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RESUMO

O processo de vinificagdo gera grandes quantidades de subprodutos. A recuperacdo de
compostos bioativos a partir de subprodutos e sua posterior aplicagdo representa uma
oportunidade de mercado promissora para os vitivinicultores e para a industria de alimentos e
pode contribuir para o desenvolvimento sustentavel do setor. O objetivo deste trabalho foi
aplicar tecnologias de extracdo e concentragdo para recuperar os compostos bioativos presentes
no bagaco de uva e borra de vinho (Vitis vinifera L.). O processo de extracao verde foi otimizado
para recuperar antocianinas provenientes do bagago de uva, seguindo um planejamento central
composto, onde as varidveis independentes foram volume de solvente (agua: solucao de acido
citrico (v/v)), tempo (min) e pH do solvente. O teor de antocianinas monoméricas totais foi a
variavel dependente utilizada na otimizagao. O extrato com maior concentragao de antocianinas
obtido na otimizagdo da extracdo foi aplicado no processo de crioconcentracdo em blocos
gravitacional. As fragdes concentradas e o extrato inicial, foram caracterizados quanto a
concentragdo de compostos bioativos e composicao fisico-quimica. As amostras de borra de
vinho foram desidratadas em estufa com circulagdo de ar e avaliada quanto a cinética de
secagem utilizando curvas de secagem a 40 °C Apods o processo de secagem, quatro métodos
de extragdo: agitador orbital, ultrassom, agitacdo térmica e extragdo por liquido pressurizado
foram aplicados para recuperacdo de antocianinas da borra de vinho seca. Um planejamento
central composto foi aplicado para a extracdo por liquido pressurizado, onde as variaveis
independentes foram temperatura (°C) e propor¢ao de solvente (etanol: solugdo de acido citrico
0,1 mol/L (v/v)) e a variavel resposta foi o teor de antocianinas monoméricas totais. O extrato
da borra de vinho obtido através da otimizagao foi caracterizado quanto ao perfil fendlico e a
bioacessibilidade das antocianinas apds simulacdo gastrointestinal in vitro. Além disso, a
atividade antiproliferativa in vitro do extrato foi avaliada. Como resultados deste trabalho
observou-se como resposta maxima para extracao de antocianinas do bagaco de uva o volume
de 10 mL de solugdo de agua:acido citrico, em pH de 1,8. A aplicacao de crioconcentra¢ao no
extrato de bagago de uva demonstrou ser um método eficaz para concentragdo de compostos
bioativos. Apds trés estagios de concentragdo, solidos totais, fenolicos totais e antocianinas
monomeéricas totais foram aproximadamente 5 vezes superiores a condi¢@o inicial do extrato.
O aumento na concentragdo de compostos bioativos atingiu uma eficiéncia de processo de
93,11% (estagio 1) para compostos fendlicos e 90,63% (estagio 2) para as antocianinas totais.
Considerado os resultados obtidos, conclui-se que a crioconcentragdo € uma op¢ao promissora
para o extrato do bagaco de uva, que pode ser otimizado para preservar e concentrar 0s
compostos bioativos deste subproduto. Com relacao as borras de vinho, observou-se que o
processo de desidrata¢dao convectiva a 40 °C, durante 420 minutos de secagem removeu 88%
de agua da amostra. Dentre os diferentes métodos de extragdo, observou-se que a extragao por
liquido pressurizado em modo estatico apresentou maior teor de antocianinas monoméricas
totais no extrato e suas as condi¢des de extragao e foram otimizadas para obtengdo de um extrato
rico em antocianinas provenientes da borra do vinho, com a temperatura de 55°C, e o solvente
etanol:acido citrico 0,1 mol/L utilizado na proporcao de 50:50 v/v. As antocianinas delfinidina-
3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e
malvidina-3-glicosideo foram identificadas e devidamente quantificadas, sendo a malvidina a
majoritaria na borra do vinho. Durante a digestdo in vitro, mudangas importantes foram
observadas nas concentracdes de antocianinas apds a passagem pelas fases gastrica e intestinal.
A analise de digestdo in vitro do extrato da borra de vinho mostrou que todas as antocianinas
sao bioacessiveis na fase oral e na fase gastrica da digestao gastrointestinal simulada, no entanto
na fase intestinal apenas a delfinidina-3glicosideo e a malvidina-3-glicosideo sdo bioacessiveis.
Além disso o extrato ndo apresentou citotoxicidade para viabilidade celular de fibroblastos
murinos (L929) na concentragdo de 500 pg/mL de extrato da borra de vinho e apresentou



citoproteg¢do (500 pg/mL) quando submetidos ao estresse oxidativo com H>O». Os resultados
evidenciam o potencial dos subprodutos de vinificagdo tanto do ponto de vista tecnoldgico
como corante natural e quando do ponto de vista da saide como ingrediente de produtos
nutracéuticos.

Palavras-chave: Bagaco de uva; Borra de vinho; Solvente verde; Extracdo por liquido
pressurizado; Corante natural; Atividade antiproliferativa.



ABSTRACT

The winemaking process generates large amounts of by-products. The recovery of bioactive
compounds from by-products and their subsequent application represents a promising market
opportunity for winegrowers and the food industry, providing the sustainable development of
the sector. The aim of this work was to apply extraction and concentration technologies to
recover the bioactive compounds present in grape pomace and wine lees (Vitis vinifera L.). The
green extraction process was optimized to recover anthocyanins from grape pomace, following
a central composite design, where the independent variables were solvent volume (water: citric
acid solution (v/v)), time (min) and solvent pH. The content of total monomeric anthocyanins
was the dependent variable used in the optimization. The extract with the highest concentration
of anthocyanins obtained in the optimization of the extraction was applied in the process of
cryoconcentration in gravitational blocks. The concentrated fractions and the initial extract
were characterized according to the concentration of bioactive compounds and
physicochemical composition. Wine grounds samples were dehydrated in an oven with air
circulation and evaluated for drying kinetics using drying curves at 40 °C After the drying
process, four extraction methods: orbital stirrer, ultrasound, thermal agitation and pressurized
liquid extraction were applied to recover anthocyanins from dried wine grounds. A composite
central design was applied for pressurized liquid extraction, where the independent variables
were temperature (°C) and solvent proportion (ethanol: citric acid solution 0.1 mol/L (v/v)) and
the response variable was total monomeric anthocyanin content. The extract of wine lees
obtained through optimization was characterized for phenolic profile and bioaccessibility of
anthocyanins after in vitro gastrointestinal simulation.In addition, the in vitro antiproliferative
activity of the extract was evaluated. As a result of this study, the maximum response for the
extraction of anthocyanins from grape pomace was the volume of 10 mL of water:citric acid
solution, at a pH of 1.8. The application of cryoconcentration in grape pomace extract has been
shown to be an effective method for concentration of bioactive compounds. After three stages
of concentration, total solids, total phenolics and total monomeric anthocyanins were
approximately 5 times higher than the initial condition of the extract. The increase in the
concentration of bioactive compounds reached a process efficiency of 93.11% (stage 1) for
phenolic compounds and 90.63% (stage 2) for total anthocyanins. Considering the results
obtained, it is concluded that cryoconcentration is a promising option for grape pomace extract,
which can be optimized to preserve and concentrate the bioactive compounds of this by-
product. Regarding the wine lees, it was observed that the convective dehydration process at 40
°C during 420 minutes of drying removed 88% of water from the sample. Among the different
extraction methods, it was observed that the extraction by pressurized liquid in static mode
presented the highest content of total monomeric anthocyanins in the extract and its ingredients.
citric acid 0.1 mol. L-1 used in a ratio of 50:50 v/v. The anthocyanins delphinidin-3-glucoside,
cyanidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside and malvidin-3-glucoside
were identified and properly quantified, with malvidin being the majority in wine lees. During
in vitro digestion, important changes were observed in anthocyanin concentrations after passing
through the gastric and intestinal phases. In vitro digestion analysis of wine lees extract showed
that all anthocyanins are bioaccessible in the oral and gastric phase of sham gastrointestinal
digestion, however in the intestinal phase only delphinidin-3glycoside and malvidin-3-
glucoside are bioaccessible. In addition, the extract did not show cytotoxicity for cell viability
of murine fibroblasts (L929) at the concentration of 500 pg/mL of wine lees extract and showed
cytoprotection (500 pg/mL) when subjected to oxidative stress with Hooo. The results show the
potential of winemaking by-products both from a technological point of view as a natural
colorant and when from a health point of view as an ingredient of nutraceutical products.



Keywords: Grape pomace; Wine lees; Green solvent; Extraction by pressurized liquid;
Natural dye; Antiproliferative activity.
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1 INTRODUCAO

Subprodutos e residuos do processamento de alimentos a base de plantas, que
representam um grande problema de descarte para a industria, sdo fontes promissoras para a
recuperacao de fitoquimicos bioativos e metabolitos secundarios tecnologicamente importantes
para a industria de alimentos (Burlini; Sacchetti, 2020; Ribeiro et al., 2022). O cultivo da videira
e os processos de vinificagdo geram quantidade significativa de residuos e subprodutos,
incluindo caules, bagago e sementes, borras de vinho, tartaratos e aguas residuais (Nerantzis;
Tataridis, 2006). Na maioria das vezes, apenas uma parcela muito pequena desses materiais €
reutilizada, por exemplo, na producdo de fertilizantes, ragdo animal, ou para a producdo de
combustiveis (Ferri et al., 2020).

Aproximadamente, 74 milhoes de toneladas de uvas foram utilizadas na produgao de
vinho em 2021 (OIV, 2023). A elevada produ¢ao de vinho gera uma quantidade consideravel
de desperdicio, pois cerca de 20% do peso das uvas processadas se encontra no produto final
(Maicas; Mateo, 2020; Silva et al., 2021). Além disso, o vinho ¢ uma das bebidas alcoolicas
mais consumidas em todo o mundo, tornando o manejo de seu subproduto uma importante
questao de problema ambiental. Os principais subprodutos gerados a partir da vinificacao sdo
bagaco de uva e borras de vinho, sendo que uma tonelada de uva processada produz
aproximadamente 0,13 tonelada de bagago e 0,06 tonelada de borras (Kokkinomagoulos;
Kandylis, 2020). O bagag¢o de uva (casca, sementes e polpa) ¢ gerado apds as etapas de
desengace e prensagem. As borras de vinho sdo um material semissélido, também designado
de lama, gerado principalmente apos processo de fermentacao (Ribéreau-Gayon et al., 2006).
E importante ressaltar que os rendimentos apresentados sio valores indicativos e podem variar
consideravelmente dependendo da variedade de uva, das condi¢des ambientais, do estagio de
maturacao da uva e da tecnologia de vinificagdo (Oliveira; Duarte, 2014; Bordiga, 2015).

Nos ultimos anos, esses subprodutos tém atraido consideravel atencdo como fontes
potenciais de fitoquimicos bioativos, que podem ser utilizados para diferentes finalidades nas
industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia. A tendéncia atual € utilizar e converter
subprodutos em produtos ftteis e reciclar subprodutos como meio de alcancar um
desenvolvimento sustentavel. Esses processos de recuperagdo fazem parte de uma nova
filosofia de agricultura sustentavel (Ribeiro ef al., 2022).

De acordo com os principios da Economia Circular, onde os subprodutos sdo
convertidos em novas matérias-primas (Adami; Schiavon, 2021), objetiva-se propor esta pratica

como alternativa inovadora para os subprodutos da vinificagdo, especialmente o bagago de uva
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e as borras de vinho. Assim, processos de extragdo e concentracdo economicamente atrativos,
seguros ¢ ndo poluentes para a recuperagdo desses compostos sdo relevantes (Bamba et al.,
2018). Além disso, essa abordagem contribui para alcangar os Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) adotados pelos Estados Membros das Nagdes Unidas (2015), com destaque
para o ODS9: industria, inovagdo e infraestrutura ¢ ODS12: consumo e produgao sustentaveis.

A literatura demonstra que ainda hé aplicacdo de processos de extracdo que utilizam
elevadas quantidades de solventes organicos para recuperagao de fitoquimicos em matrizes
vegetais, como por exemplo, os subprodutos da vinifica¢ao (Renard, 2018; Jara-Palacios et al.,
2020). Recentemente, o uso de solventes GRAS (do inglé€s Generally Recognized As Safe),
como alguns alcoois (por exemplo, etanol) ou solugdes aquosas acidificadas com acidos fracos,
tem se destacado como uma alternativa menos prejudicial ao meio ambiente, a satde do
operador e do consumidor para a extragao de bioativos. Neste sentido, atualmente busca-se por
processos mais limpos, visando diminuir o consumo de energia, dgua e solventes, e a emissao
de carbono, e garantir a seguranca do meio ambiente ¢ do produto final (Chemat et al., 2019).
Diante disso, novas tecnologias de extracdo como a extragdo por liquido pressurizado tém sido
empregadas para processo de recuperagdao de compostos bioativos, assim como a aplicacdo de
concentragdo por baixa temperatura, como a crioconcentragao, estd sendo usada para recuperar
compostos bioativos termolabeis provenientes de subprodutos (Prestes et al., 2023; Arend et
al.,2022; Hass et al., 2021).

O uso de processos de extragdo por liquido pressurizado e processos de
crioconcentragdo em subprodutos de vinificacdo sdo de grande relevancia. Neste sentido, as
principais propostas deste trabalho sdo a selecdo e aplicagdo de tecnologias de extragdo e
concentracdo para diferentes subprodutos de vinificagdo, a fim de recuperar compostos
bioativos. Este estudo também visa valorizar e divulgar subprodutos de vinificacdo pouco
explorados, como uma fonte alternativa de compostos com potencial de aplicacdo na industria

de alimentos.

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os subprodutos da vinificagdo de vinho tinto, bagaco de uva e borra de
vinho, e avaliar o efeito de diferentes tecnologias na recuperacdo de diferentes compostos

quimicos com potencial bioativo e tecnoldgico.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar a obten¢do de extrato rico em antocianinas a partir do bagaco de uva utilizando
um solvente GRAS;

e Aplicar o processo de crioconcentragdo no extrato rico de antocianinas do bagacgo de uva,;

e Avaliar o comportamento da crioconcentragdo e caracterizar as fragdes obtidas no processo;

e Caracterizar as borras de vinho com relagdo a cinética de secagem, a composi¢ao fisico-
quimica e as propriedades tecnoldgicas;

e Avaliar diferentes métodos de recuperacao de antocianinas da borra do vinho;

e Otimizar a recuperagdo de antocianinas da borra do vinho;

e (Caracterizar os extratos da borra de vinho quanto a composi¢ado fendlica total e individual,
antocianinas individuais e atividade antioxidante in vitro;

e Avaliar o efeito da digestdo in vitro do extrato de borra de vinho na bioacessibilidade das
antocianinas;

e Avaliar a atividade bioldgica através do ensaio de citotoxicidade, protecdo e atividade

antitumoral de extratos de borra de vinho.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 A INDUSTRIA VITIVINICOLA E A SUSTENTABILIDADE

A industria do vinho representa um dos setores econdmicos mais importantes em
diferentes regides do mundo. A extensa area territorial destinada ao cultivo da videira faz desta
uma das principais atividades agricolas do mundo. A Organizagao Internacional da Vinha e do
Vinho (OIV) estima que a produ¢ao de vinho no ano de 2023 foi de 237 milhdes de hectolitros
(OIV, 2024). O valor atrelado a essa atividade assim como a grande quantidade de produgao,
esta associada a utilizacdo de muitos recursos relacionados tanto ao consumo de dgua como
também da utilizagdo de produtos organicos e inorganicos. Com o objetivo de alcangar uma
producao vitivinicola sustentavel essa pratica deve estar associada a correta utilizacdo desses
recursos tanto no campo quanto nas cantinas de produ¢do (Mariani e Vastola, 2015).

De acordo com os ultimos dados publicados pela Organizagdo das Nagdes Unidas para
Alimentagdo e Agricultura (FAO do inglés Food and Agriculture Organization of the United
Nations), que correspondem ao ano de 2021, o vinho foi produzido em cerca de 65 paises. Este
numero reflete a ampla distribuicdo geografica da produgdo de vinho, com os principais
produtores concentrados na Europa, América do Norte, América do Sul, Africa, Asia e Oceania
(FAO, 2024). Os principais paises produtores de vinho do mundo sdo apresentados na Figura

1.1.
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Figura 1.1 - Principais paises produtores de vinho no mundo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

No Brasil, a vitivinicultura vem apresentando importante crescimento. Nas ultimas
décadas, a expansdo das areas de cultivo de uvas viniferas e das vinicolas produtoras de vinhos
finos aumentou, colocando o pais entre os grandes produtores mundiais. De acordo com a OIV,
o pais € o 15° maior produtor de vinhos e o 14° produtor de uvas do mundo. Em 2023, o Brasil
registrou uma producao de vinhos de 3,6 milhdes de hectolitros um crescimento de 12% em
relagdo ao ano anterior (OIV, 2024). Além disso, o consumo interno também apresentou um
aumento notavel de 11,6%, atingindo 4 milhdes de hectolitros. Atualmente, a Regido Sul do
pais destaca-se como a maior produtora de uvas do pais, com uma producdo de
aproximadamente 767,3 mil toneladas em 2022. O estado de Santa Catarina possui cerca de
5.000 hectares de vinhedos implantados, com uma produ¢do anual de 115 mil toneladas de
uvas. As regides de altitude, como a Serra Catarinense, sdo particularmente importantes para a
producdo de vinhos finos e espumantes, acompanhando a tendéncia nacional de aumento no
consumo desses produtos (EPAGRI, 2024; PAM-IBGE, 2024).

Nos ultimos anos a demanda pelo desenvolvimento sustentavel tornou-se objetivo
prioritario do ponto de vista social, politico e econdmico e o setor vitivinicola mundial esta
fortemente empenhado em melhorar a sustentabilidade de sua cadeia de produgdo e consumo

(Wei et al., 2022). Neste contexto, a OIV, organizacao cuja a maioria dos paises produtores de
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vinho s3o membros, desenvolveu as Diretrizes para Vitivinicultura Sustentavel e definiu essa
pratica como uma estratégia global a escala dos sistemas de produgdo e processamento de uvas
(O1V, 2020).

De acordo com estas diretrizes, as avaliagdes de risco ambiental devem considerar, entre
outros, 0os seguintes aspectos: local (para novas vinhas/adegas), biodiversidade, sele¢do de
variedades, gestdo do solo e dgua, utilizagdo de energia, gestdo de recursos humanos e uso de
agroquimicos, aguas residuais e a gestao de residuos do processo de producao do vinho. Nesta
perspectiva, a gestao sustentavel dos residuos torna-se um importante aliado no que diz respeito
a sua reducdo ou reaproveitamento (OIV, 2020; Maicas e Mateo, 2020).

O setor vitivinicola enfrenta diversas questdes relacionadas a geragdo de residuos no
processo de producdo de vinhos (Spigno et al., 2013). Esses residuos apresentam, como
principal caracteristica, altas concentracdes de matéria organica, o que pode causar grandes
impactos ambientais, como contaminacdo de solo e aguas, quando descartados de forma
inadequada. (Pinter et al., 2019). Portanto, compreender as etapas do processo de producao do
vinho e identificar os residuos produzidos durante esse processo ¢ fundamental para utilizar e
aplicar esses recursos de forma sustentavel, promovendo assim a implementagdo da

vitivinicultura sustentavel.

1.2 O PROCESSO DE PRODUCAO DO VINHO

O processo de produgcdo de vinho ¢ um conjunto de operacdes realizadas para
transformar a uva madura em vinho denominado de vinificagao (Figura 1.2). Todo este processo
compreende diferentes etapas, que pode ser dividido em etapas pré-fermentativas, cujo inicio
ocorre com a colheita da uva, quando esta atinge a maturacdo tecnoldgica e fenolica,
fermentativas para obtencdo do vinho e etapas pos-fermentativas, finalizada com o

engarrafamento do vinho (Ribereau-Gayon; Dovaz,1997).
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Na etapa pré-fermentativa para obtengdo do mosto, primeiramente ocorre o desengace
e 0 esmagamento (ou prensagem) das uvas, que tem por finalidade separar o engaco, folhas e
talos de uva (denominados de MOG do inglé€s material other than grapes), romper a casca das
bagas e extrair o liquido e, se desejado, iniciar a maceracdo. A realiza¢do do desengace antes
do esmagamento ¢ desejavel pois minimiza a absor¢do de fendlicos e lipidios presentes no
engaco, evitando assim caracteristicas indesejaveis ao vinho. A presenga do engago acarreta na
liberacdao de substancias adstringentes como o tanino verde, aumentando consideravelmente a
adstringéncia dos vinhos e acentuando os gostos herbaceos. Quando triturado, pode promover
a diluicao do mosto, além de interferir, principalmente, na composi¢ao mineral do mesmo. O
engago nao alcanga um nivel adequado de maturagdo, e a separacao antecipada ¢ fundamental
para a qualidade do vinho (Giovannini e Manfroi, 2009). Alguns pesquisadores sugerem que a

extragdo de compostos do engaco pode ser de interesse quando se trata de variedades
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tintas com baixo teor de compostos fendlicos, como por exemplo, a variedade Pinot Noir (Sun
et al., 1999). Como algumas bagas sdo inevitavelmente rompidas durante o desengace, levando
ao escurecimento oxidativo, o esmagamento pode ocorrer imediatamente apos ou de forma
simultanea na desengacadeira. As desengacadeiras geralmente possuem um cilindro externo
perfurado que permite a saida da baga, mas restringe a passagem de talos, engago e folhas
(Jackson, 2020).

O esmagamento pode ser realizado por varios processos, 0s mais comuns incluem
pressionar a baga contra uma parede perfurada ou passa-la por um conjunto de rolos. No
primeiro, as bagas sdo perfuradas e o suco, polpa, sementes e cascas sdo coletados e bombeados
para um tanque ou cuba de retencdo. Neste ultimo processo, as bagas sdo esmagadas entre um
par de rolos girando em direcdo oposta (Jackson, 2020).

A maceracao refere-se a um periodo durante o qual os constituintes se difundem dos
solidos da uva (bagaco) para o mosto visando a extragdo dos compostos presentes nas cascas €
nas sementes. A etapa de maceragdo facilita a extragdo de nutrientes, aromas ¢ outros
constituintes da polpa, cascas, sementes e ocasionalmente engaco. Para os vinhos brancos, a
maceragao ¢ minima e raramente permanece mais do que algumas horas. Em geral, a maceragao
minima em temperaturas frias ¢ frequentemente preferida para a producao de vinhos jovens,
frescos e frutados. Para os vinhos tintos, a maceragao € prolongada e ocorre simultaneamente
com o inicio da fermentagdo alcodlica. O 4lcool gerado pelo metabolismo das leveduras
favorece a extracao de antocianinas (Canals et al., 2005).

