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RESUMO

Este trabalho alia dois interesses distintos da sociedade atual
que se refletem nos esforcos empregados pelas industrias
alimeticias e farmacéuticas: reaproveitamento de residuos
industriais através de tecnologias que sejam ambientalmente
seguras e que garantam a qualidade dos produtos; € 0 consumo
de produtos compostos por ingredientes naturais que oferecam
beneficios para a saude humana. A extragao supercritica (ESC)
€ uma tecnologia que vem se destacando dentre os demais
métodos de extragdo por sua seletividade, por empregar baixas
temperaturas e por produzir um extrato livre de residuos de
solventes, garantindo assim extratos de alta qualidade em
compostos de interesse, além de a técnica ser considerada
segura para o meio ambiente. Diante disso, o objetivo deste
trabalho foi a aplicagdo desse método de extragdo na obtencgao
de extratos de bagaco de uva das variedades Merlot e Syrah em
diferentes temperaturas e pressbes de operagdo e avaliar
rendimento, composig¢éo, atividade antioxidante e antimicrobiana.
Os resultados obtidos com o CO, supercritico puro e adicionando
co-solvente a ele foram comparados com os resultados de
técnicas de extragao a baixa pressao, Soxhlet e maceragdo com
ultrassom, utilizando diferentes solventes (etanol, acetato de
etila, hexano e agua). A extracao supercritica foi conduzida com
pressdes entre 150 e 300 bar, temperatura de 50 e 60 C e
vazao de CO, de 13 £ 2 g/min durante 4 h. A cinética da extracao
supercritica e a modelagem matematica também foram
estudadas, sendo o modelo de Martinez et al (2003) o que
melhor se ajustou aos dados experimentais. A ESC proporcionou
rendimentos de até 5,2 £ 0,6 % para a condicao de 300 bar e 60
°C com CO, puro para a variedade Merlot, e inversdao das
isotermas de rendimento entre 175 e 180 bar. Com a adicdo de
co-solvente ao CO, na condicdo de 250 bar e 60 °C, o
rendimento méximo foi de 13,31 £ 0,04 % com 15 % de etanol,
também para a variedade Merlot. Para as extragbes a baixa
pressdo, o maior rendimento obtido pelo método Soxhlet foi 14,6
t 0,2 %, com etanol, enquanto para a técnica com ultrassom foi
12 + 1 % utilizando agua como solvente para as variedades



Merlot e Syrah, respectivamente. O maior teor de compostos
fenolicos, avaliado pelo método de Folin-Ciocalteau, foi
encontrado para o extrato de bagago de uva Merlot obtido por
extracdo Soxhlet com etanol (118 + 2 mg GAE/g). O menor valor
de ECsy (concentragdo de extrato que neutraliza 50 % dos
radicais livres), determinado pelo método do radical DPPH,
também foi apresentado por um extrato de Soxhlet com etanol,
mas, dessa vez, para a variedade Syrah (158 + 2 ug/mL). A
maior atividade antioxidante, determinada pelo método de
descoloracdo do sistema [B-caroteno/acido linoléico, foi
apresentada pelo extrato supercritico obtido a 150 bar € 50 °C
com CO, puro para a variedade Merlot (66 = 2 %). Na avaliacao
da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar, os
extratos supercriticos obtidos com CO, puro apresentaram
desempenho muito acima dos demais extratos. O extrato obtido
na condicdo de 300 bar e 50 °C apresentou melhor resultado
para a atividade antimicrobiana, determinada por microdiluicdo
em meio liquido, inibindo o crescimento de S. aureus com 625 ug
de extrato/mL. Os compostos identificados pela analise
cromatografica liquida de alta eficiéncia (HPLC) em um maior
ndamero de amostras foram acido galico, acido p-OH-benzéico,
acido vanilico e epicatequina. Apesar dos menores rendimentos
obtidos pela extragdo supercritica quando comparados com as
técnicas a baixa pressao, os resultados das analises utilizadas
para a avaliagdo da qualidade dos extratos mostram a
importancia dessa tecnologia para a obtencdo de extratos
naturais com atividade biolégica.



ABSTRACT

The present work combines two distinct interests of modern
society that reflect on the efforts made by food and
pharmaceutical industries: reuse of industrial waste through
environmentally safe technologies that can assure the products
quality and the consumption of natural products that offer health
benefits. The supercritical fluid technology stands out among
other extraction methods due to its selectivity, to the use of low
temperatures, to produce high quality extracts related to
compounds of interest and free of solvent residues and to be
considered environmentally safe. Considering this advantages,
the aim of this study was to apply this technique to obtain grape
pomace extracts under different conditions to evaluate its
performance by yield, extract composition, antioxidant and
antimicrobial activities, besides comparing the results from pure
supercritical CO, extraction to the same process with the addition
of a co-solvent to CO, and to low pressure extraction techniques
(Soxhlet and ultrasonic extraction) using different solvents
(ethanol, water, ethyl acetate and hexane). It was used pomace
from two grape cultivars, Merlot and Syrah. The supercritical fluid
extraction (SFE) was conducted with pressures between 150 and
300 bar, temperatures of 50 e 60 °C and CO, flow rate of 13 £ 2
g/min during 4 h. The SFE kinetics and mathematical modeling
were also studied. Martinez et al. (2003) model presented the
best fit to experimental data. The SFE vyields reached values up
to 5,2 £ 0,6 % (w/w) for extraction with pure CO, at 300 bar and
60 °C to Merlot pomace and isotems crossover between 175 e
180 bar. When a co-solvent was added to the extraction at 250
bar/50 °C, the maximum yield was 13,31 £ 0,04 % at 15 %
ethanol, also to Merlot pomace. For the low pressure techniques,
the best yield of Soxhlet extractions was obtained with ethanol,
14,6 + 0,2 % (Merlot), and for ultrassonic extraction the water
provided the highest yield, 12 £+ 1 % (Syrah). The highest total
phenolic content, evaluated by the Folin-Ciocalteau technique,
was obtained for the Merlot pomace extract from Soxhlet
extraction with etanol (118 + 2 mg GAE/g). Using DPPH radical
method, the best ECso results (extract concentration that



neutralizes 50 % of free radicals) were obtained for Syrah
pomace extract from Soxhlet extraction with etanol (158 + 2
pg/mL). For the B-carotene/linoleic acid bleaching method the
highest antioxidant activity was presented by the supercritical
extract obtained at 150 bar and 50 °C with pure CO, for Merlot
pomace (66 = 2 %). On the evaluation of antimicrobial activity by
the agar diffusion method, the supercritical extracts showed
performance well above the other extracts. The extract obtained
at 300 bar and 50 °C presented the best antimicrobial activity by
microdilution method, inhibiting growth of S. aureus with 625 ug
of extract/mL. The main substances identified by HPLC analysis
were galic acid, p-OH-benzoic acid, vanillic acid and epicatechin.
Despite the lower yields obtained by supercritical fluid extraction
when compared with the low pressure techniques, the results of
the tests used to evaluate the quality of the extracts showed the
importance of this technology to obtain natural biological active
extracts.
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Introdugédo 25

1 INTRODUGAO

Apesar de toda a riqueza da flora brasileira e do potencial
para o aproveitamento de residuos da agricultura e da
agroindustria, no pais ainda ha poucos investimentos em
tecnologias capazes de agregar valor a esses subprodutos.
Entretanto, atualmente, as exigéncias governamentais e do
mercado consumidor vém acarretando custos cada vez maiores
para o tratamento dos residuos gerados pelas indistrias de
alimentos, o que aumenta a importancia do desenvolvimento de
tecnologias que possibilitem o reaproveitamento desses
residuos, a0 mesmo tempo em que sejam ambientalmente
seguras (limpas) e garantam a qualidade dos produtos.

Por outro lado, a procura cada vez maior por um estilo de
vida saudavel e a preocupagdo dos consumidores com a
seguranga dos produtos utilizados ou ingeridos - incluindo o
consumo de produtos compostos por ingredientes naturais que
oferecam beneficios para o corpo - desperta um grande interesse
das indistrias tanto de alimentos como de farmacos e
cosméticos na obtencdo e utilizacdo de extratos vegetais que
apresentem caracteristicas funcionais (bioldgicas), corantes ou
aromatizantes, com alto grau de pureza, uma vez que
substancias sintéticas, muitas vezes, sdo suspeitas de causar
efeitos maléficos a saude. O isolamento desses compostos
naturais possibilita o aproveitamento integrado de residuos
gerados na agroindustria e podem resultar em novas alternativas
empresariais, além de minimizar o impacto ambiental causado
pelo acimulo desses residuos.

A uva é uma das frutas de maior produgdo mundial, com
mais de 67 milhdes de toneladas ao ano, cultivada
principalmente na variedade Vitis vinifera que € a mais utilizada
para a produgao de vinho (MAIER et al., 2009; Organizacao
Internacional da Uva e do Vinho, acessado em 19/09/2009). Os
principais subprodutos da vinificagdo sdo separados durante as
etapas de esmagamento e prensagem das uvas, e apenas
pequenas quantidades desses residuos sao valorizados ou
aproveitados (TORRES et al, 2002). A recuperacao de
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compostos a partir dos rejeitos das industrias de vinho e suco
poderia representar um avango significativo na manutencao do
equilibrio ambiental, visto que nas vinicolas as grandes
guantidades de residuos gerados causam sérios problemas de
armazenagem, transformacdo ou eliminacdo, em termos
ecologicos e econdbmicos. Esta situagdo explica o interesse
crescente em explorar os subprodutos da vinificagdo (ALONSO
et al., 2002; LOULI et al., 2004).

O bagacgo de uva representa um importante subproduto da
industria vinicola, composto, basicamente, por sementes, cascas
e engaco. Componentes antioxidantes, naturalmente presentes
na uva, permanecem no bagaco, apdés a vinificacdo, em
diferentes concentragbes, dependendo do processo de
fabricagédo e da variedade de uva. A maior parte desse residuo é
usada para ragao animal ou adubo; sendo assim, pesquisas que
permitam sua utilizagdo para obtengdo de compostos bioativos
podem representar um ganho econdmico significativo. Entre os
antioxidantes que podem estar presentes, destaca-se o
resveratrol - cujo consumo regular esta atribuido a redugcao do
risco de incidéncia de doencgas cardiacas - e o acido linoléico -
acido graxo essencial ao qual sao atribuidas propriedades
antiinflamatdrias, antiistaminicas e de prevengao ao cancer.

A qualidade e composicdo dos extratos de produtos
naturais estdo fundamentalmente relacionadas com a técnica de
extracdo empregada na sua preparacdo. Entre as diversas
técnicas destaca-se a extragdo supercritica (ESC) que emprega
gases pressurizados como solventes, o que permite a obtencao
de extratos isentos de solvente e sem degradacgao térmica, além
de possibilitar o facil controle da seletividade do processo,
aspectos relevantes para a producao de compostos especificos
de interesse de determinado setor da industria. A validacao da
ESC como alternativa viavel para a obtencé@o de extratos a partir
de plantas, residuos da agroindistria e diversos produtos
naturais esta associada a atividade biol6gica dos extratos e por
isso tem sido extensivamente empregada para a obtencdo de
extratos de alto valor agregado, tanto na area académica como
industrial (DANIELSKI et al., 2005; KITZBERGER et al., 2007;
MICHIELIN et al., 2009).
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Métodos tradicionais de extracdo sao bastante utilizados
para a obtencdo de exiratos de diversas matrizes vegetais.
Porém, essas técnicas geralmente envolvem uma alta
temperatura de processo, 0 que pode ocasionar a destruigdo de
compostos termossensiveis e, além disso, 0s solventes
organicos utilizados podem ser prejudiciais a salde e/ou ao
ambiente, havendo a necessidade de separa-los do extrato
posteriormente (WANG et al.,, 2004). Assim, a exitracdo com
fluido supercritico surgiu como uma alternativa para a extragao e
fracionamento de produtos naturais, através de uma tecnologia
limpa e com a possibilidade de ajustar pardmetros visando a
seletividade do processo para um grupo especifico de compostos
a serem extraidos, 0 que é uma boa opgao para agregar valor a
subprodutos da industria vinicola.

Assim, este trabalho tem como objetivo estudar a extracao
supercritica (ESC) de 6leo de bagaco de uvas Merlot e Syrah
empregando como solventes CO, puro e CO, adicionado de co-
solvente; comparar os resultados obtidos para as duas
variedades de uva em termos de rendimento de processo e
composi¢cdo dos extratos; confrontar os resultados da extracao
supercritica com os de extracbes a baixa pressao (Soxhlet e
maceragao ultrassénica); e determinar os parémetros de
processo adequados para a obtengdo de compostos de interesse
através da ESC.

A modelagem matematica de curvas de ESC é empregada
por varios autores com o objetivo de reproduzir dados
experimentais existentes e, a partir deles, ajustar parametros
com 0S quais se possam simular processos de extracdo em
outras escalas e condigdes operacionais. A andlise de uma curva
de extracdo para um determinado processo pode ajudar a definir
o volume do extrator, a vazao de solvente requerida para uma
taxa de extragao adequada, entre outros. Deste modo, também é
objetivo deste trabalho estudar o fenébmeno de transferéncia de
massa através da aplicacdo de diferentes modelos matematicos
disponiveis na literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é sugerir a aplicagao da extragao
supercritica (ESC) para o aproveitamento do bagago de uva
(residuo vinicola), visando a otimizagao do processo e avaliando
sua eficacia na obtengdo de produtos com destacada atividade
biolégica (antioxidante e antimicrobiana).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Utilizagdo de técnicas de extracdo a baixa pressao,
Soxhlet e maceracdo ultrass6nica, com solventes organicos de
diferentes polaridades para a obtencédo de extratos de bagacgo de
uva;

b) Determinagdo de rendimento dos extratos obtidos a
baixa pressao visando a selecdo de co-solvente para a ESC;

c) Avaliagdo do rendimento da ESC em funcdo das
condicbes de operacdo e comparagdo com as técnicas
convencionais de extracao;

d) Estudo da cinética de transferéncia de massa;

e) Andlise da atividade antioxidante dos extratos através
dos métodos DPPH (1,1-diphenil-2-picryl hydrazil) e B-
caroteno/acido linoléico;

f) Determinacdo do teor de compostos fendlicos dos
extratos pelo método de Folin-Ciocalteau;

g) Andlise do perfil de composicao do 6leo de bagago de
uva por HPLG;

h) Avaliacdo da influéncia da técnica de extracdo na
composicao do extrato;
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i) Com base nos dados de composi¢ao do extrato, avaliar
a seletividade do processo para compostos com comprovado
efeito bioldgico;

j) Definicdo das condicdes otimas de extragdo para o
bagaco com CO, supercritico com e sem adigéo de co-solvente,
em termos de rendimento de processo e qualidade dos extratos;

k) Modelagem das curvas de extragdo supercritica do
bagaco de uva utilizando os seguintes modelos disponiveis na
literatura: Sovova (1994), Martinez et al. (2003), Crank (1975),
Esquivel et al. (1999), Tan e Liou (1989) e Gaspar et al. (2003).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 UVA, VINIFICAGAO E BAGAGCO

A vitivinicultura é wuma atividade economicamente
importante no mundo globalizado. No Brasil, é uma atividade
importante para a sustentabilidade de pequenas propriedades e,
nos ultimos anos, tem se tornado importante também na geracao
de emprego, em grandes empreendimentos para producdo de
uvas de mesa e uvas para processamento (EMBRAPA, 2009).
No cenario internacional a vitivinicultura brasileira ocupou, em
2006, 0 22° em 4area cultivada com uvas, 16° em producado de
uvas e o 15°em maior produgéo de vinhos.

Como pode ser observado na Tabela 1, que apresenta
dados da producao brasileira de uva em 2009, houve redugéo na
producdo de uvas na maioria dos estados brasileiros, com um
decréscimo de 4,08 % no total de uvas produzidas. Essa
reducdo ocorreu, principalmente, devido a crise econémica
mundial e a fatores climaticos desfavoraveis, interrompendo a
tendéncia crescente dos 3 anos anteriores. O Rio Grande do Sul,
principal Estado produtor de uvas e vinhos do pais, apresentou
reducéo de 4,98 % na produgéo de uvas em 2009 em relagdo ao
ano anterior. Os Estados de Santa Catarina e Parand
apresentaram acréscimo na producao de uvas de 16,0 % e 0,57
%, respectivamente, no mesmo periodo. De acordo com os
dados apresentados na Tabela 1, em 2009, praticamente metade
da uva produzida no pais foi destinada ao processamento para
elaboragao de vinhos, suco de uva e derivados, sendo o restante
destinado ao mercado de uva in natura (EMBRAPA, 2009.).
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Tabela 1 - Producéao de uvas no Brasil entre 2006 e 2009, em

toneladas.
Ano 2006 2007 2008 2009
Estado
Pernambuco 155.783 170.326 162.977 158.515
Bahia 89.738 120.654 97.481 90.508
Minas Gerais 12.318 11.995 13.711 11.773
S3ao Paulo 195.357 193.023 192.976 177.934
Parana 95.357 99.180 101.500 102.080

Santa Catarina 47.787 54.554 58.330 67.546

Rio Grsaur}de do g23847 705208  776.027  737.363

Brasil 1.220.187 1.354.960 1.403.002 1.345.719
Processamento 462.502 637.125 711.782 678.169
Consumo in 757.685  717.835 691220  667.550
natura
Fonte: IBGE. (Embrapa Uva e Vinho, Panorama 2009, acessado em
12/06/2010).

Nao se dispde de estatisticas sobre a produgdo e
comercializagdo nacional de vinhos e suco de uvas. Apenas 0
Estado do Rio Grande do Sul, responsavel por cerca de 90 % da
produgdo nacional, disponibiliza todas as informagdes,
apresentadas na Tabela 2, cuja analise permite ter uma boa
aproximagédo do desempenho da agroindustria vinicola do pais.
O Estado de Santa Catarina apresenta dados de uvas
processadas, vinhos e derivados, apresentados na Tabela 3; no
entanto, ndo ha informagcdes sobre a comercializagdo de seus
produtos. Para os demais Estados ndo ha informacdes
disponiveis (EMBRAPA, 2009).

Segundo dados da Organizagéo Internacional da Uva e do
Vinho (OIV) utilizando dados da FAO (Orgao das Nagdes Unidas
para Alimentacao e Agricultura), o Brasil foi 0 16° no ranking de
produtores mundiais de vinho em 2006, mas o consumo per
capita de 1,8 litros por habitante (I/hab) ainda ficou muito abaixo
de paises europeus como Franca e ltalia, com 53,8 e 46,5 |/hab
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respectivamente, ou até mesmo da vizinha Argentina que
apresentou consumo de 28,4 I/hab. Por outro lado, o pais
aparece como 32 maior consumidor de suco de uva - acima de
100 mil litros no ano de 2006.

Tabela 2 - Producao de vinhos, sucos e derivados no Rio Grande
do Sul, em mil litros, entre 2006 e 2009.

__Ano 2006 2007 2008 2009

Producao

Vinho de mesa 185.101 275288  287.507  205.399
Vinho fino 32.169 43.176 47.334 39.900
Suco de uva 13.946 10.147 11.818 16.034
integral

Suco concentrado® 87.073 97.113 115.073 115.032
Outros derivados 28.152 39.867 59.643 57 .462
Total 346.416 465591 521.375  433.828

*transformados em litros de suco simples.

Fontes: Unido Brasileira de Vitivinicultura - Uvibra, Instituto Brasileiro do
Vinho - Ibravin. (Embrapa Uva e Vinho Panorama 2009, acessado em
12/06/2010).

Tabela 3 - Producéo de vinhos e suco de uva no Estado de Santa
Catarina, em mil litros, entre 2006 e 2009.

Ano

2006 2007 2008 2009
Producao
Vinho de mesa 15.332 21.940 17.750 11.203
Vinho fino 247 252 335 237
Espumante 5 8 15 50
Mosto de uva 248 44 774 16
Total 15.832 22.244 18.875 11.507

Fonte: Embrapa Uva e Vinho, Panorama 2009 (acessado em
12/06/2010).
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A uva da espécie Vitis vinifera L. tem grande importancia
na economia mundial, principalmente devido ao seu uso como
matéria prima para a fabricagdo de vinhos e outros derivados
(YANG et al.,, 2009). Essa espécie foi cultivada por varias
civilizagdes europeias durante milhares de anos, o que originou
dezenas de variedades, as denominadas castas, através de
selecdo  artificial. Muitas variedades s@o conhecidas
mundialmente pela producdo de vinhos como é o caso de
Cabernet Sauvignon, Pinot Noir, Cabernet Franc, Malbec,
Chardonnay, Riesling, Moscatel, entre muitas outras, sendo que
neste trabalho foram utilizadas amostras de bagaco das
cultivares Merlot e Syrah.

3.1.1 Uva Merlot

O vinho Merlot apresenta perfil de sabor e aroma
pronunciados, semelhantes ao vinho Cabernet Sauvignon, no
entanto, tende a ser ligeiramente menos acido e adstringente,
sendo em geral mais exuberante organolepticamente. O vinho
Merlot se tornou bastante consumido por ser considerado “facil
de beber”, o que fez com que essa variedade tenha ganhado
grande espagco mundiamente em volume de produgéo entre as
cultivares tintas de Vitis vinifera L. (RIZZON e MIELE, 2003). O
vinho Merlot da regido do Vale dos Vinhedos (Rio Grande do
Sul/Brasil) tem se destacado internacionalmente por sua
qualidade (EPOCA, 2010). Com isso, essa cultivar é, atualmente,
a uva mais plantada entre as variedades de Vitis Vinifera do Vale
dos Vinhedos (APROVALE, 2008).

Como a variedade Merlot amadurece, pelo menos, uma
semana mais cedo do que qualquer variedade Cabernet (de
maior producdo mundial), é considerada uma “vinha segura”,
onde as chuvas sdo um fator determinante para a colheita. A uva
Merlot de melhor qualidade cresce em terreno rochoso, arido,
mas € bastante adaptavel a solos argilosos, mesmo em climas
frios e umidos. Por florescer cedo, a preocupacao principal dos
produtores é a susceptibilidade a quebra provocada por geada,
chuva ou ondas de calor no inicio da primavera. A baga de
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Merlot é relativamente fina de pele e um pouco propensa a
apodrecer (WINEPROS, 2009).

3.1.2 Uva Syrah

Uva de casca roxa escura fina, muito bem adaptada aos
climas quentes, como sul da Franca, Australia e nordeste
brasileiro. Apesar de brotar relativamente tarde, amadurece
rapidamente com o calor, 0 que requer maior cuidado para ser
colhida no ponto certo, sem excesso de amadurecimento. F&cil
de ser cultivada e vinificada, em comparacdo com outras uvas
tintas, essa cultivar cresce bem em inimeras areas. Produz
vinhos complexos, escuros, com boa presenga de taninos,
aromas e sabores de especiarias (CARPEVINUM, 2010;
WINEXPERTS, 2009; WINEPROS, 2009).

De acordo com Moura et al. (2007), as variedades Syrah e
Cabernet Sauvignon sao as mais utilizadas para a elaboracao de
vinhos tintos finos na produgéo do Vale do Rio S&o Frascisco no
nordeste brasileiro, que em 2006 foi responsavel por 15 % da
producao nacional de vinho.

3.1.3 Vinificacao

O processo de fabricagcdo de vinhos varia muito de acordo
com o tipo de uva e resultado final esperado, mas, de uma forma
simplificada, o processo de fabricagdo de vinhos pode ser
ilustrado conforme Figura 1.
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Figura 1 - Fluxograma simplificado do processo de vinificagao.

Na chegada das uvas na vinicola, ocorre uma classificagcao
quanto a variedade, a sanidade, o estado de maturagdo e a
analise de teor de agucar, o que determinara seu direcionamento
para diferentes linhas de producao. Na sequéncia, os cachos de
uva passam pelo desengace onde é feita a remogao da maior
parte dos engagos (cabinhos que sustentam o cacho) para,
entdo, as uvas serem encaminhadas a prensa que, por meio de
uma leve pressao, fard com que se rompa a casca da uva,
liberando, assim, o suco e dando origem ao mosto. A
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fermentagcdo do mosto constitui a fase principal do processo de
vinificacdo, ou seja, € quando ocorrem as reacdes quimicas em
gue os agucares contidos nas uvas sao transformados em alcool
sob a acdo de leveduras selecionadas (chamadas pé-de-cuba).
No caso dos vinhos tintos, as partes sélidas da uva (cascas e
sementes) sdo mantidas com o mosto para a fermentagdo e nos
brancos elas sao retiradas. Isso porque, simultaneamente a
fermentagdo ocorre a maceracao das cascas da uva no élcool, o
que dara ao suco a cor tinta - e quanto maior o tempo de contato
das cascas com o liquido, mais escuro sera o vinho, porém mais
adstringente também (LAZARINI e FALCAO, 1999; ACADEMIA
DO VINHO, 2010).

A fermentagao é conduzida em tonéis que podem ser de
madeira, cimento ou aco inox, com temperatura controlada de 25
2C a 30 °C. Apds algumas horas de residéncia nos tanques de
fermentagdo/maceragdo, uma massa constituida por cascas e
outras substancias mais grosseiras se concentra na parte
superior do reservatério (boiam), e formam o chamado chapéu
que transmite cor apenas a porgao superior do liquido,
permanecendo incolor a porg¢do inferior. Portanto, torna-se
necessaria a operagao de remontagem, ou seja, transferéncia do
liquido da parte inferior para a superior, o que favorece também a
oxigenagdo do meio, necessaria para o desenvolvimento e
multiplicacdo das leveduras, e um maior controle da temperatura
do meio, que tende a aumentar. Essa etapa é chamada de
fermentagdo “tumultuosa”, com duragéo de poucos dias (de 2 a
5) e grande desprendimento de gas carbonico (LAZARINI e
FALCAO, 1999; ACADEMIA DO VINHO, 2010).

Quando ha uma queda na temperatura de fermentacao e
uma paralizagao no desprendimento de gas carbdnico, é feita a
descuba, operacdo na qual se separa o mosto em fermentacao
do bagacgo (composto basicamente de cascas e sementes). Em
seguida, tem inicio a fermentacéo lenta, quando o mosto é
definitivamente transformado em vinho e os Udltimos tracos de
glicose sao transformados em alcool. Neste momento ocorre
também a fermentacdo secundaria (ou malolatica) caracterizada
pela transformacao do acido malico (mais duro ao paladar) em
acido latico (mais macio), o que leva de 20 a 40 dias. Depois, é
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feito um tratamento a frio para a precipitagdo de sais tais como o
bitartarato de potassio e, consequentemente, a estabilizagio
fisica do vinho (LAZARINI e FALCAO, 1999; ACADEMIA DO
VINHO, 2010).

A maturacdo geralmente é feita em pipas de madeira
(preferencialmente carvalho) por um periodo de 6 meses a 5
anos, deixando o vinho em repouso para que se processe a
clarificacdo (que pode ser facilitada pela adicdo de agentes
floculantes) e se desenvolvam as suas propriedades
organolépticas, responsaveis pelo buqué do vinho. Durante a
maturagdo ocorrem sucessivas trasfegas (transferéncias de
barris) para remogdo da borra formada por precipitacbes
contendo agentes floculantes (quando adicionados), leveduras e
outras substancias que podem conferir gosto e aroma
desagradavel ao vinho. E necessario também manter o nivel dos
barris, pois, conforme ocorre a evaporacdo e a diminuicdo do
volume dentro do barril ha liberagdo de espaco que é preenchido
com ar o que pode ocasionar acetificagdo. Dependendo do
produto obtido apdés a maturacdo, antes do engarrafamento
podem-se empregar também alguns procedimentos para
correcdo do vinho como filtragdo (para conferir mais limpidez),
adicao de anidrido sulfuroso (para intensificar a cor), corte ou
assemblage (mistura de dois ou mais vinhos com o objetivo de
obter um produto bem equilibrado e harmonioso, remediando o
excesso ou a deficiéncia de alguns componentes), entre outros
(LAZARINI e FALCAO, 1999; ACADEMIA DO VINHO, 2010).

3.1.4 Bagaco

Sao varios os subprodutos secundarios da vinificacao,
como o bagacgo, o engaco e a borra. O bagago é o principal
subproduto da vinificagdo, por ser o de maior volume em
comparacdo aos demais residuos gerados, pela sua riqueza
alcodlica e tartarica e também pelo interesse econdémico de
alguns dos seus componentes fisicos. E o produto resultante da
prensagem das uvas frescas, fermentado ou ndo (Regulamento
CE n.® 1493/1999 do Conselho — Jornal Oficial das Comunidades
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Européias (PT) L179 — 14.7.1999, pp. 1-84.), constituido pelas
partes solidas das uvas (semente, casca e ainda certa
quantidade de engago) e pelo mosto ou pelo conjunto
mosto/vinho que as embebe (CORREIO RIOGRANDENSE,
2008).

Segundo dados da industria, na producao de 100 litros de
vinho tinto obtém-se 25 kg de residuo sendo 17 kg de bagaco.
No Brasil, uma pequena parte deste residuo € reutilizada para a
producao de destilado de uva (conhecida como “grappa”), mas a
maior parte é desperdigada ou subutilizada para adubagdo do
solo e complemento de racao animal (por ser fonte de fibras e
proteinas). Porém, o uso frequente desse residuo para a
adubacdo de solo é desaconselhavel devido a lenta
biodegradabilidade das sementes de uva, 0 que nao propicia a
conversao total da matéria organica de uma safra para a outra.
Por outro lado, o bagaco n&o deve ser oferecido puro aos
animais em fungdo da quantidade elevada de fibras; precisa ser
triturado e servido com produtos complementares, o que torna
invidvel seu consumo em grande escala (CAMPOS, 2005;
FAMUYIWA e OUGH, 1990; FREITAS, 2007).

Sendo assim, a recuperacao de compostos antioxidantes a
partir dos descartes continuos da industria de vinho poderia
representar um avango significativo na manutengéo do equilibrio
do meio ambiente, visto que, para as vinicolas, as grandes
quantidades de residuos gerados apresentam sérios problemas
de armazenagem, de transformagdo, ou de eliminagdo, em
termos ecoldgicos e econdmicos. Essa situagdo explica o
interesse crescente em explorar e agregar valor aos subprodutos
da vinificagdo, rico em propriedades biol6gicas relevantes para
as industrias farmacéuticas, quimicas e alimenticias. (ALONSO
et al., 2002; LOULI et al., 2004; ROCKENBACH et al., 2008)

A uva é fonte de diversos compostos fendlicos em
elevadas concentragdes e os subprodutos da vinificagdo, em sua
maioria, podem manter quantidades apreciaveis dessas
substancias como os flavonéides (antocianinas, flavanois e
flavonéis), os estilbenos (resveratrol), os &cidos fendlicos
(derivados dos acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzéicos) e
uma larga variedade de taninos, cuja distribuicdo nas uvas esta
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representada na Figura 2. Porém, a composi¢cdo quimica dos
bagacos varia consideravelmente segundo a variedade da uva, o
modo de vinificacdo, as condigbes climaticas, os sistemas de
condugao da vinha e o estado sanitario das uvas no momento da
vindima (ROCKENBACH et al., 2008).

A casca da uva é uma fonte de antocianidinas e
antocianinas, que séo corantes naturais e possuem propriedades
antioxidantes, entre elas inibicao de lipoperoxidacao, e atividade
antimutagénica. Enquanto o engago, presente em pequena
quantidade no bagago por ndo ser totalmente eliminado no
desengace, contém grande quantidade de polifendis,
especialmente compostos tanicos, que apresentam alto potencial
nutracéutico e farmacoldégico, mas que podem conferir alta
adstringéncia ao vinho, se em excesso (SOUQUET et al., 1996;
2000).

zementes - taninos

polpa - taninos e
acidos fendlicos

L |casca-antocianings, taninos

e resveratral
Figura 2 - Distribuigdo majoritaria dos principais compostos fendélicos na
uva.
Fonte: Rockenbach, 2008.

Ja a semente contém de 14 a 17 % de 6leo, dependendo
da variedade da uva, além de aproximadamente 40 % de fibras e
7 % compostos fendlicos complexos, especialmente taninos e
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flavonois (MURGA et al., 2000; ROCKENBACH et al., 2008). O
6leo de semente de uva € rico em acidos graxos insaturados,
destacando-se o elevado teor de acido linoléico, conhecido como
Omega 6 - acido graxo essencial ao homem que nao é capaz de
sintetiza-lo e que esta ausente na maioria dos outros éleos
comumente usados como os de soja, milho e algodao
(MORETTO e FETT, 1998). Também possui grandes
quantidades de tocoferol (vitamina E - antioxidante),
principalmente sob a forma de alfa-tocoferol, e taninos
(proantocianosideos oligoméricos), 0 que o torna mais resistente
a peroxidacao (CAO e ITO, 2003). Por ser rica em 6leo essencial
de alto valor agregado, é o subproduto de uvas mais explorado
por industrias quimicas, cosméticas e farmacéuticas. Os maiores
produtores mundiais de 6leo de semente de uva sdo Estados
Unidos, Espanha e Italia (ARAGO, 2010).

3.2 ANTIOXIDANTES

O oxigénio é altamente reagente com a maior parte das
substancias orgénicas, sejam elas naturais ou sintéticas. Sua alta
reatividade é, entdo, um fator determinante para a manutengéo
da salde humana e para a preservagao dos alimentos. A
peroxidagao lipidica é uma das principais razdes de deterioracéo
de produtos alimenticios durante o processamento e a
estocagem. Uma forma de aumentar a validade, especialmente
de produtos que contenham gordura, é a adi¢gdo de antioxidantes
(JAYAPRAKASHA et al., 2001).

O mecanismo de oxidagdo tem inicio com a presenga de
radicais livres, gerados por exposi¢cao ao calor, a luz ou a agdes
combinadas, seguido por reagdes de propagacdo (oxidagéo)
levando a formacédo de radicais peréxido. Radical livre € uma
molécula ou fragmento molecular que contém um ou mais
elétrons desemparelhados. Quimicamente, esta valéncia livre
torna a molécula extremamente reativa e, fisicamente, este
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elétron desemparelhado torna a molécula paramagnética
(momento magnético) (GALATO, 2004).

