentracdo de extrato (500, 1000 e 10000 ug/mL), permite dizer que houve
diferenga significativa entre o grupo controle e o grupo em que as células foram
expostas a concentragdes de 10000 ug/mL do extrato.

O teste MTT permitiu avaliar a viabilidade celular das células expostas ao
extrato do residuo da produgéao de vinho, onde este n&o apresentou citotoxicidade nas
concentragdes testadas. Foi possivel verificar que as concentragdes de 500 e 1000
ug/mL se comportaram estatisticamente igual ao controle (condigdo 6tima para as
células), enquanto a concentragédo de 10.000 ug/mL apresentou um aumento de mais
de 50 % na viabilidade celular. Isso sugere que a utilizagdo desse antioxidante natural

melhora as fungdes celulares do organismo.

Figura 27- VIABILIDADE CELULAR DE CEITULAS PBMCS EXPOSTAS A CRESCENTE
CONCENTRACAO DE EXTRATO DO RESIDUO DA PRODUCAO DE VINHO EM 24 H.
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corresponde a diferenca estatistica com a=0,001.
FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.
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4.2.5.2 Estresse oxidativo

No que se refere a avaliagdo do estresse oxidativo, a Figura 28 demonstra a
concentracdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células tratadas com
diferentes concentragdes do extrato durante 24h. Percebe-se que as concentragdes
de 500 e 1000 ug/mL se comportaram estatisticamente igual ao controle (condigéo
otima para as células). Ja para a concentragdo de 10000 yM o extrato do residuo da
producao de vinho aumentou significativamente os niveis de EROs.

Considerando que nao houve perda celular, pode-se concluir que o extrato
ajudou as células a suportar o estresse oxidativo, demonstrando o poder antioxidante

do extrato do residuo da produgao de vinho.

Figura 28- CONCENTRACAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO) NAS CELULAS
EXPOSTAS A CRESCENTE CONCENTRACAO DE EXTRATO DO RESIDUO DA PRODUGAO DE
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corresponde a diferenga estatistica com a=0,0001.
FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.

Em relagdo as defesas antioxidantes, os niveis de NPSH (tios n&o proteicos)
diminuiram significativamente para todas as concentragdes avaliadas, conforme pode
ser visualizado na Figura 29. A diminuicdo da concentragao de antioxidante, indica
que os mesmos foram usados para neutralizar as espécies reativas e proteger as

células do estresse oxidativo.
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Figura 29- CONCENTRAGAO DE NPSH PARA AS DIFERENTES CONCENTRAGAO DE

EXTRATO DO RESIDUO DA PRODUGAO DE VINHO EM 24 H.
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FONTE: Elaborado pelo autor, 2023.
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5 CONCLUSAO

O residuo da producéo de vinho pode ser uma fonte de compostos fendlicos
que podem ser obtidos por meio de diferentes processos de extracdo. Neste trabalho,
foi otimizado um método de extragao por ultrassom, o qual foi obtido a partir da técnica
de planejamento de experimentos. Também foi realizada a otimizagdo do tempo de
extracdo através de uma cinética de extracdo. A extracao ideal deu-se nas condigcdes
de: 40 % de etanol, razdo solido/liquido de 4 g/L, 50 °C, 60 % de ultrassom, durante
60 minutos.

Para os resultados analisados (compostos fendlicos totais, atividade
antioxidante e indice PA) a variavel razéo solido-liquido exerceu diferenga significativa
(p<0,05). As demais variaveis (poténcia de ultrassom, temperatura e concentragéo de
etanol) ndo apresentaram influéncia significativa.

Em relagdo aos métodos de extragao, o método de ultrassom promoveu maior
recuperacao fendlica em menor tempo quando comparada com a extragao pelo
método Soxhlet.

O extrato do residuo da produgéo de vinho demonstrou resultados positivos
quanto sua viabilidade para aplicagdo em células humanas, demonstrando aumentar
a viabilidade celular, bem com proteger as células do estresse oxidativo. Além disso,
também demostrou auxiliar as células a suportar o estresse oxidativo. Este trabalho
sugere que o acido siringico seja o maior responsavel pela atividade biolégica do
extrato. Contudo sugere-se avaliar o potencial dos compostos identificados

individualmente.
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6 TRABALHOS FUTUROS

Tendo em vista o potencial do residuo da produc¢éo de vinho e dos compostos
fendlicos obtidos nesse estudo, sugerem-se as seguintes etapas para complementar

€ avangar na pesquisa com esse residuo.

o Entender quais compostos sdo extraidos do residuo para diferentes métodos
extrativos;
o Entender a capacidade de armazenamento do material, se ha perda de

compostos com o tempo;

o Entender a separagao dos compostos entre si e demais substancia do extrato,
como os carboidratos;

o Realizar as analises de viabilidade celular e estresse oxidativo para cada

composto quimico padrao que foi quantificado por HPLC;

o Realizar as analises de viabilidade celular e estresse oxidativo com células nao-
saudaveis;

o Aplicar a condicao otimizada de extracao para as demais variedades da fruta;
o Realizar analises de atividade antioxidante por outros métodos;

o Entender o processo de extrator em larga escala, seus rendimentos e desafios;
° Determinar as limitagbes do processo, incluindo custo de extragdo, taxa de

recuperagao e porcentagem de pureza, estabilidade e toxicidade.
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