Para o processo de vinificagdo dos vinhos brancos, as cascas sdo retiradas, geralmente,
antes da fermentacdo, além disso, antes dessa etapa, o mosto passa por um processo de
clarificagdo para remover particulas sélidas em suspensdo. E importante mencionar que na
elaboragdo do vinho rosé, o tempo de maceragdo nesta etapa pré-fermentativa é responsavel
pela coloragdo do vinho incorpora a cor proveniente das cascas das uvas tintas, mas ndo o
suficiente para ser considerado um vinho tinto (Caldas et al., 2018; Jackson, 2020).

Uma vez finalizada as etapas pré-fermentativas o mosto ¢ submetido ao processo de
fermentagdo alcodlica, comumente sdo utilizadas cepas especificas da levedura Saccharomyces
cerevisiae. Os aglcares do mosto das uvas sdo transformados em alcool etilico, gas carbonico
e em congéneres aromaticos (glicerol, alcoois superiores, aldeidos, ésteres e dcidos organicos)
(Jackson, 2020).

Apo6s completar a fermentag@o alcodlica, o vinho pode ser submetido a fermentacdo
malolatica, caracterizada pela transformagao do 4acido malico em &cido lactico, por bactérias

lacticas (Leuconostoc oenos). Esse processo ¢ realizado principalmente em vinho tinto e tem
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como objetivo reduzir a acidez, fornecer estabilidade bioldgica ao vinho e intera¢do entre
compostos quimicos que acentuam o aroma do vinho (Jackson, 2020).

ApOs a etapa de fermentacao os vinhos passam por um periodo de ajuste (maturagdo)
antes do engarrafamento. As etapas pos-fermentativas envolvem a remog¢ao ou precipitacao de
material particulado e coloidal através das etapas de estabilizagdo e clarificagdo. A estabilizacao
e clarificagdo envolvem procedimentos destinados a produzir um vinho brilhantemente limpido,
sem falhas de sabor. Depois de varias semanas a meses, o vinho ¢ trasfegado (Jackson, 2008).

A trasfega separa o vinho dos solidos que se depositam durante a pos-fermentagao. Apds
a fermentacao, os constituintes celulares sdo liberados lentamente no vinho. Isso est4 associado
a autolise de células de levedura morta, portanto, esse sedimento consiste principalmente de
leveduras e células bacterianas, restos de células de uva e também de taninos precipitados,
proteinas e cristais de tartarato de potdssio. Como isso pode ativar atividade microbiana
indesejavel, a primeira trasfega normalmente ocorre logo apds a fermentacdo. Quando a
fermentagdo malolatica é desejada, no entanto, a trasfega ¢ retardada até que a conversao do
acido malico em 4cido latico esteja completa. A trasfega também ¢ atrasada se for desejado o
contato superficial com o sedimento (Jackson, 2020).

O vinho pode ser engarrafado ou envelhecido em barril de carvalho com posterior
engarrafamento. A etapa de envelhecimento dos vinhos visa melhorar o sabor e o aroma da
bebida. Para esse processo, a principal madeira utilizada para a confeccdo de tonéis de
envelhecimento ¢ o carvalho, em decorréncia de suas propriedades de dureza e

impermeabilidade a agua (Ribereau-Gayon; Dovaz, 1997; Jackson, 2020).

1.3 SUBPRODUTOS VITIVINICOLAS

A valorizagdo dos produtos secundérios produzidos em diversos pontos e etapas da
cadeia produtiva da industria da uva e do vinho € um tema que vem ganhando cada vez mais
atencao. Esses produtos precisam ser definidos com relacao a sua natureza e uso. No entanto, €
dificil identificé-los em termos de leis ou estruturas gerais, diante disso a descri¢do qualitativa

de cada produto vitivinicolas ¢ apresentada no Quadro 1.1.



Quadro 1.1 - Produtos vitivinicolas e classificagao.

Rejeito

Residuo

Subproduto

Coproduto

Produzido como
resultado de um
processo vitivinicola
€ com um impacto
ambiental negativo.

Produzido como
resultado de um
processo vitivinicola
€ sem impacto
ambiental negativo.

Produzido como
resultado de um
processo vitivinicola e
com ou sem impacto
ambiental negativo.

Produzido como
resultado de um
processo
vitivinicola, mas
como produto
secundario.

Nao ¢ adequado para
reciclagem ou
processamento para
obter algum valor
agregado.

Nao ¢ adequado para
reciclagem ou
processamento para
obter algum valor
agregado.

Adequado para
reciclagem ou
processamento para
obter algum valor
adicionado.

Com valor
economico ¢
industrial bem
definido (valor
agregado).

Fonte: Secretariat Viti OIV (2018).

Um dos principais subprodutos agroindustriais produzidos mundialmente ¢ originario

do processamento da uva (Zacharof, 2017), principalmente da industria vinicola, com 75

milhdes de toneladas de uvas produzidas por ano, cerca de 75% dessa producao sao utilizadas

para a produgdo de diferentes tipos de vinho (Amaya-Chantaca ef al., 2022). De acordo com

Beres et al. (2017), 1 kg de uva € necessario para produzir 0,75 L de vinho tinto. Os principais

subprodutos gerados no processo de vinificacao incluem o bagaco, que compreende os engagos,

sementes e cascas obtidos apds a etapa de desengace e prensagem da uva e as borras originadas

nas etapas pos-fermentativas, além de agua residuais ricas em compostos organicos. A Figura

1.3 mostra o fluxograma do processo de vinificagdo com a identificagdo dos principais

subprodutos.
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Figura 1.3 - Identificacdo dos subprodutos do processo de vinificagdo da uva.
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Legenda: Fluxograma da direita representa as etapas e subprodutos (em roxo) do processo de vinho tinto ¢ o
fluxograma da esquerda representa as etapas e subprodutos (em verde) do processo de vinho branco.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A composicao quimica dos subprodutos derivados da viticultura e vinificagdo depende
principalmente do tipo de residuo, da cultivar da uva e do processamento do vinho. No entanto,
os principais compostos que podem fazer parte da composi¢do destes subprodutos incluem
lipidios, proteinas, celulose, hemiceluloses, lignina e compostos fendlicos (De Iseppi et al.,
2020). Diversos compostos fendlicos foram identificados no bagaco de uva e na borra do vinho,
como por exemplo, antocianinas, flavondis, estilbenos, flavan-3-ols, 4dcidos hidroxicindmico,
acidos hidroxibenzobico e resveratrol (Sirohi et al., 2020).

As antocianinas sdo pigmentos de coloragdao vermelha e sdo altamente suscetiveis a
transformagdes quimicas devido a agdo de agentes como luz, oxigénio, temperatura, pH,

solventes e ions metalicos (Beres et al., 2017). Devido a isso, um dos grandes desafios da
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industria de alimentos ¢ a estabilizagdo da antocianina para ser utilizado como corante natural
(Rodriguez-Amaya, 2019; Mejica et al., 2022).

Os acidos fenodlicos possuem um grupo funcional de &acido carboxilico e sao
classificados em dois grupos, os acidos hidroxicinamico, neste grupo estdo presentes o acido
galico, acido cafeico, acido p-cumarico, acido clorogénico, acido ferulico e 4cido sinapico, e
compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos. E no outro grupo estdo os acidos
hidroxibenzoicos, que incluem os acidos protocatecuico, vanilico e os acidos p-hidroxibenzoico
(Beres et al., 2017).

Os flavandis como a catequinas e¢ os flavanoides como as proantocianidinas sio
extremamente importantes nas caracteristicas sensoriais do vinho, contudo grande parte desses
compostos permanecem nos subprodutos apds o processo de vinificagdo (Mir-Cerda et al.,
2023). Na casca da uva podem ser encontrados flavonoides como as catequinas, galocatequinas
e proantocianidinas e nas sementes sdo encontradas maiores quantidades de catequinas e
procianidinas. Nas borras de vinho, a astilbina (glicosideo flavanona) e a catequina (flavanol)
foram encontradas em maior concentracdo (Mir-Cerda et al., 2023). Os principais flavonois
encontrados no bagago de uva sdo a quercetina, isoramnetina, miricetina e kaempferol (Beres
et al., 2017). O resveratrol ¢ um estilbeno sendo encontrado no bagaco da uva na forma
glicosiladas e isoméricas e na forma de cis e dimeros trans resveratrol (Flamini et al., 2013).

Os antioxidantes presentes nos subprodutos de vinificacao tém a capacidade de eliminar
os radicais livres, tendo assim fundamental importancia no tratamento de doengas degenerativas
como aterosclerose, cancer, atua também nos processos inflamatério, possuem atividades
antimicrobianas e estdo envolvidos na protecao contra a oxidagao lipidica (Trost ef al., 2016).
E importante ressaltar que os compostos fenolicos dos subprodutos vinicolas demonstraram
interessantes atividades de promoc¢ao da saude in vitro (Hass et al., 2020) e in vivo (Hamza et
al., 2018).

O principal subproduto do processo de vinificagdo ¢ o bagaco de uva, obtido na etapa
de prensagem do vinho tinto, ¢ constituido principalmente de cascas e sementes e em menor
propor¢ao o engago. O bagaco tem uma composi¢ao geral de aproximadamente 40% de fibra,
10% a 20% de lipidios, 5% a 10% de proteina, 2% a 8% de agtcares soluveis, 5,7% de cinzas,
6,5% de umidade e varios compostos fenolicos como catequinas, flavonois, dcidos fendlicos e
antocianinas (Tseng; Zhao, 2012, Yu; Ahmedna, 2013, Sousa et al., 2014).

A composicao da casca ¢ baseada principalmente em celulose, xiloglucano, arabina,
galactano, xilano e acido mano-pectina, proantocianidinas insolaveis, lignina e proteinas

estruturais (Deng et al., 2011). As sementes presentes nos sub-produtos da uva representam 2%
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a 5% do peso total da uva (Beres et al., 2017). A composicdo da semente ¢ de 11,53% de
proteina, 47,56% de fibra alimentar total, 4,31% de baixo teor de gordura ¢ 5% a 8% de
polifenois dependendo da variedade (Rombaut ez al., 2015). Os compostos fenolicos presentes
nas sementes de uva sdo principalmente flavonoides, incluindo flavonoides monoméricos
(catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina e epicatequina galato), dimeros de
procianidina e procianidinas (Cheng et al., 2012).

Outro subproduto do processo de vinificacao € a borra de vinho, composta por etanol,
acido tartarico e células de levedura (Dimou et al., 2015). No processo de vinificacao, quando
as uvas sdo esmagadas ou prensadas, a fermentag@o pode causar alteragcdes na composi¢do dos
carboidratos, mas ndo na composi¢do quimica dos compostos bioativos. Portanto, quantidades
significativas desses compostos sdo retidas pelo bagaco e consequente pela borra.
Pesquisadores demonstraram que até¢ 70% dos compostos fenolicos podem ser preservados apos
as uvas serem prensadas e processadas (Beres et al., 2017). Os compostos fenolicos podem ser
potencialmente recuperaveis a partir de borras de vinho, agregando valor a industria do vinho.
Bustamante et al. (2008) relataram que as borras de vinho contém entre 1,9 e 16,3 g de
polifenois/kg, dependendo do tipo de vinho e do processamento. Pesquisas recentes tém se
concentrado na caracterizagao desse subprouto, identificando varios compostos fenolicos como
acidos fenolicos, flavonois, flavanois e antocianinas (Romero-Diez et al., 2018, Matos et al.,
2019, Romero-Diez et al., 2019, Jara-Palacios ef al., 2019).

Nos ultimos anos, aumentou o interesse no desenvolvimento de pesquisas usando
subprodutos agricolas ou residuos agroindustriais (Zhao et al., 2018; Sanchez-Ponce et al.,
2021). Esses materiais sdo abundantes, facilmente disponiveis e de baixo custo, o que justifica
e possibilita diversas pesquisas. Além disso, a industria vitivinicola esta buscando alternativas
para gerenciar sua grande quantidade de subproduto como matéria-prima, por isso muitos
trabalhos tém sido desenvolvidos para valorizagdo desse subproduto (Sanchez-Ponce et al.,

2021).

1.3.1 Valorizag¢ao dos subprodutos vinicolas

Atualmente, a valorizagdo dos subprodutos proveninetes do processo de vinificagdo ¢
representada principalmente pelo seu uso como fertilizantes do solo e compostagem, producao
de biomassa e alimentacdo animal. No entanto alguns compostos presentes nos subprodutos
das vinicolas sdo fitotdxicos e apresentam efeitos antimicrobianos durante a compostagem, o

que afeta seu uso para esse fim (Mirabella ef al., 2014). Além disso, o uso para compostagem
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nao pode fornecer uma solugdo completa devido a enorme quantidade de terra necessaria para
essa disposicdo e grandes quantidades de bagaco sdo produzidas durante um curto periodo de
colheita, o que aumenta a concentragao por area (Beres et al., 2017). O descarte de subprodutos
vinicolas no meio ambiente sem nenhum tratamento prévio pode resultar em impactos
ecoldgicos como contaminagdo, geracdo de odores, disseminagdo de doengas e contaminago
dos lengois fredticos por taninos, danos a vegetacdo, poluicao do solo, entre outros (Mirabella
etal., 2014).

Em relacdo ao seu uso na alimentagao animal, certos componentes, como os taninos
condensados, afetam negativamente a digestibilidade dos animais. Além disso, essa alternativa
nao aproveita todo o potencial dos subprodutos, pois podem ser utilizados para a obtencao de
novos produtos de alto valor agregado. Uma alternativa interessante para este residuo ¢ a
utilizagdo como substrato de fermenta¢do ou hidrolise para a produgdo de 4cidos organicos
(Kopsahelis et al., 2017), compostos fendlicos (Pedrali; Barbarie; Lavelli, 2020), enzimas
(Meini et al., 2021), entre outros produtos importantes. O aproveitamento desses subprodutos
como fonte de compostos bioativos para aplicagdo nas industrias farmacéutica, cosmética e de
alimentos também ¢ uma alternativa valiosa, a tabela 1.1 apresenta as pesquisas com as

principais estratégias de valorizagdo do bagaco de uva e da borra de vinho.
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Tabela 1.1 - Principais estratégias para valoriza¢do o bagago de uva e da borra de vinho.

Autores Fonte Principais objetivos Principais conclusoes

) . . Efeito anti-inflamatorio em células Caco-2, indicando que a
Martins; Bagaco de uva Avaliar o efeito de extratos de bagago de uva aplicacdo de um bioprocesso em bagaco de u’va ode cor?tribuir
Macedo; £a¢ biotransformados com tanase na atividade anti- plicag P £a¢ p

Macedo, 2020 biotransformado

Pulgar ez al.,
2021

Bagaco de uva
microencapsulado

Gasinski et al., Bagaco de uva

2022 branca
DOT;% ; al., Bagago de uva tinta
Meizn(i) 2elt al., Bagaco de uva
];eriré?rliie;; Bagago de uva

Lavelli, 2020 (sementes)

para o desenvolvimento de novos ingredientes com potencial anti-

inflamatoria intestinal . .
inflamatorio

Avaliar o efeito de uma suplementacdo dietética
de polifendis de extrato de bagago de uva
microencapsulado

Dietas suplementadas com bagacgo de uva microencapsulado
melhoram a capacidade antioxidante dos peixes

Investigar se os residuos da industria do vinho
poderiam ser usados para modificar o teor
volatil e fenolico das cervejas

A adicdo de bagago de uva branca aumentou a concentragao de
compostos fenolicos nas cervejas testadas

A extragdo de polissacarideos também pode ser incluida na
utilizagdo integrada do bagago de uva tinta para reduzir a poluigdo
ambiental da industria vinicola

Extrair e fracionar polissacaridos do bagago de
uva tinta e caracterizar as suas propriedades

Os extratos funcionais foram obtidos do bagaco de uva por
fermentagdo em estado solido e fermentagdo fungica. A atividade
prebiotica dos extratos de bagaco de uva foi aumentada por
enzimas hidroliticas produzidas por fungos. Eles sdo propostos
como um novo aditivo alimentar

Avaliar a fermentagdao em estado solido de
proteases fingicas em bagaco de uva com a
adi¢@o de acido tanico para induzir a enzima

tanase para produzir polifendis funcionais

Investigar matrizes alimentares modelo para a
obter sementes de uva ricas em
proantocianidina e encapsular os fenolicos em
hidrogel

Os fendlicos extraidos das sementes de uva podem ser
encapsulados em hidrogéis de alginato-Ca++ ou alginato-Ca++-
quitosana
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Autores Fonte Principais objetivos

Principais conclusdes

Aumentar a producdo de compostos fenolicos e

Buci¢-Koji¢ et melhorar o potencial anti-inflamatorio do

al., 2020 Bagaco de uva bagaco de uva apods tratamento em estado solido
com fungo da podridado branca (7. versicolor)
Fernandez- Caracterizagdo das propriedades biologicas de
Fernandez et Bagaco de uva extratos, para a avaliagdo do seu potencial como
al., 2019 ingrediente funcional

Otimizar um método para recuperar
polissacarideos de bagago de uva branca (ndo
fermentado)

Canalejo et al.,

2001 Bagaco de uva

Borras de vinho do
Porto

Romero-Diez

et al., 2019 Extragao das antocianinas das borras de vinho

Desenvolver uma biorrefinaria integrada a base
de borras de vinho que leve a produ¢do de um
suplemento rico em nutrientes com producao

simultanea de etanol, antioxidantes e tartarato

Borras de vinho
tinto de uva Merlot

Dimou et al.,
2015

A aplicagdo da fermentagdo em estado sélido de base fungica
aumentou a composi¢do fenolica e potencial anti-inflamatorio do
bagacgo de uva

Extratos com potenciais propriedades antioxidantes,
antidiabéticas, antiobesidade e anti-inflamatdrias, sugerindo seu
uso como um novo ingrediente funcional para a prevengdo e/ou

tratamento de doengas cronicas

As condigdes otimas selecionadas permitiram a extragao de
polissacarideos de bagago de uva rico em arabinose e galactose,
ramnogalacturonanos, homogalacturonanos e polissacarideos de

glicosil

As borras de vinho apresentam concentragdes de antocianinas
mais elevadas do que o bagago de uva. O pré-tratamento por
micro-ondas melhora a extracdo de antocianinas em até duas

vezes

As borras de vinho podem ser usadas para a producdo de
suplementos de fermentacao ricos em nutrientes para a produgdo
altamente eficiente de poli(3-hidroxibutirato) apos a extragdo de

componentes de valor agregado



Autores Fonte Principais objetivos Principais conclusdes

Kontogiannop .
. Borras de vinho . o N , . L. .
oulos; Patsios; .. Desenvolvimento de um processo econdmico e A recuperacdo do acido tartarico das borras de vinho pode ser
tinto de uvas Merlot , . . ~ . . L. . . o
Karabelas, ecoldgico para a dissolugdo do acido tartarico obtida usando resina de troca cationica
e Syrah
2016
Borras de vinho Foi demonstrada uma correlagdo entre diferentes atividades
Romero-Diez tinto de uvas Caracterizagao fenolica de borras de vinho antioxidantes, fenois totais e compostos identificados. As
etal., 2018 . envelhecidas antocianinas sao os compostos que mais contribuem para a
Tempranillo - 7
atividade antioxidante
Borras de vinho
Lénez tinto de uvas
P Cabernet, Garnacha, Investigar a atividade inibitéria da enzima As borras de vinho Cabernet exibiram uma potente atividade anti-
Fernandez- ) . . . . . . .
Sobrino et al Mazuela e Merlot e conversora de angiotensina ¢ o efeito de hipertensiva. Esse efeito foi relacionado ao alto teor de
2001 " borras de vinho reducdo da pressao arterial antocianinas e flavonoides presentes nessas borras
branco de uvas
Macabeo

Borras de vinho

. . . . Os peptideos podem contribuir para o efeito anti-hipertensivo do
Bravo et al., tinto de uvas Investigar a presencga de peptideos anti- S . , .
a . . N . hidrolisado de borras de vinho. Novos peptideos anti-
2021 Cabernet da 1 hipertensivos no hidrolisado de borras de vinho . . ~ o .
trasfega hipertensivos sdo gerados pela hidrélise das borras de vinho

Borras de vinho

De Iseppi ef  finto de uvas Merlot Avaliacao da atividade emulsionante e das As borras de vinho podem representar uma fonte eficiente de
al 2%31 e borras de vinho propriedades espumantes de extratos obtidos a mano proteinas de levedura em comparagdo com as biomassas de
° branco de uvas partir de borras de vinho leveduras atualmente utilizadas pela industria biotecnologica

Glera

Fonte: Elaborado pela autora (2024).



35

O bagaco de uva é o subproduto do processo de vinificagdo mais explorado
cientificamente, existem diversos trabalhos sobre a extracdo de compostos fendlicos em
sementes e/ou casca de uvas (Bucic¢-Koji¢ et al., 2020; Pedrali; Barbarie; Lavelli, 2020; Martins;
Macedo; Macedo, 2020; Meini et al., 2021), apenas alguns estudos sao focados na extra¢ao dos
constituintes de outros subprodutos que sdo gerados no mesmo processo (Romero-Diez et al.,
2019; De Iseppi et al., 2021).

Os potenciais usos de subprodutos da vinificagdo pouco explorados, como as borras de
vinho, precisam de mais pesquisas nesse ambito. As borras de vinho tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de biorrefinarias integradas, levando a produgao de varios produtos de valor
agregado, incluindo antioxidantes, sais tartaros, etanol e suplementos nutricionais para o
processo de fermentagdo, como a producao de poli(3-hidroxibutirato) (Dimou et al., 2015). Para
além dos usos industriais, estudos recentes tém investigado o potencial das borras de vinho para
a saude, avaliando seu impacto em doencgas cronicas nao transmissiveis.

Lopez-Fernandez-Sobrino et al. (2021) avaliaram o efeito anti-hipertensivo da fracao
soluvel de borras de vinho de uvas Cabernet. A presenca de flavanois e antocianinas nas borras
de vinho foi capaz de reduzir a pressao arterial em ratos hipertensos, comprovando que os
componentes fenolicos das borras de vinho possuem propriedades benéficas a satide e devem
ser valorizados em pesquisas na area. Além disso, borras de vinho hidrolisadas por enzima
proteolitica sdo consideradas uma fonte de peptideos anti-hipertensivos e extratos ricos de
manoproteinas-oligossacarideos, com grande potencial como ingredientes funcionais (Bravo et
al., 2022).

O bagago de uva e a borra de vinho sdo matérias-primas de grande relevancia e valor,
demandando uma abordagem estratégica, pois podem contribuir para o desenvolvimento de
novos produtos. A recuperagdo de compostos bioativos e a analise de sua composicao quimica
possibilitam a criagdo de ingredientes inovadores, de grande interesse para as industrias de
alimentos e suplementos (Bordiga, 2015).