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e o
anion superéxido tém um papel importante nas reagdes
bioquimicas/fisioldgicas do corpo humano. No entanto, se houver
producdo excessiva de radicais de oxigénio durante os
processos patofisiolégicos, ou devido a fatores ambientais
adversos, € nao existirem antioxidantes disponiveis in vivo, po-
dem ocorrer danos profundos as células e tecidos do corpo
humano. Isso porque a interferéncia desses radicais nas reagdes
metabdlicas pode debilitar o sistema imunolégico, alterar o
sistema hormonal, acelerar o processo de envelhecimento e/ou
favorecer o aparecimento e desenvolvimento de células
cancerigenas. Substancias antioxidantes sdo a primeira defesa
nesta area devido a sua habilidade de doar elétrons ou atomos
de hidrogénio, inibindo ou retardando a oxidagdo de outras
moléculas pela interferéncia na formacdo desses radicais
(iniciacao) ou na propagacao de reagdes oxidativas em cadeia,
mas nao podem eliminar produtos da oxidagao que ja tiverem
sido produzidos (BALASUNDRAM et al., 2006; CAMPOS, 2005;
CORTESI et al., 1999; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; LOULI et
al., 2004; VELIOGLU et al., 1998).

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais e, para
serem utilizados em alimentos, devem ser seguros para a saude.
Em geral, antioxidantes sintéticos sdo compostos com estrutura
fendlica com diferentes graus de substituicdo do radical alquila,
enquanto antioxidantes naturais podem ser compostos fendlicos
(tocoferéis, flavondides e acidos fendlicos), compostos
nitrogenados (alcal6ides, derivados de clorofila, aminoacidos e
aminas) ou carotendides, assim como o &cido ascérbico
(vitamina C) e a vitamina E. Substancias sintéticas como BHA
(hidroxianisol de butila), BHT (hidroxitolueno de butila) e THBQ
(butil hidroquinona terciario) sdo usadas como antioxidantes
desde o comecgo do século passado. No entanto, restricbes ao
uso desses compostos em alimentos tém sido impostas por
suspeita de serem carcinogénicos. Sendo assim, o interesse por
antioxidantes naturais, especialmente derivados de plantas,
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aumentou consideravelmente (VELIOGLU et al, 1998;
JAYAPRAKASHA et al., 2001).

Os tocoferdis sao misturas de alfa, beta, gama e delta
tocoferodis, obtidos a partir do residuo industrial do processo de
desodorizacdo dos 6leos vegetais, cuja finalidade é torna-los
agradaveis ao paladar. Esse residuo, chamado destilado
desodorizado, é rico em tocoferéis e fitosterdis. Os tocoferois
representam o maior grupo de antioxidantes naturais em uso na
industria alimenticia por serem incolores e inodoros, lipossoliveis
e atoxicos, porém sdo mais caros e menos efetivos que os
sintéticos. Ja os antioxidantes obtidos a partir dos extratos de
plantas tém utilizacao geral, sem restricdes quanto a aplicacéo e
dosagem por serem totalmente naturais; existem em formas
hidrossolUveis e lipossoliveis e ndo exigem declaracao de
concentragdo (extrato vegetal) no rétulo do produto onde é
adicionado, proporcionando uma maior seguran¢a aos
consumidores. Como desvantagem, sdao menos efetivos que os
sintéticos, mais caros e podem manter residuos de cor, aroma e
gosto de sua origem. Porém, nenhum antioxidante,
individualmente, oferece protegéo contra a deterioragdo oxidativa
em todos os produtos alimenticios. A selecao de um antioxidante
apropriado é determinada pela compatibilidade entre o efeito do
antioxidante e as propriedades alimentares do produto
(CAMPOS, 2005; KAUR e KAPOOR, 2001; SARMENTO, 2002).

3.2.1 Compostos fendlicos

Uma importante caracteristica das plantas é sua
capacidade de sintetizar uma grande diversidade de compostos
com baixo peso molecular, denominados metabdlitos
secundarios, essenciais para seu crescimento e reprodugao
(atrativo para polinizadores), provendo defesa contra agressdes
externas, como infecgbes, ferimentos, radiacées UV, dentre
outras fungdes. Muitos desses metabdlitos sdo compostos
fendlicos, que se encontram largamente distribuidos nas plantas
e constituem um grupo muito diversificado de fitoquimicos
derivados da fenilalanina e tirosina, englobando desde moléculas
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simples até moléculas com alto grau de polimerizagao
(ANTOLOVICH et al., 2000; ARSEGO, 2004; BALASUNDRAM et
al., 2006).

Em alimentos, os compostos fendlicos sdo responsaveis
pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa, mas,
recentemente, o reconhecimento das propriedades antioxidantes
destes compostos tem evocado uma nova visdo em direcao aos
efeitos benéficos para a salude que eles podem apresentar. Os
compostos  fendlicos sdo incluidos na categoria de
neutralizadores de radicais livres, sendo muito eficientes na
prevencdo da autoxidacdo. Fendlicos de uvas e vinhos tintos
foram associados a inibicdo da oxidacdo do LDL (low-density
lipoprotein) humano in vitro, a prevencao da aterosclerose e a
efeitos antimutagénicos e antivirais (MOURE et al.,, 2001;
JAYPRAKASHA et al., 2001; KAUR e KAPOOR, 2001).

Quimicamente, os compostos fendlicos sao definidos como
substancias que possuem anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. A
atividade antioxidante dos compostos fendélicos depende da sua
estrutura, particularmente do nimero e da posigao dos grupos
hidroxila e da natureza das substituicbes nos anéis aromaticos.
Existem cerca de 8.000 diferentes compostos fendlicos que, de
acordo com sua estrutura quimica, sao divididos em classes:
acidos  fendlicos, flavonéides, estilbenos e taninos
(ANTOLOVICH et al.,, 2000; BALASUDRAM et al., 2006;
ROCKENBACH, 2008).

Durante o processo de vinificagdo, os compostos fendlicos
sao extraidos do bagaco, ao longo da maceracao, e transferidos
para o mosto. Muitos desses compostos permanecem no bagago
apéds a vinificagdo em diferentes concentracdes, dependendo do
processo de fabricagéo e da variedade de uva (CAMPQOS, 2005).
Inimeros fatores como cultivar, condigdes de cultivo das videiras,
tempo de contato entre as cascas e o vinho em fermentacéo,
temperatura de processo e presenga de sementes e engacos
afetam a transferéncia de fendlicos para o mosto, o que ira
determinar a quantidade disponivel de componentes fendlicos no
bagaco (GOMEZ-MIGUEZ et al., 2007). De acordo com Vatai et
al. (2009), do ponto de vista econdmico, as melhores fontes para
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obtencdo de compostos fendlicos para comercializagdo sao os
residuos industrias de materias vegetais com alta disponibilidade
desses compostos.

3.2.1.1 Acidos fendlicos

Como mostra a Figura 2, os acidos fendlicos sao
encontrados em maior quantidade nos tecidos da polpa da uva
(80 a 85 %), sendo que sua concentragdo diminui com o
amadurecimento do fruto e varia de acordo com a cultivar
(ARSEGO, 2004). Sao compostos simples formados por um anel
aromatico com substituintes com capacidade de sequestrar
espécies reativas ligados a sua estrutura, como o radical
hidroxila e o oxigénio singleto. Os &cidos fendlicos sédo divididos
em dois grupos de substancias:

a) Acidos benzéicos, que possuem sete atomos de
carbono (C6-C1), conforme apresentado na Figura 3a. Sao os
acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza, como 0s
acidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e
siringico.

b) Acidos cindmicos, que possuem nove atomos de
carbono (C6-C3), como os acidos caféico, ferulico, p-cumarico e
sindpico, sdo apresentados na Figura 3b (BALASUNDRAM et al.,
2006; ROCKENBACH, 2008).

COCH COOH GOCH

Acido gélico Acido siringico Acido protocatecuico Acido p-hidroxibenzéico
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Figura 3 - Exemplos de acidos benzdicos (a) e cinamicos (b).
Fonte: Balasundram et al., 2006.

Esses acidos, além de se apresentarem sob sua forma
livre, podem também estar ligados entre si ou com outros
compostos. A relagdo entre as estruturas dos &cidos fendlicos e
sua atividade antioxidante ja foi estabelecida. A capacidade
antioxidante dos &cidos fendlicos e dos seus ésteres depende do
namero de grupos hidroxila presentes na molécula e de sua
posicao em relagdo ao grupo funcional carboxila. Derivados do
acido cinamico sao mais ativos como antioxidantes que os
derivados do acido benzdico e isto se deve ao fato de o primeiro
composto apresentar maior nimero de grupos hidroxilas (OH)
em relagdo ao segundo, 0 que garante maior habilidade de doar
fons H" e estabilizar radicais. A introdugdo de um segundo grupo
hidroxila na posi¢cao orto ou para também aumenta a atividade
antioxidante destes compostos (ARSEGO, 2004; MARINOVA e
YANISHLIEVA, 2003; ROCKENBACH, 2008).
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3.2.1.2 Flavonoides

Os flavondides constituem o maior grupo de compostos
fendlicos de plantas, sendo responsaveis pela coloragao das
flores e dos frutos. Sao substancias de baixo peso molecular,
compostas de 15 atomos de carbono. A Figura 4 ilustra sua
estrutura genérica formada, essencialmente, por dois anéis
aromaticos, A e B, ligados por uma ponte de trés carbonos,
usualmente na forma de anel heterociclico. Variagcbes nas
configuragdes de substituicdo do anel C resultam na maioria das
subclasses dos flavonéides, apresentadas na Figura 5: flavonas,
flavanonas, isoflavonas, flavondis, flavandis (catequinas) e
antocianinas (BALASUNDRAM et al., 2006; HOLLMAN e ARTS,
2000; ROCKENBACH, 2008).

2 o 4
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Figura 4 - Estrutura genérica dos flavonodides.
Fonte: Balasundram et al, 2006.

Flavonol

OH

Flavanona Flavanol
Figura 5 - Estrutura genérica das principais classes de flavondides.
Fonte: Balasundram et al, 2006.
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De acordo com a literatura, esses compostos tém
demonstrado atividade contra alergias, hipertensédo, viroses,
inflamagoes, artrites, mutagdes e carcinogénese, cancer e AIDS
(JAYAPRAKASHA et al., 2001; ROCKENBACH, 2008). Seu
potencial antioxidante & dependente do niumero e da posi¢ao dos
grupos de hidrogénio e suas conjugagdes, e também devido a
presenca de elétrons nos anéis benzénicos. Entretanto, as
relacdes de estrutura e atividade dos flavonodides sao mais
complicadas que as dos &acidos fendlicos, devido a relativa
complexidade das moléculas dos flavondides. Em geral, a
presencga de grupos hidroxila nas posicoes 3, 4 e 5 do anel B tem
sido descrita como responsavel por aumentar a atividade
antioxidante; no entanto, dependendo da subclasse de
flavonéide, o efeito pode ser contrario (BALASUNDRAM et al.,
2006; ROCKENBACH, 2008).

3.2.1.2.1 Antocianinas

As antocianinas sao flavondides que se encontram
largamente distribuidos na natureza e s&o responsaveis pela
maioria das cores azul, violeta e quase todas as tonalidades de
vermelho que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules
e raizes de plantas. Nas videiras, sdo responsaveis pela
coloracao das cascas das uvas tintas e se transferem, em parte,
para o vinho durante a vinificagdo, sendo encontradas também
na polpa de algumas variedades de uvas (ROCKENBACH, 2008;
VERSARI et al., 2008). A Figura 6 exemplifica a estrutura basica
de uma molécula de antocianina.

O termo usual para antocianas refere-se as duas formas
em que se apresentam este grupo de polifenois: quando na
forma livre ou aglicona (sem acucar) denomina-se antocianidina,
e quando na forma ligada ou glicona (ligada a uma ou mais
moléculas de aglcar) denomina-se antocianina. Na enologia,
estudam-se seis antocianinas com maior freqiiéncia, sao elas:
pelargonina, cianidina, paeonidina, delfidina, petunidina e
malvidina (SAUTTER, 2003).
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Figura 6 - Estrutura quimica basica das antocianinas.
Fonte: Rockenbach, 2008.

O uso de antocianinas como corante desperta grande
interesse, mas, atualmente, isso ocorre muito mais devido a sua
capacidade antioxidante, que chega a ser maior que a vitamina
E, o butil hidroxianisol (BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT). Por
serem fortemente polares, podem substituir os antioxidantes
lipofilicos como, por exemplo, a vitamina E (ROCKENBACH,
2008). Em um estudo de Pazos et al. (2006) foi possivel retardar
a oxidacdo de filés de peixe congelados pela adicdo de
procianidinas de uva.

Além disso, estudos tanto in vitro quanto in vivo
demostraram a capacidade das antocianinas de reduzir a
proliferagdo de células cancerigenas e inibir a formagdo de
tumores (HOU, 2003; KANG et al., 2003; LILA, 2004).

3.2.1.3 Estilbenos

A familia dos compostos estilbeno é vasta. Na década de
70, Langcake e Pryce (1976, 1977 e 1979 apud SAUTTER,
2003) identificaram os estilbenos resveratrol, e-viniferin e trans-
pteroestilbeno em Vitis vinifera, e estudaram sua sintese nessa
planta em resposta a radiagéo UV.

O interesse recente no monitoramento da presenca e da
efetividade do resveratrol € motivado pelo chamado “paradoxo
francés” - observacdo de que a populagido francesa possui
habitos prejudiciais a saude como fumo, bebida e alimentagéo
gordurosa em excesso, mas apresenta baixa incidéncia de
doengas cardiacas. Muitos cientistas explicam este paradoxo em
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virtude da alta ingestdo de vinho tinto, rico em compostos
fendlicos, especialmente resveratrol, os quais sao descritos como
antioxidantes naturais (FILIP et al., 2003; GALATO, 2004;
SCHIEBER et al., 2001).

O resveratrol (3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) € uma
substancia biologicamente ativa, pertencente ao grupo das
fitoalexinas, que sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas como uma resposta ao estresse como danos mecanicos,
excesso de radiacdo, ataque de bactérias, fungos ou virus, entre
outros. Pode ser encontrado na natureza sob a forma
aglicosidica ou glicosidica, tendo esta dUltima diferentes
denominagdes dependendo da glicona envolvida e da forma
geomeétrica, trans e cis. A Figura 7 apresenta o isbmero frans que
predomina e, geralmente, é mais ativo biologicamente, mas é
termo e fotossensivel, sendo transformado em cis na presenca
de luz visivel, o que dificulta sua identificagdo dependendo do
método utilizado (FILIP et al., 2003; PRESTA, 2008; SAUTTER,
2003; VITRAC et al., 2005).

OH

OH

Figura 7 - Estrutura do trans-resveratrol.
Fonte: Souto et al., 2001.

O conhecimento fitoquimico mais aprofundado do
resveratrol se deu a partir do desenvolvimento de instrumentos
de anadlise, especialmente a cromatografia liquida de alta
eficiéncia - mais conhecida pela sigla HPLC (abreviatura de High
Performance Liquid Cromatography, em inglés) - método mais
comum que permite sua deteccdo e a determinagdo de sua
concentragdao em uvas. Com isso, nas ultimas décadas, inUimeros
artigos relatam diferentes propriedades bioldgicas do resveratrol,
como efeito antioxidante; efeito anti-mutagénico e protecao
contra o aparecimento do cancer, com destaque para os efeitos
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benéficos ao sistema cardiovascular como anti-agregacao
plaquetaria e redutora de triacilglicer6is (DAVID et al., 2007;
FILIP et al., 2003).

Por ser um antioxidante natural, sua aplicagcdo em
alimentos traz uma série de beneficios, o que levou a realizacao
de estudos sobre seu efeito antioxidante na peroxidagdo de
lipidios e sua comparagdo com outros antioxidantes. Em geral,
apresenta bons resultados nesse campo, dependendo da
concentragdo, chegando a ser mais efetivo que o
butilhidroxitolueno (BHT), a quercetina, a vitamina C e o o-
tocoferol (vitamina E). Apresenta também efeito sinérgico na
associagao com a vitamina C e/ou com a vitamina E, com efeito
antioxidante superior ao efeito de cada uma destas substancias
isoladamente (BAXTER, 2008; FILIP et al., 2003; SAUTTER,
2003).

Geralmente, os estilbenos sao reconhecidos como
compostos biologicamente ativos que apresentam atividade
antifingica contra varios patégenos (JEANDET et al., 2002). O
efeito antimicrobiano mais relatado do resveratrol e de outros
estilbenos é contra um patégeno comum das videiras, Botrytis
cinerea, que causa perdas significativas em viticulturas do mundo
todo (FILIP et al., 2003; LANGCAKE e PRYCE, 1976 apud
SAUTTER, 2003).

Chan (2002) verificou atividade antimicrobiana do
resveratrol contra microrganismos causadores de doencas de
pele, notadamente as bactérias Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa e os fungos
Trichophyton ~ mentagrophytes, Trichophyton  tonsurans,
Trichophyton rubrum, Epidermophyton floccosum e Microsporum
gypseum.

Recentemente foram relatadas outras importantes
propriedades biolégicas do resveratrol como melhorar a
tolerdncia a glicose em diabéticos, atenuar os sintomas da
menopausa - devido a semelhanca de sua estrutura molecular
com a do estrogénio sintético - e proteger contra a osteoporose,
cancer e mal de Alzheimer (BAXTER, 2008; DAVID et al., 2007).

O conteldo de resveratrol nas uvas dimunui drasticamente
durante seu amadurecimento, sendo praticamente indetectavel
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nos frutos maduros (JEANDET et al., 1991). Além disso, o autor
ainda aborda que durante o processo de fermentacdo do vinho
ocorre uma maceragao do bagago em alcool, transferindo boa
parte do resveratrol da uva para o vinho, reduzindo, assim, sua
diponibilidade no bagago.

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O uso de produtos naturais para o tratamento de doencas
que acometem o ser humano € uma pratica milenar; entretanto,
no ultimo século, a medicina tradicional se baseou mais no uso e
no desenvolvimento de farmacos sintéticos. Em contrapartida, as
preparacbes nutracéuticas (composicdes naturais parcialmente
purificadas com aplicagdo terapéutica) apresentam baixa
toxicidade mesmo em doses altas o que explica seu grande
consumo pela populagdo oriental (BISCAIA, 2007; SMANIA,
2003; VIEIRA, 2005).

O nimero de antibidticos conhecidos €& de
aproximadamente 4.000; no entanto, somente em torno de 50
apresentam uso efetivo, uma vez que muitos deles sdo toxicos.
Antibidticos que sao suficientemente atdxicos para o hospedeiro
sao usados como agentes quimioterapicos no tratamento de
doencgas infecciosas do homem, animais e plantas. Porém, o
ndamero crescente de microrganismos resistentes aos mais
variados antibidticos devido a multiplos fatores, sendo o principal
a sua utilizacdo indiscriminada, incentiva a pesquisa de novas
substancias antimicrobianas, que atuam diretamente sobre os
microrganismos, agindo sobre sua membrana celular, suas
enzimas ou seu DNA, promovendo a inibigdo do seu crescimento
ou sua destruicdo (BISCAIA, 2007; SMANIA, 2003; VIEIRA,
2005).

Na literatura ha a descricdo de varios métodos que
demonstram a atividade antimicrobiana dos extratos de produtos
naturais sendo que as diferentes técnicas ndo sdo igualmente
sensiveis (Vieira, 2005). Logo, os resultados obtidos sao
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influenciados pelo método selecionado e, também, pelos
microrganismos usados para realizar o teste e pelas
caracteristicas de cada extrato. Desta forma, devem ser usadas
cepas padrao, adquiridas de colegcbes de cultura como ATCC
(American Type Culture Colection), para que seja possivel a
comparagao com outras pesquisas. Sao priorizados bioensaios
simples e baratos para uma répida triagem de extratos e fragoes
contra uma variedade de alvos.

Primeiramente, é feita uma triagem qualitativa dos extratos
dos quais se deseja determinar a atividade antimicrobiana, sendo
o método de difusdo em agar o mais utilizado para esse fim.
Através dele, pode-se verificar se o extrato testado é capaz de
inibir ou ndo o crescimento do microrganismo de interesse, tendo
como vantagens a necessidade de pequenas quantidades de
amostra e a economia na utilizacdo de apenas uma placa de
Petri para testar cinco extratos (VIEIRA, 2005).

Os extratos que apresentarem atividade antimicrobiana no
método de triagem devem ser submetidos a testes quantitativos,
como o método da concentragdo minima inibitéria (CMI), que
consiste na determinagdo da quantidade minima do extrato
capaz de inibir o crescimento do microrganismo de interesse e
pode ser determinada através de trés técnicas: diluicado em caldo,
diluicdo em agar e microdiluicdo em caldo de cultivo, que se
baseiam no emprego de uma série de diluicdes do extrato para
uma mesma concentracdo da bactéria (VIEIRA, 2005).

A técnica de microdiluicdo em caldo de cultivo é a mais
usada e consiste na adicdo de diferentes concentragcbes do
extrato em uma série de orificios em placas de microdiluicao
contendo uma suspensio padronizada (102 unidades formadoras
de colbnias/mL) do microrganismo a ser testado. A menor
diluicAo de extrato que nao apresenta crescimento € a
concentragdo minima inibitéria (CMI). A partir das diluicdes do
extrato que nao apresentaram crescimento, pode-se repicar para
placa de &gar ou cultura em caldo e verificar a concentracdo
minima bactericida (CMB) que é a concentragdo de extrato que,
além de inibir seu crescimento, também inativa 0 microrganismo
(VIEIRA, 2005).
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Katalinic et al. (2010) estudaram o efeito de extratos de
cascas de 14 variedades de uva, entre brancas e tintas, contra
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus) e gram-negativas (Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Infantis e Campylobacter coli) com bons resultados. Thimothe et
al. (2007) relataram atividade antimicrobiana contra
Streptococcus mutans de extratos de diferentes variedades de
uvas inteiras e de seus respectivos bagacos apds vinificagao,
sendo estes Ultimos relativamente mais eficientes que os
primeiros. Daroch et al. (2001) reportaram atividade
antimicrobiana de vinhos tintos, cujo composto ativo foi
identificado como sendo o resveratrol, contra H. pylori. Esse
microrganismo estd associado a ocorréncia de cancer de
estbmago em humanos.

3.4 METODOS DE EXTRAGCAO

Extragdo € uma das operagbes unitarias mais usadas na
industria de alimentos. E usada principalmente para obtengao de
certos componentes desejados, inicialmente retidos na matriz do
alimento. As substancias obtidas podem ser usadas como
aditivos alimentares ou para produzir algum efeito especifico na
salde humana (MOURE et al., 2001; PINELO et al., 2006).

A técnica de extragcdo empregada na obtengdo de extratos
de produtos naturais influencia diretamente sua qualidade e sua
composicao final. O procedimento de extracdo é determinado
pela familia de compostos a ser extraida e se o objetivo é
quantitativo ou qualitativo. Os métodos de extragdo dependem de
fenbmenos de difusdo; logo, a renovacdo do solvente e a
agitacao sao importantes na eficacia e duragdo do processo. O
rendimento e a composi¢cdo dos extratos dependem tanto do
solvente utilizado como do método aplicado, que pode ser
baseado em mecanismos quimicos diferentes, pois a solubilidade
de substancias se d4 em fungcdo de uma afinidade quimica
existente entre as espécies do sistema, funcdo de sua polaridade
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- ou seja, diferentes substancias serdo extraidas de acordo com
seu grau de polaridade e do solvente utilizado (BISCAIA, 2007;
MOURE et al., 2001; ROCKENBACH, 2008; VIEIRA, 2005). A
Tabela 4 apresenta o indice de polaridade de alguns solventes
normalmente utilizados na obtengéo de extratos naturais.

Tabela 4 - indice de polaridade de solventes utilizados nos
processos de extracao a baixa pressao.

Solvente Indice de
polaridade
Hexano 0
Acetato de etila 4.4
Etanol 5.2
Agua 9.0

Fonte: BYERS (2003).

Técnicas convencionais de extracdo com uso de solventes
organicos, como maceragdo e Soxhlet, sdo comumente
aplicadas nas industrias quimica, farmacéutica e alimenticia para
a obtencdo de variados extratos e podem utilizar uma ampla
variedade de solventes como metanol, hexano, cloroférmio,
acetato de etila, acetona, éter, etc. No entanto, essas técnicas
requerem um alto custo energético e podem degradar
substancias termicamente sensiveis, pois utilizam altas
temperaturas de extragdo ou de separagdo da mistura soluto-
solvente. A etapa de recuperagao do solvente apés a extragao é
crucial devido a problemas econbmicos e de seguranca
ambiental, mas, principalmente, pela possibilidade de haver
residuo do solvente no produto final. Na maioria das situagdes,
tanto para fins sensoriais quanto para fins farmacoldgicos, o
solvente residual é indesejavel por sua toxicidade, sua
capacidade reagente ou mesmo pela interferéncia no aroma e no
extrato obtido. O uso de solventes de baixa toxicidade como
alcoois (isopropanol e etanol) e diéxido de carbono supercritico
tem aumentado devido a estes problemas, porém, de maneira
geral, sdo menos eficientes, devido a menor afinidade molecular



Revisdo Bibliografica 56

entre solvente e soluto (BISCAIA, 2007; CAMPOS, 2005; DIAZ-
REINOSO et al., 2006; LI et al., 2004; MEZZOMO, 2008).

Diversos métodos e sistemas de solventes vém sendo
usados para a extracdo de polifenois biologicamente ativos de
matérias vegetais, mas encontrar um método Unico que seja
adequado para obtengédo de um grupo diverso de fendlicos nao é
uma tarefa facil devido a diversidade das estruturas quimicas e
variacdo de sensibilidade dos compostos as condicdes de
extracdo. O tipo de solvente e a polaridade podem afetar a
transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, que é
aspecto-chave na medida da capacidade antioxidante. A
presenca de compostos ndo antioxidantes nas solugbes testadas
também pode afetar os resultados. Quando o objetivo é obter
corantes ou produtos antioxidantes para a industria de alimentos,
as extracdes geralmente sao realizadas utilizando agua, alcoois
ou uma mistura deles, como é o caso dos &cidos fendlicos por
serem compostos polares (ANTOLOVICH et al., 2000; BISCAIA,
2007; ROCKENBACH et al., 2008). Outra boa opgao seria o
acetato de etila por apresentar baixo ponto de ebulicdo, o que
facilita sua remogdo do extrato e sua reutilizacdo, além de a
possivel presenca de seu residuo no extrato dificiilmente ser
considerada téxica, por ser um tipico componente de bebidas
fermentadas em niveis de mg/L (LOULI et al., 2004).

Um método alternativo as técnicas convencionais é a
extracdo supercritica (ESC), que utiliza fluidos supercriticos
como solventes, sendo uma étima opgao para a extragao e
fracionamento de produtos naturais. Seu emprego em processos
industriais vem ganhando espacgo continuado, principalmente
devido aos fatores ambientais e de qualidade. Trata-se de um
processo que proporciona uma melhor seletividade e eficiéncia
com menor risco de degradacdo térmica dos exiratos e cujo
solvente pode ser faciimente removido no final da extracao,
principalmente devido as caracteristicas dos fluidos supercriticos.
(GOMEZ e OSSA, 2002; JOUYBAN et al., 2002; PEREIRA et al.,
2004).

Na literatura, sdo reportadas diferentes técnicas para a
obtencdo de extratos de uva, seja de casca e semente
separadas ou do bagaco como um todo. Os procedimentos
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adotados em cada trabalho visam objetivos diferentes, tais como
avaliacdo de atividades biologicas, de rendimento, de origem
botanica entre outros. Vatai et al. (2009) realizaram a maceragao
do bagago seco em solugbes com diferentes fracbes de
agua/acetona para obter concentrados de antocianinas. Katalini¢
et al. (2010) estudaram as atividades antioxidante e
antimicrobiana, assim como a composicao de extratos de cascas
de 14 variedades de uva obtidos através de maceracdo com
solugdo etanol/dgua 80/20 v/v. Yang et al. (2009) utilizaram um
método diferenciado, em que as uvas foram trituradas em uma
solucdo de acetona para determinar sua concentragcdao de
fendlicos, flavonéides, antocianinas e resveratrol. Alonso et al.
(2002) correlacionaram a atividade antioxidante e conteldo
fenolico de extratos de bagaco de uva obtidos por maceracao
ultrassOnica com metanol. Luque-Rodriguez et al. (2007)
utilizaram solventes superaquecidos para extragao de fendlicos e
antocianinas de bagaco. Louli et al. (2004) estudaram a atividade
antioxidante de extratos de bagaco de uva obtidos com
diferentes solventes liquidos e diferentes pré-tratamentos
submetidos posteriormente a extragdo supercritica para
incrementar o teor de compostos fendlicos, a atividade
antioxidante e as propriedades organolépticas desses extratos.
Murga et al. (2000) avaliaram a aplicacdo da mistura de diéxido
de carbono e élcool em condicdes supercriticas para uma
extracao seletiva de alguns compostos fenolicos de semente de
uva moida e desengordurada. Maier et al. (2009) utilizaram o
residuo de sementes de uva, ja reutilizadas para obtencdo do
6leo por prensagem, para recuperar compostos fendlicos.
Passos et al. (2009) associaram a extragao supercritica com um
pré-tratamento enzimatico das sementes de uva para aumentar a
razdo de células rompidas/intactas, favorecendo a extracdo e
incrementando o rendimento de oOleo. Silva et al. (2008)
avaliaram a aplicacdo da extragao supercritica com CO, puro e
com adicao de etanol como solvente modificador para a
obtencao de 6leo de semente de uva. Palma e Taylor (1999a;
1999b) e Cao e lto (2003) estudaram a extragdo supercritica de
semente de uva de diferentes formas e propésitos. Campos et al.
(2008) compararam a atividade antioxidante e a composicao de
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extratos de bagago de uva Cabernet Sauvignon obtidos através
de extracao supercritica e de extracdes convencionais.

3.4.1 Extracao Soxhlet

A extragdo Soxhlet foi originalmente desenvolvida para
determinacdo de gordura em leite. E, hoje, um dos métodos mais
utilizados em escala laboratorial para extracdo de matrizes
sélidas. De fato, por quase um século essa técnica foi 0 modelo a
ser seguido e permanece como a referéncia com a qual novos
métodos sdo comparados (CASTRO e GARCIA-AYUSO, 1998;
CASTRO e PRIEGO-CAPQOTE, 2010).

Esse processo de extragdo é um método continuo,
considerado um caso particular da lixiviacdo em que a matéria-
prima é extraida através do solvente aquecido em refluxo
continuo. A forma do equipamento (apresentada na Figura 12 no
item 4.2.1) faz com que o solvente presente em um baldo,
aquecido até o seu ponto de ebulicdo, ascenda na forma de
vapor até um condensador e desca liquefeito até o extrator onde
entra em contato com a amostra. O solvente permanece em
contato com a amostra até que atinja um determinado nivel, no
qual um sifao faz com que o solvente retorne para o balao, ja
com o extrato. Esse procedimento se repete até completa
extracdo da matéria-prima. O solvente extrai 0 material organico
retido na amostra a temperatura préxima a ambiente, mas o
material extraido permanece em contato com o solvente em
ebulicdo durante todo o procedimento o que pode provocar
transformagbes quimicas nos componentes extraidos (CASTRO
e GARCIA-AYUSO, 1998; MELECCHI, 2005).

O processo, em geral, produz altos rendimentos por fazer
com que o solvente em contato com a amostra seja sempre
renovado (jA& que o exirato permanece no baldo); porém, ha
necessidade de uma etapa posterior de eliminagdo do solvente
apos a extragdo, exigindo grande dispéndio de energia. Na
maioria dos casos, a temperatura de extragdo e a natureza do
solvente determinam o poder de dissolugao do soluto. Ainda que
seja um método muito utilizado na extragdo de compostos
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organicos, ele apresenta restricoes ligadas a baixa seletividade e
ao elevado tempo de extracdo, que pode variar de 1 a 72 horas.
Prolongados tempos de extracdo aumentam a chance de
oxidacao dos fendlicos, a menos que agentes redutores sejam
adicionados ao sistema solvente (CASTRO e PRIEGO-CAPOTE,
2010; MELECCHI, 2005; ROCKENBACH, 2008;).

Além disso, esse processo faz uso de grande quantidade
de solventes organicos altamente purificados, com alto custo de
obtencéo e disposicado, resultando ainda em grande quantidade
de residuo prejudicial ao meio ambiente e em extratos nao
totalmente livres de solvente organico. Em escala industrial, o
uso de solventes organicos pode ser um fator limitante para
aplicagao deste método, além do emprego de altas temperaturas.
Ainda assim, a extragdo Soxhlet é bastante utilizada em
laboratério para comparacdo com outros métodos de extragao
devido a vantagens como renovagdo do solvente durante o
processo, 0 que aumenta a eficiéncia da extracdo; dispensa
filtracdo, o que simplifica o tempo de manuseio do extrato apés a
extracdo e os riscos de perda e/ou contaminacdo do extrato,
além de apresentar boa reprodutibilidade (BISCAIA, 2007;
CASTRO e GARCIA-AYUSO, 1998; CASTRO e PRIEGO-
CAPOQOTE, 2010).

Nas Ultimas décadas, alguns estudos propuseram
modificacbes ao Soxhlet para aproxima-lo de técnicas mais
modernas com o intuito de reduzir o tempo e/ou temperatura de
extracdo, ou ainda minimizar o uso de solventes. Essas
modificacbes incluem associagbes com alta pressao,
microondas, ultrassom e ainda automatizacdo do equipamento
(CASTRO e PRIEGO-CAPOTE, 2010).

3.4.2 Maceracao ultrassénica

A maceracdo assistida por ultrassom € uma técnica
relativamente nova, que se baseia na utilizacdo de energia das
ondas sonoras (vibragdes mecanicas) transmitidas em freqiiéncia
superior a da capacidade auditiva humana. Apesar de,
inicialmente, ter sido desenvolvida para limpeza de materiais,
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atualmente vem sendo empregada numa ampla variedade de
produtos, devido a simplicidade da técnica e do equipamento. Na
Ultima década, sua aplicagao analitica teve um crescimento
significativo, particularmente na preparagdo de amostras, por
favorecer e acelerar a liberacdo de compostos, reacbes quimicas
e transformagdes fisicas, como a emulsificagao (FREITAS, 2007;
MELECCHI, 2005; MA et al., 2008; OROZCO-SOLANO et al.,
2010). Na industria, dificilmente é aplicado como um processo
isolado, mas, geralmente, como um coadjuvante, que auxilia no
desempenho de outros processos para homogeneizagdo e
emulsificacado de amostras, aceleracao de reagdes, rompimento
de estrutura celular e, consequentemente, tratamento de agua e
extracdo de substancias, transesterificacdo para obtengdo de
biodiesel, dispersao de tinturas na industria de tintas e pigmentos
(ENGESOLUTIONS, 2010; UNIQUE, 2010).