A extracdo de compostos fenolicos representa um dos principais passos para a
valorizacdo dos subprodutos da vinificacdo. Portanto, métodos acessiveis, ambientalmente
adequados e econdmicos sdao necessarios para serem explorados. O estudo desses métodos € o
foco de novas tecnologias e quimica verde, que evitam o uso de solventes organicos caros e
prejudiciais ao meio ambiente ou solugdes acidas comumente usadas nos procedimentos
convencionais de extracao (Chowdhary et al., 2021; Rivera et al., 2021).

Diversas técnicas de extragdo sao usadas para avaliar fatores como tempo, temperatura

e tamanho de particula. Fluidos supercriticos (Pazir et al., 2021), bem como o uso de métodos
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de micro-ondas (Perra et al., 2022) ou ultrassom (da Rocha; Norefia, 2020) para obtencao de
compostos fenolicos estdo entre as técnicas emergentes utilizadas recentemente. A recuperagao
de compostos fenolicos dos subprodutos vitivinicolas tem sido realizada usando CO»
supercritico (Wu et al., 2009) e também tecnologia de membrana (Giacobbo et al., 2017,
Giacobbo et al., 2015).

Essas técnicas sdo potencialmente adequadas para aplicagdes em larga escala para obter
extratos fendlicos de grau alimenticio, que podem ser utilizados e aplicados pela industria de

alimentos como aditivos naturais antioxidantes e antimicrobianos (Jara-Palacios, 2019).

1.4 TECNOLOGIAS PARA OBTENCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As tecnologias de concentracdo e extracdo desempenham um papel crucial na obtencao
eficiente de compostos bioativos, destacando sua importancia fundamental no processo de
valorizagao subprodutos. A concentragao de alimentos liquidos ¢ uma pratica essencial adotada
extensivamente pela industria alimenticia. Seu proposito ¢ a extragdo da dgua dos produtos
alimenticios, resultando em um aumento na concentracdo de solidos totais. Essa técnica
proporciona maior estabilidade bioquimica e microbioldgica, contribuindo para a prolongacao
da vida 1til dos produtos nas prateleiras (Zielinski ef al., 2018; Orellana-Palma et al., 2017). A
concentragdo pode ser alcangada por meio do mecanismo de crioconcentragdo ou simplesmente
denominada de concentracdo por congelamento. A técnica de crioconcentragdo ¢ uma
tecnologia emergente em que a solugdo alimentar aquosa ¢ concentrada por meio do
congelamento parcial ou total da agua (Petzold, Niranjan, Aguilera, 2013). E um método
utilizado para concentrar um soluto em uma solugdo com base na separacdo de seus cristais de
gelo puros de uma solucdo concentrada por congelamento e permite a obtengao de produtos de
alto valor nutritivo, biologico e sensorial, com grande potencial de aplicagao pela industria de
alimentos (Orellana-Palma et al., 2017).

A extragdo ¢ uma etapa importante na identificagdo, isolamento e recuperagdo dos
componentes de subprodutos e inimeras tecnologias tém sido avaliadas para recuperagdo de
compostos alvo. A etapa de extracdo pode ser influenciada por diversos fatores, como o tipo de
solvente, temperatura, tempo, forma de agitacdo, razdo solido/liquido, pH, pressao, estrutura
molecular da amostra e tamanho das particulas. As caracteristicas intrinsecas das amostras
asseguram que cada sistema se comporte de uma forma especifica durante o processo de

extragdo (Zhang et al., 2018).
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Para as matrizes vegetais, os métodos de extracdo sdo divididos em duas categorias:
convencional e ndo convencional (Galanakis et al., 2013). Os métodos convencionais sao
também classificados como tradicionais uma vez que estao sendo usados por um longo periodo
de tempo e incluem extragao Soxhlet, sonicacdo, maceragdo, extragao de refluxo, mistura e
extragdo solido-liquido. Essas técnicas geralmente demandam de longos tempos de extragdo e
grandes quantidade de amostras, sorvente e solventes organicos, sendo que estes ultimos
possuem alto custo de compra e descarte, além de seu impacto negativo no meio ambiente € na
saude humana (Cseri et al., 2018). A principal desvantagem dos métodos de extracdo
convencionais ¢ que os extratos finais geralmente requerem concentracdo e limpeza
subsequentes antes da andlise. Além disso, as técnicas convencionais de extragdo ndo sdo a
melhor escolha para recuperar compostos bioativos sensiveis e termolabeis encontrados em
baixas concentragdes nas amostras (Galanakis et al., 2013; Barba et a/l.,2016). Em decorréncia
desses fatores, houve a necessidade de desenvolver novos métodos de extragdo nao
convencionais.

Os métodos ndo convencionais incluem técnicas como extracdo supercritica (Casas et
al., 2010), extracdo assistida por ultrassom (Gonzélez et al., 2020), extragdo acelerada de
solventes (Loarce et al., 2021), extragao pressurizada de fluido (Saldfia et al., 2021) e extragao
assistida por micro-ondas (Moro et al., 2021). A aplicagdo destas técnicas objetiva
principalmente reduzir o tempo de extragdo e reduzir o consumo de solventes organicos (Crupi
et al., 2018; Zhang et al., 2018). Além disso os métodos ndo convencionais podem diminuir a
degradagcdo da amostra, melhorar a eficiéncia e seletividade de extragdo e aumentar a
sustentabilidade, melhorando a recuperacao de componentes valiosos e reduzindo impactos

negativos ao meio ambiente (Danlami et al., 2014).

1.4.1 Extracio convencional por solvente

A extragdo convencional com uso de solvente ¢ a técnica mais difundida aplicada em
escala industrial para extrair compostos bioativos de matrizes vegetais (Vieira ef al. 2017). A
utiliza¢do de solventes ¢ conveniente, uma vez que o solvente fornece um portador fisico para
transferir as moléculas-alvo entre diferentes fases. Os compostos fendlicos sdo facilmente
solubilizados em misturas hidroalcéolicas, enquanto fragcdes correspondentes de polifendis
podem ser obtidas com base na polaridade variando a concentragdo de alcool (Galanakis et al.,

2013; Tsakona et al., 2012).
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O tipo de solvente utilizado para extragdo ¢ uma das varidveis mais importantes no
processo de extracdo. A extracdo de polifendis depende de dois mecanismos: (1) a dissolucao
de cada composto fenolico na matriz de material vegetal e (2) sua difusdo no meio solvente
externo (Kallithraka et al. 1995). O uso de um unico solvente, como acetona ou metanol,
proporciona um alto rendimento de extrato com baixa atividade antioxidante e baixo poder
redutor, enquanto misturas de solvente e d4gua dao os resultados opostos (Jayaprakasha et al.
2001). Além disso, altas concentragcdes de um unico solvente também aumentam o custo de
extracdo e limitam a temperatura de operacdo devido as suas volatilidades (Shi et al. 2005).
Varios solventes hidroalcodlicos tém sido reivindicados como o melhor solvente para a maxima
extragdo qualitativa e quantitativa de polifendis a partir de subprodutos do vinho. Estes incluem
o etanol (Spigno; Tramelli; De Faveri, 2007), metanol (Pinelo ez al. 2005) e acetona (Baydar et
al., 2007).

O etanol ¢ o solvente mais escolhido porque ¢ barato e possui o status “GRAS -
Geralmente reconhecido como seguro” (do inglés: Generally-Recognized-As-Safe, de acordo
com a American Food and Drug Administration). Por outro lado, para compostos lipossoltuveis
como por exemplo os carotenoides, sdo utilizados solventes polares apréticos ou ndo polares
como acetona ou acetato de etila (Strati; Oreopoulou, 2011). Neste caso, o solvente deve ser

completamente removido de o extrato antes de poder ser usado em produtos alimenticios.
1.4.2 Extracio com liquido pressurizado (ELP)

O método de extragdo de liquido pressurizado (ELP) ou extracdo por solvente acelerado
(ESA) ¢ uma técnica emergente que realiza extracdes rapidas e eficientes sob condi¢des de alta
temperatura (até 200 °C) e pressao (até 200 bar), garantindo que o solvente utilizado permaneca
liquido acima de seu ponto de ebulicdo, mas abaixo de seu ponto critico (Mustafa; Turner,
2011). A combinagao de tecnologias verdes e solventes verdes torna o ELP uma tecnologia
ambientalmente correta que vem sendo amplamente pesquisada para a extracdo e recuperagao
de compostos fendlicos, como antocianinas por exemplo (Del Pilar et al., 2017; De Sousa
Sabino et al., 2021). O ELP proporciona melhores resultados para a recuperagdo desses
compostos do que os métodos convencionais, pois reduz a viscosidade e a tensao superficial do
solvente e favorece a solubilizagdo dos compostos de interesse, permitindo alta penetracdo do
solvente liquido na matriz solida (matéria-prima) e aumentando a difusidade e transferéncia de
massa, melhorando o desempenho da extragdao. Como o sistema € fechado, as reagdes oxidativas
ou fotodegradagdo sdo minimizadas apesar das altas temperaturas (Santos et al., 2012; Mustafa;

Turner, 2011).
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Quando comparado as técnicas convencionais, o ELP apresenta algumas vantagens,
como por exemplo, curto tempo de operacdo e reducdo na quantidade de solvente, o que
minimiza os impactos ambientais. No entanto, o equipamento € a sua manutencao possuem
custos altos, o que ¢ compensando com a eficiéncia do método em aumentar o rendimento da
extracdo (Machado, 2015; Oliveira, 2018).

Em termos de operacdo, o processo de extragdao do sistema ELP pode ser configurado
nos modos dinamico e estatico. No modo dindmico, o solvente ¢ bombeado continuamente,
através de uma vazao constante, para a célula extratora durante um periodo de tempo
estabelecido e a recuperacao do extrato ¢ realizada pela valvula de saida da célula de extragdo
que ¢ mantida aberta. Na configuracao estatica, o processo ¢ composto por diferentes ciclos de
extracdo, para a substitui¢ao do solvente (por exemplo, 2- 3 ciclos), onde o solvente preenche
a célula extratora, enquanto que a valvula de saida da célula de extragdo ¢ mantida fechada,
fazendo com que o solvente permanega em contato com a amostra durante um tempo pré-
estabelecido (Heng ef al., 2013; Mustafa; Turner, 2011). Por evitar a satura¢do do solvente, o
modo dinamico ¢ considerado um modo de operagdo mais eficiente, uma vez que demanda de
menos tempo e apresenta rendimento de extracdo igual ou até superior quando comparado ao
modo estatico. O modo estatico depende intrinsicamente do bindmio tempo/temperatura, para
um bom rendimento de extragao, no entanto, devido ao maior tempo de contato entre as fases
proporciona maior penetragdo do solvente na matriz (Nieto et al., 2010; Santos, 2018).

Os solventes mais utilizados para extragdo com liquidos pressurizados sdo: metanol,
isopropanol, acetona, hexano e éteres. No entanto, como o etanol e a dgua sdo considerados
solventes “verdes”, eles tém sido utilizados nos ultimos anos para a extragdo de compostos
bioativos (Teixeira et al., 2021) De modo geral, ELP ¢ uma técnica alternativa que apresenta
menor consumo de solvente e menor tempo de extracdo em relacdo a técnicas convencionais,
sendo reconhecida por diversos pesquisadores como uma tecnologia verde (Mustafa; Turner,
2011).

O método ELP ¢ altamente eficaz na extragdo de compostos fendlicos € vem sendo
aplicado em diferentes matrizes como cascas de jabuticaba (Santos et al., 2012), café (Oliveira
etal.,2018), cascas de feijao preto (Teixeira et al., 2021), agai (Maciel-Silva et al., 2022), farelo
de arroz preto (Leonarski et al., 2023) e subprodutos de frutas (Benvenutti et al., 2022). A
técnica de extracdo por liquido pressurizado também ja foi aplicada em subprodutos da
vinificag¢do, principalmente no que se refere ao bagago de uva, sementes e cascas de uvas

(Garcia-Jares et al., 2015; Otero-Pareja et al., 2015; Pereira et al., 2019).
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Alvarez-Casas et al. (2016), caracterizaram o bagago de uva provenientes de variedades
brancas autdctones (como Albarifio, Caifio blanco, Godello, Loureiro, Torrontes e Treixadura)
e ndo autoctones como Chardonnay, Gewiirztraminer, Pinot blanc, Pinot gris, Riesling e
Sauvignon blanc) cultivadas na Espanha, com foco na composi¢ao fenolica e na atividade
antioxidante através da extracdo por liquido pressurizado. Os resultados mostraram diferengas
significativas na composi¢ao fendlica e na capacidade antioxidante dos bagacos de uva das
diferentes variedades brancas e indicaram que o ELP ¢ uma técnica adequada para a extragao
de compostos fenolicos de bagago de uva, com recuperagdo igual ou superior a outras técnicas,
mas com menor consumo de solvente e tempo de extracao.

A otimizagdo do método ELP para maximizar a recupera¢ao de compostos fenolicos do
bagaco de uva também foi investigada. As varidveis independentes selecionadas foram
temperatura, composicdo do solvente extrator (% etanol) e tempo de extragdo, enquanto as
variaveis de resposta foram o rendimento de extragdo e a recuperagdo de compostos fendlicos.
Os resultados mostraram que o ELP proporcionou uma recuperagao significativamente maior
de compostos fenodlicos em comparagdo com a extracao solido-liquido convencional. As
condi¢des ideais foram na temperatura de 130 °C, 55% de etanol e 22 minutos de extra¢do. O
ELP também resultou em maiores rendimentos de extracdo de compostos fenolicos totais (Perra
etal., 2023).

A utilizagdo da extragdo por liquido pressurizado também foi analisada para a
recuperacdo de compostos fendlicos e acidos graxos a partir de sementes de uva. O ELP
alcancou rendimentos superiores para ambos os tipos de compostos, devido a sua alta
capacidade de polarizagdo e ponto de ebuli¢do favoravel. A técnica ndo apenas maximiza a
recuperagdo de compostos fenolicos, preservando sua capacidade antioxidante, mas também
extrai dcidos graxos essenciais, como o acido linoleico e o acido oleico, em concentragdes que
atendem as especificacdes da legislacdo brasileira (Freitas et al., 2013).

A extragdo por liquido pressurizado tem sido amplamente aplicada na recuperagao de
compostos bioativos a partir do bagaco de uva. No entanto, hd uma lacuna significativa na
literatura quanto a aplicagdo desta tecnologia especificamente nas borras de vinho, que sdo
outro subproduto relevante da vinificagdo. A investiga¢do do ELP para a extragdo de compostos
bioativos das borras de vinho representa uma oportunidade promissora para explorar
plenamente o potencial de todos os subprodutos da industria vitivinicola, promovendo a

sustentabilidade e a inovagao tecnoldgica no setor.
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1.4.3 Crioconcentracio

A crioconcentragdo (com o prefixo “crio” do grego krtios que significa “frio”, “frio do
gelo”) € um processo utilizado para concentrar produtos liquidos por meio do congelamento
prévio seguido de uma separacdo de cristais de gelo puros. A cristalizagdo da dgua ¢ a base da
separagdo, na qual a solu¢do se concentra pela remocao da fragdo de gelo e, consequentemente,
os teores de solidos soluveis da composi¢ao aumentam (Morison; Hartel,2018; Sanchez et al.,
2011). A crioconcentragcdo ¢ um processo recente, com diversos estudos sobre sua aplicagao,
tecnologia e beneficios em diferentes matrizes, inclusive em subprodutos (Samsuri et al., 2020;
John et al., 2023). E uma tecnologia altamente eficaz na concentragio de sucos (Sanchez et al.,
2009), vinho (Park et al., 2020), cerveja (Osorio et al., 2023), café (Moreno et al., 2014) e cha
(Meneses et al., 2021), preservando todos os componentes.

Devido as baixas temperaturas, a crioconcentracdo ¢ considerada uma tecnologia
interessante as industrias para concentrar produtos ricos em proteinas e enzimas, vitaminas e
compostos fendlicos, os quais podem ser reduzidos ou até mesmo inativados em temperaturas
elevadas (Aider; De Halleux, 2009; Sanchez et al., 2011). Além disso, o aroma ¢ as
caracteristicas sensoriais dos produtos sdo mantidos uma vez que os compostos volateis e os
pigmentos sao preservados (Morison; Hartel, 2018).

A aplicagdo da crioconcentracdo resultou na retengdo significativa de compostos
aromaticos no suco de maga. A crioconcentragdo manteve 57 dos 97 compostos aromaticos
originais encontrados no suco fresco e gerou 37 novos compostos de sabor. Além disso, a
avaliacdo sensorial revelou que os avaliadores tiveram dificuldades em diferenciar o suco fresco
do suco crioconcentrado. A crioconcentra¢do demonstrou ser um meétodo eficaz para manter a
qualidade do sabor no suco de maca, o que evidencia seu potencial para aplicagdes na produgao
de novo produtos concentrados de alta qualidade (Yoda, Miyaki e Saito, 2021).

A técnica de separacao do gelo e do produto concentrado pode ser realizada por diversas
técnicas, mas o principio de funcionamento envolve a diminui¢ao da temperatura do produto
liquido até abaixo do seu ponto de congelamento com a finalidade de evitar o ponto eutético da
solugdo, no qual todos os componentes do produto se solidificam instantaneamente. Quando ha
o congelamento controlado de solugdes aquosas, os cristais de gelo de agua se formam acima
do ponto eutético, elevando a pureza da dgua cristalizada e preservando todas as caracteristicas
da solugdo original (Hartel; Chung, 1993). Em rela¢ao ao produto liquido inicial, a concentracao
¢ de aproximadamente duas vezes, dependendo da matriz e da composi¢ao de solidos soluveis

do produto. Este principio basico pode ser realizado mais de uma vez, visando maior
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concentragdo do produto. No entanto, isto ird depender da composicdo do alimento, da
finalidade e do rendimento de cada etapa. Na crioconcentragdo, ha trés mecanismos basicos
para a formacao dos cristais de gelo na solucdo de interesse: cristalizacdo em suspensao,
crioconcentracdo em blocos e crioconcentragdo em camada (Aider; Halleux, 2009; Aider;
Halleux; Akbache, 2007).

O mecanismo da crioconcentragdo em blocos, consiste no congelamento total ou parcial
da solugdo liquida seguida pelo descongelamento parcial pelo método de descongelamento
gravitacional assistido ou outras técnicas, como vacuo ou microondas. Este método produz duas
fragdes: a fracdo concentrada (solu¢do mae) e a fracdo de gelo que contém a menor quantidade
de matéria seca. A eficiéncia desse processo ¢ determinada pela quantidade de impureza no
gelo (Aider; Halleux; Akbache, 2007). No método parcial, uma solu¢ao ou alimento liquido ¢
introduzido em uma camara de cristalizagdo para um congelamento parcial da fracdo central.
Nesta etapa um tubo com um agente refrigerante ¢ introduzido a solu¢do para diminuir a
temperatura central e iniciar a nucleagdo dos cristais de gelo. Com o aumento do bloco de gelo
formado, aumenta o teor de so6lidos soltveis do concentrado. A forga motriz neste principio ¢ a
gravitacional, com as diferencas de densidade entre gelo e concentrado fundamentais para uma
separacdo eficiente, com o minimo de perdas de sélidos soluveis (Heldman; Lund; Sabliov,
2018; Aider; De Halleux, 2009).

A crioconcentragdo total em blocos ¢ promissora em termos de preservagdo de
compostos € caracteristicas sensoriais dos alimentos, € por necessitar apenas de forca
gravitacional durante o processo, sdo utilizados equipamentos simples e de fécil operagao,
resultando no menor custo total (energia, operacional e equipamentos) de todos os processos

(Orellana-Palma et al., 2017).

1.5 BIOACESSIBILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS E DIGESTAO IN VITRO

A biodisponibilidade pode ser definida como a propor¢do do composto ingerido que ¢
absorvido e metabolizado por vias normais de absor¢do, como o trato gastrointestinal ou
intestino delgado por exemplo (Sengul et al., 2014). Entre os fatores que determinam a
biodisponibilidade de compostos bioativos esta a bioacessibilidade, definida como a fragao de
um composto que ¢ liberado da matriz alimentar no trato gastrointestinal e se encontra
potencialmente disponivel para absor¢do e metabolizacdo (Shahidi e Peng, 2018). O termo
bioatividade abrange o processo de como o composto ¢ transportado até o tecido-alvo através

da circulacdo, a interagdo com biomoléculas nesses tecidos e todos os efeitos biologicos gerados
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(Gutiérrez-Grijalva et al., 2016). Os compostos bioativos presentes nos alimentos podem
proporcionar beneficios ao corpo humano quando alcangam os tecidos especificos em
concentragcdes que sejam biologicamente ativos. Para que sejam absorvidos pela corrente
sanguinea, esses compostos precisam ser liberados inicialmente da estrutura dos alimentos e
transformados em formas que sejam bioacessiveis no sistema gastrointestinal (Carbonell-
Capella et al., 2014).

Ensaios de bioacessibilidade podem ser realizados através de modelos de digestdo in
vitro através da simulagdo dos processos digestivos para estudar possiveis alteracdes
estruturais, digestibilidade e liberagdo de compostos bioativos sob condi¢des gastrointestinais
simuladas, utilizando modelos estaticos ou dindmicos, com base no conhecimento da fisiologia
digestiva humana (Calinoiu; Vodnar, 2018; Brodkorb et al., 2019). Em geral, esses modelos
consistem em trés etapas: a fase oral, uma digestdo com pepsina géstrica em pH é4cido, seguida
de uma digestdo com pancreatina e sais biliares sob condi¢des alcalinas. Para que os resultados
sejam relevantes, o tempo de digestio e a temperatura de 37°C utilizada nesses modelos devem
mimetizar as condi¢des do organismo in vivo (Hur et al.,2011) A fim de avaliar adequadamente
os compostos bioativos, pesquisas utilizando métodos de digestao in vitro t€m sido amplamente
realizadas (Laya; Koubala, 2020).

Os compostos bioativos encontrados na dieta apresentam variagdes significativas em
termos de biodisponibilidade e propriedades biologicas, portanto, nem sempre os compostos
mais abundantes na dieta sdo os mais biodisponiveis. Diversos fatores influenciam a
biodisponibilidade dos compostos bioativos, como as antocianinas por exemplo, fatores como
a estrutura quimica, o grau de ionizagdo, a complexidade da matriz alimentar e a presenga de
outros compostos ingeridos sao frequentemente relados (Neto et al., 2017). Esta concepcao €
respaldada pela conhecida instabilidade das antocianinas no ambiente gastrointestinal. A
estrutura da antocianina € suscetivel a alteragcdes pelo pH, o que pode resultar na formagao de
diferentes conformagdes e metabolitos durante o processo digestivo (Figura 1.4). Por exemplo,
o cation flavilio e as bases carbinol podem ser mais predominantes em fluidos géstricos acidos,
enquanto bases quinoidais e isoformas de chalconas incolores podem ser mais abundantes em
condi¢des neutras e alcalinas encontradas no intestino delgado. Agliconas, aldeidos de
floroglucina, alguns dacidos fenolicos (fenilacético e fenilpropendide) também foram
identificados in vivo e in vitro como provaveis metabolitos digestivos de antocianina (Czank et
al., 2013; Mueller et al., 2018). Modelo de digestao in vitro sao tteis para elucidar os efeitos
de fatores individuais nas alteragdes estruturais de compostos bioativos, incluindo antocianinas,

antes da absorcao (Braga et al., 2018; Mueller et al., 2018; Victoria-Campos et al., 2013).
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Com base em estudos sobre a bioacessibilidade de antocianinas realizados in vivo
observou-se que as recuperagdes de antocianinas da dose ingerida foram inferiores a 2% (Kuntz
et al., 2015). Por outro lado, em analises in vitro, a bioacessibilidade das antocianinas
geralmente varia entre 2% e 30%, embora o valor seja um pouco superior, ainda se considera
uma baixa recuperacao (Gao et al., 2022; Nascimento et al., 2023; Yuste et al., 2019). Além
disso, varios estudos com antocianinas demonstraram que a extensao da glicosila¢ao e o nimero
e tipo de alguns substituintes oxigenados alteram a sua estabilidade e absor¢do gastrointestinal

(Braga et al., 2018).
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Figura 1.4 - Conformacgdes estruturais de antocianinas em func¢do das alteracdes de pH no
trato gastrointestinal.
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De modo geral, a absor¢do das antocianinas da dieta ¢ limitada, pois elas sdo pouco
absorvidas no trato gastrointestinal apos a ingestdo e sofrem intensa biotransformacgao
(Caicedo-Lopez et al., 2019). Dessa forma, para uma avaliagdo adequada do papel bioldgico

das antocianinas e outros polifenodis na satide humana, ¢ fundamental ndo apenas entender os



46

niveis de digestdo, mas também a quantidade que se torna bioacessivel. Somente os compostos
fenolicos que sdo solubilizados e ndo degradados durante a digestdo sdo verdadeiramente
bioacessiveis e, portanto, potencialmente biodisponiveis (Caicedo-Lopez et al., 2019).
Portanto, ¢ importante analisar a bioacessibilidade de diversas fontes alimentares para
incluir na alimentagdo produtos com propriedades funcionais e nutracéuticas. Do ponto de vista
regulatorio, segundo a ANVISA, produtos com propriedades funcionais e nutrac€uticas sao
aqueles que, além das fungdes nutricionais basicas, produzem efeitos benéficos a saude, como
a reducao do risco de doencas cronicas, fortalecimento do sistema imunoldgico, e melhoras no
desempenho fisico ¢ mental. Para que um produto alegue essas propriedades, ele deve passar
por um processo de avaliagdo que comprove sua eficacia e seguranga, conforme estabelecido
RDC n° 24/2011, RDC n° 27/2010 e RDC n° 240/2018. O reaproveitamento de subprodutos
para extrair compostos com essas propriedades ¢ permitido e seguem 0s mesmos critérios
regulatorios de seguranga e eficacia (ANVISA, 2018). O bagaco de uva e a borra de vinho
possuem uma rica composi¢do, por isso, ¢ fundamental avaliar como esses compostos se
comportam utilizando simulacdes in vitro do sistema gastrointestinal, a fim de compreender o

impacto do processo digestivo na composi¢ao dos alimentos.

1.6 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA IN VITRO

O consumo de alimentos de origem vegetal ricos em polifendis tem sido associado a
efeitos antiobesogénicos, anti-inflamatérios, anti-neurodegenerativos, anticancerigenos,
antidiabéticos e cardioprotetores, esses efeitos sdo frequentemente atribuidos a presenca de
antocianinas nos alimentos (Cassidy, 2018; Li et al., 2017). Os estudos com cultura de células
in vitro desempenham um papel crucial na pesquisa cientifica, contribuindo para avangos
significativos no conhecimento de potenciais beneficios para a satide associados a ingestdo de
alimentos, pois permitem investigar € compreender processos biologicos complexos, como o
crescimento, diferenciagdo, declinio e morte das células em um ambiente controlado. Esse
método possui vantagens em comparacdo com estudos em organismos in vivo, como a
capacidade de controlar fatores como pH, temperatura, pressdo osmotica e niveis de COz e O2
(Hur et al., 2011).

As células podem ser divididas em trés categorias baseadas na sua morfologia, sendo
estas as células fibroblasticas, epiteliais e linfoblastos. As células fibroblasticas possuem formas
alongadas e crescem ligadas a um substrato, as células epiteliais crescem em um substrato e sao

poligonais com dimensdes mais regulares e as células de linfoblastos sdo esféricas e geralmente
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crescem em suspensdo. As culturas celulares sdo categorizadas com base em sua capacidade de
aderir a uma superficie especifica, podendo desenvolver-se em camadas unicas (monocamadas)
ou permanecer em suspensao. As células que se desenvolvem em monocamadas aderem a um
substrato solido, enquanto as células em suspensao no meio de cultura ndo se fixam ao substrato
(Freshney, 2005).

Os polifendis estdo amplamente presentes na natureza e diversos estudos indicam o seu
potencial antitumoral, e em particular a sua capacidade para inibir a proliferagdo das células
cancerigenas, devido aos seus efeitos sobre a atividade celular (Toaldo et al., 2016; Haas et al.,
2020). H4 um notavel interesse e investimento significativo no avango e desenvolvimento de
protocolos sustentaveis para extrair estes polifenois de multiplas fontes vegetais com o objetivo
de produzir suplementos com maior concentragao de compostos fendlicos em comparagao com
a sua fonte original. No entanto, foram relatados efeitos colaterais quando altas doses sdo
consumidas (Cory ef al., 2018). Embora alguns suplementos contenham multiplos compostos
bioativos e polifendis, pode-se supor que os efeitos colaterais associados aos suplementos sejam
causados pelos compostos da familia fenolica ou, se houver efeito sinérgico ao combina-los,
com outras vitaminas ou compostos isolados. Assim, diversos estudos utilizando ensaios in
vitro sdo realizados com avaliagdo de diferentes doses de compostos bioativos para determinar
sua citotoxicidade (Kuete et al., 2016; Fidelis et al., 2020).

Os ensaios de citotoxicidade desempenham um papel crucial na avaliagao da atividade
antitumoral de compostos quimicos em linhagens celulares (Lopez-Corona et al., 2022). Esses
ensaios se baseiam no crescimento e multiplicagdo das células, sendo monitorados através de
indicadores de crescimento que medem a coloragdo e a intensidade de cor, proporcionais ao
numero de células presentes. Além disso, a atividade antiproliferativa in vitro visa avaliar a
capacidade de uma substancia inibir a proliferacdo celular, especialmente em células
cancerigenas. A identificacdo da morte celular em diferentes categorias morfologicas, como
apoptose, necrose, autofagia ou associada a mitose, também ¢ parte integrante desses estudos,
fornecendo informagdes valiosas sobre os efeitos das substancias testadas no comportamento

celular e no potencial terapéutico (Taatjes, Sobel e Budd, 2008).
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CAPITULO 2
RECUPERACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS POR PROCESSO DE
CRIOCONCENTRACAO DO BAGACO DE UVA

O texto e os dados discutidos neste capitulo foram reproduzidos e adaptados para publicagdo

em forma de artigo na Food Research International (ANEXO A)
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RESUMO

O bagaco de uva ¢ o principal residuo solido da industria vinicola, contendo elevadas
quantidades de compostos fendlicos. Considerando seu alto potencial, um processo de extragao
foi otimizado para méaxima recuperacao de antocianinas do bagaco de uva (Vitis vinifera L.)
usando acido citrico como acidulante geralmente reconhecido como seguro (GRAS) em agua.
Volume de solvente (3,2-36,8 mL), tempo (14,4-165,6 min) e pH do solvente (1,12—4,48)
foram as variaveis independentes, a concentracdo de antocianinas monoméricas totais foi a
variavel dependente estudada. Além disso, a melhor condigdo para obtencao do extrato rico em
antocianinas foi submetida ao processo de crioconcentragdio em bloco gravitacional. O
desempenho do processo foi avaliado e as fragdes concentradas e de gelo foram analisadas
quanto as propriedades fisico-quimicas, teor de compostos bioativos e atividade antioxidante.
Os efeitos de interacdo, lineares e quadraticos para volume e pH do solvente foram
significativos pela andalise de varidancia (ANOVA). O delineamento experimental permitiu
prever a recuperagao maxima de antocianinas (10 mL de solvente em pH 1,8). A composigao
bioativa do extrato otimizado de bagaco de uva foi influenciada pelo processo de
crioconcentragdo. ApoOs trés estagios, os compostos fenolicos totais e as antocianinas
monoméricas foram aproximadamente 4 e 5 vezes maiores que a condi¢do inicial do extrato,
respectivamente. Consequentemente, foi observado um aumento na atividade antioxidante. O
aumento na concentracdo de compostos bioativos atingiu uma eficiéncia de processo de 93%
(estagio 1) para compostos fendlicos e 91% (estagio 2) para antocianinas. Portanto, a extragdo
a base de agua foi otimizada, podendo ser considerado segura e de baixo custo e o extrato
concentrado apresentou maiores concentracdes de fenolicos totais e antocianinas, comparado
ao extrato inicial.

Palavras-chaves: Extracdo verde; Antocianinas; Subprodutos.
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1 INTRODUCAO

Um dos mais significativos subprodutos agroindustriais produzidos mundialmente ¢
proveniente do processamento de uvas (Zacharof, 2017), principalmente da industria vinicola,
com 75 milhdes de toneladas de uvas produzidas por ano. O subproduto mais relevante gerado
no processo de vinificacdo € o bagaco, que ¢ composto pelos caules, sementes e cascas obtidos
apds a prensagem. O bagago ¢ constituido principalmente por fibras, lipidios, proteinas,
agucares soluveis e diversos compostos fendlicos como catequinas, flavonois, acidos fendlicos
e antocianinas (Beres ef al., 2017). Diante disso, o bagaco de uva representa uma fonte natural
rica em antocianinas, oferecendo potencial para ser explorado no desenvolvimento de aditivos
alimentares e na formulagdo de suplementos nutricionais.

As antocianinas desempenham um papel importante na industria alimenticia, tanto como
corantes naturais quanto como ingredientes funcionais. Seu potencial para promover a satide e
proporcionar beneficios antioxidantes tem impulsionado a pesquisa e o desenvolvimento de
novas aplicacdes, permitindo aos consumidores desfrutar de alimentos sensorialmente atrativos
e com valor agregado a satide. No entanto, a cor e a estabilidade desses pigmentos sdo
influenciadas pelo pH, luz, temperatura e outros fatores (He; Giusti, 2010). Esses fatores podem
levar a degradagdo ou perda de antocianinas, resultando na diminui¢dao de sua atividade
biolégica e nos beneficios a satde. E importante preservar a integridade das antocianinas por
meio de processos que minimizem sua exposi¢ao a condi¢des desfavoraveis, como utilizagdo
de temperaturas moderadas, pH adequado, protecao da luz e reducdo do contato com oxigénio.
Portanto, processos de extracdo e concentracdo economicamente atrativos, seguros € nao
poluentes para a recuperacao desses compostos sdo relevantes (Bamba et al., 2018).

A extrag¢do de compostos fendlicos e principalmente de antocianinas utiliza misturas de
solventes organicos para romper estruturas celulares e obter esses compostos em um ambiente
acidificado (Rodriguez-Saona; Wrolstad, 2001). A maioria desses solventes ndo ¢ GRAS
(geralmente reconhecido como seguro). Portanto, encontrar alternativas para recuperagdo de
compostos bioativos através de metodologias verdes, como o uso de solugdes de acido citrico
em agua para recuperacdo de antocianina, ¢ de grande relevancia. Além de determinar
condi¢des maximas de recuperagdo em condi¢des ambientalmente corretas, planejamento de
experimentos multivariados utilizando metodologia de superficie de resposta sao uma tendéncia
e podem ser muito Uteis (Ferreira et al., 2020). Portanto, o planejamento experimental em

conjunto com a metodologia de superficie de resposta permite realizar, através de um pequeno
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nimero de experimentos, uma investigacdo simultinea do efeito principal das variaveis
experimentais e do efeito de sua interacdo na resposta desejada.

A demanda por novas tecnologias aplicadas a alimentagao também tem sido considerada
uma tendéncia de pesquisa e mercado, atraindo ainda mais consumidores para produtos
inovadores (Ferrdo et al., 2016, Salnikova, Grunert, 2020). Tecnologias emergentes foram
criadas nesta abordagem para manter ou, em certa medida, melhorar os compostos bioativos
nos alimentos. Para promover a concentracao de varios alimentos liquidos e para recuperar
compostos termolabeis, processos de concentragdo como a crioconcentracao podem ser um
método alternativo e acessivel em comparagdo com um processo térmico tradicional (Balde;
Aider, 2017, Correa et al., 2018). Uma vez que o processo de concentragdo por congelamento
¢ realizado em baixas temperaturas, em geral ha perda minima de compostos bioativos, podendo
produzir um novo produto de alta qualidade (Orellana-Palma ef al., 2019, Petzold et al., 2016).

As inovagdes da crioconcentragdo tém sido associadas ao desenvolvimento na
configuracdo de sistemas de um estagio (concentracdo por congelamento em bloco ou
concentragdo por congelamento progressiva) do que sistemas convencionais de
crioconcentragdo (cristalizagdo em suspensdo), devido a etapa de separagdo mais simples
(Petzold e Aguilera, 2009; Sanchez et al., 2009; Sanchez et al., 2011; Miyawaki et al., 2012).
Outra vantagem destes sistemas ¢ a sua simplicidade tanto em termos de configuragdo como de
operagdo do equipamento (Sanchez et al., 2009). A crioconcentragdo em bloco ¢ baseada nos
seguintes principios: uma solugao alimentar liquida ¢ completamente congelada, toda a solugao
congelada ¢ descongelada e a fragdo concentrada ¢ entdo separada da fracdo de gelo por
descongelamento gravitacional (Aider; De Halleux, 2008a, Aider; De Halleux, 2008b).

Este capitulo teve como objetivo otimizar as condigdes de volume, pH e tempo para
extracdo de antocianinas do bagaco de uva utilizando solucdo aquosa de 4cido citrico. Na
sequéncia, a melhor condi¢do para obtencdo de extratos ricos em antocianinas € compostos
fendlicos do bagaco de uva foi submetida ao processo de crioconcentragdo. O desempenho
desse processo foi avaliado para fornecer alternativas de aproveitamento desse subproduto.
Além disso, as fragdes do extrato foram caracterizadas quanto a concentracdo de compostos

bioativos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E PADROES
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Padrdes para acido galico, Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromato-2-
carboxilico), reagente Folin-Ciocalteu e acido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)
(ABTS) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os reagentes: acido citrico,
cloreto de potassio e acetato de sdédio foram fornecidos pela Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).
Todos os reagentes utilizados sdo de grau analitico. A dgua ultrapura foi obtida de um sistema

de 4gua Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, Massachusetts, EUA).

2.2 AMOSTRAS

As amostras de bagago de uva foram doadas por uma vinicola localizada em Sao
Joaquim, Santa Catarina. Uva da variedade Montepulciano (Vitis vinifera L.) foi utilizada para
a elaboracdo dos vinhos e para a obtencao dos subprodutos vinicolas. As uvas foram colhidas
ao atingir a maturidade tecnologica (23,5°Brix) e encaminhadas para o processo de vinificacao.

A fermentacdo alcdolica do mosto foi realizada junto com as partes sélidas da uva.
Leveduras selecionadas de Saccharomyces cerevisiae (25 g/hL) foram inoculadas para
promover a fermentacao alcoolica. A fermentagdo alcodlica ocorreu com maceracao
concomitante durante 14 dias sob condi¢des de temperatura controlada 20°C. Apos esta etapa,
ocorreu a prensagem (prensa pneumatica com forga de 1,4 bar), com a separagdo das partes
solidas do liquido, sendo nesta etapa realizada a coleta das amostras do bagaco de uva (Figura
2.1). Ap6s coletadas, as amostras do bagago foram armazenadas a -20 °C e transportadas para
o laboratorio de Bioquimica de Alimentos, no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos, na Universidade Federal de Santa Catarina.

Figura 2.1 — Amostra de bagaco de uva Montepulciano (Vitis vinifera L.) coletado durante o
processo de vinificagao.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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2.2.1 Preparacio do extrato

A preparacgdo dos extratos do bagaco para crioconcentragao foi realizada utilizando um
planejamento central composto contendo quatro pontos centrais. Volume de solvente (mL)
(X1), tempo (min) (X2) e pH do solvente (X3) foram as varidveis independentes, € seus niveis

codificados estdo apresentados na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Variaveis independentes e seus niveis utilizados para o planejamento
experimental.

Niveis

-168 -1 0 1 1,68

XiVolume (mL) 32 10 20 30 36,8

Xo Tempo (min) 14,4 45 90 135 165,6

X3 pH 1,12 1,8 2,8 3,8 448

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Fatores

O delineamento foi construido com base em um delineamento fatorial 3 com 4
repeticdes do ponto central para estimar o erro experimental, resultando em 18 experimentos,
realizados em ordem aleatoria. A concentragdo de antocianinas monoméricas totais (AMT), foi
a variavel dependente avaliada. Todas as extragdes foram realizadas utilizando como solvente
agua destilada: acido citrico (v/v) e a quantidade de amostra foi fixada em 1g para todos os
ensaios. Os coeficientes foram calculados por andlise de regressdo e sua significancia foi
verificada por meio de andlise de variancia (ANOVA).

O extrato rico em antocianinas usado no processo de crioconcentragdo em bloco
gravitacional foi obtido por extragdo solido-liquido, sendo o solvente 4gua destilada acidificada
com acido citrico conforme resultados encontrados no planejamento experimental. Portanto, a
preparacdo do extrato rico em antocianinas foi realizada na propor¢do de 500 g de bagaco de
uva para 5 L de solugdes de acido citrico em agua destilada com pH 1,8 (1:10p/v). A suspensao
foi mantida sob agitacdo constante por 45 min em sistema fechado a temperatura ambiente (20

°C). Posteriormente, o extrato foi filtrado e utilizado no processo de crioconcentracao.

2.3 PROCESSO DE CRIOCONCENTRACAO EM BLOCO GRAVITACIONAL

A concentragdo por congelamento em bloco foi realizada adicionando o extrato em
recipientes plasticos de 200 mL e depois congelando a -20 & 2 °C (Canela et al., 2018). Apos o

extrato inicial estar completamente congelado, 50% do volume inicial foi descongelado a
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temperatura ambiente (20 £ 2 °C), obtendo-se duas fragdes, o extrato concentrado (C1) ¢ a
fragdo gelo (G1) (Figura 2.2). O extrato concentrado descongelado (C1) foi utilizado como
solucao de alimentagdo para o segundo estagio, obtendo-se um segundo extrato concentrado
(C2) e gelo (G2). Para o terceiro estagio, utilizou-se o extrato concentrado do estagio 2 (C2)
para alimentar o proximo estagio do processo, obtendo-se um terceiro extrato concentrado (C3)
e uma terceira fracdo de gelo (G3). Uma porcao de cada estagio (C1, C2 e C3) e fragdes de

gelo (G1, G2 e G3) foram coletadas e armazenadas a -20 & 2 °C para posterior analises.

Figura 2.2 - Esquema visual da Crioconcentragcao em bloco realizada com o extrato inicial do
bagaco de uva em trés estagios.

c1 G1
EXTRATO INICIAL

— CONGELAMENTO (-20 = 2°C)
I ESTAGIO 1

ESTAGIO 0

ek - .
\CONGELAMENTO {-20 £ 2°C)

C2 G2

CONGELAMENTO (-20 £ 2°C)

ESTAGIO 2 I
c3

ESTAGIO 3

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
C1, C2 e C3 referem-se a concentrados dos estagios 1, 2 e 3, respectivamente; G1, G2 e G3 referem-se a fracdes
de gelo dos estagios 1, 2 e 3, respectivamente.

2.3.1 Parametros da crioconcentracao

O desempenho da crioconcentracao foi avaliado pelo calculo do fator de concentragao
(FC) para os solidos soluveis totais (SST), antocianinas monoméricas totais (AMT), compostos
fenolicos totais (CFT) e para atividade antioxidante (AA) de acordo com Aider e Ounis (2012),

pelas seguintes Equacio 2.1, 2.2, 2.3 e 2.4 respectivamente:

Fator de Concentracao = 55T 2.1
SST,



55

Onde SST, ¢ o teor total de sélidos soluveis (g/ 100 mL) do extrato concentrado e SSTy

¢ o teor de solidos soluveis totais (g/ 100 mL) do extrato inicial.

AMTy,
AMT,

Fator de Concentracao = 2.2)

Em que AMT, ¢ o teor total de antocianinas (mg/ L) do extrato concentrado e AMTy

¢ o teor total de antocianinas (mg/ L) do extrato inicial.

CFT,

Fator de Concentragao =
CFT,

2.3)

Onde CFT, € o contetdo fenodlico total (mg/ L) do extrato concentrado e CFTy € o teor
fenolico total (mg/ L) do extrato inicial.
An

Fator de Concentracao = ;417 2.4)
0

Onde AA, ¢ o conteido de atividade antioxidante (TEAC umol/L) do extrato

concentrado e AAy ¢ o conteudo de atividade antioxidante (TEAC umol/L) do extrato inicial.

A eficiéncia do processo (EP) foi calculada com base no aumento dos sélidos soluveis
totais (SST) no extrato concentrado (g/ 100 mL) em relagdo ao SST remanescente no gelo (g/

100 mL) para os trés estagios da crioconcentracao, de acordo com a Equacio 2.5:

SST ¢— SST

Eficiéncia do Processo (%) = _—
Cc

x 100 2.5)

Onde SSTc € o teor total de solidos soluveis (g/ 100 mL) no concentrado, e SST; o teor
de solidos soluveis totais (g/ 100 mL) no gelo no final de cada estidgio de crioconcentracao.
Assim como para o Fator de Concentracao, a Eficiéncia do Processo também foi calculada de
acordo com os resultados das antocianinas totais e compostos fenolicos (mg/ L).

A impureza do gelo foi determinada pelos sélidos soluveis totais (g/ 100g) da fase
concentrada que permanece na fragio gelo. E definida como a razdo entre a concentracio de

solidos soluveis totais na fracao de gelo e a concentracao de solidos soluveis totais de extrato
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concentrado no final de cada ciclo. O indice de impureza para cada ciclo foi calculado de acordo

com a Equacio 2.6:

Impureza do Gelo (%) = 100 (%) — Eficiéncia (%) (2.6)

2.4 ANALISE FISICO-QUIMICA

As andlises fisico-quimicas foram realizadas com amostras de extrato inicial, extrato
concentrado e fracdes de gelo. O pH foi determinado com pHmetro (pH meter 220 MP Mettler-
Toledo) e os solidos soluveis totais (°Brix) foram medidos a 25 °C (%1 °C) em um refratdmetro
(Quick—BrixTM 220 90-Mettler Toledo). A intensidade e tonalidade da cor foram determinadas
a partir de medidas de absorbancia em 420, 520 ¢ 620 nm em um espectrofotdometro UV-Vis

(Hitachi U2010, CA, EUA) (Glories, 1984).