A  menor frequéncia ultrassbnica é normalmente
considerada como 20 kHz e a maior é limitada apenas pela
habilidade em gera-la, sendo que frenquéncias em gigahertz
(GHz) ja foram utilizadas em algumas aplicagcdes. As ondas
sonoras se propagam na matéria através de ciclos de
compressao e expansao, fazendo com que as moléculas do meio
se aproximem e se afastem repetidas vezes. Essa variagdo na
pressdo do liquido empregado no processo gera cavitacio,
bolhas ou microfluxos o que causa mudancas fisicas e quimicas
permanentes, como ruptura dos sélidos e instabilidade na
interface de sistemas liquido-liquido e liquido-gas. Além disso, a
agitacado das moléculas provoca um aumento de temperatura que
favorece a solubilidade e difusividade de compostos no meio. A
associagdo desses fendmenos aumenta a transferéncia de
massa e modifica o equilibrio de fases diminuindo o tempo
necessario para extragdo, se comparado com 0 mesmo Processo
na auséncia de ultrassom (LUQUE-GARCIA e CASTRO, 2003;
MELECCHI, 2005).

O mecanismo para melhor extracao utilizando ultrassom é
atribuido ao comportamento das bolhas formadas pela cavitagao
na propagacao das ondas acusticas, que acontece quando a
pressdo negativa resultante dos ciclos de expansdo/compressao
excede a tensao superficial do liquido naquele ponto. O colapso
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das bolhas pode produzir efeitos fisicos, quimicos e mecanicos,
0S quais resultam no aumento da permeabilidade das paredes
celulares, melhorando o processo de difusdo e de transferéncia
de massa. Em alguns casos, pode ocorrer ruptura da parede
celular, causando a saida dos compostos aromaticos da célula,
além de aumentar a eficiéncia da extracdo e/ou reducdo do
tempo de extragdo, e aumentar a area de contato entre o sélido e
a fase liquida. Contudo, o efeito do ultrassom no processo de
extragao depende da freqliéncia e da poténcia do equipamento e
do tempo empregado para a extracdo (LUQUE-GARCIA e
CASTRO, 2003; MELECCHI, 2005; MA et al., 2008).

Existem, basicamente, dois tipos de aparelhos geradores
de ondas ultrassonoras: banho e sonda. Apesar de os banhos
serem mais utilizados, sua principal desvantagem se da ao fato
de o gerador de freqiiéncia ser preso no fundo de uma cuba e a
onda se propagar em um liquido, gerando muita dispersdo da
energia ultrassOnica e, consequentemente, menor influéncia nos
sistemas reacionais. Nas sondas ultrass6nicas o transdutor
encontra-se fixado em sua extremidade, focando a energia na
regiao do meio que contém a amostra, promovendo, assim, uma
cavitacao mais eficiente no liquido. Em ambos os aparelhos, a
energia ultrassénica é produzida por uma ceramica piezoelétrica
disposta entre duas chapas metalicas - transdutor piezoelétrico
(ADAMS, 2002; LUQUE-GARCIA e CASTRO, 2003).

A eficiéncia desta técnica de extracao é dita equivalente ou
maior que a obtida com o extrator Soxhlet. Entre as vantagens do
uso do ultrassom para a obtencéo de extratos naturais destacam-
se: simplicidade do equipamento e economia no custo inicial;
redugcédo do tempo e da temperatura de extragdo; possibilidade
de usar diferentes solventes e misturas assim como uma ampla
gama de tamanhos de amostra; reducdo da quantidade de
reagentes; seletividade e favorecimento de reagbes que néo
ocorrem em condi¢gdes normais, com consequente aumento de
rendimento. Como desvantagens podem ser citadas sua
inabilidade de renovagdo do solvente durante o processo,
fazendo com que a capacidade de extracdo seja limitada pelo
equilibrio de fases, e a necessidade de filtracao ap6s a extracao
0 que aumenta o tempo do processo e 0 perigo de perda ou
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contaminacao do extrato durante a manipulagao (ADAMS, 2002;
CASTRO e GARCIA-AYUSO, 1998; FREITAS, 2007;
MELECCHI, 2005).

3.4.3 Extracao supercritica (ESC)

A competitividade da area de compostos naturais, que tem
como fatores fundamentais a conquista de mercados, a
qualidade, a disponibilidade e o preco, sinaliza uma tendéncia
para o emprego de técnicas modernas de extragcdo. A extracao
supercritica (ESC) se destaca por representar uma tecnologia
que permite a obtengdo de extratos de alta qualidade e que
minimiza danos ao meio ambiente, devido a auséncia de
solvente no produto final. Por essa razao essa técnica vem se
desenvolvendo e ganhando espago continuamente em processos
industriais nas Ultimas décadas. Assim, o emprego de fluidos
supercriticos tem sido considerado uma o6tima opcdo para a
extracdo e fracionamento de produtos naturais, particularmente
para as industrias de alimentos e farmacéuticas (MICHELLIN,
2009; PEREIRA et al., 2004).

A tecnologia supercritica permite a extragdo de compostos
ativos de plantas com uma melhor reproducao de aromas do que
as operagdes convencionais. A degradacdo térmica de
compostos sensiveis é evitada por operar em temperaturas mais
baixas enquanto a auséncia de luz e oxigénio previne reagdes de
oxidagdo, o que constitui uma grande vantagem para a extracao
de antioxidantes, garantindo a conservacdo de suas
propriedades biolégicas. Os materiais processados por fluidos
supercriticos nao necessitam de uma etapa a parte para
esterilizacdo, uma vez que o gradiente de pressao na saida do
extrator pode gerar extratos livres de microrganismos vivos e de
esporos (ADIL et al., 2007; CORTESI et al., 1999; DIAZ-
REINOSO et al., 2006). Depois de extraidos os compostos de
interesse, a matriz pode ser usada em outras aplicagbes como
alimentagdo animal, por exemplo, por nao possuir residuo de
solvente (MEZZOMO, 2008).
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Até o inicio da década de 80, o uso de fluidos supercriticos
era limitado devido as dificuldades em se operar, com seguranca,
em temperaturas e pressbes elevadas. A partir de entdo,
atividades académicas e comerciais envolvendo a extragdo com
fluidos supercriticos tém crescido continuamente, especialmente
nas areas de extragdo de principios aromaticos de especiarias
(6leos e oleoresinas), remocao de nicotina do tabaco, extracao
de 6leos essenciais de plantas, extragao de principios amargos e
aromaticos do ldpulo na industria cervejeira, producdo de bases
para cosméticos a partir do residuo da cervejaria,
descafeinizacdo do café e de folhas de cha preto, obtencédo de
carotenos da cenoura, retificacdo e desodorizacdo de Oleos
comestiveis em geral, remogao de colesterol de ovos e tecidos
animais, extracao de compostos das plantas medicinais, extracao
de lanolina de 13, extragdo de contaminantes do solo (metais
pesados e pesticidas), entre outras aplicagcbes (BRUNNER,
1994, 2005; MELECCHI, 2005).

A extracdo supercriica é uma operagao unitaria de
transferéncia de massa baseada no uso de fluidos a
temperaturas e pressdes acima dos valores criticos, conforme
representado no diagrama de fases da Figura 8.

Liquido / Flmdo

’(,// Supercritico /

7

Ponto Critico (PC)

Sélido

Ponto triplo (PT)

I
c Temperatura

Figura 8 - Representagdo genérica do diagrama de fases de um
componente puro

Fonte: Brunner, 2005.
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A temperatura critica (T;) é a temperatura mais alta, na
qual o gas pode ser convertido em liquido pelo aumento da
pressao. A pressao critica (P;) é a pressao mais elevada, na qual
0 liquido pode ser convertido em gas pelo aumento da
temperatura do liquido (GOMEZ e OSSA, 2002; FREITAS, 2007).
A area em torno do ponto critico de um componente (ou de uma
mistura) pode ser chamada de ‘“regido critica”, abrangendo
condigdes sub e supercritica. Caso uma destas propriedades
(pressao ou temperatura) se encontre abaixo do ponto critico,
diz-se que a substéncia estd no estado subcritico e, quando
ambas estdo acima dele, o fluido se encontra em estado
supercritico. Nessas condigcdes de pressdao e temperatura, as
propriedades de um solvente sdo diferentes daquelas
apresentadas no estado liquido ou gasoso, variando
drasticamente com pequenas variagcbes de pressdo e
temperatura (BRUNNER, 1994).

Os fluidos em condigbes supercriticas apresentam
propriedades fisico-quimicas peculiares entre os estados gasoso
e liquido, o que lhes confere um excepcional poder solvatante em
funcdo de sua alta difusibilidade e menor viscosidade e tensao
superficial que em condi¢des normais. Sua difusividade pode ser
da ordem de até duas magnitudes maior do que a de liquidos, e
a sua densidade possui valores proximos a densidade dos
gases, o que facilita a transferéncia de massa e torna a extragao
mais rapida do que quando sao utilizados liquidos em condicdes
normais de temperatura e pressdo. Além disso, a baixa
viscosidade e a baixa tensao superficial permitem que o solvente
supercritico penetre facilmente na matriz vegetal, solubilizando
o(s) componente(s) a serem extraidos. Outra caracteristica
importante é que o poder solvatante pode ser controlado em
funcdo da pressao e da temperatura, sendo que, na regiao do
ponto critico, pequenas alteracbes desses parametros podem
provocar grandes mudangas no poder solvatante conduzindo a
extragbes mais seletivas. A seletividade também pode ser
determinada pelo ajuste dos parametros do processo dentro da
regido supercritica, ou seja, controlando a densidade do
solvente, mas, principalmente pela escolha do fluido supercritico
empregado como solvente. Porém, alta solubilidade significa
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baixa seletividade e vice-versa (DiAZ-RE[NOSO et al.,, 2006;
FERREIRA et al., 1999; FREITAS, 2007; GOMEZ e OSSA, 2002;
MICHIELIN, 2009).

A extragdo de matrizes solidas com fluido supercritico,
esquematicamente representada na Figura 9, consiste,
basicamente, de duas etapas: extragdo e separacdo da mistura
soluto/solvente.

TF
() )
! v VM 1L__ RM
Compressor J-
c1 Frasco Coletor
E1
Banho Termostatico
Tangue de
co2
L. o S —_
" =
Extracio Separacio

(R1) regulador de pressao do cilindro; (S1) pistdo de compressao; (R2)
regulador de pressao; (C1) serpentina; (E1) coluna de extragdo; (V)
véalvula abre-fecha; (VM) valvula micrométrica.

Figura 9 - Diagrama esquematico da extragdo supercritica de matrizes
solidas
Fonte: FERREIRA et al., 1999 adaptado por MEZZOMO, 2008.

Durante a extracdo, o solvente supercritico escoa através
de um leito fixo formado por particulas sélidas (extrator),
solubilizando os componentes presentes no sélido. Conforme o
solvente escoa através do material vegetal, ocorre a
transferéncia de massa do soluto da fase sélida para a fase
fluida e, em qualquer ponto dentro do extrator, a concentracao de
6leo a ser extraido varia continuamente em cada fase até que o
equilibrio seja alcangado. Ou seja, a forca motriz para a
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transferéncia de massa no processo é o equilibrio da
concentragdo de solutos entre as fases sélida e fluida. Como o
leito permanece fixo, a concentracdo do extrato na fase fluida
varia com o tempo e a posi¢cdo, aumentando na direcao do fluxo
do solvente supercritico, 0 que caracteriza um processo em
regime transiente. A mistura soluto/solvente deixa o extrator e,
através da despressurizacdo, ocorre a separacdo. Como muitos
solutos podem ser extraidos simultaneamente, é possivel
fracionar o extrato em diferentes estagios de separacao através
do controle da pressdo em cada um deles, permitindo a
precipitacdo de determinado composto de acordo com sua
solubilidade naquela pressao. Em sistemas maiores, o solvente
pode ser reciclado reduzindo custos. Nesse caso, no Uultimo
separador, a pressao e a temperatura devem ser mantidas em
condicdes adequadas para recuperar o solvente no estado
liquido e facilitar sua subsequiente recompressdao (REVERCHON,
1997; BRUNNER, 1994; MICHIELIN, 2009).

A transferéncia de massa entre as fases depende de
muitos fatores como tipo e estrutura do material vegetal, grau de
maturagdo, tratamento anterior a extragdo, presenca de
microrganismos e agrotoxicos, etc. Além disso, o leito de
particulas pode formar diferentes geometrias e tamanhos de
particulas que ainda podem sofrer alteragbes durante o
processo. Dessa forma, uma grande variedade de parametros é
relevante para a modelagem da transferéncia de massa no
substrato solido. As substancias podem estar adsorvidas na
superficie externa, na superficie dos poros, no interior do sélido
ou no interior das células das plantas. Cada uma destas
diferentes distribuicbes tem alguma influéncia no curso da
extracdo (BRUNNER, 1994).

Segundo Brunner (1994), a extracdo de compostos
soliveis de um material vegetal consiste em varios e
consecutivos passos:

1) A matriz vegetal absorve o solvente supercritico,
inchando a estrutura das células, as membranas celulares e os
canais intercelulares sao dilatados, fazendo com que a
resisténcia a transferéncia de massa diminua;
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2) Em paralelo, ocorre a dissolu¢gdo dos compostos do
extrato que podem ser extraidos pelo solvente;

3) Ocorre a transferéncia por difusdo dos compostos
solubilizados de dentro do sélido até a sua superficie;

4) Os compostos solubilizados atingem a superficie
externa;

5) Os compostos solubilizados sao transportados da
superficie para o seio do solvente supercritico e sao,
subsequentemente, removidos com o solvente.

3.4.3.1 Curvas de extracao

A curva de extracédo é calculada pela quantidade total de
extrato - obtida apds despressurizacdo - em funcdo do tempo,
sendo uma resposta ao fluxo de solvente entrando no extrator. A
curva resposta depende dos parametros de processo e dos
fendmenos que ocorrem no leito fixo durante a extragao. Devido
a influéncia de varios fatores no resultado dessa curva, seu uso
para comparagcdo de extracdes de diferentes materiais e de
diferentes equipamentos € limitado, mas as informagdes que ela
pode fornecer s&o U(teis para comparar uma série de
experimentos com 0 mesmo substrato e 0 mesmo equipamento
(BRUNNER, 1994).

De acordo com a literatura, essas curvas sao geralmente
divididas em trés etapas, ilustradas na Figura 10:

1) Etapa de taxa constante de extracdo (CER), onde a
resisténcia a transferéncia de massa na fase fluida predomina e
o extrato estd prontamente disponivel na interface sélido/fluido,
sendo que o valor maximo da concentragdo do extrato no
solvente supercritico é dada pela solubilidade de equilibrio. Essa
etapa corresponde a cerca de 50 % do rendimento total da
extracéao;

2) Etapa de taxa de extracao decrescente (FER), quando
a resisténcia a transferéncia de massa aumenta incluindo, além
do efeito convectivo na fase fluida, o efeito difusional na fase
sblida devido ao esgotamento do exirato em sua superficie,
sendo a quantidade de extrato no solvente supercritico menor
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que a concentragao de equilibrio. Até o final desta etapa, a
extragcao atinge mais de 70 % do rendimento total da extracao;

3) Etapa difusional ou etapa de taxa de extragdo nula,
onde taxa transferéncia de massa € controlada principalmente
pelo fenémeno difusivo na parte interna da particula soélida
(Brunner, 1994; Ferreira et al., 1999).
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Figura 10 - Curva de cinética de extragao.
Fonte: Martinez, 2005.

A curva de extracao pode ser utilizada na determinacao de
parametros de processo, como tempo de exiragao,
caracterizacdo das etapas de extragdo supercritica e
determinacdo da solubilidade, como também na modelagem da
transferéncia de massa do sistema (SILVA, 2004). A modelagem
dessas curvas permite a obtengéo de informagdes de rendimento
do processo relacionado com a pressao, temperatura e vazao de
solvente, possibilitando o projeto e ampliacdo de escala dos
processos (PERRUT, 2001).

Do ponto de vista industrial, o projeto (incluindo ampliagao
da escala laboratorial para escala industrial), a otimizacao e a
avaliacdo econOmica de processos que empregam fluidos
supercriticos requer conhecimento dos parametros
termodinamicos - como solubilidade e seletividade - assim como
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parametros cinéticos - como taxa de transferéncia de massa do
sblido para o fluido supercritico. Além disso, &€ importante
conhecer o efeito das variaveis envolvidas - pressao,
temperatura, vazdo do solvente, tamanho de particula do sélido,
duragéo do processo - e sua correlacdo com um modelo tedrico
que descreva a cinética de extragdo. A solubilidade é um
parametro de grande relevancia na determinagao das condicdes
de operagdo enquanto que a seletividade permite a obtencao de
informacdes sobre qualidade e composicdo dos extratos
(FERREIRA et al.,, 1999; REVERCHON e DE MARCO, 2006;
POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Empiricamente, a solubilidade de um composto puro num
fluido supercritico pode ser determinada através da realizagao da
extracao supercritica de um meio inerte, como areia ou ceramica,
impregnado com o composto de interesse em concentracdo
conhecida. Além de dados sobre a solubilidade do composto no
fluido supercritico, esse procedimento fornece também
informacdo sobre a recuperacdo do extrato apds
despressurizagao. Devido a grande demanda de tempo
necessdria para a realizacdo desses experimentos, alguns
pesquisadores propuseram modelos matematicos
fundamentados em teorias e equacgdes de estado para estimar a
solubilidade de varios compostos. A solubilidade do soluto &,
geralmente, funcdo da densidade do solvente. A temperatura
constante, a solubilidade aumenta com o incremento da pressao,
como resultado direto do aumento da densidade do solvente. Em
baixas pressdes, um aumento da temperatura leva a uma
diminuicdo da solubilidade e o oposto é observado a altas
pressbes (FERREIRA et al., 1999; POURMORTAZAVI e
HAJIMIRSADEGHI, 2007). Esse efeito oposto provoca uma
inversao das isotermas de rendimento, chamado crossover, e ja
foi relatado por varios autores (CAMPOS, 2005; KITZBERGER et
al., 2009; MICHIELIN et al., 2005). Sendo assim, a vantagem de
conduzir extracbes a pressbes elevadas é devida ao
favorecimento a transferéncia de massa que por sua vez esta
relacionada ao incremento da solubilidade (CASAS et al., 2007).

A vazao de solvente é um parametro relevante quando o
processo é controlado pela resisténcia externa a transferéncia de
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massa ou pelo equilibrio, ou seja, a quantidade de fluido
supercritico introduzida no extrator determina a taxa de extracao.
Por outro lado, na maior parte dos casos de extragdo em
matrizes soélidas, o processo é controlado pela resisténcia interna
a transferéncia de massa. Para reduzir essa resisténcia e
aumentar o rendimento de extragdo, pode-se reduzir o tamanho
das particulas, com a finalidade de aumentar a area de contato
entre o sélido e o solvente, diminuindo, desta forma, a distancia
que o soluto percorre no interior da particula porosa. Porém, a
reducdo da granulometria do sélido nao pode ser realizada de
forma indefinida, pois particulas muito pequenas tendem a formar
aglomerados e interromper a passagem do solvente pelo leito,
além de proporcionar perda de compostos volateis. De um modo
geral, sdo utilizadas particulas com diametro médio entre 0,25 e
2 mm (BRUNNER, 1994; MARTINEZ, 2005; REVERCHON e DE
MARCO, 2006). Sovova et al. (1994) estudaram o efeito da
moagem de sementes de uva sobre a taxa de extragéo do 6leo,
demonstrando que a redugao do tamanho de particula aumenta a
area superficial e libera o soluto do interior das sementes,
implicando um aumento da taxa de extragdo e maiores
rendimentos ao final da extragéo.

3.4.3.2 Fluidos Supercriticos

Na pratica, mais de 90 % das extragbes analiticas com
fluidos supercriticos sdo realizadas com gas carbbnico por uma
série de razdes. Além de apresentar pressdo e temperatura
relativamente baixas (73,8 bar e 31,1 °C), o CO; é inerte, atdxico,
nao inflamavel, de custo relativamente baixo, facilmente
disponivel em alta pureza, inodoro e pode ser prontamente
removido do produto final, sem deixar residuos. Isso porque,
devido sua alta volatilidade, ele se dissipa totalmente no final da
extracdo, apdés a descompressao, sendo um componente do ar
atmosférico. Assim, a extracdo de compostos naturais com
diéxido de carbono supercritico resolve eficazmente as questoes
associadas as altas temperaturas e ao uso de solventes
organicos empregados em extracdes convencionais. Além disso,
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esses extratos podem ser considerados naturais e até mesmo
obter o status GRAS (Generally Recognized As Safe), uma
designacdo do FDA (Food and Drug Administration) para
substancias consideradas seguras para adigdo em alimentos
(ADIL et al., 2007; DIAZ-REINOSO et al., 2006; MELECCHI,
2005; MICHIELIN, 2009; POURMORTAZAVI e
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Todas essas caracteristicas fazem o CO, parecer o
solvente ideal, porém sua principal desvantagem € a apolaridade,
0 que torna a utilizacdo desse componente puro ndo apropriada
para extracdo de compostos polares e matrizes com alto poder
de retencao, fazendo-se necessario a utilizagcao de modificadores
(em pequenas quantidades) para aumentar seu poder de
solvatagcdo (CORTESI et al, 1999; POURMORTAZAVI e
HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Dependendo do tipo da matriz sélida e da afinidade do
soluto com a matriz, o solvente modificador (ou co-solvente)
pode influenciar a extracao de trés modos:

a) Aumentar a solubilidade do soluto no fluido supercritico
como resultado das interacdes soluto/modificador na fase fluida;

b) Facilitar a dessorcdo do soluto — as moléculas de
modificadores polares sdo capazes de interagir com a matriz e
competir com o soluto pelos pontos ativos da matriz;

c) Alterar o processo de difusdo do soluto na matriz e
favorecer a penetracéo do fluido supercritico no interior da matriz
guando o modificador dilata a matriz (CASAS et al., 2007).

A adicao de co-solventes organicos como etanol, metanol,
acetona, entre outros solventes polares, aumenta o poder de
solvatacdo do CO, e o rendimento da extragdo quando ha
componentes polares a serem extraidos, como é o caso dos
polifendis. Por ser permitido como solvente em industrias de
alimentos e por, geralmente, apresentar bons resultados, o
etanol é bastante utilizado, sendo que seu consumo ocorre em
menor quantidade do que nas extragcbes convencionais e
facilmente eliminado do extrato por evaporacao a temperaturas
moderadas (ADIL et al., 2007).

Quando um co-solvente é adicionado ao CO,, a
temperatura critica da mistura resultante é elevada limitando sua
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quantidade a ser usada se as extracGes ocorrerem na faixa
supercritica entre 40 e 60 °C. A adicao de 5 % de etanol ao CO,
aumenta a temperatura critica da mistura para 42,5 °C (Tabela
5). Uma extracdo utilizando 200 bar (ou qualquer pressdo acima
da critica da mistura), 50 °C e 5 % de etanol como co-solvente é
supercritica, enquanto que a extracao a 40 °C, mantendo fixos os
demais parametros, ¢é subcritica. Assim, a adicdo de
concentragcdes maiores de etanol (14 a 20 %) torna a extragéo
subcritica a temperaturas entre 40 e 60 °C (Tabela 5). Extracdes
supercriticas ou subcriticas com etanol e/ou metanol adicionados
ao CO, como modificadores tém sido aplicadas para obtencao de
polifendis de subprodutos da industria vinicola (ADIL et al.,
2007).

Tabela 5 - Temperatura e pressao criticas de misturas CO,-etanol
(calculado por Software SF-Solver, ISCO Inc., Lincoln, NE, USA).

Concentracgao de

etanol (%) T. (*C) Ps (bar)

0 31,1 73,8
5 42,5 73,2
10 53,7 72,7
14 62,8 72,2
17 69,5 71,9
20 76,1 71,5
100 243,3 61,3

Fonte: Adil et al, 2007.

A Tabela 6 apresenta outras substancias que também
demonstram, em seu estado supercritico, interessantes
propriedades solventes que sao utilizadas para extracdo de
compostos de plantas entre outros materiais. Entretanto, por
razdes de custo, perigo de explosao, toxicidade, inflamabilidade
e propriedades fisicas adversas, poucos deles sdo usados
comercialmente (FREITAS, 2007).
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Tabela 6 - Pressao, temperatura e densidade criticas de solventes.

Substancia T. (°C) P. (bar) Pc (g/cm3)
NH; 133 113 0,236
Agua 374 220 0,323
N,O 36 72 0,452
Metano -82 46 0,169
Etano 32 49 0,203
Propano 97 42 0,217
Pentano 197 34 0,237
Etileno 9 50 0,218
Tolueno 319 41 0,292
Metanol 240 81 0,272
_Acetona 235 47 0,279
Eter etilico 194 36 0,265

T, = temperatura critica P, = pressao critica  p. = densidade
critica
Fonte: Freitas, 2007.

O propano, embora nao apresente todas as qualidades do
CO,, também apresenta moderadas temperatura e pressao
criticas (97 °C e 42 bar), e se dissipa ap6s a descompressao,
dispensando a etapa de evaporacado do solvente; seu poder de
solvatagdo é maior que do CO, na extracdo de muitas
substancias presentes em Oleos e produtos naturais. Freitas
(2007) obteve melhores rendimentos de extragdo de 6leo de
semente de uva com propano em estado subcritico do que com
CO, em estado supercritico, ainda com a vantagem de
temperatura e pressdo mais baixas, proporcionando menor custo
de operacgao.

O N2O é considerado um bom fluido para extragdo de
compostos polares, porém pode causar explosdes violentas
quando usado em amostras com alto teor de compostos
organicos, sendo usado somente quando absolutamente
necessario e possivel (POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI,
2007).

Apesar de a agua supercritica ser usada com freqiéncia
para destruicdo de orglnicos de risco, a alta temperatura e
pressao necessarias (T > 374 °C e P > 220 bar), juntamente com
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o efeito corrosivo da agua nessas condigoes, é limitante de sua
aplicagao pratica em plantas de extragédo de éleo. No entanto, a
agua em condigbes subcriticas - com pressdo ou temperatura
abaixo do valor critico - tem demonstrado ser um fluido efetivo
para a extragdo de vérias classes de 6leos, sendo a técnica
chamada de extragdo subcritica ou extracdo com liquido
pressurizado  (FREITAS, 2007; POURMORTAZAVI e
HAJIMIRSADEGHI, 2007). Monrad et al. (2010) compararam a
eficiéncia de agua pura e diferentes concentracées de solucao
etanol/agua sob condigbes subcriticas para a extragdo de
procianidinas do bagaco seco de uvas tintas.

3.4.3.3 Modelos Matematicos

A otimizacao das condi¢bes operacionais usadas durante a
extragcdo supercritica € de grande importancia para avaliar a
viabilidade econémica da técnica, uma vez que o investimento
inicial na construgdo de uma unidade extratora de alta pressao é
elevado. A modelagem matematica de aspectos relevantes do
processo € necessdria para generalizar as informacdes
experimentais para aplicacdo em diferentes materiais e para
interpolar ou extrapolar essas condi¢cbes experimentais a novas
condi¢cdes de processo, sendo bastante Gtil para a ampliacéo de
escala do processo, de laboratorial para piloto e industrial,
através da simulacdo das curvas globais de extragdo. Por isso,
varias propostas de modelos matematicos para a extracao
supercritica sdo apresentadas na literatura (MARTINEZ et al.,
2003; REVERCHON e DE MARCO, 2006).

A distribuicao inicial do soluto na matriz sélida influencia a
selecdo dos possiveis modelos matematicos. As substancias a
serem extraidas podem estar livres na superficie da matriz
sélida, localizadas dentro dos poros ou ainda distribuidas no
interior das células do material vegetal, sendo que cada uma
dessas descricoes corresponde a diferentes modelos. Os
resultados experimentais também contribuem para a selegao do
modelo, podendo evidenciar a influéncia de diferentes
resisténcias a transferéncia de massa ou a existéncia de
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condigbes de equilibrio. Até mesmo a transi¢cao entre diferentes
mecanismos de transferéncia de massa podem ser observados
(REVERCHON, 1997; REVERCHON e DE MARCO, 2006).

No entanto, um modelo ndo deve ser um mero instrumento
matematico, mas sim descrever o fendmeno fisico do processo;
faz-se necessario, para isso, observagdes experimentais e
conhecimento da estrutura do sélido. A validagdo dos modelos
matematicos sem nenhuma correspondéncia fisica com o
material e com o processo estudado é limitada, mesmo que
possam ser utilizados para ajustar alguns dados experimentais.
Trés diferentes abordagens tém sido propostas para a
modelagem matematica do processo de extracao supercritica de
matrizes vegetais:

1) Modelos empiricos;

2) Modelos baseados na analogia com a transferéncia de
calor;

3) Modelos resultantes da integracdo do balanco de
massa diferencial, podendo ser obtidos perfis de concentracao
em funcdo do tempo para ambas as fases, sélida e fluida. Sao,
geralmente, os que proporcionam uma andlise mais adequada do
processo (REVERCHON, 1997; REVERCHON e DE MARCO,
2006).

Devido a complexidade do fluxo no leito fixo, foram
desenvolvidas também correlagbes semi-empiricas para
descrever a transferéncia de massa do soluto entre as fases
sélida e fluida. Conceitualmente, o coeficiente de transferéncia
de massa — que ¢é fungdo da densidade, viscosidade,
difusividade, porosidade do leito, tamanho de particula e vazao
do solvente — pode ser usado para descrever as condigbes
cinéticas do sistema. O mecanismo de transferéncia de massa
da extracdo a alta pressdao de misturas complexas, como é o
caso de 6leos essenciais, ainda nao é completamente conhecido.
A maioria dos modelos disponiveis na literatura trata o extrato
como uma substancia pura, apesar do fato dele poder conter
varios compostos de natureza quimica diferentes. Sendo assim,
as dificuldades em modelar sistemas complexos residem no
numero elevado de componentes na mistura e em estabelecer as
interacdes entre os componentes do extrato, o solvente e a fase
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sélida (BRUNNER, 1994; FERREIRA et al., 1999; MARTINEZ et
al., 2003). A principal diferenca entre os diversos modelos
encontrados na literatura reside na interpretagdo dada para os
fendmenos e na possibilidade de negligenciar alguns deles
(MARTINEZ et al., 2003). Neste trabalho a modelagem das
curvas de extragdo de bagagco de uva da variedade Merlot foi
realizada utilizando os modelos apresentados por Sovova (1994),
Martinez et al. (2003), Crank (1975), Esquivel et al. (1999), Tan e
Liou (1989) e Gaspar et al. (2003).
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4 MATERIAIS E METODOS

A seguir sdo apresentados e descritos os materiais e
métodos utilizados para a determinacao das condicdes 6timas de
processo para a obtengédo do extrato de bagago de uva e para a
modelagem dos dados experimentais, bem como para
determinacdo de sua composicdo e atividades antioxidante e
antimicrobiana.

O foco deste estudo é nas variedades Merlot e Syrah e o
intuito era realizar todas as analises com o bagaco de cada uma
dessas variedades; porém, a quantidade recebida do bagaco da
cultivar Syrah nao foi suficiente para efetuar todas as extragoes.
Entdo, para os experimentos em condigbes supercriticas, foi
priorizado o bagago da variedade Merlot, e, posteriormente,
aplicada uma condicao selecionada ao bagaco de Syrah. Nos
ensaios envolvendo extragdes a baixa pressao, foram utilizadas
as matérias-primas de ambas as variedades. O bagaco da
variedade Cabernet Sauvignon foi objeto de estudo de Campos
(2005), porém, o referido autor empregou algumas andlises para
avaliagdo de qualidade dos extratos diferentes das utilizadas no
presente estudo. Assim, como havia matéria-prima disponivel,
decidiu-se realizar uma extragdo supercritica, na mesma
condicéo selecionada para a variedade Syrah, para comparar a
qualidade dos extratos das trés variedades.

Todos o0s procedimentos de preparacdo da amostra,
caracterizacao do leito de particulas, experimentos de extracéo e
de determinacdo da atividade antioxidante foram realizados no
Laboratério de Termodindmica e Extracdo Supercritica
(LATESC), do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos (EQA) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). Os ensaios para avaliagdo da atividade
antimicrobiana foram realizados no Laboratério de Antibiéticos,
do Departamento de Biotecnologia da UFSC, e a determinacao
do perfil quimico dos extratos foi realizada no Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal do Departamento de
Fitotecnia da UFSC.



Revisdo Bibliografica 78

4.1 MATERIA-PRIMA

O residuo do processamento de vinho, apresentado na
Figura 11, composto de cascas, sementes e engacos, foi cedido
por duas vinicolas da empresa Miolo Wine Group. O bagaco da
variedade Syrah é proveniente da vindima de 2008 da Vinicola
Ouro Verde, localizada no Vale do Sao Francisco na Bahia, e as
matérias-primas das variedades Merlot e Cabernet Sauvignon
sdo0 oriundos da vindima de 2009 da Vinicola Miolo, localizada no
Vale dos Vinhedos no Rio Grande do Sul.

Ao serem recebidas as diferentes matérias-primas,
separou-se uma amostra de cada para a determinacdo do teor
de umidade do material (4.1.1) e o restante foi acondicionado em
sacos plasticos de polietileno, em porgdes de aproximadamente
2 kg para facilitar o manuseio, e armazenado em freezer
doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sao Paulo/SP) a temperatura
de aproximadamente -18 °C até o momento do pré-tratamento,
realizado conforme metodologia descrita no item 4.1.2.

Figura 11 - Bagago de uva in natura no recebimento.

4.1.1 Determinacao do teor de umidade e substancias
volateis

O teor de umidade e substancias volateis presentes na
matéria-prima foi determinado pela metodologia 925.09 da AOAC
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(2005) fundamentada na perda de umidade e substancias
volateis da amostra submetida a 105 °C. Brevemente, a massa
de cada amostra foi medida - em balanga analitica (AY220,
SHIMADZU do Brasil Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil) - 5 g de
amostra em céapsula de aluminio tarada, previamente aquecida
em estufa (E.L. 003, Odontobras, Ribeirdo Preto/SP, Brasil) a
105 °C por 1 hora, resfriada em dessecador até temperatura
ambiente e pesada. Posteriormente, as amostras foram
colocadas em estufa a 105 °C por 3 horas, resfriadas em
dessecador até temperatura ambiente e sua massa medida
novamente. Repetiram-se essas operacdes de aquecimento e
resfriamento em intervalos de meia hora, até peso constante.
Para o calculo do teor de umidade e volateis, foi empregada a
Equacéo 1.