2.5 DETERMINACAO DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS

As antocianinas monomeéricas totais foram determinadas pelo método de pH diferencial
(Giusti; Wrolstad, 2001), em um espectrofotometro UV-Vis (Hitachi U2010, CA, EUA),
utilizando-se dois sistemas: tampao cloreto de potassio (pH 1,0) e tampao acetato de sodio (pH
4,5). Os valores de absorbancia foram medidos no comprimento de onda de maxima absor¢ao
e a 700 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes malvidina-3-glicosideo

(M3G) /L.
2.6 DETERMINACAO DE POLIFENOIS TOTAIS

Os polifendis totais foram determinados em um espectrofotometro U2010 Hitachi UV-
Vis usando o ensaio de Folin-Ciocalteu, de acordo com Singleton e Rossi (1965). A absorbancia
das amostras foi medida a 760 nm e os resultados foram expressos como equivalentes de acido
galico (mg GAE/L).

2.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante in vitro foi avaliada utilizando o método de captura de radicais

livres de acordo com Re et al. (1999), usando o radical ABTS (acido 2,2-azino- bis (3-
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etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) com leitura espectrofotométrica em 754 nm em um
espectrofotometro UV-Vis (Hitachi U2010, CA, EUA). Os resultados foram expressos em
equivalente de Trolox (TEAC) (umol/L).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A analise dos dados foi
realizada utilizando o software STATISTICA 13.5 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, EUA).
Para determinar as diferencas significativas (p < 0,05), foi aplicada analise de variancia

(ANOVA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS DO BAGACO DE UVA

A significancia dos fatores foi confirmada pela analise de varidncia (ANOVA) (Tabela
2.2), onde foi possivel observar que entre todos os fatores avaliados o volume de solvente dgua:
solucdo de acido citrico e o pH foram significativos (p < 0,01). O modelo foi significativo (p <
0,01) e ndo apresentou falta de ajuste (p falta de ajuste = 0,014), indicando que o modelo descreveu
os efeitos da variavel dependente com boa preditividade. O modelo R? ajustado conseguiu
explicar mais de 71 %. De acordo com o modelo proposto, o efeito linear do volume de solvente
agua: solugdo de acido citrico e o efeito linear e quadratico do pH afetaram significativamente
o teor de antocianinas monoméricas totais (variavel dependente), enquanto o efeito linear foi
negativo para a resposta o efeito quadratico contribuiu positivamente para o teor de

antocianinas. A variavel tempo de extragdo ndo apresentou efeito significativo.
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Tabela 2.2 - Anélise de variancia da extra¢ao de antocianinas monoméricas totais de bagago

de uva.
SS DF QM F-valor  p-valor

Volume (L) 7594,02 1 7594,02 362,51 0,000316
Volume (Q) 698,16 1 698,16 33,33 0,010333
pH (L) 5680,35 1 5680,35 271,16 0,000487
pH (Q) 2620,10 1 2620,10 125,07 0,001532
Falta de 481372 11 43761 2089 0,014620
ajuste
Erro puro 62,85 3 20,95
Total SQ 20771,03 17

DF, graus de liberdade; QM, quadrado médio; L, efeito linear; Q, efeito quadratico. A linha em negrito
apresenta diferenga significativa (p < 0,01). Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As variaveis independentes que foram significativas (p < 0,01), representadas por seus

coeficientes lineares e quadraticos sdo apresentadas na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Efeitos das variaveis independentes volume e pH de solvente sobre o teor de
antocianinas monoméricas totais do extrato do bagaco de uva.

Coef. de Erro -99% de +99% de
Fatores t-valor  p-valor
Regressao Padrao confianca confianca
Constante 276,4303 9,831590 28,1165 <0,0001 219,005  333,8557
Xi -2,3591  0,123906 -19,0397 <0,0003 -3,083 -1,6354
X3 -98,1643  7,062622 -13,8991 <0,0008 -139,416 -56,9122
Xs? 13,8859  1,241622 11,1837 <0,001 6,634 21,1381

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A superficie de resposta para o modelo de regressdo ajustado aos dados estd

representada na Figura 2.3.
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Figura 2.3 - Grafico de superficie de resposta para avaliar o efeito do volume de solvente e
pH na extragdo de antocianinas monoméricas totais.

(/Bw) LNV

A - N

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com base no modelo proposto, o efeito linear negativo do volume de solvente (X1)
indica uma reducao significativa (p < 0,05) no teor de antocianinas, enquanto o efeito linear
positivo do pH do solvente (X3) fez com que o teor aumentasse. O efeito quadratico negativo
do pH do solvente (X3:), indicou que houve um maximo na taxa de extragcdo de antocianinas até
um determinado nivel, onde passou a ser reduzida, possivelmente devido a degradagao dos
compostos em pH neutro ou alcalino (Fossen,et al., 1998; Liu et al., 2018). A acidificagdo
melhora a capacidade do solvente de romper as membranas celulares dos tecidos vegetais e
dissolver os pigmentos. Adicionalmente, um solvente mais acido estabiliza cation flavilium,
AHT", 0 que ajuda a manter a coloragdo das antocianinas, evitando mudangas indesejadas na cor
(Samota et al., 2022).

Observou-se que a menor concentragdo de antocianinas estd em regides com altos
valores de volume de solvente e pH, a resposta minima para extracdo de antocianinas foi de
40mg/L e foi obtida com um volume de solvente de 30mL, com um tempo de extracdo de 45
minutos e um pH de 3,8. Assim, a predi¢ao da combinacao 6tima seria considerar uma resposta
em um ponto minimo. No entanto, a resposta maxima para extragdo de antocianinas de acordo

com o planejamento, foi obtida com 10 mL de solugdo de 4gua:acido citrico, com um tempo de
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extragcdo de 45 minutos e um pH de 1,8. Nessas condi¢des, obteve-se um teor de antocianinas
monoméricas totais de 154,79 mg/L para o bagago de uva (dados ndo mostrados).

Romero-Diez et al. (2019) avaliaram a influéncia da relagao solido-liquido de solvente
extrator utilizado em subprodutos da vinificagdo para quantificacdo das antocianinas,
observaram que o rendimento da extracdo de antocianinas aumentou a medida que a relacao
solido-liquido diminuiu. Além disso, o uso de grandes volumes de solventes implica
diretamente em questdes econdmicas e ambientais (Drosou ef al., 2015). E importante ressaltar
que poucos estudos testaram diferentes condigdes de razao solido liquido, pH e tempo de
extragdo para recuperar antocianinas do bagaco de uva por metodologias verdes. Portanto, ¢ de
grande relevancia determinar as condi¢des maximas de recuperagdo utilizando delineamentos
experimentais multivariados pela metodologia de superficie de resposta, fornecendo uma
compreensdo de como a combinagdo dessas varidveis ird impactar o processo.

O delineamento experimental permitiu prever a recuperacdo maxima de antocianinas
monoméricas totais do bagaco de uva nas seguintes condi¢cdes: volume de solvente agua:
solucao de acido citrico de 10 mL e pH do solvente de 1,8. Entdo nessas condi¢des foi realizada
a preparagdo do extrato para aplicacdo do processo de crioconcentracdo em seguida o

desempenho do processo foi avaliado.

3.2 DESEMPENHO DO PROCESSO DE CRIOCONCENTRACAO DO EXTRATO DO
BAGACO DE UVA

A Figura 2.4 apresenta o fator de concentragdo (FC) obtido para o extrato do bagaco
submetido a trés estagios de crioconcentracdo quanto ao teor de antocianinas monomeéricas

totais, solidos soluveis, polifenois totais e atividade antioxidante.
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Figura 2.4 - Resultados do fator de concentragdo (CF) de sélidos soluveis totais (°Brix),
antocianinas monomeéricas totais (mg/L), teor de fendlicos totais (mg/L) e atividade
antioxidante (TEAC pmol/L) analisada em cada um dos trés estagios do processo de

crioconcentracao (1,2,3).
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6
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5022 +0.16

3 4.67" + 0.08 4.58* £ 0.18
355"+ 0.04

297+ 0.04 3.04" = 0.04
2,64+ 0.11

2.59< = 0.04
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Solidos soluveis totais Antocianinas totais Fenolicos totais Atividade antioxidante
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a5 ¢ Diferentes letras minfisculas sobrescritas para o mesmo tipo de analise denotam diferengas
significativas (p < 0,05) entre as amostras. Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Foi possivel observar que o FC obtido para todas as andlises foi estatisticamente
diferente (p<0,05) para cada estadgio de concentragdo. De acordo com Petzold et al. (2016), o
fator de concentracao avalia a disponibilidade de realizar varios estagios de concentragdo em
blocos, portanto, demonstra quantas vezes o concentrado inicial da solu¢do aumentou para cada
fragdo coletada.

Pode-se observar que o fator de concentracdo para as antocianinas monoméricas totais
aumentou 104,02% de C1 para C2, 65,13% de C2 para C3 e até¢ 236,90% de C1 para C3. Para
os polifenois totais aumentou 37,06 % de C1 para C2, 29,01% de C2 para C3 e até 76,83% de
C1 para C3. A atividade antioxidante também apresentou o mesmo comportamento para o fator
de concentragdo, aumentando 100,75% de C1 para C2, 35,84 % de C2 para C3 e até¢ 172,72 %
de C1 para C3. Estes resultados demonstram que o processo de trés estagio reteve nao apenas
altas concentracdes de solidos soluveis, mas também altas concentragdes de antocianinas,
fenolicos e atividade antioxidante. Estudo realizado por Hass ef al. (2022) aplicaram o processo

de crioconcentragdo em bloco de trés estagios para o enriquecimento de suco de laranja e
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observaram através do valor do fator de concentracdo que foi possivel manter elevado teor de
polifenois no suco crioconcentrado.

Os resultados de soélidos soluveis totais, antocianinas totais, teor de fenodlicos totais,
atividade antioxidante do extrato inicial, fracdes concentradas (C) e fragdes de gelo (G) para
cada um dos trés estagios do processo de congelamento sdo apresentados na Tabela 2.4. E
notavel que houve um aumento progressivo dos compostos a medida que os estdgios da
crioconcentracdo progrediu. Em relagdo as antocianinas, o processo de crioconcentragdo variou
de 112,79 (mg/L) para 566,81 (mg/L), aumentando em 5 vezes o teor de antocianinas
monoméricas totais em relagdo ao extrato inicial. Além disso, o gelo obtido no terceiro estagio
(G3), apresentou maior teor de antocianinas que o extrato inicial, variando de 112,79 (mg/L)
para 133,64 (mg/L), respectivamente. Esse comportamento pode ser explicado pela formagao
de ligacdes de hidrogénio com a 4gua, onde os compostos podem permanecer aprisionados nas
moléculas de agua sendo assim transportados para a fase de gelo. Estes resultados estdo de
acordo com dados publicados na literatura para o processo de congelamento do suco de mirtilo
(Casas-Forero et al., 2020) e do suco de morango (Adorno et al., 2017), onde a fragdo

concentrada e o gelo apresentaram maior teor de antocianinas do que a amostra inicial.
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Tabela 2.4 - Resultados do teor de solidos soluveis totais, antocianinas totais, fenolicos totais,
atividade antioxidante, eficiéncia do processo (EP) e impureza do gelo dos extratos iniciais,
fragdes concentradas (C) e gelo (G) para cada um dos trés estidgios da crioconcentragdo.

Sélidos solaveis Antocianinas Teor de fenodlicos Atividade
Amostras totais totais totais antioxidante
(°Brix) (mg/L) (mg/L) (TEAC umol/L)

Extrato inicial 4,8°+0,1 112,79¢+ 0,01 276,19°+ 6,11 950,76° £+ 2,0z
Cl1 8,3°+0,1 168,81°+ 1,16 716,36°+ 3,71 2511.80°+ 101,
Gl 0,98+ 0,1 30,617+ 0,86 49,365+ 0,01 63,80"+ 4,62
C2 14,4°+ 0,1 342,95+ 425 981,14°+ 11,37 5037,65° + 584,
G2 1,6F+0,1 32,121+ 1,04 119,82+ 0,37 334,908 + 36,1
C3 22,62+ 0,1 566,81* + 18,74 1264,09* £ 27,15  6853,24* + 103,
G3 5,9+ 0.1 133,649 + 1,53 382,099+ 8,16 1160,544+ 71,
EP1 (%) 88,404+ 0,57 81,868+ 0,52 93,114+ 0,03 97.46" + 0,20
EP2 (%) 88,554+ 0,76 90,634 + 0,85 87,788+ 0,10 93,208 + 1,67
EP3 (%) 73,958+ 0,15 73,40 + 0,99 69,76 + 1,13 83,07¢ £ 0,81
Impureza de gelo 11,59+ 0,57 18,13* £ 0,52 6,89"+ 0,03 2,54"+ 0,20
(%)

Impureza de gelo 11,457 +0,76 9,35+ 0,85 12,217+ 0,10 6,79 + 1,67
(%)

Impureza de gelo 26,05* £ 0,15 23,66* £ 0,99 30,24* £ 1,13 16,92* + 0,81

(%)

abcdef e Dentro da coluna, diferentes letras mintisculas sobrescritas denotam diferencas significativas (p < 0,05)
entre as amostras. 5 € Dentro da coluna, diferentes letras maitisculas sobrescritas denotam diferencas significativas
(p < 0,05) entre as amostras. “*" Dentro da coluna, simbolos diferentes denotam diferencas significativas (p < 0,05)

entre as amostras.
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O mesmo comportamento apresentado para o teor de antocianinas monoméricas totais
também foi observado para os polifendis totais, com um aumento progressivo na concentracao
a medida que os estagios do processo avangaram. O processo de crioconcentracao apresentou
um aumento dos polifendis totais de 276,19 (mg/L) para 1264,09 (mg/L). De acordo com
Zielinski et al. (2019), no processo de concentragdo por congelamento, cada estidgio de
desenvolvimento acarreta em perda de parte da 4gua das amostras, acarretando no aumento do
teor de compostos bioativos. Além disso, a manuten¢cdo de compostos fenolicos, como as
antocianinas durante o processo ¢ facilitada pelo uso de baixas temperaturas, uma vez que as
antocianinas podem ser degradadas pelo calor (Casas-Forero et al., 2020).

Geralmente, os extratos concentrados apresentam alto teor de compostos fendlicos e
antocianinas e, consequentemente, maior atividade antioxidante. Essa afirmagao foi
corroborada neste estudo, uma vez que o processo de crioconcentragao também aumentou a
atividade antioxidante, em todos os estagios do processo. Foi possivel obter um valor méximo
de atividade antioxidante no ultimo estagio do processo (C3), atingindo um aumento de cerca
de 7 vezes quando comparado ao extrato inicial. Em nosso estudo, observou-se que a
capacidade antioxidante também aumentou significativamente (p< 0,05) nas fragdes gelo, com
as maiores concentragdes verificadas para a fragdo G3. A capacidade antioxidante das fracdes
de gelo no primeiro e segundo estagio foi significativamente diferente. Este resultado indica
que a maioria dos compostos fenolicos e antocianinas foram perdidos neste estdgio. Portanto,
até o segundo estagio de concentracao, as propriedades bioativas do extrato podem ser mantidas
ou aumentadas na concentragdo da solug¢do, com menor perda para a fragao gelo.

A eficiéncia do processo (EP) obtida pelo processo de congelamento foi superior a 70%
em todos os estagios, exceto no terceiro estagio para os fenolicos totais. Segundo Aider,
Halleux e Akbache (2007) a EP é dependente da taxa de impurezas no gelo. Na Tabela 2.4, a
maior taxa de impurezas no gelo foi encontrada no terceiro estagio do processo, o que
corresponde a um menor EP. Para o teor de solidos soluveis totais, a EP ndo diferiu
significativamente entre o primeiro (88,40%) e o segundo estagio (88,55%), porém diminuiu
significativamente no terceiro estagio (73,95%) do processo. Nesse caso, o primeiro estagio
deve ser escolhido para reduzir o tempo e os custos envolvidos na concentracdo por
congelamento em bloco, o que pode impactar em ganhos econdmicos. O mesmo pode ser
considerado em relagdo ao EP para a concentragdo de compostos fenolicos totais e para a
atividade antioxidante, uma vez que apresentaram 93,11% e 97,46%, respectivamente, no
primeiro estagio do processo de crioconcentragdo. Em relagdo as antocianinas monoméricas

totais, a maior eficiéncia alcangada pelo processo foi de 90,63% no segundo estagio do processo
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de crioconcentragdo. Portanto, em um processo industrial, a eficiéncia do processo pode ser
avaliada para decidir em qual estagio (C1 ou C2) o processo pode ser interrompido, visando a

redugdo de tempo e consumo de energia, de acordo com o composto de maior interesse.

3.3 COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO EXTRATO CONCENTRADO DE BAGACO
DE UVA RICO EM ANTOCIANINAS E FRACCOES DE GELO

Os parametros de pH, intensidade de cor e tonalidade de cor sdo mostrados na Tabela
2.5. Os valores obtidos para pH variaram significativamente de acordo com o primeiro estagio
da crioconcentracdo. O pH variou de 2,03 no extrato inicial a 1,56 em C3 e 2,66 = 0,01 na
fragdo G1 a 1,92 = 0,01 no G3, demonstrando uma tendéncia a diminuir entre os estagios
concentrados e a aumentar dependendo do estdgio da fracdo gelo, mostrando que a

crioconcentragdo também tem um efeito significativo sobre o pH das fragdes de gelo.

Tabela 2.5 - Resultados de pH, intensidade de cor e tonalidade dos extratos iniciais,
concentrado (C) e fragdes de gelo (G) para cada um dos trés estagios do processo de
concentracao por congelamento em bloco (1, 2, 3).

Amostras pH Intensidade da cor Tonalidade da cor
Extrato inicial 2,03+ 0,01 7,884+ 0,07 4,45°+0,12
Cl 1,994+ 0,01 9,41°+ 0,13 4,16 + 0,05
Gl 2,66+ 0,01 0,90°+ 0,15 5,162+ 0,36
C2 1,717+ 0,01 25,11°+0,7 3,709+ 0,00
G2 2,36°+ 0,01 1,70° £ 0,04 4,49 + 0,02
C3 1,565+ 0,01 36,92+ 0,12 3,894+ 0,01
G3 1,92¢+ 0,01 8,139+ 0,03 3,754+ 0,01

a.b¢e.d et ¢ Dentro da, diferentes letras mintsculas sobrescritas denotam diferencas significativas (p < 0,05) entre as
amostras. Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Outro parametro importante que pode ser associado a qualidade e a composi¢ao bioativa
¢ a cor do extrato, uma vez que, em amostras que apresentam pigmentos provenientes das
antocianinas, a intensidade da cor vermelha apresenta relacao direta com o teor do pigmento.
De acordo com os resultados apresentados, a intensidade da cor aumentou significativamente

(p< 0,05) nos extratos concentrados até o terceiro estdgio do processo de crioconcentragdo, o



66

que também foi observado nas fracdes do gelo, G1, G2 ¢ G3 0 mesmo comportamento. Estes
resultados sugerem que houve perda dos constituintes do extrato para as fragcdes de gelo no
processo de crioconcentragdo, assim como foi observado para o teor de antocianinas (Tabela
2.4). Com estes resultados, pode-se observar que o extrato de bagago de uva foi concentrado
com altos teores de compostos bioativos sem perder a colora¢do. A manutenc¢do da cor ¢ um
parametro importante para as caracteristicas de qualidade de um produto alimenticio. Os
resultados desta pesquisa foram consistentes com estudos publicados na literatura para
concentracao de suco de mirtilo por congelamento (Orellana-Palma et al., 2020) e concentragao
por congelamento assistido a vacuo do vinho tinto (Petzold et al., 2016), em que as amostras
concentradas apresentaram maior intensidade de cor do que a amostra inicial.

Esses resultados demonstram que a crioconcentracao € uma opgao valiosa para o uso do
bagaco de uva que pode ser otimizado para preservar e concentrar os compostos bioativos deste
subproduto. Deve-se notar que este ¢ o primeiro relato do impacto do processo de
crioconcentragdo em blocos em trés estagios sobre os compostos bioativos do bagago de uva,
que sdo componentes de grande interesse industrial. Além disso, o processo efetivamente
concentrou as antocianinas monoméricas totais no extrato de bagago de uva, aplicando apenas
a forca da gravidade usando um aparato simples e barato em escala laboratorial, sem consumir

energia para realizar o processo.

4 CONCLUSAO

A aplicagdo de tecnologias limpas para a valorizagdo dos subprodutos vitivinicolas
avaliados neste estudo tem implicagdes praticas e significativas para a industria de alimentos,
uma vez que a reutilizacdo destes subprodutos reduz o desperdicio e minimiza o impacto
ambiental associado a produ¢do de vinho. Este estudo relatou a otimizagdo das condi¢des de
extracdo de antocianinas do bagaco de uva utilizando solugdo de acido citrico. As condigdes
que resultaram no teor maximo de antocianina foram alcangadas utilizando 10 mL de solvente
em pH 1,8. Assim, a extragdo utilizou solvente ndo organico e seguro, resultando em um extrato
de bagacgo de uva rico em antocianinas.

O processo de crioconcentragdo demonstrou ser um método eficaz para concentracao de
compostos bioativos no extrato de bagaco de uva, o que pode ser creditado ao uso de baixa
temperatura, permitindo a manutencdo dos compostos bioativos do extrato de bagaco de uva.
Todos os concentrados apresentaram maiores concentragdes de fendlicos totais e antocianinas

em relagdo ao extrato inicial. Esses compostos podem ser utilizados como ingredientes naturais
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em alimentos funcionais, suplementos dietéticos e produtos nutricionais, agregando valor a
novos produtos. Por ultimo, ¢ importante destacar que esta abordagem contribui para o
progresso da economia circular na industria alimentar, uma vez que a transformacgdo dos
subprodutos da vinificagdo em novos ingredientes cria uma cadeia de valor mais sustentavel,

onde os subprodutos sdo reutilizados em vez de descartados.
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CAPITULO 3
RECUPERACAO DE ANTOCIANINAS DE BORRAS DE VINHO USANDO
EXTRACAO POR LIQUIDO PRESSURIZADO COMO UMA ABORDAGEM VERDE
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RESUMO

A utilizagdo de subprodutos do vinho para aplicacdes industriais constitui um grande desafio.
As borras de vinho, segundo subproduto do vinho em quantidade, representam uma fonte de
compostos que podem ser explorados. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos
para a extracao das antocianinas presentes na borra do vinho tinto (Vitis vinifera L.), otimizando
as condi¢des para maximizar a recuperagdo de antocianinas através da extragao por liquido
pressurizado. As amostras de borra de vinho foram desidratadas em estufa com circulacdo de
ar e avaliada quanto a cinética de secagem utilizando curvas de secagem a 40 °C. Apds o
processo de secagem, quatro métodos de extragdo: agitagdo orbital, ultrassom, agitagdo térmica
e extragao por liquido pressurizado foram aplicados para recuperacao de antocianinas da borra
de vinho seca. O planejamento central composto foi aplicado para a extra¢do por liquido
pressurizado, onde as variaveis independentes foram temperatura e proporcao de solvente, e a
varidvel resposta foi o teor de antocianinas monoméricas totais. Apds as otimizar as condi¢des
de extragdo o extrato obtido foi caracterizado quanto a sua composi¢ao, propriedades bioativas
e o seu potencial bioacessivel e atividade bioldgica. Dentre os diferentes métodos de extracao,
observou-se que a extragdo por liquido pressurizado em modo estatico apresentou maior teor
de antocianinas monoméricas totais no extrato. O ponto 6timo de extracao por ELP foi a 55 °C,
utilizando solvente etanol:acido citrico (0,1 mol/L) na propor¢ao de 50:50 (v/v). As
antocianinas  delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo,
peonidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo foram identificadas e devidamente
quantificadas, sendo a malvidina a majoritaria na borra do vinho. A analise da digestdo in vitro
do extrato de borras de vinho mostrou que as antocianinas sao bioacessiveis na fase oral (90%)
e gastrica (60%). Além disso o extrato ndo apresentou citotoxicidade para células L292 (500
pg/mL) e apresentou citoprote¢do (usando 500 pg/mL) quando submetidos ao estresse
oxidativo com H>O». Os resultados evidenciam o potencial das borras de vinho tanto do ponto
de vista tecnoldgico como corante natural, quanto do ponto de vista bioativo, onde podem
contribuir para a formulagdo de ingredientes com beneficios adicionais.

Palavras-chaves: Borra de vinho; Extrato rico de antocianinas; Otimizacao
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1 INTRODUCAO

A industria vitivinicola gera grandes quantidades de residuos e subprodutos, ricos em
compostos de alto valor, como podas de videira, engacos de uva, bagago de uva e borras de
vinho (Bordiga et al., 2015). As borras de vinho sdo subprodutos acumulados no fundo dos
tanques apos a fermentagdo, armazenamento ou tratamento do vinho, elas constituem uma
porcentagem significativa dos residuos produzidos na vinificagdo, refletindo um desafio global
em termos de gestao de residuos. Estes subprodutos, contendo leveduras, bactérias e compostos
fenolicos, destacam-se ndo s6 pelo volume gerado, mas também pelo seu potencial de
reaproveitamento, com impactos economicos e ambientais (De Iseppi et al., 2021).

As borras de vinho sdo utilizadas para recuperar acido tartarico, essencial na industria
vinicola para ajustar a acidez dos vinhos (Kontogiannopoulos et al., 2016). Elas também servem
como nutrientes em processos fermentativos, enriquecendo o meio e melhorando a qualidade
do produto final (De Iseppi et al., 2020). As borras de vinho sdo ricas em compostos fenolicos,
especialmente antocianinas, esse subproduto desperta o interesse da industria alimenticia, que
busca fontes econdmicas e abundantes para extrair esses valiosos compostos, que possuem
propriedades corantes (Yousuf ef al., 2016). Essa caracteristica permite que as antocianinas
sejam consideradas alternativas aos corantes artificiais, contribuindo para a cria¢ao de produtos
alimenticios mais naturais e sustentaveis (Sigurdson; Tang; Giusti, 2017). Além disso, as
antocianinas possuem propriedades benéficas a saude, incluindo potencial antioxidante, agao
anti-inflamatdria e protecdo contra doencas cardiovasculares (Bakuradze ef al., 2019, Jamar et
al.,2017).

Meétodos de extragdo sustentaveis que minimizam o impacto ambiental, como as
técnicas verdes, sdo prioritarios para otimizar a recuperacao das antocianinas. Assim, valorizar
as borras de vinho nao apenas contribui para a sustentabilidade, mas também para a inovagao
na obten¢do de compostos bioativos. No entanto, o uso de solventes para extrair compostos
bioativos em um processo convencional, como agita¢ao orbital ou banho termostatico, pode ser
lento e ainda apresentar baixa eficiéncia (Halee et al., 2020). Além disso, esses métodos
convencionais podem exigir grandes volumes de solvente, o que aumenta os custos
operacionais e o impacto ambiental (Alvarez et al., 2017; Romero-Diez et al., 2019). Para
aprimorar o rendimento e a eficiéncia na recuperagao de antocianinas, técnicas avangadas como
a Extragdo por Liquido Pressurizado (ELP) sdo empregadas, utilizando solventes
ambientalmente amigéaveis, como etanol e dgua (De Sousa Sabino ef al., 2021; Pagano ef al.,

2021). O ELP permite uma extracdo mais eficiente, reduzindo o tempo necessario para
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solubilizar as antocianinas, minimizando sua degrada¢do térmica. As variagdes na temperatura
Otima para extracdo, reportadas entre 40 e 100 °C (Pereira ef al., 2019; Vigano et al., 2022),
indicam a necessidade de otimizar as condigdes especificas para cada matéria-prima, almejando
a maxima eficacia na extracdo com o minimo impacto ambiental. Assim, a ELP representa uma
abordagem promissora, alinhando eficiéncia e sustentabilidade no processo de recuperacao de
antocianinas das borras de vinho.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar diferentes métodos para a extracao
das antocianinas presentes na borra do vinho tinto, otimizando as condigdes para maximizar a
recuperagdo de antocianinas através da extragdo por liquido pressurizado. Além disso, a

bioacessibilidade in vitro, a atividade e bioatividade antitumoral dos extratos foram avaliadas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E PADROES

Os padrdes de compostos fenolicos (acidos hidroxibenzoicos, dcidos hidroxicinamicos,
flavanois, flavonois, estilbenos e antocianinas), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromato-2-
acido carboxilico), reagente Folin-Ciocalteu e 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Os reagentes: adcido
citrico, cloreto de potassio e acetato de sodio foram fornecidos pela Vetec (Rio de Janeiro,
Brasil). As enzimas a-amilase, pepsina, pancreatina e sais biliares (hidrato de taurocolato de
sodio, glicooxicolato de sédio e o hidrato de taurodesoxicolato de s6dio) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Linhagens celular murina de fibroblastos (L929, Thermo
Scientific, Brasil), PBS (PBS, para cultura celular in vifro) foram cultivadas em meio de cultura
contendo  carbonato de  so6dio  (Sigma  Aldrich), penicilina-estreptomicina
(canetas/estreptococo), meio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM), soro fetal bovino (feta/
bovine serum - FBS). Enzima TrypLE Express, solu¢do salina tamponada com fosfato
(phosphate buffered saline - PBS), solu¢ao aquosa CellTiter 96® Aquous One (MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio]) (Promega
Biotecnologia do Brasil, Brasil), glutaraldeido e formaldeido. Todos os reagentes utilizados
apresentaram grau analitico (=99,0%). A 4gua ultrapura foi obtida de um sistema de agua Milli-

Q Plus (Millipore, Bedford, Massachusetts, EUA).
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2.2 AMOSTRAS

As amostras de borra foram oriundas do processo de vinificagao da uva da variedade
Montepulciano (Vitis vinifera L.), que foram doadas por uma vinicola localizada em Sao
Joaquim, Santa Catarina.

Para a elaboracdo dos vinhos, as uvas foram colhidas ao atingir a maturidade tecnologica
(23,5°Brix) e encaminhadas para o processo de vinificacdo. Leveduras selecionadas de
Saccharomyces cerevisiae (25 g/hL) foram inoculadas para promover a fermentagao alcoolica
que ocorreu a 20 = 1 °C por 14 dias, com maceragdo concomitante. Apos esta etapa, ocorreu a
prensagem (prensa pneumatica com forga de 1,4 bar), com a separacdo das partes solidas do
liquido. O vinho passou por etapa de conversio maloldtica espontanea, durante
aproximadamente 25 dias em temperatura de 13°C. Finalizada a conversao malolatica, realizou-
se a trasfega e separacdo das borras (s6lidos insoluveis depositados no fundo de tanque), que
foram coletadas e armazenadas a -20 °C e transportadas para o laboratério de Bioquimica de
Alimentos, no Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, na Universidade Federal
de Santa Catarina para posterior andlises. Na sequéncia, o vinho foi corrigido para 25mg/L de
SO> livre submetido as etapas de estabilizacdo natural, e posteriormente foi armazenado em

barricas de carvalho por 16 meses.

2.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DA BORRA IN NATURA

A borra de vinho in natura foi analisada de acordo com os métodos propostos pela
AOAC (2005) e OIV (2016). As borras foram centrifugadas (Modelo K-24, Janetzki®) por 15
minutos a 4000 rpm. A fracdo liquida foi avaliada quanto ao teor alcodlico (%vol.) por
ebuliometria. A fragdo solida foi avaliada quanto ao teor de umidade, proteinas, cinzas, acidez
total tituldvel e pH. O teor de umidade (%) foi determinado por secagem em estufa a 105 + 5°C.
A determinagdo de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl e expressa em g/100g em
base imida. O teor de cinzas foi determinado incinerando a matéria organica em mufla a 550
°C e expressa em g/100g em base umida. A acidez total foi determinada por titulometria, com
solugdo de NaOH 0,1 mol/L e expressa em equivalente de acido tartarico (g/100g). As
determinagdes de pH foram realizadas por meio de leitura em pHmetro MP 220 (Mettler

Toledo, Greifensee, Suiga).
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2.4 SECAGEM DA BORRA

O processo de secagem foi realizado em estufa com circulagdo de ar (Modelo TE-394/2,
Tecnal®, Piracicaba, Brasil), e as amostras foram dispostas de maneira uniforme com massa de
150g e fluxo de ar horizontal com velocidade de 0,78 m.s™. A curva de secagem foi obtida pela
pesagem periddica da amostra em balanga semi-analitica (Mars-AS2000C, Brasil) em
intervalos de 10 minutos, aumentando o intervalo para 30 minutos no final da secagem. A
temperatura utilizada no experimento foi de 40 °C. Para uniformizar a secagem, as bandejas
foram reposicionadas dentro da estufa apos cada pesagem.

A umidade em base seca (g de agua/ g de solidos secos) foi calculada a partir dos dados
de decaimento da massa em fun¢ao do tempo (minutos) para elaborac¢do das curvas de cinética
de secagem. Foram elaborados graficos de cinética de secagem no periodo de taxa constante,
sendo considerado o intervalo de tempo desde o inicio do processo até o tempo que foi possivel
fazer o ajuste linear que apresente um coeficiente de determinacio (R?) > 0,98 (Simio et al.,
2021). Os valores da taxa de secagem na etapa do periodo constante foram calculados como a
média dos coeficientes angulares obtidos nas equagdes lineares ajustadas e expressos em g de
agua/ g de solidos secos/ min. Sequencialmente, as amostras secas foram moidas em moinho
doméstico (PMCOI1, Philco, China) e o tamanho das particulas foi padronizado por

peneiramento (32 mesh). As amostras secas foram armazenadas a -18 °C para analises futuras.

2.4.1 Modelo matematico

O modelo matematico foi ajustado aos dados experimentais utilizando um modelo
semiempirico de Page (1949). O teor de umidade em base seca da amostra foi
adimensionalizado, aplicando-se o céalculo de razdo de umidade (RU) (Equacao 3.1). A cada
tempo de secagem, o teor de agua foi correlacionado com o teor de dgua inicial e o teor de agua
de equilibrio, para condicdes especificas de secagem. Desta forma, o modelo semiempirico

(Equagdo 3.2) foram ajustados aos valores de RU em fung¢ao do tempo de secagem.

X ()-X,
Xo—Xe

RU @3.1)

Onde X(t) ¢ o teor de umidade no tempo t (umidade/g de matéria seca g), Xe teor de umidade

de equilibrio e X0 ¢ o teor de umidade inicial (ga / gss) (Midilli, 2001).
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RU = exp(—kt") (3.2)

Onde RU=razdo de umidade (adimensional); t= tempo (min.); n = parametro dos modelos, k
(constante de secagem) k de Page ¢ min-n.

Para avaliar os ajustes dos modelos aos dados experimentais de secagem foi aplicada a
analise de regressdao nao linear. A escolha do melhor ajuste foi pela determina¢do do maior

coeficiente de regressao (R) e menor valor de chi-quadrado (y2).

2.5 PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DA BORRA EM PO

A capacidade de absorc¢ao de agua (CAA) e a capacidade de retengao de 6leo (CRO) da
borra seca foi determinada segundo o método de Gloria e Regitano D’arce (2000). As amostras
foram homogeneizadas com agua destilada em tubo centrifuga e deixadas em repouso por 30
minutos. Apos este periodo foram centrifugadas a 3000 rpm (Modelo K-24, Janetzki®) por 10
min. O mesmo procedimento foi realizado para avaliar a CRO, substituindo a agua pelo 6leo.
Ap0s a centrifugacdo, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado e pesado, 0 mesmo ocorreu
com o decantado retido no tubo. Os calculos foram realizados conforme a Equacao 3.3, em
triplicata. A capacidade de absor¢do de agua e retengdo de oleo foi expressa em g de 4gua ou
6leo por g de solidos secos™.

Mg — Mg

CRA OU CRO = (3.3)

a

2.6 METODOS DE EXTRACAO CONVENCIONAL E NAO CONVENCIONAL DE
ANTOCIANINAS DA BORRA EM PO

Apos o processo de secagem, as amostras de borra em péd foram submetidas a diferentes
métodos de extracdo para recuperar antocianinas. Foram testados quatro métodos para extragao
de antocianinas: agitador orbital (KMC-1300V®), ultrassom (Ultrasonic cleaner, USC 1400®,
40 kHz), agita¢do térmica (Ethik, modelo TPA 304, SP, Brasil) e extracdo por liquido
pressurizado (modo estatico). Em todos os métodos, foi utilizado como solvente extrator uma

solucao hidroalcoolica de etanol: solugdo de acido citrico 0,1 mol/L, pH 2,4 (50:50 v/v), a massa
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de amostra foi fixa em 4g de borra seca e a relagdo etanol: solugdo de acido citrico (50:50 v/v)
foram mantidos constantes para as extragdes.

A extragao utilizando agitador orbital foi realizada de acordo com Burin et al. (2014),
com modificagdes. A extragao por ultrassom foi realizada em banho de ultrassom, o extrato foi
sonicado durante 30 minutos e apds o processo o extrato foi filtrado e armazenado em frasco
ambar. O método de extragdo por agitacdo térmica foi realizado de acordo com Benvenutti et
al. (2020), com modificagdes, sendo realizada em banho-maria aquecida com agitacdo
intermitente a 55 °C, ap0Os o processo o extrato foi filtrado e armazenado em frasco ambar. A
extragdo por liquido pressurizado ocorreu em um aparelho automontado descrito por Rodrigues
et al. (2019). A extracdo foi realizada conforme Teixeira et al. (2021) com modificagdes em
modo estatico.

A quantificacdo das antocianinas monoméricas totais foi realizada pela metodologia
descrita por Giusti ¢ Wrolstad (2001). Para isso, foram preparadas as solugdes tampdes de
cloreto de potassio 0,025 M (pH 1,0) e acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5). Os extratos foram
diluidos em solugao tampao de acetato de sodio e cloreto de potassio na proporgao 1:10 (v/v).
Apos determinada a diluicdo foram feitas as leituras em espectrofotometro (Hitachi, U-2900,
China) nos comprimentos de onda de méaxima absorcao (520 nm) e a 700 nm. As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg de equivalentes malvidina-3-

glicosideo (M3QG) /g de peso seco.

2.6.1 Delineamento experimental para extracao de antocianinas da borra de vinho em po

por liquido pressurizado

O método que apresentou o maior teor de antocianinas, conforme descrito no item
anterior (Item 2.6), foi submetido a um planejamento experimental detalhado para otimizar o
processo de extragdo desse composto. A otimizacao da extracdo de antocianinas da borra seca
foi realizada utilizando um planejamento central composto (CCD). O planejamento foi
executado utilizando o método de extragdo por liquido pressurizado em modo estatico. A
temperatura de extracdo (°C) (Xi) e a propor¢do de solvente (etanol:acido citrico, v/v) (X2)
foram as variaveis independentes estudadas em cinco niveis (Tabela 3.1). Os niveis definidos
para as variaveis independentes foram baseados em resultados preliminares. O tempo de
extracdo para realizagdo de todos os experimentos do delineamento foi definido por meio de

testes preliminares e fixado em 5 minutos.
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Tabela 3.1 — Variaveis independentes e seus niveis utilizados para o desenho experimental.

Ensaios Temperatura (°C) Etanol: acido citrico (v/v)

1 40 (-1) 30:70 (-1)
2 40 (-1) 70:30 (1)
3 70 (1) 30:70 (-1)
4 70 (1) 70:30 (1)
5 34 (-1,41) 50:50 (0)
6 76 (1,41) 50:50 (0)
7 55 (0) 22:78 (-1,41)
8 55 (0) 78:22 (1,41)
9 55 (0) 50:50 (0)
10 55 (0) 50:50 (0)
11 55 (0) 50:50 (0)

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Antocianinas monoméricas totais (AMT) foi a varidvel dependente utilizada na
otimizacao pela metodologia de superficie de resposta (RSM) acoplada a regressao multipla.

Primeiramente, a significancia estatistica dos fatores foi avaliada por ANOVA. Em
seguida, os efeitos nao significativos (p > 0,05) foram removidos e os pardmetros reajustados.
A adequagdo e qualidade de ajuste do modelo foram avaliadas pelo valor p, coeficiente de
determinagio (R?) e entdo R? foi ajustado. Em seguida, a condi¢do 6tima foi determinada. Os
valores experimentais e previstos de cada resposta foram comparados em intervalos de

confianga ao nivel de 95%.

2.6.2 Determinacao de antocianinas monomeéricas totais do extrato da borra de vinho

A quantificacdo das antocianinas monoméricas totais de todos os extratos obtidos
através da extragao por liquido pressurizado (11 extratos) foi realizada de acordo com o método
de pH diferencial (Giusti; Wrolstad, 2001), em espectrofotdometro (Hitachi, U-2900, China),

utilizando-se dois sistemas: tampao cloreto de potéssio (pH 1,0) e tampao acetato de sdédio (pH
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4,5). Os resultados foram expressos em mg de equivalentes malvidina-3-glicosideo (M3G) /g
de peso seco.

Apo6s o processo de planejamento e otimizagdo da extragdo de antocianinas, o extrato
obtido no ponto 6timo do planejamento experimental foi caracterizado em relagdo a atividade

antioxidante, bioacessibilidade e atividade biologica em culturas celulares.

2.6.3 Determinacio da atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro foi avaliada utilizando o método de captura de radicais
livres de acordo com Re et al. (1999), usando o radical ABTS (4cido 2,2-azino- bis (3-
etilbenzotiazolin-6-acido sulfénico) com leitura espectrofotométrica em 754 nm em um
espectrofotometro UV-Vis (Hitachi U2010, CA, EUA). Os resultados foram expressos em
equivalente de Trolox (TEAC) (umol/L).

2.6.4 Simulacao gastrointestinal in vitro

A simulagdo gastrointestinal in vitro foi realizada conforme descrito por Minekus et al.
(2014). A digestao in vitro consiste de trés fases, a fase oral, gastrica e intestinal. A amostra
controle foi denominada de controle da borra de vinho e foi utilizada para a digestao in vitro
sem a presenca das enzimas o-amilase, pepsina, pancreatina e sais biliares.

Para a fase oral, amostra, fluido salivar (pH 7,0) e enzima a-amilase (75 U/mL) foram
agitados por 2 min a 37 °C. As amostras foram submetidas a fase géstrica para a sequéncia de
digestdo. Nesta fase, o fluido géstrico (pH 3,0), pepsina (2000 U/mL) e CaCl» (0,075 mol/L)
foram adicionados a mistura oral e mantidos em banho termostatico por 2 horas a 37 °C. Apos
a digestdo gastrica, as amostras foram submetidas a fase intestinal, onde ocorre a adi¢do do
fluido intestinal, pancreatina (800 U/mL), sais biliares (10 mol/L) e CaCl» (0,3 mol/L), o pH
foi ajustado para 7,0 com NaOH 1 M. A fase intestinal foi incubada durante mais 2 h em banho
termostatico a 37 °C. No final de cada fase de digestdo, o sobrenadante foi recolhido,
centrifugado a 2480 g durante 10 min e foi denominado como amostra digerida (fragao
bioacessivel). O pH da fase oral, gastrica e intestinal foi ajustado para 3,0 para permitir a anélise

cromatografica. Todos os procedimentos foram realizados em triplicata.

2.6.4.1 Bioacessibilidade das antocianinas das fra¢oes bioacessiveis
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O efeito da digestdo in vitro sobre a composi¢ao das antocianinas da borra de vinho foi

avaliado pelo indice de bioacessibilidade, calculado pela Equacéo (3.5) (Ortega et al., 2011).

IB (%) =100.A/B (3.5)

Sendo A, a concentragdo de cada composto no final de cada fase da digestdo in vitro
(Granado-Lorencio et al., 2008), B, a concentragao de cada composto fenolico antes da digestao

in vitro da borra de vinho.

2.6.5 Perfil bioativo do extrato da borra de vinho

A determinagdo da composicao bioativa individual foi realizada com o extrato da borra
de vinho obtido na otimizag¢do por liquido pressurizado. As analises cromatograficas foram
realizadas em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu®), composto por uma bomba
de alta pressdo modelo LC-20AT, desgaseificador modelo DGU-20AS, forno para coluna
modelo CTO-20A e injetor manual com loop de 20 pL, controlador de sistema modelo CBM-
20A, e software LCsolutions® versdo 1.21. As separacdes dos analitos foram realizadas em
coluna de fase reversa C18 (modelo Shim-pack Shimadzu®) (4,6 mm x 250 mm, Sum de
tamanho de particula). A detec¢ao dos compostos foi realizada através do detector de arranjo
de fotodiodos (DAD) (modelo SPDM20A; Shimadzu®).

A identificacdo e quantificacdo dos polifenois individuais e antocianinas individuais foi
realizada por comparagdo dos tempos de reten¢do dos respectivos padroes e através de curva

de calibragdo por padronizagdo externa. Todas as anélises foram realizadas em triplicata.

2.6.5.1 Polifencis individuais

Para a determinagdo dos compostos fendlicos individuais, as amostras foram diluidas,
sendol mL de amostra para 5 mL de 4gua:éacido acético (98:2 v/v). Para inje¢@o no sistema
cromatografico as amostras foram filtradas em membrana PTFE de 0,22 um.