100 x N = umidade % Eq. 1
P

onde: N é a perda de massa em gramas e P é o massa inicial da
amostra em gramas.

Este procedimento foi aplicado nas matérias-primas in
natura, assim que recebidas, e depois de submetidas ao pré-
tratamento (item 4.1.2), sendo realizado em ftriplicata para cada
material e os resultados expressos como média + desvio padrao.

4.1.2 Pré-tratamento

O bagaco de uva foi submetido a secagem em estufa com
circulacdo de ar (De Leo, Porto Alegre/RS, Brasil). Foram
testados diferentes tempos de secagem na menor temperatura
proporcionada pelo equipamento, 32 °C, para evitar a
degradacao térmica de compostos. A melhor condicao para
manipulagéo (funcdo da umidade final do bagaco) foi obtida com
a secagem por 20 horas para a variedade Syrah e 21 horas e 30
minutos para as variedades Merlot e Cabernet Sauvignon. A
diferenca de tempo de secagem entre as variedades se deve a
diferenca de umidade inicial da matéria-prima recebida.
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Com a finalidade de proporcionar um maior contato
soluto/solvente, aumentando assim a transferéncia de massa, a
matéria-prima seca foi triturada em moinho de facas (De Leo,
Porto Alegre/RS, Brasil) e submetida a separacao e classificagao
granulométrica em agitador de peneiras (Bertel Industria
Metallrgica Ltda., Caieiras/SP, Brasil) para padronizagdo do
tamanho das particulas e determinagdo de seu didmetro médio.
A maior parte da matéria-prima ficou retida entre as peneiras -
20/+32 mesh, sendo, portanto, a fracdo utilizada para a
realizacdo dos experimentos. As fragbes menores (48 mesh e
fundo) foram desprezadas e a fragao +20 mesh foi reprocessada
no moinho e reclassificada granulometricamente. Ap6s a
separacao granulométrica, a matéria-prima foi acondicionada em
embalagens plasticas identificadas, e mantida congelada, em
freezer doméstico, a -18 °C até a realizagdo dos experimentos
(CAMPQOS, 2005).

4.2 METODOS DE EXTRACAO

Foram utilizados processos de extracdo a baixa pressao
pelos métodos Soxhlet e maceragdo ultrass6nica, para
selecionar o co-solvente a ser empregado na extracdo
supercritica e comparar os resultados de rendimento, atividade
biolégica e atividade antimicrobiana dos extratos de bagaco de
uva obtidos com os diferentes métodos.

4.2.1 Extracao Soxhlet

A extragao Soxhlet foi realizada de acordo com o método
920.39C da AOAC (2005), com os seguintes solventes
organicos: n-hexano, acetato de etila, etanol e agua destilada.



Revisdo Bibliografica 81

Condensador

Extrator

Amostra

Baldo
«— Manta-de-Aquecimento

Figura 12 - Extrator Soxhlet convencional.
Fonte: Castro e Priego-Capote, 2010

Conforme apresentado na Figura 12, o sistema Soxhlet
consiste de um extrator que é acoplado, na extremidade inferior,
a um baldao volumétrico de vidro com fundo redondo e
capacidade para 250 mL e na extremidade superior, a um
condensador, arrefecido por um banho (MQBMP-01,
Microquimica Ind. Com. Repr. Ltda., Palhoga/SC, Brasil). No
extrator é colocado um cartucho de papel de filtro contendo cerca
de 5 g de amostra, enquanto no baldo sdo adicionados 150 mL
de solvente que é aquecido por uma manta de aquecimento
(Fisatom, Mod. 52 - Classe 300, Sao Paulo/SP, Brasil) na
temperatura de ebulicdo do solvente utilizado. O vapor do
solvente sobe até o condensador, onde resfria e condensa
gotejando (aproximadamente 4 gotas por segundo) sobre a
matriz vegetal contida no extrator, solubilizando os compostos. O
extrator lentamente enche com o solvente até ser esvaziado por
acado de sifdo, sendo entdo enviado de volta ao baldo e o
processo de refluxo é repetido continuamente durante 8 horas de
extracdo. Em cada ciclo, novos compostos sédo dissolvidos no
solvente que se evapora novamente, deixando a substancia
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dissolvida no baldo. Os extratos obtidos foram submetidos,
posteriormente, ao processo de eliminagao do solvente (4.2.4) e
armazenados em freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sao
Paulo/SP) a -18 °C. As extragdes foram realizadas em ftriplicata e
o resultado expresso como média + desvio padrao.

4.2.2 Extracao com ultrassom

A maceracao ultrassonica consiste em utilizar solventes,
em temperatura ambiente, para a exitracdo de compostos
mediante 0 uso de ondas sonoras. As extragcbes com ultrasom
foram realizadas em duplicata em aparelho de ultrassom
Ultrasonic cleaner, modelo USC-200 de freqiiéncia 40 KHz e
poténcia de 60 W. A técnica utilizada se baseou na metodologia
descrita por Freitas (2007), utilizando 3 g de amostra seca, com
50 ml de solvente por 30 minutos. Foram utilizados os mesmos
solventes empregados na extracdo Soxhlet (secdo 4.2.1).

O balao, contendo a mistura de amostra e solvente, foi
acoplado a um condensador conectado a um banho refrigerado
(MQBMP-01, Microquimica Ind. Com. Repr. Ltda., Palhoca/SC,
Brasil), de acordo com o trabalho de Freitas (2007), e submetido
ao tratamento em banho indireto com ultrassom através do uso
de uma lavadora ultrassénica (USC-700/55 kHz, Unique Ind. e
Com. de Produtos Eletronicos Ltda., Indaiatuba/SP, Brasil) pelo
tempo de extragcao de 30 minutos. Apds a extracao, o sistema foi
filtrado com auxilio de bomba de vacuo (DVR 1400, Dosivac,
Buenos Aires, Argentina) em funil de Blchner com papel-filtro,
sendo o filtrado recolhido em Kitasato.

Os filtrados obtidos foram submetidos, posteriormente, ao
processo de eliminacdo do solvente (4.2.4) e armazenados em
freezer doméstico (Freezer 250, Brastemp, Sao Paulo/SP) a -18
2C. O resultado de rendimento foi expresso como média * desvio
padrao.
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4.2.3 Extracao supercritica (ESC)

Os experimentos de extragao supercritica foram realizados
no LATESC em uma unidade de extragdo que opera até uma
pressdao maxima de 300 bar e vazdes de solvente de 1,7 a 36,7
g/min. As condi¢des operacionais utilizadas na ESC do bagaco
de uva foram selecionadas de forma que abrangessem uma
ampla faixa de massa especifica de solvente, com o objetivo de
determinar quais condicdbes de temperatura, pressdo e
concentragdo de co-solvente proporcionam o maior rendimento
global e os melhores parametros de qualidade, dentro dos limites
de operacao do equipamento utilizado.

Os experimentos cinéticos (curvas de extragdo) foram
realizados através do método dindmico de extragao,
caracterizado pela passagem continua do solvente supercritico
pela matriz sélida (FERREIRA et al., 1999; DANIELSKI et al.,
2007). A partir desse método pode-se determinar X,, descrito
como a quantidade percentual de soluto extraivel do material
sélido para determinadas condigdes de processo, assim como
definir pardmetros como a quantidade de matéria-prima para a
formagéao do leito de particulas e o tempo total de extracao.

Os experimentos de rendimento global foram efetuados em
duplicata e os extratos obtidos foram empregados para as
analises de atividade biolégica e atividade antimicrobiana, como
também na determinacéo de seu perfil quimico.

A Figura 13 apresenta a unidade de extragao supercritica
desenvolvida pelo Laboratério Thermische Verfahrenstechnik da
Technische Universitdt Hamburg-Harburg (TUHH), na Alemanha,
que é utilizada no LATESC, enquanto a Figura 14 apresenta um
esquema detalhado dos componentes dessa unidade.
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Figura 13 - Equipamento de extragao supercritica.

V1

Preparagio do Solvenie

Extragiio ¢ Recuperagiio do Extrato

§ | £
E: 'E7>V<t7ré17tofrﬁ7V7T:7 Valvula de controle da freqliéncia da bomba; V1: Vélvula
reguladora de pressao; V2, V3 e V4: Valvulas da entrada, saida e
micrométrica do extrator, respectivamente; Pl1: Manémetro de controle do
cilindro (WIKA do Brasil, Pl:Cat 233.50.10); PI2: Manémetro de controle da
bomba (WIKA do Brasil, Pl:Cat 233.50.10); PI3: Manémetro de controle do

extrator

(WIKA do Brasil,

Pl:Cat 233.50.10); TI: Controladores de

temperatura; BC: Bomba de co-solvente; VR: Valvula de retengéo da bomba
de co-solvente.

Figura 14 - Diagrama esquematico da unidade de extragao supercritica.

(3)
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O principal fluido utilizado é o CO, com 99,9 % de pureza
que provém de um cilindro equipado com tubo pescador (White
Martins Ltda., Joinville/SC, Brasil). A linha de solvente, na qual é
inserido o CO,, é imersa em um banho termostatico (BT1) (C10 -
K10, Thermo Haake, Karlsruhe, Alemanha) programado para
manter a temperatura inferior a 0 °C, garantindo assim que o
solvente (CO,) esteja no estado liquido antes de sua entrada na
bomba (1) (M111, Maximator, Niedersachen, Alemanha). A
bomba trabalha alimentada por uma linha de ar comprimido
filtrado mantido na pressdo minima de 5 bar. A pressdo de
operacdo da unidade supercritica é regulada através da valvula
globo (V1) (Tescom Cat n° 26-1761-24-161, Alemanha). Durante
o funcionamento, a bomba encaminha o CO, pressurizado (a
uma pressao pré-estabelecida em V1) a linha de extracao,
passando pelo extrator (E), que consiste de um cilindro de aco
inox encamisado de 31,6 cm de comprimento, 2,012 cm de
didmetro interno e volume de 103,3 mL, com extremidades
rosqueadas. A linha que liga a bomba ao extrator, bem como a
linha apdés o extrator, € mantida submersa em um banho
termostatico de aquecimento (BT2) (MQBTZ99-20, Microquimica
Ind. Com. e Repr. Ltda., Palhoga/SC, Brasil) a uma temperatura
constante de 65 °C, de modo a evitar o congelamento da linha e
da valvula micrométrica durante a despressurizagdo da mistura
soluto/solvente  (V4) (Sitec Microvalve 710.3012, Zurique,
Alemanha). A temperatura de operacdo do extrator é mantida
constante através de um banho termostatico de aquecimento
(BT3) (DC30-B30, Thermo Haake, Alemanha). No inicio do
processo de extracdo, a valvula (V2) (Cat n° 3710.0104,
Maximator) é mantida fechada e, ap6s a pressurizagcdo do
solvente, é aberta para permitir a passagem do CO, para o
extrator. A vélvula (V3) (Shutoff valve 710.3010, Sitec, Zurique,
Suica) também conectada na saida do extrator auxilia a V4 na
despressurizagao do solvente e permite o controle do fluxo de
solvente. Apé6s passar pela V4, o extrato é coletado em frascos
ambar (2) e o fluxo de CO, &€ medido no rotametro (3)
(10A61ABB, Automation Products), regulado por V3 e V4.



Revisdo Bibliografica 86

4.2.3.1 Determinacao do diametro médio de particulas

O diametro médio de particula foi determinado através do
calculo proposto por Gomide (1983). Para isso, foram medidos
100 g de amostra em balanga semi-analitica (BG 2000, Gehaka
Ind. e Com. de Eletro-eletrbnicos Ltda., Sdo Paulo/SP, Brasil)
para cada batelada e utilizadas as peneiras da série Tyler de
mesh -20/+48, sendo o conjunto agitado por 20 minutos. Com as
fracOes retidas em cada peneira foi calculado o diametro médio
de particulas conforme as Equacgdes 2 e 3 (GOMIDE, 1983).

Eq. 2

m Eq. 3

onde ds é o diametro médio superficial das particulas (mm), m; é
a massa de amostra retida na peneira i (g), M € a massa total de
amostra (g), d; é o didametro da peneira i (mm) e n é o nimero
total de fragdes.

4.2.3.2 Densidade Real e Densidade Aparente

A densidade real (p,) foi determinada utilizando-se o
principio de Arquimedes de deslocamento de fluidos através da
técnica de picnometria em gas Hélio, com o uso do equipamento
Accu Pyc Il 1340 da Micromeritics. A utilizagdo dessa técnica
proporciona boa precisao nos resultados, visto que o gas Hélio
penetra nos poros da matriz vegetal devido a sua baixa tensédo
superficial sem alterar as caracteristicas das particulas; dessa
forma evita, também, o umedecimento das mesmas como
aconteceria se fosse utilizada a 4gua como fluido picnométrico.

A densidade aparente (py) € a relagdo entre a massa de
bagaco triturado e seco utilizada para formar o leito de sélidos e
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o volume do extrator, incluindo assim apenas os poros do leito e
nao os poros do interior da particula. A densidade aparente foi
determinada pela razao entre a massa de amostra (Mpagaco uva) €
0 volume ocupado por esta no extrator (Vi) conforme a
Equacéo 4.

F‘E — m bageco ura .-". Eq 4

r
/ [";'E:':'n:;

4.2.3.3 Porosidade do leito fixo de particulas

Para formar o leito fixo de particulas foi utilizado
aproximadamente 25 g de bagago de uva seco e moido (mesh -
20/+32). A porosidade (¢) do leito foi determinada através da
Equagédo 5, que relaciona a densidade real (p;) e a densidade
aparente (p,). Tal parametro é necessario para a modelagem do
processo.
g=1— & Eq 5
2y

4.2.3.4 Densidade do solvente

Frequentemente, o poder de solvatacdo do diéxido de
carbono supercritico é descrito por sua densidade, que € uma
funcdo nao linear da pressao e da temperatura de operacao
(REVENCHON e DE MARCO, 2006).

A equacdo de Angus et al. (1976), baseada em dados
experimentais, foi utilizada para determinacdo da densidade do
CO, nas condigbes operacionais de extragcdo utilizadas neste
estudo. Esses valores sdo utilizados na aplicacdo de modelos de
transferéncia de massa para descricao das curvas de extracao.
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4.2.3.5 Determinacgao da solubilidade

A solubilidade é definida como a maxima concentracio de
6leo dissolvido na fase solvente, na saida do extrator, para uma
dada condicao de temperatura e pressao de operacao. Para isto,
a coluna de extragdo deve ser suficientemente longa ou a vazéo
de solvente suficientemente baixa, de modo a garantir um tempo
de contato suficiente entre as fases, permitindo a saturacao do
solvente com o 6leo na saida do extrator.

Para a aplicagao do modelo de transferéncia de massa de
Sovova (1994), a solubilidade € um parametro termodindmico
essencial. No presente trabalho, para a condi¢cdo de 150 bar e 50
°C, a solubilidade do éleo de bagago de uva em CO, supercritico
foi assumida como sendo igual 19,4x10™ (Qextrato/9co2),
determinada experimentalmente por Campos (2005) de acordo
com a metodologia descrita por Danielski (2002). Porém, esse
valor ainda foi considerado preliminar por Campos (2005), sendo
necessarios mais experimentos em uma faixa maior de vazao
para um estudo mais detalhado do comportamento dos valores
de Ycer.

4.2.3.6 Experimentos cinéticos — Curvas de extracdao e
parametros cinéticos

Os experimentos cinéticos para a obten¢do da curva de
extracao foram realizados apenas com amostra de bagaco de
uva da variedade Merlot utilizando 20 g da matéria-prima pré-
tratada. Essa massa de matéria-prima foi empregada para formar
um leito de particulas com altura de pelo menos o dobro do
didmetro do extrator considerando-se que, com essa relagdo
entre altura e didmetro do leito, a dispersao axial pode ser
desprezada. Os frascos de coleta foram previamente pesados
em balanca analitica e a coleta do extrato foi realizada em
intervalos de tempo pré-determinados. Apds a coleta, os frascos
foram novamente pesados para se obter a massa de extrato em
funcdo do tempo de extracdo. As curvas de extracdo podem ser
construidas através da massa de extrato acumulado em fungao
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do tempo de extragao ou da massa de CO, consumido, ou ainda
pelo rendimento de extragdo versus a razdo massa de solvente
por massa de amostra (MEZZOMO et al., 2009; MICHIELIN,
2009).

Os experimentos cinéticos foram realizados utilizando CO,
puro em duas condigbes de vazao de solvente (8 £ 2 g/min e 13
+ 2 g/min), mantendo-se constantes as demais condigbes de
pressao (150 bar), temperatura (50 °C) e didmetro de particula
do bagaco de uva (-20/+32 mesh). Os valores experimentais de
massa de extrato versus tempo de extracdo obtidos na curva da
extracao supercritica do bagaco de uva Merlot séo apresentados
na Tabela 22 (Apéndice ).

Os parametros cinéticos foram considerados para avaliar a
cinética das extracdes e calculados conforme Mezzomo et al.
(2009). Os tempos de cada um dos periodos de extracdo foram
calculados a partir da curva de extragéo, apresentada em 5.3, e,
a partir dai, foi definido o tempo total de extragdo usado
posteriormente nos experimentos de rendimento global. Os
tempos tcer € trer representam o final das etapas constante e
decrescente de extracdo, respectivamente. A taxa de
transferéncia de massa na etapa CER (Mcgg) foi obtida a partir
de regressdo linear da curva de extracdo no periodo CER,
realizada com auxilio do software Microsoft Excel, enquanto a
concentragao de soluto na fase solvente na etapa CER (Yceg) foi
determinada pela razao entre Mcer € Qcoe.

4.2.3.7 Determinacao das isotermas de rendimento

Os ensaios para a determinagcdo das isotermas de
rendimento foram conduzidos conforme procedimento descrito
por Michielin et al. (2005). O rendimento global de extrato (X,) é
a quantidade de soluto extraivel presente na matriz sélida
referente a uma dada condicdo de extracdo. A influéncia da
pressdao e da temperatura no rendimento global da ESC foi
avaliada com as seguintes condi¢cdes de operagéo: pressdes de
150, 200, 250 e 300 bar, temperaturas de 50 e 60 °C e vazao fixa
de solvente de 13 + 2 g/min.
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O tempo de extragdo foi definido através da observacao
das curvas de extracdo obtidas a 150 bar, 50 °C e vazéao de
solvente de 13 + 2 g/min conforme explicado no item 4.2.3.6
sendo fixado em 4 horas, o que totaliza um consumo de 3,2 kg
de CO.. Como pode ser observado na Figura 16 do item 5.3, em
4 horas a extragdo se encontra na etapa difusional em que a taxa
de extragcao é quase nula.

Cada experimento foi realizado em duplicata, com a
mesma altura de leito utilizando 25 g de matéria-prima fracionada
nas peneiras -20/+32 mesh. As extremidades da coluna foram
revestidas com algodao para evitar a entrada de particulas
sblidas na linha de extragdo e o espaco restante do leito foi
preenchido com esferas de vidro (na entrada de solvente, antes
da matéria-prima).

Os frascos com os extratos foram pesados em balanca
analitica e armazenados em freezer a -18 °C até a realizagao dos
ensaios de avaliacdo da qualidade dos extratos. O rendimento
global (Xo) foi calculado através da razdo entre a massa de
extrato (Mexirato) Obtida € a massa de bagago de uva (M) utilizada
para formar o leito conforme a Equacéo 6.

,'n:',:_ _ .-J._:_-.;:;'G:'D 100 Eq 6

Com os resultados foi construido um grafico de X, em
fungcédo da presséo, obtendo-se as isotermas de rendimento da
extracao supercritica do bagaco de uva Merlot. A partir desses
experimentos, uma condi¢ao foi escolhida para a realizagdo da
extragdo no bagacgo da variedade Syrah e para a aplicagdo do
co-solvente, a fim de comparar os resultados.

4.2.3.8 Emprego de co-solvente (CS)

Apesar de nao ser a condicdo que proporcionou melhor
resultado de rendimento (4.2.3.7), foi utilizada a condicao de 250
bar e 60 °C para a adicdo de co-solvente ao CO,, devido a
diferenca nao significativa do resultado dessa condi¢do para a de



Revisdo Bibliografica 91

maior rendimento (300 bar e 60 °C) e a limitacdo do
equipamento, que apresentou certa dificuldade para controle da
operacdo a 300 bar com o bagaco de uva. Os demais
parametros, vazao de CO, e tempo de extragdo, também nao
foram alterados a fim de avaliar a influéncia provocada pela
adigao do etanol em diferentes concentragbes no rendimento da
ESC do bagaco de uva Merlot.

Para a adicdo de co-solvente junto a extracao supercritica,
foram acopladas ao equipamento uma bomba de co-solvente
(BC) e uma valvula de retengao (VR), para evitar que o solvente
organico retorne para BC se houver um aumento na pressao da
bomba de CO, durante o experimento, conforme apresentado na
Figura 14 (CAMPOS et al., 2008). A bomba de co-solvente
(Constametric 3200, SP Thermo Separation Products, USA)
trabalha numa faixa de vazao de 0,1 a 10 mL/min.

Utilizou-se como co-solvente o alcool etilico (P.A.) em
fracoes massicas de 12,5 %, 15 % e 17,5 % (m/m) em relacdo a
massa total de CO, empregada na extracado supercritica. Esse
solvente foi selecionado com base nos resultados de rendimento
das extragdes a baixa pressdo (item 5.4), e em dados da
literatura que relatam o uso deste solvente como co-solvente
(CASAS et al., 2007; MURGA et al., 2000; SILVA et al., 2008).
Essas fragbes foram definidas com base no estudo de Campos
(2005), que avaliou a aplicagdo de etanol como co-solvente nas
fracoes massicas de 10, 15 e 20 %, obtendo melhor rendimento
a 15 %. Assim, decidiu-se estreitar a faixa de concentragéo
avaliada.

Os extratos obtidos ao final da extracdo foram submetidos
a etapa de eliminagdo do solvente organico descrito no item
42.4. As extracbes com emprego de co-solvente foram
realizadas em duplicata e o resultado expresso como média *
desvio padréao.

4.2.4 Tratamento dos extratos e eliminacao do solvente

Os extratos obtidos através das extracbes a baixa pressao
(Soxhlet e com ultrassom) e supercritica adicionada de co-
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solvente passaram pela fase de evaporacdo do solvente em
evaporador rotativo (Mod. 550 e 802, Fisatom, Sao Paulo/SP,
Brasil) com arrefecimento (MQBTZ99-20, Microquimica Ind.
Com. e Repr. Ltda., Palhoga/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT
613, Nova Técnica Piracicaba/SP, Brasil) a fim de eliminar o
solvente contido na amostra. As temperaturas de evaporagéo
foram ajustadas para valores inferiores aos pontos de ebulicio
dos solventes utilizados, para evitar alteracdées do extrato devido
a aplicagéo de calor, e o vacuo ajustado em 650 mmHg.

4.3 MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem da curva de extracdo (massa de extrato
acumulada versus tempo de extragao, construida com os dados
do experimento cinético a 150 bar, 40 °C e 13 + 2 g de CO,/min),
foi realizada com o objetivo de avaliar a influéncia dos
parametros de operagdao e da abordagem fenomenolégica de
cada modelo no ajuste as curvas experimentais de ESC de
extrato de bagaco de uva. Foram aplicados os modelos de Crank
(1975), de Tan e Liou (1989), de Gaspar et al. (2003), de Sovova
(1994), de Martinez et al. (2003) e de Esquivel et al. (1999),
através do software Mass Transfer, desenvolvido por Correia et
al. (2006) no Laboratério de Termodindmica e Extragdo
Supercritica (LATESC/EQA-UFSC), que utiliza o método da
maxima verossimilhan¢a para minimizar a soma dos quadrados
dos desvios calculados (KITZBERGER et al., 2009).

Para a aplicagdo dos modelos sdo necessarias algumas
consideragcdées e 0 conhecimento de parametros de processo,
obtidos experimentalmente ou estimados. Como a fase
supercritica é tratada como uma solugao infinitamente diluida, a
densidade do sistema (extrato de bagago de uva/CO,) foi
considerada como a densidade do solvente puro. Os parametros
foram medidos diretamente ou calculados a partir de dados
experimentais, com excecdo da solubilidade do extrato de
bagaco de uva em CO, supercritico, valores estes obtidos de
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Campos (2005) para o bagago de uva da variedade Cabernet
Sauvignon, matéria-prima semelhante a estudada no presente
trabalho.

Para a modelagem das curvas de extragdo do éleo de
bagaco de uva utilizando o modelo logistico de Martinez et al.
(2003), considerou-se que o extrato seja representado por um
Unico grupo de compostos (pseudocomponente) devido a
informacdes limitadas sobre o perfil de composicdo do extrato
com o tempo de processo € a dificuldade de identificar todos os
compostos presentes no extrato.

4.4 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS EXTRATOS

A qualidade dos extratos de bagago de uva obtidos, tanto
pelas extragbes supercriticas quanto extragdes a baixa pressao,
foi avaliada em termos de atividade antioxidante, atividade
antimicrobiana e perfil fitoquimico da composicao de acordo com
as metodologias apresentadas abaixo.

4.4.1 Determinacao do teor de fenélicos total (TFT)

A determinagdo do conteudo total de fendlicos presente
nos extratos de bagaco de uva foi realizada pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton e
Rossi (1965). A reagdo com o reagente de Folin-Ciocalteau
baseia-se no principio que em meio alcalino os compostos
fendlicos presentes na amostra reduzem a mistura dos &cidos
fosfotungsticos e fosfomolibdicos, do reagente de Folin, em
Oxidos de tungsténio e molibdénio de cor azul, tornando possivel
realizar leituras de absorbancia na faixa visivel do espectro a 765
nm.

Para interpretar os resultados é necessario preparar uma
curva padrao de 4cido galico, com o objetivo de representar a
absorbéncia da amostra frente a concentracdo da curva padrao.
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Para isto, dissolve-se 0,5 g de &cido gélico em H,O destilada de
modo a obter uma solucdo de concentracdo 5 g/L de &cido
galico. A partir desta solugcao estoque, sdo preparadas, em
balées volumétricos de 100 mL, solugbes de concentracoes
crescentes de 0, 50, 100, 150, 250 e 500 mg/L. A reacao de
oxidagao foi realizada em baldes volumétricos de 10 mL, sendo
transferido para estes 100 pyL de cada uma das diluigdes, ao
quais foram adicionados 2 mL de agua destilada e 0,5 mL do
reativo de Folin-Ciocalteau. Apés 30 segundos e antes de 8
minutos ap6s a adigdo do reativo, foi adicionado 1,5 mL de
solugdo aquosa de carbonato de sédio a 20 % (m/v). Os baldes
foram completados com agua destilada até a marca de 10 mL,
agitados e deixados em repouso, ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente, por 2 horas para que a reagao ocorresse.
A absorbéancia de cada uma das solucbes foi medida a 765 nm
em espectrofotémetro (850011 UV/VIS,Techcomp Ltda., Kowloon,
Hong Kong) e o branco realizado com &gua destilada. A curva
padrao de acido galico é apresentada através do grafico de
absorbancia (ABS) versus concentragdo de acido galico (mg/L),
no Apéndice .

Os valores de absorbancia obtidos para cada um dos
extratos foram correlacionados com a curva padrdo de &acido
galico, e o teor de fendlicos total (TFT) foi determinado através
da Equacgao 7. As analises foram realizadas em ftriplicata e os
resultados expressos em mg EAG/g de extrato, como média *
desvio padrao.

) . ::.GJ‘-!E.._GDD:
TET (1 GAE/Gueress) = [ Eq.7

1‘-’-::'."rr."'n

onde GAE: Equivalente em acido gélico obtido através da curva
padrao (mg GAE/L), Deyirato: diluicdo das amostras (MQ@exirato/L)-

4.4.2 Atividade antioxidante pelo método de DPPH

Uma das formas de determinar a atividade antioxidante
dos extratos de bagaco de uva é através do método do DPPH
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(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), uma vez que, pela disponibiliade de
grupos hidroxila, os compostos fendlicos sdo capazes de
sequestrar radicais superperéxido e DPPH através de uma
simples transferéncia de elétrons (MENSOR et al., 2001). Na
literatura sdo encontrados muitos estudos que avaliaram a
capacidade de sequestro de radicais de vinhos, uvas e seus
derivados através deste método (BAYDAR et al., 2007;
KATALINIC et al., 2010; LOULI et al., 2004;).

O radical DPPH ¢é considerado um radical estavel a
temperatura ambiente, produz uma solugdo violeta quando
adicionado ao etanol e tem sua absorcdo maxima em 517 nm.
Quando esse composto recebe um elétron ou um radical
hidrogénio para se tornar um composto mais estavel, sua
absorcao diminui. Esse processo pode ocorrer de duas maneiras:
processo direto ou processo de transferéncia de elétron, como
apresentado a seguir.

DPPH* + RXH — DPPHH + RX* (processo direto, separagao do
atomo)

DPPH* + RXH — DPPH + RXH** — DPPHH + RX* (processo
de transferéncia de elétron)

No processo direto o antioxidante (RXH) doa um
hidrogénio para o radical DPPH* tornando-o estavel. O radical
RX* é relativamente estavel e nao reage com os lipidios. No
processo de transferéncia de elétron, primeiramente um elétron é
cedido para o radical DPPH* pela molécula do antioxidante e, em
seguida, é cedido o hidrogénio, estabilizando o radical DPPH e
formando o radical estavel RX*.

A técnica descrita por Mensor et al. (2001) se baseia na
reacao por 30 minutos, & temperatura ambiente e ao abrigo da
luz, do composto em andlise (extrato de bagaco de uva) em
concentragdes crescentes com uma solucao etanoélica de DPPH
na concentragao de 0,3 mM, com posterior leitura da absorbancia
em espectrofotémetro (850011-UV/VIS,Techcomp Ltda., Kowloon,
Hong Kong). Para o extrato da variedade Syrah utilizou-se as
concentragdes 5, 10, 25, 50, 125 e 250 mg/mL enquanto para a
variedade Merlot, realizada posteriormente, foram utilizadas
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concentragdes maiores (25, 50, 125, 250, 500, 750 e 1000)
devido a falta de atividade antioxidante em concentracbes
baixas. Quanto maior a atividade antioxidante da amostra
testada, mais estavel o radical DPPH se torna, provocando a
descoloracdo da solugdo (DPPH e extrato) e diminuindo a
absorbancia. Deste modo, o percentual de inibicdo das amostras
testadas sobre o radical DPPH pode ser calculado convertendo-
se a absorbancia em porcentual de atividade antioxidante (%
AA), conforme a Equacéo 8.

44% = 106 — | ADSzmorers = ABShner).100 Eq. 8

.....

Os valores obtidos para % AA sao plotados em um grafico
de % AA versus concentracdo. O ajuste dos pontos foi feito por
regressdo. A partir da regressado, obteve-se um valor conhecido
como ECsp, que representa a concentragao do extrato na qual se
obtém uma inibicdo de 50 % da atividade antioxidante. Deste
modo, quanto menor o valor de ECsy, menor a concentragao de
extrato necessaria para se ter uma maior atividade e,
consequentemente, maior o potencial antioxidante do extrato
(MENSOR et al, 2001). Os resultados encontrados de
concentragao efetiva (ECs) e atividade antioxidante (% AA) para
0s extratos analisados foram expressos como média = desvio
padrao.

4.4.3 Atividade antioxidante pelo método B-caroteno/acido
linoléico

Geralmente, os alimentos sdo sistemas heterogéneos
compostos por mais de uma fase, formando, muitas vezes,
emulsdes entre lipidios e dgua através da presencga de agentes
emulsificantes. Assim, este método utiliza uma emuls@o formada
pelo sistema B-caroteno/acido linoléico para avaliar a atividade
de inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidagdo do
acido linoléico, determinando a capacidade de uma amostra,
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nesse caso o extrato de bagago de uva, de proteger um
substrato lipidico da oxidagdo. O método esta fundamentado em
medidas espectrofotométricas da descoloracao (oxidagao) do B-
caroteno induzida pelos produtos de degradag&o oxidativa do
&cido linoléico (KATALINIC et al., 2010; DUARTE-ALMEIDA et
al., 2006).

Pela metodologia utilizada, descrita por Matthdus (2002), o
sistema formado por B-caroteno e &cido linoléico é induzido a
uma rapida descoloracdo na auséncia de um composto
antioxidante. O radical livre é formado pelo acido linoléico e por
um atomo de hidrogénio, retirado de um dos grupos metila, da
molécula de B-caroteno. A taxa de descoloracdo da solugcéo de
B-caroteno é determinada pela medida entre a diferenga da
leitura espectrofotométrica inicial a 470 nm e apés 120 minutos.

Inicialmente sédo preparadas duas emulsdes, uma com
adicao de B-caroteno e outra sem (branco). Para a emulsao de B-
caroteno, em um baldo de 250 mL, foram medidos 40 g de acido
linoléico, 400 mg de Tween-20 e 3,34 mg de B-caroteno. A este
baldo adicionou-se 1 mL de cloroférmio e agitou-se bem até a
completa solubilizagdo das particulas de B-caroteno. O
cloroférmio foi entdo removido em evaporador rotativo (Fisatom,
Mod. 550 e 802, Sao Paulo/SP, Brasil) com arrefecimento
(MQBTZ99-20, Microquimica Ind. Com. e Repr. Litda,
Palhoga/SC, Brasil) e controle de vacuo (NT 613, Nova Técnica
Piracicaba/SP, Brasil) a 40 °C. Logo apdés foram adicionados 100
mL de agua destilada na mistura, agitando vigorosamente para
formar uma solucdo estavel. A emulsédo de branco foi preparada
com 40 mg de &cido linoléico, 400 mg de Tween-20 e 100 mL de
agua destilada, e também agitada vigorosamente. As duas
emulsdes foram mantidas refrigeradas e ao abrigo da luz até a
realizacdo das analises.

Um aliquota de 5 mL da solugdo de B-caroteno foi
adicionada a 200 pL do extrato, sendo que cada um dos extratos
a ser testado foi diluido em etanol P.A. na concentragao final de
1667 mg/L. Imediatamente, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro (85001IlUV/ VIS, Techcomp Ltda., Kowloon,
Hong Kong) em comprimento de onda de 470 nm com
respectivas solugbes de branco, constituidas de 5 mL de
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emulsdo de branco e 200 pL do extrato. Os tubos foram
imediatamente imersos em banho termostatizado (Biomatic
Aparelhos Cientificos Ltda., Porto Alegre/RS, Brasil) a 50 °C
durante 2 horas de reagao, realizando-se leituras nos tempos 0,
15, 30, 60 e 120 minutos. Em paralelo, foi realizado também o
controle do teste, em que a amostra foi substituida por etanol. Os
resultados de atividade antioxidante (% AA) foram calculados
pela Equagao 9 e expressos como média + desvio padrao.

AA% = 1-— H WAL Sy 00 — A DS ) .lCIE]l- Eq. 9

A05conrpis12n — A5 ontrolsid j

4.4.4 Avaliagao da atividade antimicrobiana

4.4.4.1 Difusao em gel

A atividade antimicrobiana dos extratos de bagaco de uva
foi avaliada para as bactérias Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC
11778 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. As trés
primeiras espécies foram selecionadas por serem causadoras de
doencas transmitidas por alimentos (chamadas DTAs) de
ocorréncia frequente. Ainda, E. coli e P. aeruginosa por serem
microrganismos geralmente multirresistentes aos antimicrobianos
(VIEIRA, 2005).

No método de difusdo em gel, uma suspensao bacteriana
de cada espécie contendo 10® UFC/mL foi semeada na superficie
do agar de Mueller-Hinton com auxilio de swab estéril. Em
triplicata, foram aplicados diretamente em orificios de 7 mm de
didmetro feitos no agar (4 furos em cada placa de Petri feitos
com auxilio de um furador de aco estéril) 50 pL de uma
suspenséao, contendo 1 mg de cada extrato, preparada a uma
concentragao de 20 mg/mL de DMSO (dimetilsulféxido) a 10 %,
por este nao oferecer nenhuma inibicdo aos microrganismos
testados. Os sistemas foram incubados por 24 horas a 36 °C, em
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estufa bacteriolégica e em condicoes aerdbicas. Apds a
incubacdo, as placas foram observadas quanto a
homogeneidade do crescimento bacteriano e, nos casos em que
foi verificada inibicdo do crescimento, o didmetro do halo foi
medido em milimetros, sendo que halos com tamanho acima de
9 mm s&o considerados resultados positivos (VALGAS et al.,
2007; SMANIA et al., 1995, MICHIELIN et al., 2009).

4.4.4.2. Determinacao da concentracéo inibitéria minima

Para os extratos de bagaco de uva que apresentaram halo
de inibicdo ao serem submetidos ao método de difusdo em agar,
foi determinada também a concentracdo inibitéria minima (CMI)
pelo método de microdiluicdo em caldo, conforme a metodologia
descrita por Avila et al. (2008). Inicialmente, preparou-se
solugdes com 20 mg de cada extrato suspensos em 1 mL de
DMSO a 10 9% (previamente esterilizado em autoclave).
Posteriormente, estas foram diluidas no mesmo solvente,
obtendo-se concentracdes finais dos extratos entre 2.000 e 3,90
pg/mL. Essas diluicdes foram distribuidas (10 pL), em orificios
distintos de uma placa de microdiluicao de 96 pocos. Em cada
orificio-teste ainda foi adicionado 85 uL de caldo de Mdieller-
Hinton. Uma soluc¢do contendo apenas meio de cultura e DMSO,
sem a adicdo dos extratos, foi usada como controle de
crescimento e esterilidade. Nos orificios-teste e de controle de
crescimento foram adicionados 5 ul de in6culo bacteriano, que
consiste em uma suspensdo contendo aproximadamente 107
UFC/mL de cada espécie mencionada no item anterior. Os
experimentos foram realizados em duplicata e as placas foram
incubadas por 24 horas a 36 °C. A leitura dos experimentos foi
realizada através da densidade otica (DO), com uso de leitora de
microplacas (modelo CLX800-BioTek Instrumentos, Inc.) e nos
casos em que a turvacao e ou a coloracao do extrato interferiram
na leitura da DO, foi utilizada uma solugdo reveladora de
crescimento bacteriano (2-(4-iodophenyl)-3- (4-nitrophenyl)-5-
phenyltrazolium-chloride). A CMI foi considerada a menor
concentragdo do extrato que inibiu o crescimento bacteriano
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sendo o resultado expresso pela média dos dois resultados
(ng/ml).

4.4.5 Determinacao da composicao quimica dos extratos

O perfil quimico dos extratos de bagaco de uva foi
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (RF-HPLC) (Shimadzu LC-10, Kyoto, Japan), usando
uma coluna C18 Shim-pack (com diametro interno de 4.6 mm e
comprimento de 250 mm) e um detector ultravioleta visivel
(Shimadzu SPD 10A, 280 nm). Para a determinacdo da
composicao de fendlicos, diluiu-se uma quantidade conhecida de
extrato em 1 mL de acetato de etila, e uma aliquota de 10 uL
dessa solugao foi injetada na coluna de HPLC termostatizada a
40 °C, com detecgdo ultravioleta em comprimento de onda de
280 nm. Foi utilizada a fase mdvel isocratica composta de
agua/acido acético/n-butanol (350:1:10, v/v/v) escoando com
vazdo de 0,8 mL/min. A determinacdo quantitativa foi baseada
no método do padrao externo por comparagdo com o tempo de
retencdo de padrdes de compostos fendlicos puros. Obteve-se a
curva padrao de calibracao através de um grafico de area do pico
versus diferentes concentragdes de acido galico (y = 33,5x). Para
todas as amostras, a concentragao final dos compostos foi
determinada pela média dos resultados de trés injecdes
consecutivas (MORAIS et al., 2009).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados de rendimento, teor de fendlicos e de
atividade antioxidante obtidos para os diferentes extratos de
bagaco de uva foram avaliados através de analise de variancia
(ANOVA) ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05), com o
auxilio do software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., USA). O plano de
experimentos de ESC com CO, puro foi organizado com duas
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variaveis, temperatura (T) e pressao (P), nos niveis 50 € 60 C e
150, 200, 250 e 300 bar, com uma replicacdo. Realizou-se a
ANOVA dos rendimentos de extragdo supercritica com diferentes
concentragdes de co-solvente considerando estes como
experimentos de fator Unico (fracdo massica de co-solvente) com
uma replicagdo. Para os rendimentos obtidos através das
extragdes a baixa pressao a ANOVA foi realizada considerando o
tipo de extragdo como fator Unico. Se, segundo a ANOVA, existe
diferenca significativa ao nivel de 5 % de significancia (p < 0,05)
entre as médias dos tratamentos (tipo ou condicdo de extracao)
pode-se dar continuidade a analise aplicando o teste de Tukey o
qual avalia as diferencas entre os pares de tratamentos. Sendo
assim, o teste de Tukey foi aplicado para verificar quais
tratamentos diferem entre si, através da avaliacdo de pares das
médias dos resultados obtidos (MONTGOMERY, 2005).

4.6 RESUMO DOS ENSAIOS

O Quadro 1 apresenta o resumo dos ensaios realizados
para obtencdo e avaliacdo dos extratos de bagaco de uva e
comparagao com o BHT, um antioxidante comercial.
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Quadro 1 - Resumo dos ensaios realizados.

Condigées de extracdo Uva | X, | Modelagem | ypr | pppy B- ADM | CMI | HPLC
matematica caroteno

Extracdo Soxhlet
Sox-EtOH S,};,CZZ X X X X X X X
Sox-EtOH Syrah X X X X X X X
Sox-EtOAc Syrah X X X
Sox-HX Syrah X X X X X X
Sox-EtOH Merlot X X X X X X X
Sox-EtOAc Merlot X X X
Sox-HX Merlot X X X X X X
Extracdo com ultrassom
UE-EtOH Syrah X X X X X X X
UE-EtOAc Syrah X X X
UE-HX Syrah X X X X X X
UE-H»0 Syrah X X X X X X
UE-EtOH Merlot X X X X X X X
UE-EtOAc Merlot X X X
UE-HX Merlot X X X X X X
UE-H»20 Merlot X X X X X X
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Extracdo Supercritica — Cinética e Modelagem Matematica [T(°C)/P(bar)/QCO:(g/min)]
50/150/13 * 2g/min | Merot | | X |
Extracdo Supercritica — Determinacao de rendimento [T(°C)/P(bar)/solvente]
Syrah

40/200/CO, m{". | X X X
40/200/CO2 Syrah X X X
50/150/CO2 Merlot X X X X X X X
50/200/CO Merlot X X X X X X X
50/250/CO Merlot X X X X X X X
50/300/CO2 Merlot X X X X X X X
60/150/CO> Merlot X X X X X X X
60/200/CO2 Merlot X X X X X X X
60/250/CO> Merlot X X X X X X X
60/300/CO> Merlot X X X X X X X
60/250/CO» Syrah X X X X X X X
60/250/CO> SC abgrnet X X X X X X X

auvignon
60/250/CO, + 12,5 % EtOH Merlot X X X X X X X
60/250/CO2 + 15,0 % EtOH Merlot X X X X X X X
60/250/CO2 + 17,5 % EtOH Merlot X X X X X X X
Antioxidante Comercial
BHT | X X X
Analise Estatistica X X X X

EtOH: etanol; EtOAc: acetato de etila; Hx: hexano; H,O: agua; BHT: butilhidroxitolueno.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TESTES PRELIMINARIES

A agua, presente naturalmente em uma amostra submetida
a extragdo com CO, supercritico, pode melhorar o desempenho
da extragdo abrindo os poros da matriz e aumentando a
polaridade do fluido o que permite a solubilizagdo de compostos
relativamente polares. Porém, como apenas 0,3 %,
aproximadamente, dessa agua é soluvel no CO, supercritico, um
elevado teor de umidade da matéria-prima geralmente provoca
um menor rendimento de extracdo, comparando com amostras
secas do mesmo produto, pois a 4gua da amostra, em excesso,
agiria como um solvente para algumas substancias competindo
com o CO, supercritico e diminuindo a recuperagao do extrato
(POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007). Além disso, a
umidade pode ocasionar também compactacdo do leito de
extragdo supercritica, formagdo de caminhos preferenciais no
fluxo do solvente ou ainda entupimentos por formacao de gelo
(CASAS, 2007). Por isso foi necessario verificar se o bagacgo de
uva apresentava ou nao esse comportamento. Assim,
inicialmente, realizaram-se testes preliminares com a amostra
Umida e amostra seca para a definicao das condicbes de
operagdo adequadas para a obtengdo do extrato de bagago de
uva com CO., supercritico.

Para estes experimentos, empregou-se a matéria-prima
referente a vindima de 2008 da variedade Syrah submetida a
extragdo Soxhlet padrdo (conforme as demais amostras,
posteriormente) e a extracdo com CO, supercritico a 200 bar, 40
°C e vazao de CO, de 8 + 2 g/min, durante 5 h. O rendimento
obtido com a utilizagdo da amostra seca para a extracdo com
CO, supercritico foi quase 5 vezes maior do que com a amostra
umida (5,6 % contra 1,2 %), enquanto que para extragao Soxhlet
o0 rendimento da amostra seca foi o dobro do obtido com a
amostra umida (Tabela 10), ambos diferentes estatisticamente
entre si. A partir desses resultados, selecionou-se a amostra
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submetida a secagem em estufa (conforme descrito no item
4.1.2) para os procedimentos de extragcao posteriores.

A secagem do bagaco com altas temperaturas pode
causar uma reducgao significativa no teor de fendlicos extraivel e,
consequentemente, na atividade antioxidante (LARRAURI et al.,
1996). Por isso, os testes de secagem foram realizados com uma
Unica temperatura, 32 °C (a menor possivel de ser controlada no
equipamento), variando apenas o tempo. Escolheu-se trabalhar
com um teor de umidade final em torno de 10 %, devido a
facilidade de manuseio e também para efeito de comparagao dos
resultados com o estudo de Campos (2005). A Tabela 7
apresenta os parametros de secagem (tempo e temperatura) e
os valores de teor de umidade e substancias volateis das
matérias-primas in natura e ap0s secagem.

Tabela 7 - Dados de umidade do bagaco e condi¢cGes de secagem.

. Umidade
Uir:i'g; <I1e Temperatura slgamgpe?n apos

(% BU) secagem (°C) (h) secagem

° (% BU)

Syrah 56 £ 2 32 20 10,1£0,3

Merlot 64 1 32 21,5 101
Cabernet

Sauvignon 64 1 32 21,5 15+1

5.2 CARACTERIZAGAO DO LEITO DE PARTICULAS

7

A caracterizacdo da matéria-prima é de primordial
importancia para os estudos cinéticos e para a avaliagao das
taxas de transferéncia de massa do processo de extragao de
6leo de bagaco de uva com CO, supercritico, através da
modelagem matematica.

Apds definida a condicdo de umidade da matéria-prima,
realizou-se a determinacdo do didmetro médio de particula da



Resultados e Discussdo 107

fracdo do bagago seco triturado, compreendida entre as peneiras
-20/+32 mesh, por ser a fragdo com o maior rendimento no
peneiramento da amostra. O didmetro médio de particula foi
calculado de acordo com as Equagbes 2 e 3, resultando em 0,68
mm. A matriz sélida foi avaliada visualmente ap6s a extracao
com fluido supercritico, onde se observou a compactagao
adequada e coloragdo homogénea tanto na diregao radial quanto
na diregdo longitudinal, indicando que nao houve formacao de
caminhos preferenciais na passagem do CO; através do leito de
extracdo (MARTINEZ, 2005).

Nos experimentos de rendimento global, utilizou-se,
aproximadamente, 25 g de amostra para a formacdo do leito.
Esta quantidade de amostra foi escolhida com intuito de se obter
quantidade de extrato suficiente para a posterior realizagdo das
analises de qualidade do extrato e para formar um leito de
particulas com altura de, pelo menos, o dobro do didmetro do
extrator, a fim de se desprezar a dispersao axial no leito durante
a extracdo na modelagem matematica. O volume ocupado pela
massa de matéria-prima no extrator foi calculado através da
altura preenchida pelas particulas de soélidas dentro do leito,
sendo esta altura igual a 12,45 + 0,05 cm para a variedade Syrah
e 12,2 + 0,3 cm para a variedade Merlot e, consequentemente, o
volume ocupado igual a 39,6 + 0,2 cm® e 38,8 + 0,9 cm®,
respectivamente. O restante do volume do leito foi preenchido
com esferas de vidro separadas da matéria-prima pela adi¢cao de
algodao, para evitar sua mistura e mantendo constante a altura
do leito durante a extragao.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos para o
didmetro médio de particula, calculado de acordo com as
Equacdes 2 e 3; a densidade aparente e real do sdlido,
determinadas de acordo com o item 4.2.3.3; e a porosidade do
leito, calculada conforme a Equagéo 5.
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Tabela 8 - Caracterizacao da particula e do leito de particulas
formado para a extracao supercritica.

Diametro Densidade Densidade Porosidade
médio de aparente real do leito (g)
particula pa(g/cm®) pr (g/cm®)
(mm)
0,6335 + 0,681 *
Syrah 0,68 00003 0,007 0,07
0,716 %
Merlot 0,68 0,64 +0,09 0,002 0,1

5.3 CINETICA DA EXTRACAO COM FLUIDO SUPERCRITICO

A cinética de extracdo da variedade Merlot foi realizada
preliminarmente e utilizada como base para a definicdo do tempo
de extragdo e da vazdo de solvente a serem utilizados
posteriormente nos experimentos de rendimento. Para isso
empregou-se uma condicdo de pressdo e temperatura baixas,
150 bar e 50 °C, e duas vazdes de CO, (8 e 13 £ 2 g/min).

A maior vazao proporcionou maior rendimento de extrato
(4,67 % contra 3,42 % com a menor vaz&o) indicando que uma
maior quantidade de solvente é necesséria para se obter uma
cinética de transferéncia de massa favoravel, como geralmente é
0 caso em um processo semi-continuo (PEREIRA et al., 2004).
Ou seja, a maior vazao promove maior disponibilidade de
solvente no extrator por unidade de tempo, 0 que proporciona um
maior gradiente de concentracdo entre o sélido e o solvente,
ocasionando uma maior taxa de transferéncia de massa. Isso
acontece pela diminuicdo da resisténcia a transferéncia de
massa como resultado do aumento da convecgao, causado pela
nao saturagao do CO, pelo soluto (MICHIELIN, 2009).

Além disso, na menor condicdo de vazao ocorreu variacao
da vazao, em alguns momentos, causada por entupimentos na
linha de solvente ap6s o extrator, como se a vazao nao fosse
suficiente para carregar o extrato. Isso pode ser observado na
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Figura 15, nos pontos de 60 e 220 minutos que foram precedidos
por entupimentos causando picos de vazao e, com isso, uma
variagdo no comportamento da curva. Sendo assim, a vazao de
13 £ 2 g/min, cuja curva de extragdo é apresentada pela Figura
16, foi selecionada para dar continuidade aos experimentos de
determinag&o do rendimento global de extragéo e para o estudo
da modelagem matematica.

0,70 4
0,60 4 .
0,50 4
0,40 4 .
0,30 4 .

0,20 o

massa de extrato acumulada (g)
+*

010 4

0,00 T T T T T T ]
0 50 100 150 200 250 300 350 400

tempe (min)
Figura 15 - Curva experimental de extracdo com fluido supercritico de
6leo de bagaco de uva Merlot a 150 bar, 50 °C e 8 + 2 g/min de CO,.

Para a determinacao do rendimento global de extragao (Xo)
com fluido supercritico é necessario fixar um tempo de extragao
para verificar a influéncia das condigbes de temperatura e
pressdo empregadas. Esse tempo € definido com base nas
etapas da curva de extragcao, conforme descrito no item 3.4.3.1.
Para a determinacdo de Xo, que representa o conteldo tedrico
de soluto extraivel, o tempo de extracdo deve assegurar que a
etapa de extracdo quase nula seja alcangcada (FERREIRA e
MEIRELES, 2002).
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CER: etapa de taxa constante de extragcdo; FER: etapa de taxa de
extragao decrescente; DCP: etapa difusional.

Figura 16 - Curva experimental de extragdo com fluido supercritico de
6leo de bagago de uva Merlot a 150 bar, 50 °C e 13 £ 2 g/min de COs,.

Através de regressao linear dos dados obtidos na curva de
extracdo chega-se aos parametros cinéticos fcer (tempo de
duracéo da etapa CER) e Mger (taxa de extracao da etapa CER),
apresentados na Tabela 9, e Ycer (concentragdo de soluto na
fase solvente na etapa CER). Pela analise do comportamento da
curva de extracédo do soluto com o tempo, apresentada na Figura
16, pode-se observar que o periodo CER ocorre entre 0 e 110
minutos, o periodo FER estd compreendido entre 110 e 200
minutos e a etapa controlada pela difusdo inicia-se apés 200
minutos. A partir disso, estabeleceu-se que um tempo de
extracdo de 4 horas garante que a etapa difusiva seja alcangada,
sendo este tempo fixado para todos os experimentos de
determinacdo de X, devido a extragdo da maior parte de soluto
disponivel. Neste experimento, em 4 horas de extragédo ja havia
sido alcangado 94,2 % do rendimento total obtido ao final dos
280 min. Esse tempo e vazdo de solvente implicam em um
consumo de 3,2 kg de CO,. O Apéndice | apresenta os dados
experimentais de massa acumulada de extrato em funcdo do
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tempo para a curva de extracdo com fluido supercritico de
bagaco de uva Merlot a 150 bar e 50 °C para vazao de CO, de
13 £2 g/min.

Tabela 9 - Parametros cinéticos da extracao com fluido supercritico
do bagaco de uva Merlot realizada a 150 bar, 50 2C e 13 £ 2 g/min de

CO..
Parametro Etapa extracao
CER FER DCP
t (min) 0-110 110 - 200 > 200
m (g) 0,7036 0,1462 0,0800
Xo (%) 3,53 0,07 0,4
M (g/min) 0,0064 0,0016 0,001

Y 4,81x10™ - -

t: duragdo da etapa de extragao; m: massa de extrato aproximada; Xg:
rendimento da etapa; M: taxa de extragdo; Y: concentragéo de soluto na
fase solvente; CER: etapa de extracdo constante; FER: etapa de
extragao decrescente; DCP: etapa difusional.

5.4 DETERMINAGAO DO RENDIMENTO GLOBAL

O rendimento global da extracdo (X,) é definido como a
fracdo de compostos presente na matriz sélida passivel de ser
extraida pelo solvente em condigbes de extracdo pré-
estabelecidas (SILVA, 2004). Os rendimentos dos extratos de
bagaco de uva das variedades Merlot e Syrah obtidos através
das técnicas de extragdo a baixa pressdo com diferentes
solventes estdo apresentados na Tabela 10, assim como o indice
de polaridade desses solventes.
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Tabela 10 - Valores de rendimento global (X,) obtidos para as
extracoes a baixa pressao de bagaco de uvas Merlot e Syrah com
diferentes solventes e respectivos indices de polaridade.

Método de , Xo (%)@
Solvente Polaridade"
extracao Merlot Syrah
etanglnﬁg?stra 52 ) 71+ O’Se,f
a ab
Soxhlet etanol 5,2 14,6 £0,2 14 +1
hexano 0 10 +1%¢ 10 + 1°¢
acetato de etila 4,4 12,3+0,3**° 10,4 +0,2°¢
etanol 5,2 5,97 +0,049  91+0,6°°
hexano 0 3,4+0,19 41+0,19
Ultrassom ]
acetato de etila 4.4 4,70 +0,06"° 41+0,3°
agua 9,0 9,1+ 0,1%° 12+ 1°°

™ indice de polaridade do solvente (BYERS, 2003).
@ Letras iguais indicam que n&o ha diferenca significativa (p < 0,05).

Conforme apresentado na Tabela 10, o melhor rendimento
foi alcangcado com a extracdo Soxhlet do bagaco da variedade
Merlot (14,6 + 0,2), mas bastante préximo ao obtido, com o
mesmo método, para a variedade Syrah (14 = 1). O maior
rendimento das extragdes ultrassdnicas foi utilizando agua como
solvente, para ambas as variedades, porém, neste caso,
havendo diferenga significativa entre as variedades. Os menores
rendimentos foram obtidos pela maceragao com ultrassom e com
o0 solvente de menor polaridade, o hexano. Apesar de a
polaridade do acetato de etila ser mais préxima da do etanol, os
resultados de rendimento daquele solvente foram mais préximos
dos resultados das extragbes com hexano (apolar). Isso, aliado
ao fato de a extracdo ultrassdnica com agua (solvente utilizado
com maior polaridade) apresentar melhor resultado, pode indicar
uma alta polaridade dos compostos presentes no bagaco de uva.

Comparando as duas técnicas de extragcdo, para um
mesmo solvente, a Soxhlet apresenta maiores rendimentos que a
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ultrassOnica. Na extragdo Soxhlet, realizada na temperatura de
ebulicdo do solvente, a tenséo superficial e a viscosidade do
solvente sdo reduzidas quando comparadas a exiragbes em
temperatura inferior, como é 0 caso da maceragdo com
ultrassom. Assim, com uma maior temperatura de processo, 0
solvente pode alcangar os espagos da matriz que contém solutos
com maior facilidade, solubilizando uma maior quantidade e
diferentes tipos de solutos (MARKOM et al., 2007). Assim, o alto
rendimento dessas extracbes pode estar relacionado com a
possivel solubilizacdo de outras substancias, como agucares e
pectinas, além dos compostos fendlicos que sdao o foco deste
estudo.

Ao se analisar a influéncia da polaridade dos solventes, o
extrato de bagacgo de uva apresentou rendimentos mais elevados
com solventes de maiores indices de polaridade como o acetato
de etila, etanol e 4gua, em ordem crescente, sugerindo que os
compostos presentes na matriz vegetal apresentam polaridade
intermediaria a alta. Em contrapartida, as extracbes com
solventes de baixa polaridade, como hexano e CO, (Tabela 11),
apresentaram o0s menores rendimentos, sugerindo menor
concentragdo de compostos apolares presentes na matriz
vegetal do bagaco de uva.

Os rendimentos obtidos com as extragbes Soxhlet para os
bagacos de Merlot e Syrah apresentados na Tabela 10 sao
levemente superiores aos obtidos por Campos (2005) para o
bagaco de Cabernet Sauvignon com hexano (5,64 %), acetato de
etila (8,9 %) e etanol (13,20 %). Essa diferenga provavelmente se
deve ao menor tempo de extracdo utilizado pelo autor, uma vez
que o0 pré-tratamento aplicado nas matérias-primas € o
procedimento de extragdo sdo semelhantes.

Jayaprakasha et al. (2001) apresentaram um rendimento
de 4,5 % para a extragdo Soxhlet com acetato de etila de
semente desengordurada de uva Bangalore. Esse resultado é
muito inferior aos obtidos neste estudo com 0os mesmos métodos
e solvente para as variedades Merlot (12,3 %) e Syrah (10,4 %).
Apesar de serem variedades diferentes, e de este estudo
englobar o bagaco como um todo, ndo apenas sementes, a
justificativa mais provavel para essa diferenca dos resultados
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estd no pré-tratamento aplicado as matérias-primas. Parte do
rendimento obtido no presente estudo com o acetato de etila é
devido a extragdo de acidos graxos, enquanto que no resultado
apresentado por Jayaprakasha et al. (2001) ndo esta inclusa
essa fracao lipidica, uma vez que os autores utilizaram sementes
previamente desengorduradas por uma extracdo Soxhlet com
hexano, mas ndo mencionaram o rendimento dessa primeira
etapa.

Para a extragdo com fluido supercritico, a avaliacdo dos
resultados de X,, obtidos para as diferentes condicbes de
temperatura e pressao, indica o efeito do poder de solubilizagcao
do solvente sobre o rendimento do processo (SILVA, 2004).
Decidiu-se, entao, utilizar temperaturas um pouco mais elevadas,
50 e 60 °C, para estes experimentos de determinacdo do
rendimento global, com intuito de facilitar a extragdo de
compostos fendlicos, uma vez que o esperado é o poder
solvatante do CO, aumentar com a temperatura. Os
experimentos foram realizados com uma vazédo de solvente de
13 £ 2 g/min por um tempo total de extracdo de 4 horas e
pressdes de 150, 200, 250 e 300 bar. Os resultados de X, para o
bagaco da uva Merlot sdo apresentados na Tabela 11, com os
valores de T, P e densidade de solvente correspondente, obtida
de acordo Angus et al. (1976).

Tabela 11 - Resultados de rendimento global (X,) obtidos para a
ESC de bagaco de uva Merlot com vazao de CO, de 13 £2 g/min e
valores de densidade do CO, para cada condicao.

P 50°C 60°C
e e COLT o P CO: ¥ Xo (%)
(g/cm’) (g/cm’)
150 0,701 4,0 +£0,6*° 0,606 3,7+0,3
200 0,785 4,1+0,3*° 0,724 4,35 +0,05%°
250 0,835 4,7 +0,12° 0,787 4,9 +0,1%°
300 0,871 5,0 +0,2%° 0,830 5,2 +0,6°

U ANGUS et al., 1976.
@ Letras iguais indicam que n&o ha diferenca significativa (p < 0,05).
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O poder de solubilizagao do CO, supercritico depende da
sua densidade. Pelos dados da Tabela 11, pode-se observar o
efeito das condigbes de operagao na densidade do CO,, que
aumenta com o incremento da pressao a temperatura constante
e diminui com a elevagao da temperatura a pressao constante.

Conforme apresentado na Tabela 11, o maior rendimento
(Xo %) é obtido para a condi¢cdo de 300 bar e 60 °C, 5,2 + 0,6 %.
Cao e Ito (2003) encontraram resultado semelhante (5,1 %) com
a extracdo de semente de uva a 300 bar, 40 °C e fragdo de
particulas entre 20 e 40 mesh, mesmo com uma vazado de CO,
bastante inferior (0,4 mL/min); isso porque as sementes sao ricas
em 6leo e a fragdo lipidica é mais soluvel em CO,, aumentando o
rendimento. Em estudo de Campos (2005) com bagaco de
Cabernet Sauvignon, o maior resultado foi 4,2 %, também obtido
a 300 bar e 60 °C. Esse resultado, ligeiramente menor que o do
presente estudo para o bagacgo da uva Merlot, pode ser explicado
pela menor vazdo de CO, (3,33 g/min) utilizada pelo autor ou
ainda pela variedade da uva, uma vez que no presente estudo o
bagaco da uva Cabernet Sauvignon também apresentou
resultado um pouco inferior as demais variedades (Tabela 13).

Para ambas as temperaturas, maiores valores de
rendimento sdo obtidos com pressdes mais elevadas, indicando
uma maior solubilizacdo do soluto devido ao aumento da
densidade do solvente. Além disso, um aumento na pressao de
operacao pode provocar a ruptura de algumas células da matriz
vegetal, expondo parte do soluto que antes ndo estava disponivel
e, consequentemente, aumentar a transferéncia de massa
(CAMPQS, 2005). Fiori (2007) apresentou rendimentos de até 8
% para a extragao supercritica de semente de uva com pressdes
de 350 a 550 bar.

Pelo teste de Tukey, apenas os resultados dos
experimentos a 150 bar/60 °C e 300 bar/60 °C diferem
significativamente, indicando que, nas condi¢cdes estudadas, ha
maior influéncia da pressdo na extragcdo supercritica do 6leo
bagaco de uva. Para afirmar qual o real efeito da temperatura
(T), da pressao (P) e da interacao entre essas vaviaveis (P x T)
no rendimento global, é necessario que os periodos antes e apds
a inversao das isotermas de rendimento (conforme apresentado
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na Figura 17 e discutido a seguir) sejam analisados
separadamente. Como nao ha dados suficientes abaixo da
inversdo para a realizagdo da ANOVA, procedeu-se essa andlise
estatistica apenas acima do ponto de inversdo. Assim, de acordo
com a ANOVA apresentada na Tabela 12, realizada para
avaliacao dos efeitos das condigdes de operagéo entre 200 e 300
bar, apenas pressao (p= 0,01714) apresentou efeito significativo
sobre o valor de X, do bagaco de uva Merlot ao nivel de 5 % de
significancia.

Tabela 12 - ANOVA para a avalia¢ao dos efeitos da temperatura (T),
de 50 2C a 60 °C, e pressao (P), de 200 bar a 300 bar, sobre o
rendimento da ESC de bagaco de uva Merlot.

Efeito sQ® GL @ F® p®
P (bar) 1,5510 2 8,636 0,01714
T (°C) 0,1323 1 1,473 0,27044
Interacao P x T 0,0052 2 0,029 0,97186
Erro 0,5388 6

' Soma dos Quadrados; ® Graus de liberdade; © Valor F
(estatistica do teste); “ Probabilidade.

A Figura 17 apresenta as isotermas de rendimento do
extrato de bagago de uva da variedade Merlot em CO,
supercritico como funcdo da pressao de operacdo, de acordo
com os dados da Tabela 11, para as temperaturas de 50 e 60 °C,
onde se pode perceber uma inversdo das isotermas na regido
entre 175 e 180 bar.
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Figura 17 - Comportamento das isotermas de rendimento com a
pressao de extragao para a ESC do bagago de uva Merlot.

A solubilidade dos compostos no fluido supercritico é
afetada pela pressao e temperatura de operagéo. A solubilidade
aumenta com a pressdo de operacdo a uma temperatura
constante, devido ao aumento da densidade do solvente. Porém,
o efeito da temperatura é mais complexo, ocorrendo o fenébmeno
de inversao das isotermas de rendimento, devido a influéncia da
pressdo de vapor do soluto e da densidade do solvente na
solubilidade do soluto no fluido supercritico. Ou seja, o efeito da
temperatura a uma pressdao constante, é devido a dois
mecanismos: um aumento na temperatura do processo aumenta
a solubilidade devido ao efeito da pressdo do vapor do soluto e,
reduz a solubilidade devido a diminuicdo da densidade solvente.
Esses efeitos opostos resultam na inversdo das isotermas de
rendimento, conforme observado na Figura 17. Este
comportamento ocorre nas proximidades do ponto critico, em
que pequenas alteracbes de temperatura e/ou pressdo sao
acompanhadas por grandes varia¢des de densidade do solvente.
Em pressdes mais elevadas, o efeito dominante passa a ser a
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pressao de vapor do soluto (CAMPQOS, 2005; MICHIELIN et al.,
2005, REVERCHON e DE MARCO, 2006; CASAS et al., 2007).

Na literatura sdo encontrados varios estudos que relatam
esse comportamento (CASAS et al., 2007; KITZBERGER et al.,
2009; MEZZOMO et al., 2010; MICHIELIN et al., 2009), porém
em diferentes faixas de pressdao, o que é explicado pelas
diferencas nas matrizes vegetais utilizadas. A faixa de inverséao é
determinada pela composicdo dos extratos, ou seja, pela
influéncia dos grupos funcionais e estrutura dos acidos graxos
presentes no soluto sobre a pressdo de vapor dos diferentes
extratos e, portanto, na solubilidade destes no solvente
supercritico (MEZZOMO et al., 2010). No estudo de Campos
(2005) com extracao supercritica de bagaco de uva Cabernet
Sauvignon, as isotermas de rendimento a 50 e 60 °C
apresentaram o mesmo comportamento encontrado neste estudo
com inversdo das isotermas a 190 bar, aproximadamente,
semelhante a encontrada neste estudo para Merlot, entre 175 e
180 bar.

Houve certa dificuldade em manter e controlar a pressao
do equipamento a 300 bar. Assim, como ndo houve diferenga
significativa com relagdo ao experimento a 250 bar, decidiu-se
empregar essa pressdo e a temperatura de 60 °C para as
extragdes com o bagacgo das uvas Syrah e Cabernet Sauvignon e
comparagdo dos resultados de rendimento e qualidade dos
extratos. A Tabela 13 apresenta os rendimentos referentes a
extragdo com CO, supercritico puro do bagago de cada
variedade a 250 bar e 60 °C.

Tabela 13 - Valores de rendimento global (X,) da ESC do bagaco
das uvas Merlot, Syrah e Cabernet Sauvignon a 250 bar, 60 2C e
vazao de CO, de 13 £ 2 g/min.