Os acidos hidroxibenzoicos (4acidos galico, protocateico, vanilico, siringico e elagico) e
os demais compostos fendlicos (tirosol, catequina, epicatequina, acido cafeico, acido ferulico,
acido p-cumarico, 4cido trans-caftarico, campferol, miricetina, quercetina e trans-resveratrol)
foram determinados utilizando o método descrito por Burin ef al. (2014). Como solvente para

fase movel A utilizou-se agua:acido acético (98:2 v/v) e para a fase mével B agua:acido
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acético:acetonitrila (58:2:40 v/v/v). As condi¢des do gradiente de elui¢cdo sdo: 0-80 % solvente
B por 55 minutos, de 80-100 % de B por 15 minutos, retornando em 0 % de solvente B durante
5 minutos. O fluxo utilizado foi de 0,90 mL/min. Para a quantificagdo dos acidos
hidroxibenzoicos, tirosol, catequina e epicatequina utiliza-se comprimento de onda em 280 nm,
para os acidos hidroxicinamicos (cafeico, caftarico, pcumarico e ferulico) a quantificacao
ocorre em 320 nm, os flavonois (miricetina, quercetina e campferol) sdo quantificados em 360

nm e o trans-resveratrol em 306 nm. Os resultados foram expressos em mg/g (base seca).

2.6.5.2 Antocianinas individuais

Para a determinac¢do das antocianinas individuais, as amostras foram diluidas, sendol
mL de amostra para 25 mL de &4gua: 4cido férmico (90:10 v/v). As antocianinas
monoglicosideos (malvidina, cianidina, delfinidina e peonidina-3 glicosideos) foram
determinadas de acordo com o método descrito por Revilla et al. (1999). A fase mdvel A foi
constituida de 4gua: 4cido férmico (90:10 v/v) e fase moével B de dgua: metanol: &dcido férmico
(45:45:10 v/v/v). O modo de eluicdao em gradiente foi realizado a uma concentragao de solvente
B de 35-95% durante 20 minutos, de 95- 100% por 5 minutos, mantendo a concentragcdo de
100% por mais 5 minutos, a uma taxa de fluxo de 0,8 mL/min. A deteccao dos compostos foi
determinada no comprimento de onda de 520 nm. Os resultados foram expressos em mg/g (base

seca).

2.6.6 Ensaio de atividade biologica do extrato da borra de vinho

Linhagens de fibroblastos murinos (L929, Thermo Scientific, Brasil), solucdo salina
tamponada com fosfato para cultura celular in vitro (PBS do inglés phosphate buffered saline)
foram cultivadas em meio de cultura contendo carbonato de sodio (Sigma Aldrich), penicilina-
estreptomicina (canetas/estreptococo), meio Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM), soro fetal
bovino (FBS). Enzima TrypLE Express, solucao salina tamponada com fosfato (PBS), solu¢ao
aquosa CellTiter 96® Aquous One (MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio]) (Promega Biotecnologia do Brasil, Brasil), glutaraldeido e
formaldeido também foram utilizados. As amostras foram ressuspensas em meio DMEM,
filtradas (0,22 um) e diluidas em diferentes concentra¢des (0-1000 pg/mL). Para assegurar a

precisdo e a confiabilidade dos resultados na avaliacdo da toxicidade, cada concentragdo foi
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testada em quatro réplicas independentes. Para o ensaio de contato direto, as diferentes

concentragdes foram aplicadas diretamente sobre as células.

2.6.6.1 Cultura celular

As linhagens celulares foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) e complementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico
(penicilina e estreptomicina). As células foram mantidas em ambiente umidificado a 37 °C com
5% de CO.. O meio de cultura celular foi renovado a cada 48 horas até que as células atingissem
um nivel de confluéncia de 75-90%. Posteriormente, as células foram dissociadas usando

Tryplex, contadas e semeadas.

2.6.6.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada medindo-se a atividade metabdlica de células
fibroblésticas normais (L929) por ensaio colorimétrico MTS por contato direto (ISO 10993-
5:2009). As células foram colocadas a uma densidade de 5-10° células/poco e cultivadas por 24
h em placas de 96 pogos. Apds a adesdo completa, os extratos foram adicionados (0-1000
pg/mL) e incubados por 24 h. A densidade optica (DO) foi medida por espectrofotometria (490
nm, Molecular Devices), e os pogos controle continham apenas meio de cultura. A viabilidade

celular (%) foi determinada quanto ao arranjo de controle em 100% (Melgar et al., 2021).

2.6.6.3 Estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio em células

Para avaliacdo da viabilidade celular apos estresse oxidativo (H202), células de
fibroblastos 1.929 foram semeadas a uma densidade de 5-10° células/poco em uma placa de 96
pocos contendo meio de cultura DMEM suplementado com 10% FBS e incubado durante a
noite a 37 °C em uma atmosfera umidificada de 5% de CO2. Apds a incubagdo, DMEM com
FBS a 10% contendo 500 pg/mL de extratos foi utilizado para tratar células expostas
concomitantemente a 1,0 mM de H»O; por 24 h (Pitz et al., 2016). A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de MTT (Leonarski ef al., 2023).

2.6.6.4 Atividade antitumoral



81

A atividade antitumoral foi avaliada em cé¢lulas de glioma de camundongo (GL261 e
C6) e adenocarcinoma de pulmao (A549). A viabilidade celular foi medida usando ensaio
colorimétrico MTS. As células glioma de camundongo (GL261 e C6) e adenocarcinoma de
pulmio (A549) foram semeadas em placas de 96 pogos a uma densidade de 1-10* células/pogo
por 24 h a 37 °C em uma incubadora de CO; para fixagdo. Apds 24 h, as células foram tratadas
com 500 pg/mL de extrato. A doxorrubicina (10 pg/mL) foi utilizada como controle positivo,
e o controle branco utilizou apenas o meio de cultura. As células tratadas foram incubadas por
24,48 ¢ 72 h a 37 °C em estufa de CO». Apds o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS. Uma mistura de 100 pLL de meio e
20 pL de reagente MTS foi adicionada a cada po¢o e mantida por 2 h em estufa com 5% de
CO2 a 37 °C. A solugdo foi transferida para placas de 96 pocos para medi¢do da densidade
optica (DO) no comprimento de onda de 490 nm em espectrofotometro (Molecular Decives)

(De Sousa et al., 2020).

2.7 ANALISE ESTATISTICA

A atividade metabolica das células foi analisada usando o OriginPro® (OriginLab
Corporation, Northampton, Massachusetts, EUA) expressa como a média + erro padrao de trés
ensaios independentes e suas triplicatas. A andlise dos demais dados foi realizada utilizando-se
o software STATISTICA 13.5 (TIBCO Software Inc., Palo Alto, EUA). Para determinar as
diferencas significativas (p< 0,05), foi realizada a anélise de variancia one-way (ANOVA). Os

resultados serdo expressos como valores médios + desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DA BORRA DE VINHO IN NATURA

Os resultados referentes as analises fisico-quimicas da borra de vinho tinto in natura
estao apresentados na Tabela 3.2. Os valores de pH para borras de vinho tinto encontrados na
literatura variam, Bustamante et al. (2008) reportou um pH médio de 4,00 e Kontogiannopoulos
et al. (2016) um pH de 3,57, enquanto neste estudo observou-se um pH de 3,92. Essa faixa
indica a natureza acida das borras de vinho, o que pode ser benéfico para certas aplicagdes,

como o desenvolvimento de produtos alimenticios, especialmente para produtos lacteos como
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iogurtes e bebidas lacteas, que possuem uma faixa de pH semelhante (Mehra et al., 2022). O
teor alcoolico determinado na fragao liquida da borra de vinho (ap6s centrifugagado) foi de 13,57
%. O teor de proteina da borra de vinho foi 7,95 g/100g, o valor consideravel em relacdo a
outros subprodutos agroindustrial (Rachwat et al., 2020; Carranza-Méndez et al., 2022)
provavelmente foi causado pelos residuos gerados pela autolise das células de levedura. O teor
de cinzas foi de 3,27 g/100g. Em estudo conduzido por De Andrade Bulos et al. (2023), a
composi¢ao de proteinas e cinzas de borras de vinho a partir de diferentes estudos cientificos
foi relatada. O teor de proteinas nos diferentes estudos variou de 9,5 a 21,20 g/100g e o teor de
cinzas variou de 6,10 a 14,00 g/100g, esses valores sdo proximos aos valores encontrados nesse

estudo.

Tabela 3.2 - Composicdo quimica da borra de vinho tinto in natura.

Parametro Resultados
Umidade (g/100g) 73,83 £ 0,25
pH 3,92 + 0,02

Acidez total titulavel (g de acido

4,21 +0,05

tartarico/100 g de amostra) ’ ’
Teor alcoodlico (% volume) * 13,57 + 0,06
Cinzas (g/100g) 3,27+ 0,27
Proteina (g/100g) 7,95+ 3,51

Resultados dos valores médios + desvio padrio (n=3).
Fracdo liquida da borra de vinho.*

A complexidade da composicao das borras de vinho ¢ amplamente influenciada por uma
variedade de fatores, que vao desde a especificidade da variedade de uva até as caracteristicas
unicas do terroir onde as uvas sao cultivadas, além de outros fatores bidticos e abioticos (Pérez-
Bibbins et al., 2015). E importante destacar que essa complexidade também pode estar
relacionada aos microrganismos presentes, especialmente as leveduras, que ap6s a fermentagao
alcodlica, passam por um processo de autdlise liberando compostos intracelulares juntamente
com os residuos organicos e inorganicos das borras oriundos dos processos de vinificagdo,

como restos de uva, nutrientes e sais minerais (Antoén-Diaz et al., 2016).
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A caracterizagdo quimica da borra de vinho in natura revelou um teor proteico
significativo e um pH 4cido, destacando seu potencial como subproduto agroindustrial valioso.
No entanto, estudos sobre parametros de secagem sao cruciais para valorizar esses subprodutos,
proporcionando um entendimento mais profundo de sua composicao e facilitando a aplicagdo
em outros produtos. Isso ndo apenas aumenta o valor agregado das borras de vinho, mas
também promove a sustentabilidade ao reduzir o desperdicio ao explorar seu potencial como

um ingrediente para aplicag¢des industriais.

3.2 CURVA CINETICA E TAXAS DE SECAGEM DA BORRA DO VINHO

A curva de secagem permitiu avaliar o comportamento da borra de vinho ao longo do
processo de secagem até que a massa do material permaneca constante. No inicio do processo
de secagem a dgua do material ¢ removida de forma constante, essa etapa ¢ denominada como
periodo de taxa constante de secagem, onde a dgua livre é removida e o sistema se comporta
como se nao houvesse a presenca do material sdlido. A etapa continua enquanto a superficie do
material se mantiver imida com migracdo da dgua da matriz para o ar de secagem sem
resisténcia. Depois desse periodo, o material alcanga a umidade critica, que marca o fim da fase
de taxa constante e o inicio da fase de taxa decrescente de secagem (Berk, 2018). No periodo
de taxa decrescente, a 4gua continua a ser removida, mas o processo acontece de maneira mais
lenta, pois a agua precisa difundir a matriz do interior do alimento até atingir a superficie. Assim
que a dgua atinge a superficie, ela ¢ removida pelo fluxo de ar que apresenta uma menor pressao
de vapor, criando um gradiente que estabelece o fluxo de massa. O processo de secagem pode
ser interrompido quando a temperatura da superficie do material atingir o ponto de bulbo seco
e a massa do material permanecer constante (Berk, 2018; Fellows, 2018). A Figura 3.1A
representa a amostra de borra de vinho in natura antes do processo de secagem e a Figura 3.1B

representa a amostra de borro de vinho apos o processo de secagem.
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Figura 3.1 — Amostras de borra de vinho antes (A) e ap6s (B) o processo de secagem.

A

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Na Figura 3.2 ¢ apresentada a curva cinética de secagem da borra de vinho. A curva
cinética de secagem foi gerada pela umidade em base seca (g de agua por g de sélidos secos)

em funcao do tempo (em minutos).

Figura 3.2 - Curva cinética de secagem da borra a 40 °C.
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Onde, Experimento 1, 2 e 3: replicatas dos dados da curva cinética de secagem.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

E possivel observar um decaimento progressivo da umidade representado pelo periodo
de taxa constante, até atingirem valores assintoticos, ou seja, valores que se aproximam
gradualmente, caracterizado pelo fim do periodo de taxa decrescente. A cinética de secagem ¢
influenciada diretamente pela temperatura, e ao utilizar temperaturas menos elevadas ocorre o
acréscimo do tempo de secagem (Geankoplis, 1993). O tempo de secagem da borra de vinho

foi de 420 minutos. Inicialmente, a umidade da amostra da borra de vinho era de 73,83 +0,20%
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(2,821 g de agua / g de solidos secos) e atingiu a umidade final de 8,32 + 1,62 % (0,091 £ 0,019
g de 4gua / g de solidos secos). Portanto, a amostra apresentou remoc¢ao de agua de 88%.

Estudo realizado por Haas et al. (2017) com residuos do processamento de suco de uva
convencional e organica observou-se que a cinética de secagem foi avaliada em diferentes
temperaturas, 45, 55 e 65 °C. Os autores observaram que ao utilizar a temperatura de 45 °C o
tempo de secagem foi maior que ao utilizar temperaturas mais elevadas. Além disso, a reducao
de umidade do residuo foi mais acentuada a 65 °C, quando comparada com a secagem realizada
em 45 e 55 °C, uma vez que a velocidade de secagem ¢ maior com o aumento da temperatura.
Este aumento na velocidade de secagem ocorre devido um o aumento do potencial de
transferéncia de calor entre o ar circulante e a amostra, o que favoreceu a difusdo da agua.

E importante ressaltar que embora a eliminagdo de agua obtida durante o processo de
secagem melhora a estabilidade do produto durante o armazenamento, a temperatura que o
alimento ¢ exposto durante um determinado tempo pode modificar seu potencial bioativo.
Estudos demonstram que a utilizagdo de temperaturas elevadas na secagem de subprodutos
oriundos do processamento da uva pode resultar em degradacdo significativa de compostos
fendlicos como as antocianinas, além de impactar negativamente na capacidade antioxidante
(Goula et al., 2016; Haas et al., 2017).

A Figura 3.3 apresenta as taxas de secagem e umidade critica para a borra de vinho
durante o processo de secagem. As taxas de secagem no periodo constante foram obtidas através
da determinagdo do coeficiente angular das equagdes lineares ajustadas e também através deste
ajuste linear foi possivel determinar a umidade critica da amostra e foram representadas por trés

repeticoes denominadas de experimento 1, 2 e 3.
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Figura 3.3 - Taxa de secagem da borra a 40 °C. Obtengdo das equacdes da reta e do
coeficiente de determinagao (R?).
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os valores médios da umidade critica da borra de vinho foram de 0,84 = 0,03 e g de
agua/ g de solidos secos. O tempo em que esta condicdo de umidade foi atingida foi de 180
minutos. Quando a amostra atingiu a umidade critica em 180 minutos, o teor médio de umidade
removido foi de 44 %. Em relagdo a taxa de secagem, foi obtido o valor médio de 0,0112 +
0,001 g de 4gua/ g de so6lido secos.min.

De acordo com a Instru¢do Normativa n® 22/2005 do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), o teor maximo de umidade permitido para farinhas ¢ de 15%
(BRASIL, 2005). De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations
(FAO) e a World Health Organization (WHO) o teor de umidade méaximo para farinhas ¢
estabelecido em 14,5%. Esse limite ajuda a garantir a qualidade e a seguranga alimentar das
farinhas, pois um teor de umidade mais elevado pode favorecer a proliferagdo de micro-
organismos e afetar a qualidade dos produtos. Assim, considerando as legislagcdes nacionais e
internacionais que estabelecem critérios semelhantes para farinhas, o tempo de secagem para
atingir a umidade desejada para borra (15 %) seria de 330 minutos a 40 °C. Tendo em vista que
o periodo posterior a umidade critica se refere ao periodo de taxa decrescente, apds a umidade
critica ser atingida em 180 min, a amostra ainda permaneceria por mais 150 minutos no periodo

de taxa decrescente e ap0s este tempo, o processo de secagem poderia ser interrompido.

3.2.1 Modelagem matematica
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Na literatura, diversos modelos matematicos tém sido propostos para descrever a perda
de umidade e a cinética de aumento da temperatura durante o processo de secagem. Estes
modelos visam obter parametros ideais para a secagem, auxiliam na defini¢ao do projeto de um
equipamento e a compreender e quantificar a ocorréncia de transferéncia de massa no interior
do produto durante o processo de secagem (Ratti, 2008). O modelo matematico de Page foi
selecionado para ser ajustado aos dados das curvas cinéticas de secagem das amostras de borra
de vinho apresentados na Figura 3.4. As curvas cinéticas foram elaboradas a partir dos dados
adimensionais de Razdo de Umidade (RU), que foram determinados utilizando os dados

experimentais do teor de umidade e foram gerados em fungao do tempo (minutos).
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Figura 3.4 - Replicatas das curvas cinéticas de secagem ajustadas ao modelo matematico de
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O modelo de Page se ajustou satisfatoriamente aos dados experimentais do processo de
secagem, apresentando R? superiores a 0,994. Os valores de R? encontrados para o modelo de
Page indicam bons ajustes do modelo aos dados experimentais. Os parametros dos modelos k e
n sdo apresentados e foram semelhantes a literatura (Togrul, 2010; Onwude et al., 2016).

Na andlise dos graficos dos residuos (Figura 3.5), o mesmo comportamento foi
observado para a triplicata das amostras. Analisando estes graficos, observa-se que os pontos
estao proximos da linha central do zero distantes da linha central do zero, caracterizando um
ajuste matematico satisfatorio o que ¢ corroborado pelos valores de R2. Além disso o modelo
de Page, apresentou valores superestimado no inicio e no final do processo, indicando que este
modelo ¢ adequado, porém comportamento sugere a necessidade de ajustes ou consideragdes

adicionais para melhorar a precisao do modelo nesses intervalos.

Figural3.5 - Replicatas dos residuos do modelo de Page.
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O modelo de Page também foi utilizado por outros pesquisadores para descrever os
comportamentos de secagem de bagaco de uva (R*>>0,997) (Goula et al., 2016), residuo do
processamento do suco de uva (R*>0,997) (Haas et al., 2016) e polpa de pitaya vermelha
(Stenocereus queretaroensis) (R*>0,995) (Mahayothee et al., 2018; Rios-Moreno et al., 2022).
O estudo dos parametros do processo € o conhecimento da cinética de transferéncia de massa
sdo importantes para compreender ¢ prever o comportamento de secagem dos subprodutos
vinicolas sob diversas condi¢gdes de secagem. A modelagem de processos ajuda a compreender
melhor um fendmeno para melhorias adicionais e aplicabilidade mais ampla (Cosme-De Vera

et al.,2021).

3.3 AVALIACAO DAS PROPRIEDADES TECNOLOGICAS DA BORRA DE VINHO EM
PO

A borra em p6 obtida do processo de secagem apresentou teor de cinzas de 13,36 g/100g
e o teor de proteinas de 19,16 g/100g (Tabela 3.3). Esses resultados estdo de acordo com
resultados obtidos para farinhas elaboradas com borra de vinho tinto (Rivas et al., 2021;
Caponio et al., 2024). A utiliza¢do de borras de vinhos na produgao de novos produtos, como
biscoitos enriquecidos, tem mostrado resultados promissores em termos de composi¢ao
nutricional (Caponio et al., 2024). A adi¢do de borras de vinho tem demonstrado aumentar o
teor de proteina nos produtos, como evidenciado por Sharma e Aglawe (2022) em iogurtes e
por Delgado ef al. (2015) em biscoitos enriquecidos. O alto teor de cinzas encontrado nas borras
de vinho pode ser considerada uma fonte de micronutrientes essenciais, a adicao de borras de
vinho em produtos alimenticios, como biscoitos resultou em um aumento significativo na
concentragdo de cinzas nos biscoitos adicionados com subproduto da vinificagdo (Maner et al.,
2017; Sancho-Galan ef al., 2020). Esses resultados indicam o potencial das borras de vinho na
valorizacdo de residuos e no desenvolvimento de produtos alimenticios mais nutritivos e

funcionais.
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Tabela 3.3 - Composi¢do quimica e propriedades tecnoldgicas da borra de vinho tinto obtidas
por secagem em estufa.

Parametro Resultados
Cinzas (g/100g) 13,36 £ 0,16
Proteinas (g/100g) 19,16 £ 0,34

Capacidade de retencao de
agua 2,03 +0,04

(g de 4dgua/ g de solidos secos)
Capacidade de retencao de dleo

(g de dleo/ g de solidos secos) 2,33+0,03

indice de solubilidade em agua
(%)
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

11,59 £ 0,09

Com relagao as propriedades tecnologicas, a capacidade de retengdo de dgua foi de 2,03
g de agua/ g de solidos secos e a capacidade de retencdo de 6leo foi de 2,33 g de dleo/ g de
solidos secos. Os subprodutos da vinificagdo, como cascas, caules e borras, mostraram
capacidades de reten¢do de dgua e 6leo variando de 4,57 a 9,11 g de 4gua/ ge de 3,76 a 5,48 g
de dleo/ g, respectivamente, com as borras apresentando os maiores valores para ambos (Rivas
et al., 2021). Essas medidas sugerem que eles t€ém potencial para uso em alimentos que se
beneficiam da retencdo de umidade e gordura, oferecendo propriedades tecnologicas
importantes para a industria alimenticia.

Marcos et al. (2023) utilizaram a farinha de bagaco de uva para melhorar as
propriedades nutricionais e sensoriais de crackers salgados. O estudo analisou os efeitos da
incorporacdo de diferentes niveis de farinha de bagago de uva (5%, 10% e 15% (w/w)) e
encontrou que esses produtos apresentavam cores distintas e atraentes, além de serem
considerados "ricos em fibras" quando incorporados com 10% de farinha de bagaco de uva,
sugerindo um alimento funcional. Este estudo destaca o potencial da utilizagao de subprodutos
da vinificagdo como um ingrediente inovador na produ¢@o de alimentos funcionais

Além das propriedades tecnoldgicas discutidas, as borras de vinho apresentam uma
composi¢do quimica rica que merece aten¢do. A exploragcdo desses compostos, especialmente
através de tecnologias verdes de extragdo, ¢ crucial para a valorizagao dos subprodutos. O
estudo recente realizado por Garcia-Castello, Conidi e Cassano (2024), destaca a extracdo de

compostos bioativos como um exemplo de aproveitamento eficaz, evidenciando a importancia
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de desenvolver processos sustentaveis que maximizem o potencial desses subprodutos na

industria.

3.4 EXTRACAO DE ANTOCIANINAS DA BORRA DE VINHO EM PO

Diferentes métodos de extragdo foram avaliados quanto ao teor de antocianinas
monoméricas totais dos extratos da borra utilizando a analise de varidncia (ANOVA). E
possivel observar na Figura 3.6 que houve diferenga significativa (p<0,05) entre os métodos de
extragdo aplicados, sendo que a extragdo por liquido pressurizado (EPL) realizada no modo
estatico apresentou os maiores valores de antocianinas totais, seguida da extra¢ao por ultrassom,

agitacdo térmica e agitacao orbital.