Variedade uva Xo (%)™
Merlot 4,9+0,1°
Syrah 5,7 +0,4%
Cabernet Sauvignon 4,7 £0,0°

™ Letras iguais indicam que nao ha diferenca
significativa (p < 0,05).
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De um modo geral, ndo hé diferenca significativa entre os
rendimentos obtidos para as trés variedades de uva, com
excecgao das extragdes ultrassbnicas com etanol e agua (Tabela
10). Beveridge et al. (2005) obtiveram melhores rendimentos,
10,5 %, 10,8 % e 13,6 %, para a extragdo supercritica de
sementes de uvas Merlot, Syrah e Cabernet Sauvignon,
respectivamente. Porém, esses valores superiores relatados
pelos autores podem ser explicados pelo fato de a matéria-prima
ser composta somente por sementes (sem incluir cascas), que é
a parte mais oleosa da uva, ou ainda, pelas condi¢cbes de
extracao aplicadas, principalmente pressao (370 bar) e vazao de
solvente (60 g/min) maiores.

O desempenho da extragao supercritica se assemelha ao
da extracao ultrass6nica com solventes de baixa polaridade, ndo
diferindo significativamente. Porém, com a aplicacdo de
solventes polares quase todos os experimentos com ultrassom
proporcionam melhores resultados que os obtidos pela extracéo
supercritica. Essa similaridade entre resultados de extracbes
supercritica e ultrassOnica também foi relatada por Palma e
Taylor (1999b). Os rendimentos da extracdo Soxhlet, com todos
os solventes, sdo muito superiores aos dos experimentos com
CO, supercritico, mas isso pode ser devido a extragdo de
compostos como agucares e pectinas, conforme mencionado
anteriormente.

Como os resultados de rendimento das extragbes a baixa
pressdo com solventes polares foram superiores aos da extragao
supercritica podemos considerar a utilizacdo de um solvente
organico polar como co-solvente na extragao supercritica do 6leo
de bagaco de uva, a fim de melhorar o rendimento global de
6leo, ampliando o espectro de compostos da matriz sélida
solubilizados pelo solvente. O CO,, por ser apolar, extrai
preferencialmente compostos apolares; deste modo, a adigdo de
um co-solvente (CS) com caracteristica polar junto a ESC vai
fazer com que compostos polares, que antes ndo eram extraidos
somente com CO, supercritico passem a ser solubilizados pela
mistura de solventes (CO, + CS), aumentando assim o
rendimento da extracdo. Relatos da literatura apontam a
necessidade de adicdo de co-solvente ao CO, para extrair e/ou



Resultados e Discussdo 120

melhorar o rendimento de extragdo de alguns compostos
fenolicos, como é o caso do resveratrol (TENA et al., 1998;
MURGA et al,, 2000, BERNA et al.,, 2001). Palma e Taylor
(1999a; 1999b) realizaram extragdo supercritica de semente de
uva em duas etapas usando CO, puro e modificado por metanol,
obtendo uma fragdo oleosa na primeira fase e compostos
fendlicos (catequina, epicatequina e acido galico) na segunda.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 10,
0s solventes 4gua e etanol apresentaram os melhores resultados
de rendimento. Esses sdo também os solventes mais
empregados na industria de alimentos por razbes de segurancga
(toxicidade) e disponibilidade, respectivamente (MOURE et al.,
2001). Apesar de a extragdo ultrassGnica com 4&gua ter
apresentado bons rendimentos, suas altas temperatura e
pressao criticas sdo limitantes de sua aplicagdo como co-
solvente supercritico, sendo mais encontrado seu uso em
condi¢oes subcriticas conforme apresentado por Ju e Howard
(2006) e por Monrad et al. (2010) que utilizaram misturas de
etanol e agua em diferentes concentragées como co-solvente
junto ao CO, para a separacao de componentes antioxidantes de
bagaco de uva.

Além de apresentar rendimentos um pouco melhores que a
agua, o uso do etanol como co-solvente ao CO, na ESC facilita
sua eliminacdo do extrato apds a extracdo por evaporagao, por
isso € amplamente relatada na literatura a sua utilizacdo na
tecnologia supercritica (CAMPOS, 2005; CASAS et al., 2007;
MEZZOMO et al.,, 2010; SALGIN, 2007). Silva et al. (2008)
obtiveram um aumento bastante expressivo (até 7 vezes) no
rendimento da extracao de éleo de semente de uva utilizando 10
% de etanol como co-solvente em comparagdo com a extragao
com CO, puro; assim como Pinelo et al. (2007) com a adicao de
8 % de etanol ao CO, supercritico para extragcdo de bagaco de
uva. Cao e Ito (2003) obtiveram um aumento de 4 % no
rendimento da extracdo de 6leo de semente de uva utilizando 10
% de etanol como co-solvente em uma extragdo supercritica de
duas etapas, onde o primeiro estagio foi realizado com CO,
supercritico puro por 3 horas e o segundo com adicao de co-
solvente por 2 horas no mesmo leito. Berna et al. (2001)
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adicionaram etanol como co-solvente ao CO, em concentracoes
de 5 a 15 % para determinar a solubilidade do resveratrol, sendo
esta maior em 7,5 % de etanol.

Assim, com o objetivo de aumentar o rendimento e a
quantidade de compostos no extrato de bagaco de uva obtida
pela ESC, foi selecionado o etanol para ser adicionado ao CO,
como co-solvente. Campos (2005) trabalhou com fragdes
massicas de 10, 15 e 20 % de etanol como co-solvente em
condigdes de extragdo de 150 bar e 40 °C, obtendo melhores
rendimentos com 15 %. No presente trabalho decidiu-se estreitar
esta faixa, a fim de determinar se alguma fracao intermediaria
poderia apresentar melhores resultados. Com isso, pode-se
otimizar a extragdo com 0 minimo consumo de solvente possivel,
ou seja, alcancar um processo sustentavel e com menor custo de
separagado do solvente. Os experimentos foram realizados com
fragcdes massicas de 12,5 %, 15 % e 17,5 % em relagcdo a massa
de CO, empregada, na condi¢cdo de 250 bar, 60 °C e vazao de
CO, de 13 + 2 g/min. A influéncia da utilizacdo do etanol como
co-solvente e de sua concentragdo no rendimento da ESC pode
ser observada nos dados apresentados na Tabela 14 e ilustrados
na Figura 18.

Tabela 14 - Valores de rendimento global (X,) da ESC do extrato de
bagaco de uva Merlot com diferentes fracoes massicas de co-
solvente na condicao de 250 bar, 60 °C e vazao de CO, de 13 £ 2

g/min.
Co-solvente X"
(% etanol) (%)
12,5 10,6 £ 0,6°
15 13,31 £ 0,04°
17,5 11,9 £0,3%°

M L etras iguais indicam que nao ha diferenga
significativa (p < 0,05).
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Como se pode observar na Figura 18, as extragbes
supercriticas de 6leo de bagaco de uva Merlot com adicao de co-
solvente tiveram seus rendimentos aumentados para todas as
fragcdes de etanol testadas em relagdo ao experimento com CO,
puro. Assim como no estudo de Campos (2005), aqui também a
adicdao de 15 % de etanol ao CO, supercritico proporcionou
melhor rendimento, com um aumento de 171 % em relagcdo ao
rendimento obtido para as mesmas condi¢gbes de extracdo com
CO, puro. Isto se deve ao fato do etanol ser um solvente com
caracteristica polar; assim, sua adicdo como co-solvente fez com
que substancias polares passassem a ser solubilizadas pela
mistura CO, supercritico/etanol, aumentando a extracdo desses
compostos polares que ndo eram extraidos pelo CO, supercritico
puro, que é uma substancia apolar. Com isso, aumenta-se o
rendimento, mas reduz-se a seletividade.

14,00

12,00 -
10,00
)
go 8,00 -
6,00 -
4,00
2,00 4
0,00 -~
0

12,5 15 17,5
Concentracio co-solvente (%)
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Figura 18 - Efeito da fragdo de etanol adicionada como co-solvente no
rendimento da ESC de extrato de bagago de uva Merlot.

Pode-se observar na Figura 18 que um aumento na fragao
de etanol de 12,5 % para 15 % melhora o rendimento da ESC
devido a um favorecimento das interagbes soluto/co-solvente o
que leva a uma maior solubilidade dos compostos no solvente
(HOLLENDER et al., 1997). A partir de 15 %, aumentando-se a
fracdo do co-solvente, o rendimento diminui. Esse efeito também
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foi observado por outros pesquisadores como LOPEZ et al.
(2004), na extragao de astaxantina de crustaceos, e Berna et al.
(2001) na determinacdo de solubilidade do resveratrol em
diferentes concentragbes da mistura etanol/CO, supercritico. Isto
ocorre provavelmente porque quando a fracdo de co-solvente
utilizado é muito alta (acima de uma fragdo 6tima determinada
experimentalmente), a extragdo de compostos apolares fica
prejudicada, visto que o etanol é polar e extrai preferencialmente
compostos polares. Ou entdo, provavelmente, porque com a
adicao de 17,5 % de etanol, a mistura de solventes nédo esteja
mais em condicao supercritica (dados expostos na Tabela 5), o
que reduziria seu poder de solubilizacdo. Essa hipotese é
baseada no fato de ter ocorrido condensacdo de etanol na
amostra, que no final da extragdo se encontrava Umida e com
forte cheiro de élcool, fato ndo ocorrido com as amostras
submetidas a extracdo com 12,5 e 15 % de etanol como co-
solvente.

Comparando a extracao supercritica com adicao de etanol
como co-solvente (Tabela 14) e as extragbes a baixa pressao
com o0 mesmo solvente (Tabela 10) para o bagago de uva Merlot,
a primeira técnica apresenta resultado significativamente superior
a maceracado com ultrassom e um pouco inferior ao ensaio com
Soxhlet, mas ndo estatisticamente diferente no caso da adigao
de 15 % de etanol ao CO,. Porém, as vantagens da extracao
supercritica com adicdo de etanol como co-solvente em relagao
ao método convencional Soxhlet é a utilizacdo desse solvente
organico em quantidade muito menor e a temperatura de
processo mais baixa, o que evita a degradacdo de alguns
compostos de interesse (CAMPQOS, 2005).
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5.5 MODELAGEM MATEMATICA

Para a modelagem da curva de exiracdo de 6leo de
bagaco de uva Merlot a 150 bar, 50 °C, e vazdo de CO, de 13
2 g/min foram empregados trés modelos baseados na equagao
de balango de massa diferencial, o modelo de Sovova (1994), o
modelo logistico apresentado por Martinez et al. (2003) e o
modelo de dessorcdo proposto por Tan e Liou (1989); dois
modelos baseados na analogia a transferéncia de calor, o
modelo difusivo de placa apresentado por Gaspar et al. (2003) e
o modelo de difusdo, proposto por Cranck e apresentado por
Reverchon (1997); e ainda o modelo empirico proposto por
Esquivel et al. (1999) baseado na equagcdo da cinética de
crescimento microbiano de Monod.

A modelagem matematica exige o conhecimento de
algumas variaveis de processo. Alguns modelos sio de facil
aplicagao por ser necessério conhecer poucas variaveis para seu
emprego:

a) Crank (1975), massa de soluto inicial (Xo) e raio da
particula sélida;

b) Esquivel et al. (1999), X, e massa de inerte, ou seja, a
massa de matéria-prima isenta de 6leo utilizada na extragao;

c) Martinez et al. (2003), massa de soluto inicial (Xo);

d) Gaspar et al. (2003), massa de soluto inicial e
espessura da particula sélida;

e) Outros modelos requerem um maior ndmero de
variaveis;

f) Tan e Liou (1989), vazao de solvente, porosidade do
leito, Xg, densidade do solvente, raio do extrator, altura do leito e
densidade do s6lido (densidade real);

g) Sovova (1994), vazao de solvente, porosidade do leito,
Xo, densidade do solvente, raio do extrator, altura do leito,
densidade do soélido (densidade real), massa de inerte,
solubilidade do extrato, tempo de extracao, tempo de duracao da
etapa CER, taxa de extracdo na etapa CER (Mcgr) e
concentragao de soluto na etapa CER (Ycer)-
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O valor da massa de soluto inicial (X, = 0,05 g) foi
determinado pela razdo entre a massa inicial de soluto -
considerada igual a massa de extrato obtida no final da extracéo
(0,93 £ 0,01 g) - e a massa utilizada para formar o leito (19,93 +
0,01 g), conforme Reverchon e Marrone (2001) e Fiori (2007). De
acordo com Fiori (2007), a escolha da consideracdo a ser
utilizada em relagdo a esse parametro, afeta fortemente a
predicao proporcionada pelos modelos. Teoricamente, esse valor
deveria corresponder a porcentagem de soluto contida na
matéria-prima e, consequentemente, deveria ser um valor
constante quando se utiliza o mesmo substrato. Mas, resultados
encontrados na literatura contradizem essa afirmacao
(REVERCHON e MARRONE, 2001; FIORI, 2007; GASPAR et
al., 2003). Sovova et al. (1994) consideraram X, constante e
igual ao valor maximo obtido nos experimentos com menor
tamanho de particula.

A Figura 19 apresenta os dados experimentais e
modelados obtidos para a ESC de extrato de bagaco de uva
Merlot na condi¢ao 150 bar, 50 °C e vazao de CO;iguala 13 +2
g/min. A Tabela 15, apresenta os coeficientes, parametros
ajustaveis e os erros médios quadraticos (EMQ) obtidos para
cada modelo.



Resultados e Discussao

126

09 -

0.8

Massa de extrato acumulada (g)

* = xH

b mx

kb
"
]
|
i
i

B Experimental
—&-Crank (1975)
--#-- Martinez et al (2003)
—#— Sovovd [1994)
—+ - (Gaspar etal (2003)
—+—Tane Liou [198%)
- =.-Esguivel et al (1598)

= +
e —

B0 100 120 140 160 180 200 220 240 260 150

Tempo (min)

Figura 19 - Curva de ESC de extrato de bagaco de uva Merlot experimental e modelada a 150 bar, 50 °C e vazao de

13 £ 2 g/min de COs,.
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Tabela 15 - Coeficientes, parametros ajustaveis e erros médios
quadraticos (EMQ) da modelagem matematica da ESC do bagaco
de uva Merlot a 150 bar, 50 °C e vazao de 13 = 2 g/min de CO.,.

Modelo Parametros EMQ
Crank (1975) D (m?/min) 6,384 x 10" 0,0136
Martinez et al. (2003) b (min’) 0.0174 0,0003
tm (Min) 16,69
X 0,0148
Sovova (1994) Kxa (Min™) 0,0099 0,0040
kya (min™) 0,1471
Gaspar et al. (2003) Drm (m?/min) 3,679x 107 0,0087
Tan e Liou (1989) Ky (min") 0,0100 0,1726
Esquivel et al. (1999) b 52,9853 0,0113

De acordo com a Tabela 15, 0 modelo de Martinez et al.
(2003) apresentou o menor erro médio quadratico,
provavelmente porque esse modelo possui dois parametros
ajustaveis, b e t, ao contrario de quatro dos outros cinco
modelos aplicados que contam com apenas um parametro
ajustavel. Nesse modelo, o parametro t,, corresponde ao instante
em que a taxa de extracdo € maxima, ou seja, proximo a 16
minutos de extracdo para o bagago de uva Merlot. No estudo de
Campos (2005) que avaliou a cinética do processo de ESC de
bagaco de uva Cabernet Sauvignon em diferentes condigbes de
extracdo, o modelo de Martinez et al. (2003) também foi o que
proporcionou melhor ajuste aos dados experimentais. Para a
condicao 150 bar/50 °C - mesma utilizada no presente estudo - o
autor apresentou valor de t, de 157,64 min. A provavel
explicagdo para a diferenca nos valores de i, desses dois
estudos esta na vazao de CO, empregada em cada ensaio - 13 g
CO2/min neste contra 3 g CO./min no de Campos (2005). Ou
seja, com uma maior vazao de solvente a taxa de exiracdo
maxima é alcangada em menor tempo.
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O modelo de Sovova (1994) também proporcionou um bom
ajuste aos dados experimentais, com valor de erro médio
quadratico de 0,0040; porém, a massa modelada de extrato foi
subestimada tanto da etapa de taxa constante de extragado (CER)
quanto de taxa decrescente de extragdo (FER). Como pode ser
observado na Figura 19, o desvio inicia na etapa CER onde o
ajuste do modelo é funcdo do dado de solubilidade empregado.
O valor de solubilidade utilizado no presente estudo, 1,94
Jextrate’Kg COo,, foi determinado por Campos (2005) para bagago
de uva Cabernet Sauvignon na condicdo de 150 bar e 40 °C.
Este procedimento foi adotado pela impossibilidade operacional
de realizar uma analise de determinacdo de solubilidade mais
adequada. Todavia, valores maiores, 6,85 Qextrato/KQco2, 11,0
Oextrate’KQcoz € 10,1 Qextrato’kgco2, foram relatados por Sovova et
al. (1994), Sovova et al. (2001) e Fiori (2007), respectivamente,
para semente de uva na condi¢cao de 280 bar e 40 °C.

Apesar de o0 modelo de Sovova (1994) ser o que melhor
descreve o processo de ESC por representar em suas equacgoes
os diferentes mecanismos de transferéncia de massa (convecgao
e difusdo), se os parametros utilizados ndo tiverem sido
corretamente determinados, a curva do modelo ndo se ajustara a
curva experimental (CAMPOS, 2005). Embora o valor de
solubilidade utilizado seja referente ao bagago de uva, ha
diferencas de variedade da uva, de caracteristicas das amostras
e de condicdes de processamento aplicadas em cada estudo que
podem justificar o desvio das massas de extrato calculadas pelo
referido modelo em comparacao aos dados experimentais.

O paréametro k,, do modelo de Sovova (1994) é definido
como o coeficiente de transferéncia de massa na fase fluida,
sendo diretamente afetado pela velocidade de escoamento do
fluido que, por sua vez, aumenta com o incremento da vazao de
solvente, o que explica o valor de ky, obtido no presente estudo,
0,1471 min™, superior ao encontrado por Campos (2005), 0,0199
min™', para a mesma condi¢do de temperatura e pressao, mas
com menor vazao. Ja o valor de k,, é definido como o coeficiente
de transferéncia de massa na fase soélida e nao sofre a influéncia
da vazao do solvente, pois é representado pela difusdo do CO, e
da mistura de CO,+soluto no interior das particulas de matéria-
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prima (CAMPOS et al., 2008, MEZZOMO et al., 2009;
MICHIELIN et al., 2005; SOVOVA, 1994).

Conforme os dados da Tabela 15, o valor do coeficiente de
transferéncia de massa na fase fluida (k) foi superior ao valor
do coeficiente de transferéncia de massa na fase sélida (ky,), 0
gue indica que o mecanismo de difusdo &€ menos representativo
qguando comparado com a convecg¢ao na ESC de bagago de uva
Merlot, pois o soluto localizado no interior das particulas de
sélido (matéria-prima) tem maior dificuldade de ser dissolvido,
levando mais tempo para vencer a interface solido-fluido que o
soluto localizado na superficie das particulas (MARTINEZ et al.,
2003; MICHIELIN, 2009). Esse efeito também foi observado por
Campos (2005) para o bagaco de uva Cabernet Sauvignon em
todas as condicdes empregadas e pode ser explicado pela baixa
solubilidade do extrato de bagaco de uva na condicdo utilizada, o
que dificulta sua solubilizagdo e posterior difusao.

No caso de matérias-primas com alto contetdo de 6leo, o
modelo de Sovova (1994) geralmente proporciona melhores
ajustes as curvas experimentais por possuirem um periodo de
taxa constante de extragdo bem definido, ou seja, transi¢cdo do
periodo CER para o FER bem delimitada. A principal vantagem
desse modelo é a adequada descricdo dos fendmenos de
transferéncia de massa envolvidos no processo de ESC,
apresentando significado fisico consistente para os parametros
ajustaveis. Por outro lado, o uso deste modelo é limitado aos
sistemas em que a solubilidade do soluto no solvente supercritico
€ conhecida para a condicdo de temperatura e pressao do
processo (REVERCHON e MARRONE, 2001; SOUZA et al.,
2004).

Os modelos de Crank (1975) e de Gaspar et al. (2003)
consideram que o processo de extracao é controlado unicamente
pela difusdo, desconsiderando o mecanismo de transferéncia de
massa por convecgao. Analisando a Figura 19 percebemos que
esses modelos geram curvas com comportamento semelhante
entre si, mas diferente da curva de dados experimentais. Isso
indica que essa condigdo de contorno pode ser inadequada para
descrever o sistema em estudo, pois no inicio da extracao, existe
um gradiente de concentragédo entre a superficie da particula e a
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fase fluida e certa resisténcia a transferéncia de massa. Deste
modo, talvez seja necessaria a definicdo de uma nova condicao
de contorno para os modelos difusivos que descrevem a
extragcdo de 6leo de bagaco de uva com CO, supercritico
(CAMPOS et al., 2005).

No modelo de Esquivel et al. (1999), os efeitos
termodinamicos e de transferéncia de massa sao representados
por um Unico parametro ajustavel (b) e, desta forma, nao é
possivel verificar a influéncia dos diferentes mecanismos de
transferéncia de massa na descricido da curva de extracao.
Provavelmente, por essa razdo esse modelo proporcionou um
ajuste pouco satisfatério aos dados experimentais. Além disso,
como o referente modelo é empirico, ele s6 pode ser usado para
ajustar curvas cinéticas de extracao para a faixa experimental na
qual o parametro b foi estimado (MICHIELIN, 2009).

O modelo de Tan e Liou (1989) apresentou o maior erro
médio quadrdtico. Esta deficiéncia no ajuste aos dados
experimentais pode estar ligada ao fato de que os autores tratam
a constante de dessorgao (k;) como um parametro dependente
apenas da temperatura do processo. A constante de dessorcao
representa a transferéncia de massa interfacial na qual a taxa de
extragcdo é proporcional a concentragédo de soluto na fase sélida
e das caracteristicas do solvente. Uma interpretacao valida para
essa constante seria atribuir a ela uma relagcdo com alguns
parametros de processo como a solubilidade (Y*) e as restricbes
a transferéncia de massa (ky, € Kxa).

De acordo com a literatura, os modelos baseados no
balanco de massa da fase sélida sao, geralmente, mais
adequados para descrever a extragcao de éleos essenciais com
CO, supercritico, visto que, em muitos casos, 0 transporte
intraparticular de solutos € definido como o fator limitante da
extragcdo (GASPAR et al., 2003). No entanto, os melhores
resultados apresentados pelos modelos de Sovova e Martinez no
presente estudo sdo uma forte evidéncia de que a difusdo néo é
0 Unico fenbmeno envolvido na transferéncia de solutos no
interior das particulas de bagacgo de uva.

Todas as diferentes consideragdes usadas na concepgéo e
aplicacdo dos modelos destacam que alguns aspectos do
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fendbmeno de transferéncia de massa no interior da matriz vegetal
nao sao completamento conhecidos. De acordo com Fiori (2007),
seria particularmente oportuna uma reconsideragéao do papel da
estrutura das células dentro de uma particula e a distribuicao
granulométrica dessas particulas na formacédo de cada leito de
extragdo. O modelo apresentado por Del Valle et al. (2006) inclui
uma relagdo quantitativa com a microestrutura do substrato, mas
ainda ha poucas informacgoées na literatura sobre sua aplicacao.

A modelagem da curva de ESC a partir de dados
experimentais é importante para a otimizagdo de projetos e
aumento de escala, como a definicdo do volume do extrator e do
tempo total da extragdo para uma condicdo de operacao
especifica; e para a predicdo do comportamento da extragao ao
longo do processo e de seu rendimento, dependendo do
fendmeno predominante na transferéncia de massa do sistema
extrato de bagago de uva/CO, supercritico (fendmenos
convectivos e difusivos) (GASPAR et al., 2003; MEZZOMO et al.,
2009).

5.6 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.6.1 Determinacao do teor de fendlicos total (TFT)

Embora os compostos fendlicos sejam os principais
responséveis pela atividade antioxidante de produtos naturais,
nao caracterizam completamente essa atividade, representando
apenas uma boa estimativa desta propriedade (ROGINSKY e
LISSI, 2005). O teor de fendlicos total (TFT) determinado pelo
método de Folin-Ciocalteau para cada extrato de bagaco de uva
obtido pelos diferentes métodos de extracdo para ambas as
variedades, bem como para o BHT (amostra padrdo), sao
apresentados na Tabela 16. A curva padrao de acido gélico, para
as diferentes concentragdes testadas e as suas respectivas
absorbancias, esta apresentada no Apéndice Il, sendo utilizada
para o calculo do teor de fendlicos total.
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Tabela 16 - Conteudo de fendlicos total (TFT), expressos em
equivalentes de acido galico (GAE), para os extratos de bagaco de

uva e BHT.

, . Teor de fenodlicos total
Metodo~de Variaveis de (mg GAE/ g extrato)(”
Extracdo processo

Merlot Syrah
ESC amostra - def
umida Testes preliminares a - 36+2
ESCamostra 40 C ¢ 200 bar : 46,1 +0,2°
150 bar 34 + 19019 -
200 bar 37,6 +0,9% -
50°C 250 bar 36,5 + 0,2%° -
ESC CO 300 bar 34,7 + 0,219 -
2 150 bar 34,7 +0,9%¢%¢ -
200 bar 33 + 191 -
60 °C def,g de.fg
250 bar 31 +£27" 32+27°"
300 bar 35 + 191 -

ESC CO»+ 12,5 % de etanol 26,2 +£0,7%" -
co-solvente a 15,0 % de etanol 25,3 +0,9%" _
250bar/60 °C 47,5 % de etanol 27,6 +0,4°°19 -

etanol amostra Gimida - 110 £ 3°
etanol 118 +2° 60,7 +0,5°
Soxhlet
hexano 32 + 298l 45 + 2%de
acetato de etila 32,7 +0,7%%" 38 + 2%
etanol 40 + 2% 33 + 2%e19
hexano 34 + 19019 32,4 +0,3%¢"0

Ultrassom defg det

acetato de etila 31,4+04™ 36 +2°%
agua 16,7 +0,2° 21,2+0,6"
BHT - 268 + 13°

'Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa (p < 0,05).

A quantidade de compostos fendlicos dos extratos
supercriticos ndo apresentou tendéncia com a temperatura e a
pressdo de operacdo, nem com a densidade do solvente. Nos



Resultados e Discussdo 133

extratos supercriticos obtidos com CO, puro a quantidade de
compostos fendlicos variou de 31 a 46,1 mg acido galico/g de
extrato ndo havendo, porém, diferenca significativa entre eles. Os
extratos obtidos com a técnica supercritica obtiveram teores de
fenolicos similares a maioria dos extratos de baixa pressao de
ambas as variedades de uva. As extragdes Soxhlet com etanol
apresentaram o0s maiores conteudos de fendlicos para as
amostras de bagaco de Merlot, Syrah imida e Syrah seca com
valores de 118 £ 2, 110 + 3 e 60,7 * 0,5 mg GAE/ g extrato,
respectivamente. Enquanto o menor teor de fendlicos foi
encontrado para o extrato de bagaco de Merlot obtido pela
maceragdo ultrassbnica com agua (16,7 £ 0,2 mg GAE/ ¢
extrato). Apenas estes quatro uUltimos resultados apresentados
diferiram significativamente dos demais.

O teor de fendlicos obtido pela extracdo Soxhlet com
etanol do bagaco de Merlot, 118 + 2 mg GAE/ g extrato, esta de
acordo com o obtido por Luther et al. (2007) para semente
desengordurada de uva Chardonnay pelo mesmo método, com
valor de 99 mg GAE/ g extrato.

Apesar de os compostos fendlicos apresentarem uma
ampla faixa de polaridade, podendo ser solubilizados por
solventes de baixa polaridade como hexano e CO, supercritico,
conforme os resultados apresentados na Tabela 16, de forma
geral, esses compostos sdo caracterizados como polares, sendo
solubilizados com mais facilidade por solventes polares como é o
caso do etanol. Assim, os resultados das extragdes a baixa
pressdao com utilizacdo de etanol, sugeriram que este seria
indicado para adigao como co-solvente junto ao CO, supercritico.
Porém, ao contrario do esperado, a adigdo de co-solvente gerou
extratos com conteldo de compostos fendlicos inferior aos
obtidos com CO, puro. Pelo teste de Tukey, o emprego de
diferentes concentragbes de etanol nao teve influéncia sobre o
teor de fendlicos.

Avaliando a influéncia do teor de umidade da amostra no
contetdo total de fendlicos, podese observar comportamentos
opostos nas extragdes Soxhlet e supercritica. Na técnica Soxhlet,
a umidade da amostra parece favorecer a solubilizacdo dos
compostos fendlicos, talvez por a agua da amostra se misturar
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completamente com o etanol. J&4 na extragdo supercritica, o
excesso de agua da amostra pode competir com o CO, na
solubilizagdo dos compostos, prejudicando sua recuperacao
(POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Nao ha evidéncia de diferenca marcante entre as
variedades de uva. Apenas os teores de fendlicos das extragoes
Soxhlet com etanol sdo significativamente diferentes entre as
variedades Syrah e Merlot, sendo o resultado desta variedade
quase o dobro daquela. O extrato supercritico da variedade
Cabernet Sauvignon apresentou um teor de fendlicos de 31,0
0,3 mg GAE/g extrato, também semelhante estatisticamente aos
demais extratos dessa mesma condigéo.

Como pode ser observado na Tabela 16, todos os extratos
apresentaram teor de fendlicos bastante inferior e
estatisticamente diferente  do encontrado no antioxidante
comercial, BHT, usado como referéncia.

Louli et al. (2004) relatam um teor de fendlicos de 13,8 %
w/w GAE, equivalente a 138 mg GAE/g extrato, obtido para o
bagaco da uva tinta grega Agiorgitiko através de uma extragao
Soxhlet com acetato de etila; esse valor € muito superior aos
encontrados no presente estudo para o bagaco das uvas Merlot
e Syrah com o mesmo método de extracdo e solvente. No
entanto, essa divergéncia poderia ser explicada pela diferenca de
umidade entre as amostras usadas em cada estudo, uma vez
que os autores ndo empregaram nenhum pré-tratamento no
bagacgo antes da extracdo, cuja umidade estava entre 60 e 65 %,
e que a extracdo Soxhlet parece ser favorecida por um maior teor
de umidade da amostra.

Os resultados alcancados por este estudo para as
extragdes Soxhlet e maceracdo ultrassbnica com etanol para o
bagagco de Merlot sdo inferiores aos apresentados por
Rockenbach (2008) para uma técnica de maceracao agitada em
metanol acidificado do bagago seco desengordurado da mesma
variedade, 46,23 mg GAE/g bagaco seco. Para a comparacao,
foi necessario converter os resultados apresentados na Tabela
16, que sado referentes a massa de extrato, para relaciona-los
com massa de bagago seco, obtendo-se 19,14 e 2,65 mg GAE/g
bagaco (base seca), para Soxhlet e maceracdo ultrassonica,
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respectivamente. Apesar de os solventes e técnicas de extracdo
aplicados serem diferentes, o fato de os autores em questado
terem utilizado o bagago previamente desengordurado (em
extrator Soxhlet com hexano), pode ser a principal razao da
superioridade no teor de fendlicos, pois 0 6leo da matéria-prima
agiria como uma barreira para transferéncia dos compostos
fendlicos ao solvente.

Alonso et al. (2002) submeteram bagacos de Syrah e
Cabernet Sauvignon liofilizados a extracdo ultrassénica com
metanol, obtendo 50 e 25 mg GAE/g bagaco liofilizado,
respectivamente. Convertendo os resultados das uvas Syrah e
Merlot para a maceragao ultrassénica com etanol apresentados
na Tabela 16, tem-se 3,34 e 2,65 mg GAE/g bagago (base seca),
respectivamente. As diferencas de pré-tratamento da matéria-
prima, do solvente empregado e de condigdes de vinificagao
poderiam ser as razdes para a inferioridade dos resultados deste
estudo quando comparados aos dos autores.

Vatai et al. (2009) obtiveram cerca de 15 mg GAE/g
bagago (base seca) para extragdo convencional (maceracao)
com etanol de bagago de uva Merlot. Ao se converter os
resultados das extragbes Soxhlet e ultrassénica com etanol da
uva Merlot apresentados na Tabela 16, tem-se 19,14 e 2,65 mg
GAE/g bagago (base seca), respectivamente. A comparagao
desses resultados poderia indicar que a macerag¢ao proporciona
melhor teor de fendlicos que os métodos de extragdo aplicados
no presente trabalho, mas é necessaria uma pesquisa mais
aprofundada para afirmar isso.

Da mesma forma, o resultado de fendlicos totais
apresentado por Vatai et al. (2009) para a extragao supercritica
do bagagco de Cabernet Sauvignon a 40 °C/150 bar com CO,
puro foi cerca de 5 mg GAE/g bagaco (base seca), enquanto o
valor encontrado aqui para 60 °C/250 bar foi 1,69 mg GAE/g
bagaco (base seca). Como, de acordo com os dados da Tabela
16, ndao parece haver tendéncia do valor do conteddo de
fenolicos com a temperatura e a pressao do fluido supercritico,
essa diferenca pode ser devida ao pré-tratamento aplicado ao
bagaco (que ndo é especificado pelos referidos autores),
condigdes de cultivo da uva e/ou processo de vinificagao.
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Katalini¢ et al. (2010) obtiveram um teor de fendlicos de
1,666 mg GAE/g uva inteira in natura através de uma extracao
convencional com solugdo etanol/agua (80/20 v/v) da casca
retirada diretamente da uva Merlot (sem ter passado pela
vinificagdo). Porém, por ser referente ao fruto como um todo
(incluindo polpa) sem pré-tratamento, ndo pode ser comparado
com o resultado obtido no presente trabalho. Muitos outros
estudos sdo encontrados na literatura sobre teor de fendlicos de
extratos de uva e seus derivados (CORRALES et al., 2008; JU e
HOWARD, 2003; NEGRO et al., 2003; RUBILAR et al., 2007;
YANG et al., 2009), porém com varietais, métodos de extracao
e/ou solventes muito diferentes o que desqualifica a comparacao
dos resultados.

As diferencas encontradas na literatura no teor de fendlicos
total para uma mesma fruta ou vegetal dependem,
principalmente, da diferentes técnicas empregadas na extragao e
quantificagdo destes compostos. Os compostos fendlicos
presentes nas frutas sdo encontrados na forma livre e ligada,
porém esta Ultima geralmente é excluida das analises, sendo o
teor de fendlicos total subestimado. Além disso, a quantidade de
fendlicos das plantas também depende de fatores como o
género, espécie e cultivar da planta e de condigbes de cultivo,
colheita e armazenamento. Ainda, no processo de vinificagdo, os
compostos fenolicos sdo extraidos do bagaco durante a
maceracao e transferidos para o mosto. O tempo e a temperatura
empregados na maturagdo do vinho afetam a transferéncia de
fenolicos, 0 que ira determinar sua quantidade disponivel no
bagago (GOMEZ-MIGUEZ, 2007; SUN et al., 2002).

Com base na literatura, sabe-se que o contetdo de
compostos fendlicos determinado pelo método de Folin-
Ciocalteau ndo é uma medida absoluta da quantidade desse tipo
de substancia na matéria-prima, € que algumas moléculas
respondem diferentemente a esse experimento. O teor fendlico
tem influéncia na atividade antioxidante das amostras, mas
existem outros compostos bioativos que podem estar presentes
no bagaco de uva, como fitosterdis, vitaminas e minerais. Deve-
se considerar, ainda, um possivel efeito sinérgico entre esses
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componentes na atividade antioxidante resultante (SANCHEZ-
MORENO et al., 1999).

5.6.2 Determinacado da Atividade Antioxidante pelo método
de DPPH

Foi avaliada a atividade antioxidante dos extratos de
bagaco de uva de trés variedades da espécie Vitis vinifera, pelo
método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), conforme descrito
no item 4.4.2. A atividade antioxidante é apresentada em ECsy,
ou seja, a concentragao efetiva a 50 %. A Tabela 17 apresenta
os valores de ECsy dos extratos obtidos pelas diferentes técnicas
de extragdo empregadas em ambas as variedades de uva.
Utilizou-se o BHT, um composto sintético de reconhecida
atividade antioxidante como referéncia para comparagdao dos
resultados. Na presenca de antioxidantes, o radical DPPH recebe
um elétron (ou hidrogénio), tornando-se um composto mais
estavel. Assim, sua absorbancia diminui. Esse processo pode ser
notado visualmente pela descoloragéo da solugdo de DPPH com
extrato e através da utilizagao de um espectrofotdmetro.

Quanto menor o valor de ECsy, maior a atividade
antioxidante do produto, ou seja, menor a quantidade de extrato
que é necessaria para inibir em 50 % a atividade dos radicais
livres. Como esperado, os resultados de atividade antioxidante,
em geral, sdo funcdo da polaridade do solvente, com valores
maiores de ECso para os solventes apolares (hexano e CO,). A
Unica discrepancia nesse sentido € o melhor desempenho
apresentado pelos extratos obtidos a baixa pressao com etanol e
nao com agua, que é mais polar. Isso pode ser observado nos
dados dos extratos ultrassénicos de bagaco de uva Syrah
desidratado com 158 + 2 yg/mL para o etanol e 346 + 27 ug/mL
para a agua, apesar de estatisticamente ndo serem diferentes
entre si. Os valores de concentracao efetiva (ECsy) desses
extratos sdo comparaveis estatisticamente ao valor obtido para o
BHT (261 + 12 pg/mL), ao nivel de 5 % de significancia.
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Tabela 17 - Avaliacao do potencial antioxidante dos extratos
de bagaco de uva através do método DPPH, expressos através da
concentracao efetiva a 50 % (ECs5,), € comparacao com o BHT.

Método de
Extracao

Variaveis de processo

ECso (ug/mL)""

Merlot

Syrah

ESC amostra

Testes preliminares a

2101 + 232981

umida
ESC amostra k|
seca 40 °C e 200 bar - 4706 + 281
150 bar 5770 + 240™ -
2 4471 + 58 y
50 °C 00 bar 58Im
250 bar 5508 + 213" -
ESC CO 300 bar 5161 + 186"™ -
2 150 bar 2349 + 57°%9 )
200 bar 3528 + 123™ -
60 °C g.h Kl
250 bar 2917 +97% 4788 + 258"
300 bar 3814 + 157" -
ESC CO,+ 12,5 % de etanol 1772 + 98°%¢ -
co-solvente a 15,0 % de etanol 2143 + 88%°" -
250 bar/60 °C 17,5 % de etanol 1501 + 72° -
etanol amostra Umida - 129,5 + 0,72
etanol 208 + 2° 158 + 2°
Soxhlet N ‘o
hexano 9299 + 44 2684 + 233"
acetato de etila 600 + 16% 680 + 21%P
etanol 394 + 5° 211 +2°
hexano 4097 + 2"k 2618 + 112"
Ultrassom c od
acetato de etila 1402 + 59 1493 + 148°
agua 1321 + 129°° 346 + 27°
BHT - 261+ 12°

'Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa (p < 0,05).

Um maior teor de umidade da amostra parece beneficiar a
obtencdo de composto de atividade antioxidante, uma vez que
ambos os ensaios realizados com a amostra sem pré-tratamento
apresentaram melhores resultados em comparacdo ao mesmo
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procedimento de extragdo aplicado ao bagaco seco, sendo
significativo no caso da extracdo supercritica. De acordo com
Monrad et al. (2010) a desidratagao dos tecidos vegetais, como o
pré-tratamento aplicado ao bagacgo neste estudo, pode prejudicar
a extracdo de compostos de interesse, pois as pectinas podem
formar ligacdes cruzadas e, consequentemente, bolsdes
hidrofébicos capazes de encapsular e complexar alguns desses
compostos.

Os extratos supercriticos apresentaram uma tendéncia de
aumento dos valores de atividade antioxidante e, consequente,
reducdo dos valores EC5p com o aumento da temperatura de
extracdo de 50 °C para 60 °C, para todas as condigdes de
pressdo analisadas. Isso pode indicar que o0s compostos
responsaveis pela atividade antioxidante presentes no bagaco de
uva sao mais sollveis a 60 °C. Ja a pressao nao parece ter efeito
sobre a atividade antioxidantes dos extratos.

Analisando os dados da Tabela 17, nota-se que a adigéao
de co-solvente ao CO, supercritico melhora a extragdo de
compostos antioxidantes, reduzindo significativamente os valores
de ECsy em comparagdo aos valores obtidos com CO, puro.
Porém, mesmo com a adicado de etanol, os extratos supercriticos
ainda apresentaram desempenho bastante inferior ao
proporcionado pelos extratos obtidos pelas técnicas a baixa
pressdao com etanol, agua e acetato de etila, possivelmente,
porque a polaridade das misturas CO./etanol ndo atinge os
niveis necessarios para a solubilizagdo de componentes com alta
atividade antioxidante.

Segundo Campos et al. (2008), valores de ECs5o acima de
250 pg/mL indicam baixo potencial antioxidante. Assim, apenas
os extratos obtidos com etanol a baixa pressdo poderiam ser
considerados potencialmente antioxidantes.

Rubilar et al. (2007) relatam um valor de ECsy de 200
pg/mL (0,20 g/L) para um extrato obtido de bagaco de Cabernet
Sauvignon sem pré-tratamento submetido a trituragcdo com
etanol, semelhante aos resultados encontrados no presente
trabalho para as extragbes a baixa pressdo com o0 mesmo
solvente, enquanto Campos et al. (2008) apresentaram valor de
ECs inferior (49,5 pg/mL) para o extrato Soxhlet de bagaco
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desidratado de Cabernet Sauvignon. Para as extragdes
supercriticas com adicao de etanol estes ultimos autores nao
especificaram o valor exato, apenas informaram que foi superior
a 250 pg/mL, nao sendo possivel a comparagdao com os extratos
do bagaco de Merlot obtidos neste estudo.

Katalini¢ et al. (2010) apresentaram valor de EC5, de 153
pg/mL de extrato de casca de uva Merlot seca (sem ter passado
pela vinificagdo) obtido através de uma extragdo convencional
com solucdo etanol/dgua (80/20 v/v). Esse resultado é
semelhante ao encontrado no presente trabalho para a extragao
Soxhlet do bagaco de Merlot, mas seria esperado que a casca
nao vinificada apresentasse maior atividade antioxidante que o
bagago, uma vez que a maceragdo que ocorre durante o
processo de fabricagdo do vinho transfere muitos compostos
antioxidantes da casca para o vinho.

Como no caso do teor de fendlicos, outros estudos sao
encontrados na literatura sobre avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos de uva e seus derivados (ALONSO et
al., 2002; LOULI et al., 2004; PINELO et al., 2006, 2007), porém
com tipo de uva, técnica de extracéo, solventes e/ou métodos de
deteccao diferentes o que dificulta a comparagéo dos resultados.

5.6.3 Método de descoloracao do sistema B-caroteno/acido
linoléico

No método de descoloragcao do sistema [-caroteno/acido
linoléico, o B-caroteno sofre descoloracdo na auséncia de um
composto antioxidante, o que resulta na reducdo da leitura
espectrofotométrica da absorbancia da solugao, num dado tempo
de reacdo. Isto ocorre devido a formacao de radicais livres a
partir da oxidagao do -caroteno e do &cido linoléico. A Tabela 18
apresenta os valores obtidos para o0 método de descoloragéao do
sistema [-caroteno/acido linoléico, expressos em percentual de
atividade antioxidandte (% AA) apds 120 minutos de reacao, para
os extratos de bagacgo de uva e BHT.
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Tabela 18 - Avaliacao do potencial antioxidante dos extratos de
bagaco de uva e BHT através do método de descoloracao do
sistema B-caroteno/acido linoléico, expressos através do
percentual de atividade antioxidante (% AA), apés 120 minutos de

reacao.
3 % AA (120 min)"
Nllzittorgoécle Variaveis de processo ° ( )
¢ Merlot Syrah
150 bar 66 +2° -
200 bar 27 + 2%ef -
50 °C 250 bar 24 + 3% -
ESC CO 300 bar 23,6 +0,6%° -
2 150 bar 45+ 1° 3
200 bar 27 + 2%ef -
60 OC c,d,e d.e,f
250 bar 32,18 07 23 +27°
300 bar 45 + 6° -
ESC CO,+ 12,5 % de etanol 23 + 4% -
co-solvente a 15,0 % de etanol 26 + 5% y
250 bar/60 °C 17,5 % de etanol 35 + 2°¢ ;
etanol amostra Umida - 71 % 0,59”h
etanol 46 +3° 44+08"
Soxhlet
hexano 457+03°  292+0,6%
acetato de etila - -
etanol 61 +2° 20,0 +0,7°"9
hexano 61,7 +0,0° 15+ 1"en
Ultrassom )
acetato de etila - -
agua 44+03" 20 + 1%
BHT - 113+ 78

'Letras iguais indicam que ndo hé diferenca significativa (p < 0,05).

Os melhores resultados foram apresentados pelo extrato
supercritico obtido com CO, puro a 150 bar/50 °C, com 66 £ 2 %
de atividade antioxidante, e pela extragdo ultrassbnica com
hexano, com 61,7 % AA - ambos para a variedade Merlot - por
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esta técnica ser mais adequada para a determinagdo da
atividade antioxidante de fracdes lipidicas.

Na extragdo supercritica, ndo é observada nenhuma
tendéncia dos valores de atividade antioxidante com a
temperatura, a pressao ou com a densidade do CO.. A adicao de
etanol como co-solvente ao CO, supercritico, em qualquer
concentragdo, nao proporcionou melhora alguma da atividade
antioxidante, ndo havendo diferenca estatistica em comparacao
aos resultados obtidos com o CO, puro. Isso porque a adigao de
etanol ndo aumenta a fragao lipidica extraida. Em contrapartida,
o etanol se destaca nas extragcbes a baixa pressao,
apresentando resultados bastante proximos, e iguais
estatisticamente, aos do hexano.

Na Tabela 18, pode ser observado também que ha
diferenca significativa entre as atividades antioxidantes dos
extratos de Syrah e Merlot para todos os ensaios Soxhlet e com
ultrassom, com melhores resultados para a segunda variedade.
Isso, aliado aos resultados um pouco melhores apresentados
pela variedade Syrah no método DPPH, pode indicar o extrato de
bagaco de Merlot apresenta maior fragao lipidica que o de Syrah.
Apesar de nao ter sido verificada a proporcdo de cascas e
sementes em cada matéria-prima, isso pode estar relacionado a
uma maior proporcao de sementes no bagaco de Merlot.

No entanto, os dados da Tabela 18 mostram baixa
atividade antioxidante para todos os extratos se comparados ao
BHT (113 = 7 %), com diferenga significativa pelo Teste de
Tukey.

Negro et al. (2003) utilizaram o método B-caroteno/acido
linoléico para comparar a atividade antioxidante de extratos de
bagacgo e, separadamente, de semente e de casca da uva Negro
Amaro obtidos por trituracdo em solucdo de 80 % etanol
acidificada com 0,5 % 0,1 N HCI. Comparando o resultado dos
autores para um extrato de bagagco com 40ppm de fendlicos e
64,67 % AA, ao seu equivalente obtido no presente estudo que
seria o0 extrato ultrass6nico obtido com etanol da variedade
Merlot, com 40 yg GAE/g (ou ppm) e 61 % AA, pode-se
considera-los equivalentes. Ao se comparar os resultados dos
extratos de casca, bagaco e semente obtidos pelos referidos
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autores, a atividade antioxidante cresceu nessa ordem,
corroborando o resultado apresentado por Baydar et al. (2004)
em que o teor de fendlicos em extratos de sementes foi superior
(cerca de 12 vezes) ao de extratos de casca.

O resultado apresentado na Tabela 18 para a extracao
ultrassdnica com etanol do bagaco de Merlot (61 % AA) esta de
acordo com os dados apresentados por Rockenbach et al. (2008)
para os extratos de bagago seco desengordurado das variedades
Ancelota e Tannat, 53,29 e 55,77 % AA, respectivamente,
obtidos com uma técnica de maceragdo agitada em etanol.
Rockenbach (2008) também apresentaram resultado semelhante
(65 % AA) para o bagaco de uva Pinot Noir submetido ao mesmo
procedimento de pré-tratamento e extragdo. Jayaprakasha et al.
(2001) obtiveram resultados de atividade antioxidante de até 88,7
% para extratos de semente de uva Bangalore desengordurada
obtidos por Soxhlet com metanol.

De acordo com os dois métodos de avaliacio de atividade
antioxidante utilizados, DPPH e B-caroteno, de um modo geral,
os extratos de bagaco de uva obtidos sdo menos eficientes que o
BHT. Apesar disso, o0 uso de extratos naturais, obtidos a partir do
residuo de vinicolas, como aditivos alimentares pode ser
vantajoso, conforme sugerido por Bonilla et al. (1999). Isso
porque 0 uso de antioxidantes sintéticos em produtos
alimenticios ¢é limitado pela legislacdo, de acordo com
parametros toxicolégicos, 0 que ndo se aplica a compostos de
origem natural. De acordo com Negro et al. (2003),
concentragdes de extratos de uva até mesmo acima de 1 g/L
podem ser considerados benéficos a saude, sem nenhuma
toxicidade, o que possibilita seu uso em maiores quantidades
gue os antioxidantes sintéticos. Estudos mais recentes avaliam o
efeito sinérgico de antioxidantes sintéticos com a adicdo de
compostos naturais com atividade antioxidante com o intuito de
reduzir a quantidade daqueles para produzir uma mesma inibigao
da oxidacao in vitro (ROCKENBACH et al., 2008).
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5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.7.1 Método de Difusao em Agar

A atividade antibacteriana dos extratos foi avaliada
inicialmente pelo método qualitativo de difusdo em agar segundo
0 procedimento descrito no item 4.4.4.1. Essa técnica funciona
como um teste de triagem para avaliar se o extrato inibe ou ndo o
crescimento do microrganismo de interesse, no caso as bactérias
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC
11778, Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. A Tabela 19 mostra os resultados obtidos em
termos de tamanho dos halos de inibicdo para os
microrganismos testados. Um halo de inibicdo superior a 9 mm
de didmetro é considerado um resultado positivo. Sao
apresentados somente os extratos que inibiram o crescimento de
ao menos uma das bactérias testadas; os demais n&o inibiram
crescimento (NIC).

Os extratos foram mais efetivos contra o crescimento das
bactérias Gram-positivas (S. aureus e B. cereus) quando
comparados as bactérias Gram-negativas (E. Coli e P.
aeruginosa). O mesmo comportamento também foi verificado por
Smith-Palmer et al. (1998), Boussaada et al. (2008) e por
Michielin et al. (2009) para outras matérias-primas. A maior
resisténcia das bactérias Gram-negativas pode ser devido a
diferengcas na membrana celular desses grupos de bactérias. A
membrana externa da bactéria Gram-negativa é altamente
hidrofilica agindo como uma barreira a permeabilidade (SMITH-
PALMER et al.,, 1998), enquanto que a membrana externa da
bactéria Gram-positiva tem carater lipofilico que reduz a sua
resisténcia a penetracdo de compostos com propriedades
antibacterianas (ULTEE et al. 1999).
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Tabela 19 - Resultados do teste de difusao em agar expressos em tamanho do halo de inibicdo (mm) para
os extratos de bagaco de uva.

Halo de inibicao (mm)

Método de Extracao Var:;tiade Variaveis de processo S. B. E. P.
aureus cereus coli _aeruginosa
150 bar 12 11 7 NIC
200 bar 9 10 NIC NIC
Merlot 0°C 550 bar 11 10 7 NIC
300 bar 12 10 7 NIC
ESC CO, 150 bar 10 9 8 7
200 bar 10 8 9 7
Merlot 60°C 550 bar 10 9 10 10
300 bar 10 7 9 NIC
Syrah 60 °C 250 bar 10 10 NIC NIC
Cabernet
Sauvignon 60 °C 250 bar 10 10 NIC NIC
ESC CO, + 12,5 % de etanol NIC NIC  NIC NIC
co-solvente Merlot 15,0 % de etanol NIC NIC 7 7
250bar/60°C 17,5 % de etanol NIC NIC  NIC NIC
Soxhlet Syrah hexano NIC 14 NIC NIC

NIC: ndo inibiu crescimento.
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De todos os microrganismos testados, o P. aeruginosa
demonstrou ser o mais resistente, tendo seu crescimento
efetivamente inibido (10 mm) somente pelo extrato supercritico
de Merlot a 250 bar e 60 °C. De acordo com a literatura, essa
bactéria Gram-negativa parece ser menos sensivel a agéo de
muitos outros extratos de planta (BOUSSAADA et al., 2008).

Assim, o extrato de Merlot obtido com CO, supercritico a
250 bar e 60 °C foi 0 Unico que apresentou atividade contra todas
as quatro bactérias. Por outro lado, todos os extratos obtidos
com CO, supercritico puro apresentaram resultado considerado
positivo (tamanho do halo maior que 9 mm) para a inibicdo do
crescimento de S. aureus.

De maneira geral, a temperatura de 60 °C parece favorecer
extracdo de substancias ativas contra o crescimento de
microrganismos, nao representado por maior tamanho de halo,
mas sim por maior numero de inibi¢des, uma vez que os extratos
obtidos a 50 °C foram efetivos somente contra S. aureus e B.
cereus.

O maior tamanho de halo foi obtido pelo extrato
proveniente do bagaco de Syrah pelo método Soxhlet com
hexano para o B. cereus, sendo este também o Unico de todos
0s extratos obtidos pelas técnicas a baixa pressdao que
apresentou atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
agar. Isso pode caracterizar que a fracdo lipidica (mais
facilmente extraida por CO, e hexano) é mais efetiva contra
alguns micoorganismos devido a presenca de esterdis (PALMA e
TAYLOR, 1999a), o que também explica a maior atividade dos
extratos contra as bactérias Gram-positivas (S. aureus e B.
cereus). Esta suposi¢éo pode ser corroborada pelos resultados
apresentados por Baydar et al. (2004), em que nao foi observada
atividade antimicrobiana em extratos de casca de uva, enquanto
extratos de sementes dessas uvas (ricos em acidos graxos)
foram altamente ativos.

Porém, o fato de apenas um entre os quatro extratos
obtidos com hexano, apresentar atividade pode também indicar a
destruicdo desses compostos ativos durante o processo de
eliminacao dos solventes devido a temperatura ou exposicao a
luz e ao ar (durante a manipulacao), mesmo sendo efetuado a
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vacuo com temperatura moderada e em frascos ambar. Isso
explicaria também os resultados insignificantes apresentados
pelos extratos supercriticos obtidos com CO. + etanol.

Assim, as analises de atividade antimicrobiana indicam
uma alta eficiéncia dos extratos supercriticos de bagago de uva
obtidos com CO, puro em comparagcdo aos oriundos das
extragdes com solventes organicos, seja a alta ou baixa pressao.
Esse comportamento, também relatado por Kitzberger et al.
(2007) e por Palma e Taylor (1999a), pode ser explicado pela
temperatura amena e pela auséncia de ar e luz durante a
extracdo supercritica o que garante a conservagdo dos
compostos bioativos extraidos (PALMA e TAYLOR, 1999a).

5.7.2. Determinacao da concentracao minima inibitoria (CMI)

Os extratos que apresentaram halo de inibicdo de
crescimento acima de 9 mm para algum dos microrganismos
testados no método de difusdo em agar (Tabela 19), foram
submetidos ao método quantitativo de microdiluigdo em caldo de
cultivo para a determinagdo da CMI (concentragdo minima
inibitéria) que se refere a menor concentragdo de extrato capaz
de inibir o crescimento de determinado microrganismo. Os
extratos selecionados para o teste de microdiluicao em caldo de
cultivo sdo apresentados na Tabela 20 com os respectivos
resultados de CMI. A maioria dos ensaios mostrou valores de
concentragdo  coincidentes entre as duplicatas, sendo
apresentado o desvio padrdo apenas dos resultados nao
coincidentes. Em razdo dos ensaios terem sido realizados
apenas em duplicata, os valores de desvio padrdo séo
relativamente elevados.
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Tabela 20 - Valores da concentracao minima inibitéria (CMI) para os extratos de bagaco de uva
determinados pelo método de microdiluicao para S. aureus, B. cereus, E. colie P. aeruginosa.

Meotlc;do Variedade Variaveis de Concentracdo Minima Inibitéria (pg/ml,;)
= uva rocesso i :
Extragéo P S.aureus  B.cereus E.coli _ . ginosa
150bar 750 + 250 2000 >2000 >2000
200bar 1500 £ 500 1000 >2000 >2000
Merlot 50°C
250bar 2000 1500 £ 500 >2000 >2000
ESC CO 300bar 625 £ 375 1000 1000 1000
2 150bar 1000 1000 2000 2000
200bar 1000 2000 2000 2000
Merlot 60°C
250bar 2000 2000 2000 2000
300bar 1500 £ 500 1000 2000 2000
Syrah 60°C 250bar 1500 = 500 2000 >2000 >2000
Sabemel oG 250bar 500 1000 52000  >2000
auvignon

Soxhlet Syrah Hexano - 2000 - -
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De forma geral, ndo ha um consenso sobre o nivel
aceitavel de inibicdo de extratos quando comparado com
padrdes, embora, de acordo com Duarte et al. (2007), Wang et
al. (2008) e Sartoratto et al. (2004), seja possivel classificar os
materiais como agentes antimicrobianos baseando-se no valor
de CMI apresentado pelos seus extratos. Comumente, a
classificacdo do extrato é estabelecida como forte inibidor para
CMI até 500 pg/mL; moderado inibidor para CMI entre 600 e
1500 pg/mL e fraco inibidor para CMI acima de 1600 ug/mL
(MICHIELIN et al., 2009).

Conforme os dados da Tabela 20, os melhores resultados,
ou seja, as menores concentragdes inibitérias foram obtidas nos
testes contra o S. aureus, sendo 0 Unico microrganismo cujo
crescimento foi inibido por uma concentracdo de extrato menor
que 1000 pg/mL. Esses resultados foram proporcionados pelos
extratos supercriticos obtidos a 250 bar/60 °C para a variedade
Cabernet Sauvignon e 300 bar/50 °C e 150 bar/50 °C para a
variedade Merlot com valores de 500, 625 e 750 pg/mL,
respectivamente, e classificados com moderado poder de
inibicao.

Assim como no teste de difusdo em agar, os extratos foram
mais efetivos contra o crescimento das bactérias Gram-positivas,
principalmente S. aureus, quando comparados as bactérias
Gram-negativas (E. Coli e P. aeruginosa). Apenas o extrato
supercritico obtido na condicdo 300 bar e 50 °C inibiu
moderadamente o0 crescimento destas (ltimas, com
concentragdo minima de 1000 ug/mL, enquanto todos os demais
extratos apresentaram fraco poder de inibicdo (acima de 1600
pMg/mL) contra as bactérias Gram-negativas. Em estudo de
Katalini¢ et al. (2010) com extratos de 14 variedades de uva
obtidos através de maceracao das cascas (sem ter passado pela
vinificagdo) com mistura etanol/agua (80/20 v/v), nao foi
evidenciada diferenca significativa de susceptibilidade entre as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Contudo, ha relatos
na literatura de que extratos fendlicos de plantas sdo mais
eficientes contra bactérias Gram-positivas (KLANCNICK et al.,
2009).



Resultados e Discussdo 150

Além disso, de acordo com os resultados apresentados por
Palma e Taylor (1999a) e Katalini¢ et al. (2010), parece haver
uma leve tendéncia de extratos de uvas tintas serem mais
eficientes contra bactérias Gram-positivas enquanto as Gram-
negativas parecem ser mais afetadas por extratos de variedades
de uvas brancas. Contudo, é necessario que haja mais
pesquisas para confirmar esse comportamento.

Comparando as Tabelas 19 e 20, pode-se observar que o
tamanho do halo de inibicdo do teste de difusdo em agar nao
esta necessariamente relacionado com o valor de concentragao
inibitéria, pois, embora o tamanho da zona de inibi¢do no teste
de difusdo possa depender da sensibilidade do organismo ao
antimicrobiano, isso ndo pode ser usado para comparar a
poténcia das amostras (MICHIELIN et al., 2009). Pode-se
destacar os resultados dos seguintes ensaios com esse
comportamento: Syrah/Soxhlet/B.cereus que apresentou maior
halo de inibicdo, mas alta concentracdo minima e classificacao
de fraco poder de inibigcao; e Merlot/50 °C/300 bar/ P. aeruginosa
gue nao inibiu crescimento (NIC) pelo método de difusao mas
que, com CMI de 1000 pg/mL, pode ser classificado como
inibidor moderado. Este comportamento também foi relatado por
Kitzberger et al. (2007) e Rios et al. (1988) para extratos de
diferentes matérias-primas.

De acordo com os estudos realizados por Michielin et al.
(2009) e Sménia et al. (2003), a continuidade dos testes com
outras espécies de microrganismos € indicada quando o extrato
apresenta uma forte atividade antimicrobiana contra S. aureus e
E. coli, com valores CMI de até 500 ug/mL, o que ndo ocorreu no
presente trabalho.

Poucos resultados diretamente comparaveis sao
encontrados na literatura devido a diferengcas na preparacao dos
extratos, microrganismos estudados, formas de expressar 0s
resultados entre outros (KATALINIC et al., 2010).

Em estudo de Katalini¢ et al. (2010) as diluicdes testadas
foram preparadas utilizando concentracdes de exirato em
equivalentes de acido galico (GAE) dispersas no meio de cultura
aplicados as bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus) e gram-negativas (Escherichia coli O157:H7,
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Salmonella Infantis e Campylobacter coli). Para o exirato de
Merlot, os autores apresentaram valores de CMI de 0,44 mg
GAE/mL para S. aureus e E. coli e 0,22 mg GAE/mL para B.
cereus. Para poder comparar esses resultados com os do
presente trabalho, foi necessario usar os dados do teor de
fendlicos totais apresentados na Tabela 16 para converter os
resultados da Tabela 20, obtendo-se valores de CMI de 0,0347
mg GAE/mL contra S. aureus e B. cereus e 0,0694 mg GAE/mL
contra E. Coli e P. aeruginosa para o extrato de Merlot
proveniente da extragcdo supercritica a 150 bar e 60 °C. Nesse
caso também o extrato obtido com solvente apolar (CO.)
apresentou maior efeito antimicrobiano que o extrato resultante
de extragdo com solvente polar apresentado pelos referidos
autores.

Thimothe et al. (2007) estudaram extratos em pé de uvas
inteiras das variedades Cabernet Franc e Pinot Noir e de seus
respectivos bagacos apds vinificagdo, obtidos a partir das
matérias-primas liofilizadas e submetidas a extragao ultrassénica
com uma mistura de metanol/etanol/agua (50/25/25 %, v/v). Os
autores relataram atividade de todos os extratos contra algumas
das propriedades de viruléncia do Streptococcus mutans de em
concentragdes superiores a 62,5 ug/mL.

A atividade antimicrobiana apresentada pela uva pode ser
atribuida a presenca de compostos especificos presentes em
seus extratos e, com isso, muitos estudos de atividade
antiomicrobiana de derivados de uva encontrados na literatura
tratam de alguma substancia especifica, como é o caso do
resveratrol. Filip et al. (2003) apresentaram inibicao de 57,2 % do
crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae com 11 mg
de resveratrol/L e de 55,8 % do desenvolvimento de Aspergillus
Niger com 22 mg de resveratrol/L. Chan (2002) obteve inibicao
no crescimento de bactérias Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa com 171 a
342 ug de resveratrol/ml de DMSO (dimetilsulféxido) e de fungos
Trichophyton ~ mentagrophytes, Trichophyton  tonsurans,
Trichophyton rubrum, Epidermophytonfloccosum e Microsporum
gypseum com 25 a 50 upg/ml DMSO, todos causadores de
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doengas de pele. Porém esse composto nao foi detectado nos
extratos obtidos no presente trabalho.

5.8 PERFIL DE COMPOSTOS FENOLICOS

Muitos estudos sdo encontrados na literaura com a
utilizacdo de HPLC para avaliagcdo da composicao de derivados
de uva para diferentes grupos de compostos como antocianinas
(CORRALES et al., 2008; JU e HOWARD, 2003), acidos graxos
(CAO e ITO, 2003), tocoferdis (BEVERIDGE et al., 2005),
resveratrol (YANG et al, 2009, SAUTTER et al., 2005,
LAMUELA-RAVENTOS et al.,, 1995). Kammerer et al. (2004)
caracterizaram os compostos fenélicos de 14 diferentes amostras
de bagaco de uva utilizando metanol acidificado como solvente
extrator, sendo identificados 13 tipos de antocianinas, 11 acidos
fenolicos, 13 catequinas e flavondis e 2 estilbenos.

No presente estudo, essa técnica foi utilizada para a
avaliagao do perfil de composicdo em compostos fendlicos. Para
tal, foram selecionados os extratos supercriticos obtidos com
CO, puro e com adicao de etanol como co-solvente e os extratos
obtidos pelas técnicas a baixa pressdao com etanol como
solvente, por terem sido o0s que apresentaram melhores
resultados de teor de fendlicos pelo método de Folin-Ciocalteau e
para comparagdo com os extratos supercriticos com co-solvente.
Os valores de concentracdo dos compostos fendlicos obtidos por
HPLC para esses extratos sdo mostrados no Quadro 2,
expressos em equivalentes de 4acido galico (GAE) pela
correlacdo com a curva padrdao (y = 33,5x). O Apéndice Il
apresenta alguns exemplos dos cromatogramas obtidos para os
extratos de bagacgo de uva.
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Quadro 2 - Perfil de composicao dos extratos de bagaco de uva determinado por HPLC para compostos
fendlicos, em mg GAE/g extrato.

© o o

2 3 B o g 8 8 + . 8 8 8
S8 [} A S = < o3 = o 3
o o = N =3 8 «© L 'S S © 2o
3E E 28 g > b =8 g 3 | 2%
3 = ® &S a 3 3 35 S 8 [<8
s u = c O a 3] 3] c o 2 S 5
> > 1] <L <L < <L <L ‘6-

Tempo de retengao (min) 4,6 5,7 6,01 10,1 12,0 17,0 7,6

150 bar | 35,5 + 0,1 1%’%? ND 498407 | 31505 | ND | ND

200 bar ND 159+ ND 116+01 | 189+04 | ND | ND

Merlot 50 °C 0,8
3956+ | 3870%f | 1218% | 4611%

250 bar | 5.4 +0,1 s s A 03 ND | ND

ESC 300bar | 67+07 | 550+01 | 501+05 | 23341 | 146+09 | ND | ND
CO. 150 bar ND 128 ’? * ND ND 337+01 | ND | ND
200 bar ND 44+ 1 ND 46+01 | 106+01 | ND | ND

Merlot 60 °C 14,20 + 88,81 +
250 bar ND bant | s03z07 | BO%LT | 505503 | ND | ND
300 bar 9655’; 445407 | 384+01 | 71,4403 | 588+05 | ND | ND
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ESC Syrah 60 °C | 250 bar ND 64,3+0,9 ND 26,3 +0,1 ND ND ND
co Cabernet 87,99 + 207,5
2 Sauvignon 60 °C | 250 bar 0.04 18,7 £ 0,1 ND 0.3 58 + 1 ND ND
. 123,09 + 500,5 + 3,85+ 40,6 +
ESC 12,5 % de etanol 119 £ 1 0.09 ND 05 0.07 0.2 ND
002 + 537 T
CS 250 Meriot 15,0 % de etanol ND ND ND ND ND ND 2
bar/ 60
. 200,8 + 162,4 + 65,9 * 1521+ | 71,7+
°C 17,5 % de etanol 0.3 0.4 26,3+0,2 03 0.06 08 ND
Syrah imida 1,7+0,2 | 79+0,1 | 183+06 | 24,3+0,2 ND ND ND
SOX Syrah seca 53+0,1 | 10,6£0,3 | 20,3+0,2 | 22,8 +0,5 ND ND ND
Merlot etanol ND ND ND ND ND D | 9864
Syrah - - - - - - -
us 121,9 + 505,73 + 39,37
Merlot 0.6 51,0+05 | 62,1+0,1 0.06 ND vo02 | ND

ESC: extragao supercritica; CS: co-solvente; SOX: Soxhlet; US: maceragao ultrassénica; ND: ndo detectado
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Ao contrario do que se poderia esperar, os resultados, de
um modo geral, ndo apresentaram tendéncia com a temperatura,
pressao, adicdo de co-solvente ou método de extragdo, o que
pode ser explicado pela complexidade do material estudado e
das substancias identificadas, suscetivel a diferentes interacbes
e reagbes de acordo com as condi¢des aplicadas.

Os principais compostos identificados, presentes nas trés
variedades de uva, foram os acidos galico e p-OH-benzobico, cuja
estrutura é apresentada na Figura 3. O acido protocatecuico,
apesar de ter sido indentificado em poucas amostras, apresentou
a maior concentragao entre todos os resultados para o extrato de
bagaco de uva Merlot obtido por Soxhlet com etanol; no entanto,
nenhum outro composto foi identificado nos extratos em que foi
encontrado esse componente. Isso pode indicar que o &cido
protocatecuico necessita, além da utilizacdo de um solvente
polar, de condigbes mais intensas de temperatura e tempo de
contato com esse solvente para ser extraido.

O acido protocatecuico possui estrutura molecular bastante
semelhante ao acido galico (Figura 3), porém com um grupo
hidroxila a menos (SOUZA FILHO et al., 2006); e, de acordo com
Kammerer et al. (2004), esses dois compostos sao encontrados
em maior quantidade nas sementes das uvas, assim como a
epicatequina (Figura 20). Enquanto o &cido p-OH-benzobico esta
mais concentrado na casca da uva e, geralmente, encontra-se
esterificado a polimeros da parede celular (KAMMERER et al.,
2004; KANG et al., 2008).

Nos extratos supercriticos obtidos com CO, puro nao foi
possivel identificar os acidos cafeico e protocatecuico (Figura 3).
A adicao de etanol como co-solvente ao CO, nas concentragoes
12,5 e 17,5 % aumentou o0 nimero de compostos identificados e
a concentracdo de alguns compostos no extrato, comparando
com a mesma condicdo sem adicdo de co-solvente. O &cido
cafeico foi identificado apenas em alguns extratos obtidos com
etanol, indicando ser um composto de maior polaridade.

Tsuda et al. (1995) relatam um aumento na quantidade
extraida de epicatequina com o0 aumento da pressdao e da
temperatura na extracao supercritica com CO, puro de semente
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de tamarindo, 0 que ndo ocorreu neste estudo. Os autores
também obtiveram maior rendimento desse composto com a
adicao de etanol ao CO, supercritico, 0 que pode ser obervado
no presente trabalho.

OH
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HO™ " "0H OH
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Acido tinico Acido vanilico Epicatequina

Figura 20 - Estrutura molecular da epicatequina e dos acidos tanico e
vanilico.

Fontes: Gonzalez-Bar6 et al. (2008), Sanchez-Moreno et al. (1999) e
Singh et al., 2003.

Segundo Adil et al. (2007), os &cidos hidroxicindmicos,
como o 4&cido cafeico, sdo levemente soliveis em CO,
supercritico sem a adicdo de co-solvente, enquanto para
aumentar a solubilidade de compostos como quercitina,
epicatequina e resveratrol € necessaria a adicao de etanol como
co-solvente em concentragées de 5 a 30 %. Comportamento
semelhante foi observado no estudo de Murga et al. (2000), em
que o acido galico foi solubilizado em CO, puro, mas houve a
necessidade de adicdo de etanol para a solubilizagdo de
epicatequina. Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com ambos os trabalhos mencionados, uma vez que a as
concentragdes de acido galico obtidas CO, supercritico puro
foram superiores as de epicatequina e que a adicdo de etanol
nas concentragées 12,5 e 17,5 % aumentou a concentracdo
deste Ultimo composto nos extratos. Entretanto, o contrario é
observado para outros componentes como o acido cafeico, que
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nao foi identificado nos extratos obtidos com CO, puro, e as
substancias quercitina e resveratrol, que ndo foram identificadas
em nenhum extrato. Floris et al. (2010) também relatam que
compostos de interesse sdo levemente sollveis em CO, sem
adicao de co-solvente em condi¢des abaixo de 500bar.

Pinelo et al. (2007) apresentaram maiores concentragdes
acido galico e epicatequina para extratos supercriticos obtidos
com adi¢do de etanol como co-solvente ao CO, em comparagao
com uma extracdo solido/liquido (a baixa pressdo). Esse
comportamento também pode ser observado neste estudo,
comparando os resultados da extragdo com ultrassom e da
supercritica com 12,5 e 17,5 % de etanol, principamente no caso
do &cido galico.

De acordo com Pinelo et al. (2005), como os compostos
fenolicos sao altamente reativos, as condicdes de extracdo
podem modificar profundamente o perfil fendlico dos extratos.
Segundo os autores, duas zonas tipicas sdo geralmente
observadas em cromatogramas por HPLC de extratos de uva e
derivados: uma monomeérica, cujos compostos mais comumente
identificados sdo catequina, epicatequina e quercitina; e uma
zona polimérica, uma vez que os compostos fendlicos sao
suscetiveis a reacdes de polimerizagdo que promovem
importantes mudangas estruturais e, consequentemente,
variagcbes de suas propriedades. E assim, as condicbes de
extracdo, como temperatura, tempo e solvente aplicado,
poderiam favorecer a formagdo de compostos fendlicos
polimerizados, cujas concentragdes no extrato seriam maiores
gue na matrix vegetal original.

De acordo com Monrad et al. (2010), quando as uvas séao
prensadas para a liberagao do suco, as procianidinas (também
conhecidas como taninos condensados) sao liberadas e podem
facilmente se ligar aos polissacarideos e proteinas da parede
celular, através de pontes de hidrogénio e interacdes
hidrofobicas. As procianidinas com maior grau de polimerizacao
apresentam maior propensao para se ligarem que as de menor
grau de polimerizagéo. Além disso, o rompimento dos tecidos da
uva permite que as procianidinas monoméricas, como é o caso
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da epicatequina, e outros compostos fendlicos entrem em
contato com a enzima polifenoloxidase, o que pode levar a
oxidagdo e polimerizagdo dessas substancias, dificultando sua
extracao.

A exposicdo de alguns compostos fendlicos, como acido
galico e epicatequina, a temperaturas um pouco elevadas
também pode provocar reagbes de oxidagdo e polimerizagao,
devido ao aumento da reatividade dessas substancias (MURGA
et al.,, 2000). Assim, a nao deteccdo de 4&cido galico e
epicatequina nos extratos de Soxhlet e ESC com 15 % de etanol
pode ser justificada pela ocorréncia de reagbes que alteraram a
estrutura dessas moléculas. No caso da extracdo Soxhlet, essas
reagbes podem ser provocadas pela elevagdo da temperatura
que é inerente ao processo e, no caso do extrato supercritico,
ocorridas, provavelmente, durante a etapa de remocdo do
solvente.

Por Ultimo, a ndo detecgcdo de outras substancias de
interesse nas amostras em estudo, como resveratrol e quercitina,
pode ser decorrente de sua degradacao provocada pela luz, uma
vez que algumas delas sdo fotoinstaveis (t-resveratrol, por
exemplo). A luz pode reduzir consideravelmente a concentracao
dos compostos fendlicos a niveis que ndo permitam sua
deteccao, i.e., a impossibilidade de geracdo de uma adequada
relagdo sinal/ruido (ARSEGO, 2004; MAIER et al., 2009).

Alguns estudos avaliaram a capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos isoladamente, contudo, h& certa divergéncia
na ordem dos resultados de acordo com o método de avaliacao
utilizado. Yilmaz e Toledo (2004) compararam a capacidade de
sequestro de radical peroxil de alguns compostos fendlicos e
relatou os seguintes resultados e ordem decrescente: resveratrol
> catequina > epicatequina = galocatequina > &cido galico.
Sanchez-Moreno et al. (1999) também compararam a atividade
antioxidante de alguns compostos fendlicos com antioxidantes
comerciais (naturais e sintéticos) através de dois métodos: de
inibicdo da oxidacdo de lipidios (tiocianato férrico) com
resultados nessa ordem, Rutina = 4cido ferrdlico > acido tanico =
acido gélico = resveratrol > BHA = quercetina > D-L-a-tocoferol >
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acido cafeico; e de sequestro do radical DPPH obtendo alta
atividade para o acido galico, moderada para os acidos tanico e
cafeico, quercitina, BHA e rutina, e baixa para resveratrol e D-L-
a-tocoferol. A propriedade de inibicdo da oxidacao lipidica é,
geralmente, mais pronunciada em substancia de maior estrutura,
como o &cido tanico (Figura 20), mas outros fatores tém
influéncia como: dissociacdo de ligagdes O-H, presenca e
localizagdo na molécula de grupos hidroxila e metoxila, entre
outros (SANCHEZ-MORENO et al., 1999). No presente estudo
nao foi possivel encontrar relacdo entre os resultados de
atividade antioxidante e compostos identificados dos extratos.
Provavelmente, a atividade antioxidante, encontrada através das
técnicas DPPH e B-caroteno, foi causada pelo efeito sinérgico de
mais de uma substincia presente nos extratos ou pela
polimerizagdo dos compostos fendlicos, o que aumenta a
capacidade antioxidante desses componentes (SANCHEZ-
MORENO et al., 1999). A atividade antimicrobiana apresentada
pelos extratos supercriticos pode estar associada a presenca do
acido vanilico (Figura 20), encontrado em boa parte deles e em
maiores concentragdes nos extratos obtidos com CO, puro (NAZ
et al.,, 2006); ou, também, por um efeito sinérgico de mais
substancias.

A utilizacdo de CO, supercritico pode ndo ser competitiva
com alguns outros métodos de extracdo mais convencionais para
a obtencdo da totalidade da fracéo fendlica; todavia, a extracao
supercritica oferece como vantagem a possibilidade de ajustar o
poder solvatante pelo controle de algumas variaveis de processo.
Murga et al. (2000) demostraram que, pelo ajuste da pressao de
operagdo e da adicdo de co-solvente (tipo e quantidade), o
contetdo fendlico dos extratos de semente de uva pode ser
fracionado. Assim, um processo de extracdo supercritica
sequencial poderia ser projetado para alcangar tal fracionamento.
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6 CONCLUSAO

Os extratos obtidos por ESC apresentaram rendimentos
inferiores aos das extragcdes Soxhlet e com ultrassom. Os
melhores resultados de rendimento para a ESC foram obtidos
nas condigdes a 300 bar/50 °C e 300 bar/60 °C, enquanto que
para as extragdes a baixa pressao foram obtidos por Soxhlet com
etanol e ultrassdnica com 4gua.

O uso de co-solvente na extragao supercritica aumentou
consideravelmente o rendimento da extracdo (quase 3 vezes
com 15 % de etanol), mas nao produziu efeito positivo nos
resultados de atividade antioxidante determinada pelo método B-
caroteno nem de atividade antimicrobiana dos extratos. Apenas
os valores de ECsy (método DPPH), apresentaram melhora
significativa com a adicdo de etanol como co-solvente.

O maior teor de fendlicos foi apresentado pelo extrato
obtido pela extracdo Soxhlet com etanol para o bagaco de
Merlot. No ensaio do radical DPPH, os melhores resultados de
ECso foram obtidos para os extratos de bagago de Syrah, sem e
com pré-tratamento, provenientes da extracdo Soxhlet com
etanol, com valores de 1295 £ 0,7 e 158 = 2 ug/mL,
respectivamente. Quando o potencial antioxidante foi avaliado
pelo método de descoloracdo do sistema [3-caroteno/acido
linoléico os melhores resultados foram encontrados para os
extratos supercriticos obtidos a 150 bar e ultrassénicos obtidos
com hexano e etanol, porém todos eles consideravelmente
abaixo do antioxidante comercial, BHT.

O extrato de bagaco de uva obtido por ESC a 300 bar e 50
°C apresentou-se como o0 mais efetivo contra todos os
microrganismos testados, especialmente contra S. aureus, com
concentragdo minima inibitéria igual a 625 pg/mL. Os extratos
obtidos pelas técnicas a baixa pressdo ndo apresentaram
atividade contra os microrganismos testados. Assim, os
resultados das analises de atividade antimicrobiana apontam a
extrag@o supercritica como uma técnica favoravel a obtengao de
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extratos de bagaco de uva ativos contra diferentes
microrganismos.

Dentre os compostos presentes nos extratos de bagaco de
uva, os componentes identificados pela andlise cromatografica
de alta eficiéncia (HPLC) em um maior nimero de amostras
foram acido galico, &cido p-OH-benzbico, &cido vanilico e
epicatequina. Todavia, 0 que apresentou maior concentracdo foi
0 &cido protocatecuico no extrato de Merlot obtido por Soxhlet
com etanol. Destaca-se que a atividade biologica de um extrato
pode ser atribuida a possiveis efeitos de sinergismo entre os
componentes. Maiores avaliagbes sao necessarias para a
identificacdo e quantificagcdo de outros compostos presentes nos
extratos, assim como verificar a contribuicdo de cada composto
individual na atividade biologica.

E importante salientar que cada método de extragdo tem
uma especificidade e, como apresentado neste trabalho, as
caracteristicas de operagao da extragao supercritica que permite
a obtengdo de um extrato livre de residuos num tempo de
operagdo adequado e com baixas temperaturas de operacao
fazem com que este seja um método interessante para a
obtencado de extratos naturais com atividade antimicrobiana. Ao
mesmo tempo, 0 uso do bagaco de uva como matéria-prima para
a obtencao destes extratos é promissor devido a permanéncia de
compostos bioativos de alta qualidade nesse residuo industrial.

As limitagbes mencionadas de biodegradabilidade e alto de
teor de fibras s&do uma barreira para a aplicacdo do bagago de
uva em adubacao de solo e alimentacao animal, tornando esse
residuo um possivel problema ambiental para as vinicolas. Além
disso, a presenga de alguns compostos polifendlicos nas
forragens e ragdes dificulta sua digestibilidade para os animais
(SHARMA et al., 1998) e, no caso de utilizacdo como adubo,
inibe a germinagcdo de sementes de diversas plantas (SOUZA
FILHO et al., 2006); isso se constitui em mais um argumento
para o aproveitamento de residuos vinicolas para a obtencéo de
compostos fendlicos bioativos de interesse para industrias
alimenticias e farmacéuticas, e posterior reutilizacdo desse novo
residuo para adubacédo e/ou alimentacao animal.



Sugestoes para trabalhos futuros

- Utilizar o bagaco da producdo de suco de uva, cujo
conteludo fendlico deve ser maior por ndo ser submetido a
maceragdo alcodlica do processo de vinificagdo que extrai
naturalmente os compostos fendlicos do bagaco;

- Extragbes convencionais com misturas de solventes
organicos e agua, pois, de acordo com a literatura, resultam em
maior teor de fendlicos totais para extracdo convencional de
bagaco de uva (VATAI et al., 2009);

- Aplicagdo de diferentes pré-tratamentos, como
enzimatico, por exemplo;

- Fracionamento do extrato na extragao supercritica;

- Incluir na modelagem matematica novos modelos
disponibilizados na literatura mais recentemente;

- Apos as extragoes, manter os extratos em atmosfera de
hidrogénio e manipuld-los ao abrigo da luz para evitar a
degradacao de compostos;

- Avaliar atividade hipolipemiante e antienvelhecimento da
pele.
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APENDICE A - MODELOS MATEMATICOS

A.1 Modelo difusional de Crank (1975)

O modelo de Crank (1975), apresentado por Reverchon
(1997), considera a transferéncia de massa como uma analogia a
transferéncia de calor. Para isso, estima que as substancias a
serem extraidas estdo uniformemente distribuidas em particulas
sOlidas esféricas, que — como um corpo quente perde calor para
0 meio — liberam o soluto no solvente supercritico com o tempo.
No entanto, este modelo pode ser chamado de modelo
difusional, pois considera que a transferéncia de massa se da
unicamente devido a difusdo do soluto, contido no interior das
particulas sélidas, para a fase supercritica (CAMPOS, 2005;
MEZZOMO, 2008; MICHIELIN, 2009; REVERCHON, 1997).

Resolvendo analiticamente o balan¢o de massa na parte
interna da particula e aplicando a segunda Lei de Fick para
difusdo, tem-se a Equacgao 10 que representa a massa de uma
substancia que se difunde através de uma particula (MEZZOMO,
2008; MICHIELIN, 2009).

oy aii (—nznzﬂt
Mes=mmo|L- 23 ) 3 P\ T2 Eq. 10

n—L

onde t, é o tempo de extragdo (min); mex, € a massa de extrato
(kg) no tempo t, my, € a massa inicial de soluto (kg); n é um
namero inteiro; D=Dxg, € 0 coeficiente de difusdo, um parametro
ajustavel do modelo (m%min) e r, é o raio da particula sélida (m)
(MEZZOMO, 2008).
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A.2 Modelo de Dessorcdo de Tan e Liou (1989)

O modelo de dessorgao apresentado por Tan e Liou (1989)
€ baseado no balanco de massa do processo considerando
apenas o termo convectivo sem o termo de dispersdo. Este
modelo considera a transferéncia de massa interfacial como um
modelo cinético de primeira ordem, ou seja, a taxa de extracao é
proporcional & concentracdo de soluto na fase solida, sendo a
transferéncia de massa interfacial representada pela constante
de dessorgao (kg). O modelo de dessorcao considera a unidade
de extracdo como um leito cilindrico no qual o sélido,
devidamente pré-tratado (seco e moido), € acomodado; e o
solvente, com pressao e temperatura fixas flui axialmente através
do leito, retirando do sélido os compostos de interesse. Dessa
forma, na saida do leito, tem-se o extrato, formado pelos
compostos solubilizados no CO, supercritico (MARTINEZ, 2005).

A massa de extrato na saida do extrator em funcédo do
tempo de extragao é representada pela Equagao 11.

Mg (h=H,L) = = [1— explhgB)]. [exn(—icgt) — 1] Eq. 11
""LT:
Sendo
1—=  p. Eqg. 12
A= Qeo—— Ko = a
£
_eH  =H5p; Eq. 13
Cou Qco,

onde ky € a constante de dessorgédo, H € o comprimento do leito
(m), S é a area da segdo transversal (m?), ps € a densidade do
solido (kg/m®), p; é a densidade da fase fluida (kg/m%), € é a
porosidade do leito.
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A.3 Modelo de Esquivel et al. (1999)

Esquivel et al. (1999) realizaram simulagbes das curvas de
extracdo de cascas de azeitonas e se basearam na equagao da
cinética do crescimento de microrganismos de Monod para
descrever as curvas globais de extracdo. A equagdo empirica
que representa a curva de extragdo esta apresentada na
Equacéao 14.

£ Eq. 14
tl = M| ——
Mewe(8) = ol (b+t)

onde mey(t) € a massa de extrato em funcéo do tempo (kg); té o
tempo de extragdo (min); M é a massa de matéria-prima (kg); xo
€ a razao massica de extrato na matéria-prima (kg/kg) e b é um
parametro ajustavel (min) (MEZZOMO, 2008).

A.4 Modelo de Placa (SSP) proposto por Gaspar et al. (2003)

O modelo de placa, proposto por Gaspar et al. (2003)
considera a transferéncia de massa como uma analogia a
transferéncia de calor assim como o modelo proposto por Crank
(1975) e também é um modelo difusional. A diferenca entre estes
dois modelos estd na geometria considerada em cada modelo,
ou seja, no modelo SSP as particulas sélidas sdo consideradas
como placas, enquanto que no modelo de difusdo as particulas
sao consideradas esféricas. O modelo SSP ainda assume que a
concentragdo de soluto na fase fluida é desprezivel quando
comparada a concentracdo na fase sélida, que a resisténcia a
transferéncia de massa na fase fluida é desprezada e que o
balangco de massa na fase fluida é negligenciado (CAMPOS,
2005; MEZZOMO, 2008).

Ao se aplicar a segunda Lei de Fick para a difusdo e
resolvendo analiticamente o balango de massa na parte interna
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da particula, a massa de extrato obtida com o tempo é
representada pela Equacgéao 15 proposta por Gaspar et al. (2003),
com modificagcao apresentada por Campos et al. (2005).

oo

Eqg. 15

0,8 (—Dm (2n+ 1) w? :)

L (2n+1)2°F &2

Mex= II1|}|"l

onde meyy € a massa de extrato (kg); me € a massa inicial de
soluto (kg); Dr é a difusividade na matriz sélida (m®min); t é o
tempo (min); & é a meia espessura das particulas (placas) (m) e
n € um namero inteiro (MEZZOMO, 2008).

A.5 Modelo logistico de Martinez et al. (2003)

Como os extratos de plantas, geralmente, sdo misturas de
varios compostos, o modelo logistico de Martinez et al. (2003)
leva em conta a variagdo da composicao do extrato ao longo da
extracdo, de forma a otimizar o processo para a obtencao dos
compostos de interesse. Para isso, divide o extrato em grupos de
componentes com estrutura quimica similar.

O modelo é baseado no balanco de massa do leito de
extragdo, considerando o leito como um cilindro de comprimento
H muito maior que o didmetro, cujo volume estd completamente
preenchido por ambas as fases envolvidas no processo (sélida e
fluida), no qual o solvente escoa na dire¢cdo axial com velocidade
U e as condi¢cdoes de temperatura, pressdo e as propriedades
fisicas de ambas as fases sdo mantidas constantes durante toda
a extragdo. O acumulo e a dispersdao na fase fluida sao
negligenciados por estes fenémenos ndo apresentarem
influéncia significativa no processo quando comparado ao efeito
de conveccao (MARTINEZ et al., 2003; MICHIELIN, 2009).

Em principio, o modelo logistico possui, para cada grupo
de compostos, trés parametros ajustaveis: A, b; e tn. Se a
composicao do 6leo tiver sido determinada experimentalmente, é
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possivel obter o valor aproximado da massa total de cada grupo
de compostos, conforme apresentado na Equacdo 16. Desta
forma, o modelo pode ser reduzido a dois parametros ajustaveis,
b e tn e a massa de cada grupo de compostos representada
pela Equagéao 17.

T
_ _ XM, 1+ E'xp(birrni] _ } Eq 17

onde m; é a massa total de soélidos extraivel (kg); xp é a razao
massica inicial de soluto extraivel (kg/kg) e m; € a massa total de
cada grupo de composto (kg) (MICHIELIN, 2009).

A Equacao 18 representa a curva de extracao obtida pelo
modelo de Martinez et al. (2003) para um Uunico grupo de
componentes.

1+ bt
meath= = e[ Lrested | e

exp(bt,) |1 +explb(t, — )]

onde h é uma coordenada axial (m); H é o comprimento total do
leito (m); Mg € a massa de 6leo extraido (kg); m é a massa total
extraivel de solido no leito (kg); t é o tempo de extra¢do (min), be
t, sdo parametros ajustaveis do modelo (min' e min,
respectivamente), sendo que o parametro f, corresponde ao
instante em que a taxa de extracéo de cada grupo de compostos
ou um Unico pseudocomposto alcancou o maximo (MEZZOMO,
2008; MICHIELIN, 2009).
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A.6 Modelo de Sovova (1994)

Sovova (1994) propés um modelo baseado na hip6tese de
gue a parte interna da matriz vegetal é formada por células, que
contém o soluto. Como resultado da moagem, as células
localizadas na superficie das particulas estao rompidas, tornando
parte do soluto exposto ao solvente, enquanto a estrutura interna
permanece intacta, o que explicaria a repentina redugao na taxa
de extracdo normalmente observada durante processos de
extragao com fluido supercritico. Aplicado principalmente no caso
de sementes, esse modelo foi um dos primeiros a introduzir uma
descricdo da estrutura da matriz na modelagem matemética
(MEZZOMO, 2008; REVERCHON et al., 2000; REVERCHON e
DE MARCO, 2006).

A estrutura das sementes, de um modo geral, é formada
por celulose e lignina. Esta ultima é um polimero natural bastante
compacto, com um grau de polimerizagdo maior que a celulose.
Assim, a lignina € praticamente inacessivel ao fluido supercritico
e seu conteudo, que varia em cada tipo de semente, pode
influenciar a resisténcia a transferéncia de massa, ou seja, a
resisténcia interna a transferéncia de massa aumenta com o
conteldo de lignina da semente. A existéncia de estruturas
formadas pela lignina pode explicar também o menor rendimento
da extracdo com particulas maiores, uma vez que, nestas
particulas, a estrutura da lignina pode néo ter sido destruida pela
moagem e a parte interna da particula pode nao estar acessivel
ao solvente (REVERCHON e MARRONE, 2001).

Também conhecido como modelo das células rompidas e
intactas, baseia-se em balan¢cos de massa que consideram o
escoamento axial do solvente com velocidade superficial através
de um leito fixo de secéo transversal cilindrica. Admite também
que, na entrada do extrator, o solvente esta livre de soluto,
negligenciando seu acumulo na fase fluida durante a extracéo, e
a temperatura e pressdo de operagdo sdo mantidas constantes.
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O tamanho das particulas e a distribuigdo do soluto no interior do
sblido sdo considerados homogéneos (CAMPQOS, 2005;
FERREIRA e MEIRELES, 2002; REVERCHON et al., 2000).

Esse modelo emprega o coeficiente de transferéncia de
massa da fase fluida para descrever o periodo de taxa de
extragao constante (CER) e o da fase soélida para descrever a
etapa na qual a resisténcia a transferéncia de massa é dominada
pela difusdo. Nesse modelo, o perfil da concentragdo do soluto
na fase fluida é dividido em trés etapas: (a) a primeira etapa
considera que o soluto de facil acesso (xp), disponivel na
superficie das particulas soélidas, vai se esgotando ao longo do
leito, chamada etapa CER (taxa de extragdo constante); (b) na
segunda etapa, inicia-se a extragao do soluto de dificil acesso,
chamado etapa FER (taxa de extracdo decrescente); (c¢) na
terceira etapa, sé@o retirados os solutos de dificil acesso (xk)
presentes no interior das particulas sélidas, e esta € denominada
etapa difusional e controlada pela resisténcia interna a
transferéncia de massa (CAMPQOS, 2005; MEZZOMO, 2008).

A curva de extragdo obtida pelo modelo de Sovova (1994)
é representada pelas Equagdes 19, 20 e 21, com a massa total
de extrato obtida na saida do extrator, em fun¢éo do tempo.

Parat < tcer : periodo de taxa constante de extracao (CER)

Mape = V[l —exp (—Z)]Qcq t Eq. 19

Para tcer < t < trer: periodo de taxa decrescente de
extracao (FER)

Mee = Y7t — tezrexp (2 — 2)1Qcq, Eq. 20

Para t = teeg: periodo controlado pela difuséo

L we. Y (MWxg (W leay nED Eq. 21
Mg = N (X 8 .-n{l + [EH}LT)_ l]e:r,t} [[T} -_,r,—,r_q—r)]rc}) g.
onde mey € a massa de extrato (kg); tcer € a duracdo da etapa
constante de extragdo (min); tzr € 0 periodo de taxa
decrescente de extracdo (min); N é a massa de matéria-prima
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livre de soluto (kg); Y* é a solubilidade (kg/kg); Qcoz é a vazao
média do solvente (kg/min); x, é a razdo massica inicial de soluto
na fase soélida (kg/kg); xx € a razdo massica de soluto no interior
de células intactas (kg/kg) e W é um parametro para o periodo de
taxa de extragado lenta (MICHIELIN, 2009).

Nas equagdes do modelo de Sovova pode-se dizer que a
quantidade Z, apresentada na Equagao 22, é um parametro para
o periodo CER porque essa quantidade (Z) é diretamente
proporcional ao coeficiente de transferéncia de massa na fase
fluida (kya) e este coeficiente controla a taxa de extragdo no
periodo CER.

N ':"-YE.IQI:G: Eq 22

Qco,(1=25)p.
onde pco» é a densidade do solvente (kg/ms) e ps € a densidade
das particulas sélidas (kg/m°).

Para a resolugdo do modelo de Sovova (1994), é
necessario conhecer alguns parametros: Mcggr, taxa de extragao
na etapa CER (kg/min); Ycer, razdo massica do soluto na fase
supercritica na saida da coluna na etapa CER (KQexrato/KQco2);
fcer, duragdo da etapa CER (min) (CAMPOS, 2005). O
parametro Mcer € 0 valor da tangente ao periodo CER e, a partir
dele, obtém-se o valor de Yeg através da Equacgao 23.

Vo~ Mcgg Eq. 23
CER —
Qco,

As demais restricoes e definicbes sédo descritas pelas
Equacbes 24 a 27:

i xp—x; N Eq. 24
T Yz Qo
Nk zy Eq. 25
w K _ a

S Qe (l-8) T xy
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e ¥ , Xp BXQ [LILTQCQ: _.": i1'|'1J :E - ECER} - Xl'{n Eq 26
— = In
z .["1-'11- 0 X o X i j
_ _ N |xe+ (xg—xpexp(Wx o /¥V*) Eq. 27
trer = tcer+ in

Qco. Xp

Os parametros kx, € ky, sdo, respectivamente, os
coeficientes de transferéncia de massa na fase fluida e fase
solida (min™), e sdo definidos pelas Equagdes 28 a 32:

__— Meen Eq. 28
TR peo SHAY

b — -:f}-'aﬂco:ﬁ Eq. 29
Ea = pEI':IIX
(x, + 12, Eq. 30
ax = St > ), k
Xp= Xg+xy Eqg. 31
— Yee
AY = ——p— Eq. 32
(=)

onde pcoz € a densidade do solvente (kg/m®), S é a area de
secdo transversal do leito (m?), H é o comprimento do leito (m),
AY é a média logaritmica para a razao massica de soluto na fase
fluida (kg/kg) e AX é a média aritmética da razdo massica de
soluto na fase sélida (kg/kg) (MICHIELIN, 2009).



Apéndice 204

APENDICE B - DADOS EXPERIMENTAIS DA CURVA DE
EXTRACAO

Tabela 21 - Tempos de extracdao, massas, massas acumuladas e
rendimentos do experimento cinético a 150bar, 50°C e 13+2g

CO,/min.
. Massa
Tempo (min) Massa (g) acumulada (g) Xo (%)

0 0 0 0

5 0,0404 0,0404 0,202715
10 0,0353 0,0757 0,379839
15 0,0431 0,1188 0,596101
20 0,0340 0,1528 0,766703
30 0,0377 0,1905 0,955869
40 0,0712 0,2617 1,313129
50 0,0570 0,3187 1,599137
70 0,1508 0,4695 2,355804
90 0,1281 0,5976 2,99857
110 0,1060 0,7036 3,530445
140 0,0614 0,7650 3,838531
170 0,0450 0,8100 4,064327
200 0,0398 0,8498 4,264031
240 0,0260 0,8758 4,394491
280 0,0540 0,9298 4,665446

A partir da Figura 16, podem ser obtidas as Equagbes 33 a
35 que apresentam as taxas de extracdo para cada um dos
periodos de extragao.

Para t < tcer (periodo CER):

Mey = 0,0064t +0,0103 Eq. 33
= 0,9979
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Para tcer < t< treg (periodo FER):

Mgy = 0,0016t +0,5322 Eq. 34
F = 0,9896

Para t 2 tregr (periodo difusional):

Myt = 0,001t +0,6451 Eq. 35
= 0,9608

De acordo com a Equacao 23, o valor de Ycer pode ser
definido utilizando-se o parédmetro Mcer (valor da tangente ao
periodo CER), obtido a partir da Equacgao 33.

Assim,

oo Mesg 00064 oo, Eq. 36
CER — QCO: - 13,3 B '
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APENDICE C - CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO E
CALCULO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAL

Na Tabela 22 e na Figura 20 sao apresentados os dados
experimentais e o respectivo grafico obtido para a curva padrao
de &cido galico. A curva padrao foi construida plotando-se os
dados de concentracédo de acido galico versus absorbancia a fim
de facilitar o calculo do EAG (equivalente em &cido galico). A
equacgao obtida através da regressao linear do grafico da Figura
20 foi utilizada para calcular os resultados de teor de fendlicos
totais, conforme Equacéao 37.

Tabela 22 - Dados experimentais de absorbancia em funcao da
concentracao da solucao de acido galico.

Concentracao (mg/L) Absorbancia (a 765 nm)*
0 0,0 £0,0
50 0,024 + 0,004
100 0,075 + 0,005
150 0,141 £ 0,002
250 0,270 + 0,004
500 0,555 + 0,004

* Resultado de andlise em triplicata.
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600 1

y = 865,12x + 21,561
R2=0,9952

500 1

CEOOSRON0 QO BETROIINSTTO
8=1 i end

0 0,1 0,2 03 0.4 0,5 0,6

Absorbancia (765 nm)

Figura 21 - Curva padrao de acido galico.

. GAE 86512 ABS+ 215561 Eq 37
'S Coue '

TFT {mg AR §aserare

Onde:

EAG = equivalente em &cido galico (mg GAE/L) obtido
através da curva padrao;

Cext = concentracao da solucao de extrato (gex/L);

A = absorbancia (765 nm).
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APENDICE D - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR HPLC

Extrato supercritico de bagaco de uva Merlot obtido
com CO; puro a 250bar e 60°C

3

10 20 30
min

Figura 22 - Cromatograma relativo ao extrato de bagago de uva Merlot
obtido com CO, puro a 250 bar e 60 °C.

Tabela 23 - Compostos identificados e tempos de retencao
relativos ao extrato de bagaco de Merlot obtido com CO, puro a 250

bar e 60 2C.
A Tempo de
Substancia retencao (min)
1 Epicatequina 4.6
2 Acido gélico 5,7
3 Acido p-OH-benzoéico 10,1
4 Acido vanilico 12,0
5 Acido cafeico 17,0

O primeiro pico existente refere-se a um composto
desconhecido.
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Extrato supercritico de bagaco de uva Syrah obtido
com CO; puro a 250 bar e 60 °C

4

\umL

a 10 20 30 40
min

Figura 23 - Cromatograma relativo ao extrato de bagaco de uva Syrah
obtido com CO, puro a 250 bar e 60 °C.

Tabela 24 - Compostos identificados e tempos de retencao
relativos ao extrato de bagaco de Syrah obtido com CO, puro a 250

bar e 60 2C.
A Tempo de
Substancia retencao (min)
1 Epicatequina 4,6
2 Acido galico 5,7
3 ~Acido tanico 6,01
4 Acido p-OH-benzéico 10,1
5 Acido vanilico 12,0
6 Acido cafeico 17,0

O primeiro pico existente refere-se a um composto
desconhecid






“O valor das coisas nao esta no tempo em
que elas duram, mas na intensidade com que
acontecem. Por isso existem momentos
inesqueciveis, coisas inexplicaveis e pessoas
incomparaveis.”

Fernando Pessoa