Figura 3.6 - Extracdo de antocianinas monoméricas totais utilizando diferentes métodos de
extragdo: agitador orbital, ultrassom, extracdo por liquido pressurizado (ELP) modo estético e
agitador térmico.
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Neste trabalho foi avaliado a configuragdo de operacdo em modo estatico na extragao
por liquido pressurizado. Na configuragdo estatica, o processo de extracdo consiste em um ou
varios ciclos de extragdo, onde o solvente preenche o extrator, enquanto que a valvula de saida
da célula de extracao ¢ mantida fechada, permanecendo em contato com a matriz durante um
tempo determinado. A extragdo estatica permite maior penetracao do solvente nos nano e micro

poros da matriz devido ao maior tempo de contato entre as fases (Nieto et al., 2010).
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O método de extracdo por liquido pressurizado permite uma extragdo rapida e também
promove uma redu¢do do consumo do solvente, por ser um sistema fechado, ndo ha exposicao
dos extratos a luz, oxigénio e calor excessivo, trata-se de uma técnica distinta com baixo
impacto ambiental, superando as desvantagens dos métodos convencionais (Osorio-Tobodn;
Meireles, 2013). Portanto, a extragdo por liquido pressurizado apresenta como principal
vantagem em relacdo aos outros métodos de extragdo, a possibilidade de realizar a extracdo em
temperaturas mais elevadas, com maior seletividade. Essas condigdes melhoram a solubilidade
e a dessorcao do soluto da matriz solida (Mustafa; Turner, 2011), o que acarreta em aumento
do teor de compostos no extrato. Além disso, é importante ressaltar que o ELP atende ao
conceito de quimica verde, que visa aplicar processos de extracdo rapida, com pequenas
quantidades de solvente e operagdes unitarias reduzidas, uma vez que o método nao requer
etapas de centrifugacao e filtragdo apos a extragdo (Lasta et al., 2019).

Estudo realizado por Pereira et al. (2019) avaliou o método de ELP para obtencao de
extratos ricos em antocianinas e polifeno6is do bagago de uva. Os resultados demonstraram que
essa tecnologia apresenta grande potencial para a recuperagdao de compostos bioativos, uma vez
que os extratos apresentaram alto rendimento de antocianinas e polifendis. Além disso, os
autores observaram que o tipo de solvente e a temperatura influenciaram significativamente
(p<0,05) na recuperacao dos compostos, onde para as antocianinas, a melhor condi¢ao foi
etanol-agua pH 2,0 (50% p/p) a 40 °C. Quinze antocianinas foram identificadas e quantificadas
nos extratos no bagaco de uva por UHPLC, sendo que as antocianinas malvidina-3-O-
glicosideo,  petunidina-3-O-glicosideo, = malvidina-3-O-(6"-trans-p-cumaroil)-glicosideo,
peonidina-3-O-glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo representaram mais de 78% dos
pigmentos da amostra.

Com base nos resultados, ELP em modo estatico foi selecionado como o melhor método
de extragdo para antocianinas monoméricas totais da borra do vinho. E importante salientar que
as condi¢des Otimas de extragdo por ELP em modo estatico, foram avaliadas utilizando um

planejamento central composto, conforme descrito no item 3.5.

3.5 OTIMIZACAO DE EXTRACAO DE ANTOCIANINAS DE BORRA DE VINHO POR
LIiQUIDO PRESSURIZADO

Para otimizar a eficiéncia da extragdo por liquido pressurizado, foi realizado um
planejamento experimental nas borras de vinho tinto. Os resultados apresentados na Tabela 3.4

evidenciaram diferencgas significativas na concentracdo de antocianinas monoméricas totais
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(AMT), demonstrando que as condi¢des experimentais, como a temperatura e concentragdo de
solvente (etanol: dgua acidificada com 4acido citrico), desempenharam um papel crucial na

eficiéncia da extragao.

Tabela 3.4 - Teor de antocianinas monomeéricas totais, nos onze ensaios de extracao por
liquido pressurizado (ELP).
Temperatura  Etanol: acido AMT

Ensaio °O) citrico (v/v) (mg/g)
1 40,00 30:70 4,56"
2 40,00 70:30 5,62¢
3 70,00 30:70 4,31
4 70,00 70:30 5,43F
5 33,79 50:50 5,24¢
6 76,21 50:50 5.64¢
7 55,00 22:78 4,45
8 55,00 78:22 6,004
9 55,00 50:50 6,20°
10 55,00 50:50 6,43°
11 55,00 50:50 6,07¢

Valores apresentados como média + desvio padrido. AMT: antocianinas monoméricas totais. Letras
diferentes na mesma coluna indica diferenga significativa entre os experimentos (p < 0,05).
Fonte: A autora (2024).

O teor de antocianinas totais da borra de vinho variou significativamente (p < 0,05) de
4,31 (ensaio 3) a 6,43 mg M3G/g (ensaio 10). A maior concentracao foi obtida no ensaio 9 com
condi¢do de temperatura de 55 °C e proporcao etanol: 4cido citrico 50:50 (v/v), enquanto a
concentragao mais baixa foi registrada quando o ensaio foi conduzido e com temperatura de 70
°C e proporc¢ao de etanol de 30% no solvente (ensaio 3).

A significancia dos fatores foi confirmada pela analise de varidncia (ANOVA) (Tabela
3.5). O modelo proposto foi significativo (p < 0,001) e nao apresentou falta de ajuste (p falta
de ajuste = 0,22). O coeficiente de determinacio (R?) foi de 0,91 e o R? ajustado > 0,88. O alto
coeficiente de determinagdo (R?), indica uma forte relagdo entre as variaveis independentes e
dependentes no modelo estatistico empregado, sugerindo uma excelente capacidade do modelo

em explicar a variabilidade dos dados.
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Tabela 3.5 - Analise de variancia da extracdo de antocianinas totais de borra de vinho.

SS DF QM F-valor  p-valor

Temperatura (°C) (L) 0,001665 1 0,001665 0,04846 0,846190
Temperatura (°C) (Q) 1,323745 1 1,323745 38,52509 0,024988
Concentracio de solvente (%) (L) 2,418992 1 2,418992 70,40019 0,013909
Concentracao de Solvente (Q) 1,970539 1 1,970539 57,34883 0,016994
Falta de ajuste 0,377036 3 0,125679 3,65764 0,222095
Erro puro 0,068721 2 0,034361

Total SQ 5,433542 10

DF, graus de liberdade; QM, quadrado médio; L, efeito linear; Q, efeito quadratico. A linha em negrito
apresenta diferenga significativa (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

As variaveis independentes que foram significativas (p < 0,01), representadas por seus

coeficientes lineares e quadraticos sdo apresentadas na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 - Efeitos das variaveis independentes proporc¢ao de solvente e temperatura sobre
o teor de antocianinas monoméricas totais do extrato da borra do vinho.

Coef. de Erro -95% de +95% de

Fatores Regressao Padrao t-valor p-valor confianca confian¢a

Constante 6,23333  0,10525 59,2235 <0,0002 5,78047 6,686192

Xi 0,03142  0,12891 0,24375  0,830144  -0,52321 0,586058
Xi? -0,96958 0,153428 -6,31945 0,024137  -1,62973 -0,309434
X2 1,09301 0,128906 8,47913  0,013625  0,53837 1,647644
X2? -1,18458 0,153428 -7,72076  0,016365  -1,84473 -0,524434

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Foi gerado grafico de superficie de resposta 3D a partir dos modelos de regressao
multipla, com o intuito de elucidar os efeitos das varidveis independentes, como ilustrado na

Figura 3.7.
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Figura 3.7 - Grafico de superficie de resposta para avaliar o efeito da temperatura e
concentracao de solvente na extracao total de antocianinas da borra de vinho.
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Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Com base no modelo proposto, o efeito linear da temperatura (X1) ndo foi significativo
(p < 0,05) no teor de antocianinas, enquanto o efeito linear positivo da concentracio de etanol
no solvente (X2) influenciou significativamente no aumento da concentra¢do de antocianinas
no extrato. O efeito quadratico negativo da temperatura (X1) e da concentra¢do de etanol no
solvente indicam que, embora o aumento da temperatura e da concentragdo de etanol
inicialmente possa aumentar a taxa de extracdo de antocianinas, ha um ponto critico em que a
eficiéncia da extragdo atinge seu pico maximo e, em seguida, comeca a diminuir a medida que
essas variaveis continuam a aumentar. O ponto 6timo foi obtido com temperatura de 55 °C e
proporcao etanol: acido citrico 50:50 (v/v).

A temperatura ¢ um dos parametros mais influentes na eficiéncia de extracdo e na
estabilidade das antocianinas. Embora este trabalho seja o primeiro estudo visando a otimizagdo
de extracdo de antocianinas de borra de vinho por ELP a determinacao dos pardmetros ideais
de extracdo por ELP em outros subprodutos de uva e vinho como as cascas e bagaco de uva
tem sido demonstrado na literatura. Enquanto alguns estudos indicam que temperaturas acima
de 110 °C podem diminuir o teor de antocianinas devido a reagdes de oxidacao e degradacgao
térmica (Ju; Howard, 2003), outros pesquisadores sugerem a temperatura 6tima de extracdo de
100 °C (Vergara-Salinas et al., 2013; Vergara-Salinas ef al., 2015), assim como 80 °C como a

melhor escolha (Stavikova ef al., 2011). A discrepancia entre os resultados pode ser explicada
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pelas diversas condi¢des de tempo de extragdo e numero de ciclos utilizados no ELP. Além
disso, estudos apontaram 65 °C como a temperatura ideal para a extracdo de antocianinas
usando solventes alternativos, como solventes eutéticos profundos (DES) utilizando outras
tecnologias de como micro-ondas e ultrassom (Bubalo et al., 2016).

As misturas de agua e alcool mostraram-se mais eficazes que os solventes utilizados
individualmente, sendo comum acidificar o solvente a fim de melhorar a extracdo das
antocianinas (Petreska Stanoeva et al., 2020; Idham et al., 2022). Os 4cidos sao indispensaveis
para manter um pH baixo, proporcionando um ambiente no qual as antocianinas permanecem
na sua forma mais estavel, cation flavylium. Pesquisadores avaliaram a influéncia do pH na
extragdo de antocianinas do bagago de uva (Vitis vinifera L.) e pode ser observado que em pH
reduzido (1,8), houve aumento significativo na concentracdo de antocianinas no extrato de

bagaco de uva (Bredun ef al., 2023).

3.6 IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS INDIVIDUAIS EM EXTRATO DE BORRA
DE VINHO

Analise por cromatografia liquida foi realizada para identificar e quantificar as
antocianinas individuais presentes no extrato obtido com as condigdes do ponto 6timo da
extracdo por liquido pressurizado. O ponto 6timo foi obtido com temperatura de 55 °C e
proporcao etanol: acido citrico 50:50 (v/v). (Figura 3.7). A Figura 3.8 apresenta o perfil de

antocianinas no extrato da borra de vinho tinto apods extragdo por liquido pressurizado.
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Figura 3.8 - Perfil de antocianinas da borra de vinho.
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A literatura demonstra que os principais compostos presentes nas uvas e vinhos tintos,
assim como nos subprodutos da vinificacdo sdo as antocianinas-3-O-glicosideo (Jackson,
2020). No presente estudo foram quantificadas 5 antocianinas, a malvidina 3-glicosideos (6,78
mg/g + 0,12) em maior concentracdo, delfinidina 3-glicosideos (3,32 mg/g + 0,03) e petunidina
3-glicosideos (2,41 mg/g £+ 0,03), peonidina-3-glicosideos (2,02 mg/g + 0,02) ¢ em menor
concentracgao a cianidina 3-glicosideos (0,73 mg/g+ 0,01). A concentragdo total de antocianinas
foi determinada somando as concentragdes individuais, resultando em uma concentragao total
de 15,26 + 0,21 mg/ g de peso seco no extrato analisado.

A otimizacao do método ELP mostrou resultados superiores, alcancando concentracdes
de antocianinas mais elevadas do que as reportadas em outros estudos. Costa-Pérez et al. (2023),
avaliaram a concentra¢do de antocianinas na variedade de borras de vinho Monastrell,
utilizando para um método de extracdo sélido-liquido convencional onde 100 mg da amostra
foi misturada com 1 mL de metanol acidificado: dgua (50:50 v/v), sonicada por 60 min, mantida
overnight e sonicada novamente por 60 min. A concentracao total de antocianinas alcangada
foi de 0,33 mg/ g (peso seco). As concentragdes obtidas foram significativamente inferiores as
alcancadas com o método ELP otimizando.

Umsza-Guez et al. (2023) também otimizaram um método para a extracdo de
antocianinas de borras de vinho, porém usando extragdo assistida por ultrassom. As condi¢des

de extragdo otimizadas utilizaram 0,25 g da amostra foram extraidos com 25 mL de solvente
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etanol (100%) a 40 °C. A concentracao total de antocianinas alcangada nesse estudo foi de
aproximadamente 1,5 mg/g (peso seco), também muito inferior a obtida neste trabalho. O
método de extracdo ELP demonstrou eficiéncia na obten¢do de maiores concentracdes de
antocianinas nas borras de vinho em comparagdao com meétodos previamente relatados na
literatura. Isto foi alcancado sob condi¢des de extracdo mais limpas, tornando-se uma
abordagem promissora para a extragdo verde de antocianinas de borras de vinho.

Com base nos resultados apresentados, ¢ evidente que o extrato da borra de vinho
representa uma fonte abundante de antocianinas, o qual apresenta notavel potencial de aplicagao
em diversas industrias, como alimenticia, cosmética e farmacéutica. Além disso, as
antocianinas possuem diversas propriedades bioativas, incluindo atividade antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria e cardioprotetora (Barcia ef al., 2014; Landeka et al., 2017),
0 que amplia significativamente as possibilidades de utilizacdo das borras de vinho ricas em
antocianinas. Esses resultados ressaltam nao apenas o valor comercial das borras de vinho que
sdo um subproduto de processamento da uva, mas também sua relevancia no contexto da satde
e do bem-estar humano, oferecendo novas oportunidades para o desenvolvimento de produtos
com beneficios adicionais.

E importante destacar que derivados da delfinidina (delfinidina 3-O-(6"-p-
acetilglucosideo e delfinidina 3-O-(6"-p-cumaroil-glicosideo), cianidina (cianidina 3-O-(6"-p-
acetilglucosideo), petunidina (petunidina 3-O-(6"-p-coumaroil-glicosideo) e malvidina
(malvidina-3-O-6"-acetil-glicosideo) também foram identificados por outros pesquisadores em
amostras de borra do vinho (Romero-Diez et al., 2018; Romero-Diez et al., 2019).

Os resultados obtidos no presente estudo para o perfil de antocianinas no extrato da
borra de vinho demonstram que o processo de extracdo verde (ELP) pode ser utilizado pela
indlstria como uma tecnologia promissora para obtengdo compostos bioativos valiosos, de
acordo com uma abordagem de economia circular. Além disso, o aproveitamento desses
subprodutos através de métodos ambientalmente seguros nao apenas promove um equilibrio
ambiental, mas também resulta na obten¢do de extratos altamente valorizados, os quais
apresentam notaveis propriedades bioativas, tornando-se potenciais aditivos de grande

relevancia.

3.7 IDENTIFICACAO DE POLIFENOIS INDIVIDUAIS EM EXTRATO DE BORRA DE
VINHO
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A tabela 3.7 apresenta a composi¢ao de polifenois individuais no extrato da borra de
vinho. A borra de vinho revelou um potencial fenolico significativo, com a identificacdo de 15
compostos fendlicos em sua composi¢do, evidenciando sua relevancia como uma fonte valiosa

de compostos bioativos com potencial de aplicagdo na industria de alimentos.

Tabela 3.7 — Perfil de polifendis do extrato da borra de vinho.

Polifenois (mg/g em peso Borra de vinho

seco)
Acidos hidroxibenzoicos
Galico 0,56°+ 0,03
Protocateico 0,13+ 0,01
Vanilico 0,208 + 0,03
Seringico 0,09' + 0,02
Acidos hidroxicindmicos
Caftarico 2,03° £ 0,08
p-cumérico 0,03/ £ 0,01
Caféico 0,14+ 0,01
Ferulico 0,09'+ 0,01
Flavanois
Catequina 0,879+ 0,01
Epicatequina 3,53*+ 0,07
Flavonois
Mirecetina 0,287+ 0,01
Quercetina 0,97°+ 0,01
Campferol 0,287+ 0,02
Outros
Trans-resveratrol 0,13"+ 0,02
Tirosol 0,235+ 0,01
Capacidade Antioxidante
(um/L)
ABTS-* 5270,39 + 0,30

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os resultados demonstraram que a epicatequina (4,00 mg/g) foi o composto fendlico
majoritario no extrato de borras de vinho obtidas por ELP, seguido do acido caftarico (2,03
mg/g) e da catequina (0,87 mg/g). Os flavanois foram os principais compostos fenolicos
detectados no extrato de borras de vinho obtidas por ELP em relagdo ao contetudo total de
compostos, representando 46%, seguidos dos é4cidos hidroxicinamicos representando 24%.
Estudos semelhantes, que determinaram o perfil fendlico das borras de vinho tinto, também
encontraram flavondis como a classe de polifenois majoritarios nas amostras, mesmo utilizando

métodos de extracdo distintos como, extragdo assistida por enzimas, ultrassom e micro-ondas
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(Romero-Diez et al., 2018; Lopez-Fernandez-Sobrino et. al., 2021), no entanto em
concentragdes muito inferiores as encontras nesse estudo. Outros estudos demonstram que os
flavanois como a quercetina sao os compostos majoritarios neste subproduto. Por exemplo, Reis
et al. (2016) caracterizaram borras de Vitis vinifera L. cv Pinot Noir e relataram niveis de cerca
de 40 pg/g para quercetina, enquanto o principal dcido fenolico foi o acido caféico com
concentragdo em torno de 6 pg/g.

Os estilbenos sdo pouco relatos nas borras de vinho. No entanto, nesse estudo foi
possivel quantificar a presenca de trans-resveratrol (0,13 mg/g) no extrato de borras de vinho
obtidas por ELP. Apesar de poucos estudos identificarem os estilbenos em borras de vinho,
diversas pesquisas indicam que as cascas de uva possuem uma concentracao aproximada de
50-100 pg/g de resveratrol, enquanto no vinho tinto essa concentracdo varia entre 1,5 e 3,0
mg/L. As propriedades bioativas do resveratrol e seus derivados destacam seu potencial como
agente antimutagénico, antioxidante, anti-inflamatoério e antiproliferativo (Rockenbach et al.,
2011). Além disso a borra de vinho apresentou alta capacidade antioxidante, esse resultado
pode ser atribuido a sua rica composi¢ao fendlica, incluindo antocianinas. Diante disso, ¢
possivel afirmar que o extrato da borra de vinho obtido através da ELP ¢ fonte promissora de
antioxidantes naturais para aplicagdes em alimentos funcionais e suplementos nutricionais.

As diferencas encontradas entre os estudos quanto ao perfil fenolico da borra do vinho
podem ser atribuidas a variedade de uva, origem de cultivo, assim como a técnica aplicada no
processo de vinificagdo. Além disso, a técnica de extracdo aplicada na borra influencia no teor
de polifenois, solventes organicos, como metanol ou acetona, sao amplamente utilizados para
sua extragdo, no entanto sao ambientalmente prejudiciais. A utilizacdo da extracdo por ELP
pode ser empregada devido a sua total compatibilidade com a industria, potencializando a
extracdo de compostos fenolicos utilizando solventes organicos seguros.

As borras de vinho apresentaram alta capacidade antioxidante com valor de 5270,39 +
0,30 um/L, resultado este que pode ser atribuido aos compostos fenolicos e as antocianinas.
Foram observadas correlagdes positivas (p<0,05) entre a atividade antioxidante e as cinco
antocianinas identificadas no extrato de borras de vinho. A atividade antioxidante apresentou
alta correlagdo (r > 0,90) com malvidina 3-glicosideos, delfinidina 3-glicosideos, petunidina 3-
glicosideos, peonidina-3-glicosideos e cianidina-3-glicosideos. Este resultado ¢ significativo,
indicando uma relacdo linear entre as duas variaveis estudadas, demonstrando que as
antocianinas contribuem significativamente para a capacidade antioxidante da amostra. Nos

alimentos, uma elevada concentracdo de antocianinas melhora os atributos sensoriais dos
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alimentos, incluindo cor e sabor, a0 mesmo tempo que aumenta o seu valor nutricional e os

beneficios para a saude associados (Nascimento et al., 2023; Gamage et al., 2024).

3.8 EFEITO DA DIGESTAO IN VITRO SOBRE A COMPOSICAO DE ANTOCIANINAS
DO EXTRATO DA BORRA DE VINHO

A digestao simulada do trato gastrointestinal in vitro das amostras de borra quanto ao
perfil de antocianinas monoméricas estd apresentada na Tabela 3.8. A andlise da
bioacessibilidade das antocianinas apds a fase oral revelou que, em relagdo ao controle, a
bioacessibilidade manteve-se acima de 90% para todos os compostos analisados, com diferenga
significativa entre as antocianinas (p<0,05). Este dado indica uma estabilidade das antocianinas
durante a fase oral do processo digestivo, sugerindo que estes compostos resistem as condigdes
presentes na boca, como a saliva e as enzimas iniciais da digestao (Fang, 2014). Durante a fase
de digestdo gastrica, a mudanca na bioacessibilidade das antocianinas foi de cerca de 60%,
exceto para cianidina-3-glicosideo onde a bioacessibilidade foi de 67,8%. Na fase intestinal, o
teor de antocianinas foi significativamente reduzido (<0,05), o indice de bioacessibilidade foi
de 1,27% para delfinidina e 0,67% para malvidina, o teor de cianidina, petunidina e peonidina
nao foram quantificados na fase intestinal. Este comportamento pode ser atribuido a ocorréncia
de alteragdes na estrutura quimica, decorrentes de degradacdo, aumento ou reducdo da
solubilidade ou interagdes com outras substiancias que influenciam a sua concentragcdo e
consequente bioacessibilidade (McGhie; Walton, 2007). Tao et al. (2023), destacaram o
desempenho desse composto na digestdo in vitro e indicaram que a interagdo entre isolado
proteico de soro glicosilado e cianidina-3-glicosideo melhorou a estabilidade térmica e a
atividade antioxidante, sugerindo que a presen¢a dessa antocianina pode proteger as proteinas
contra degradacdo oxidativa durante a digestdo in vitro e reduzir sua capacidade de desencadear

reacgoes alérgicas.
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Tabela 3.8 - Composi¢ao de antocianinas individuais (mg/g) do extrato da borra de vinho
apods simulacdo gastrointestinal.

Antocianinas Controle Fracao Oral Fracao Gastrica Fracao intestinal 1B (%)

Delfinidina 3- 1,57+ 0,03 1,46° + 0,03 0,87°+ 0,01 0,020+£001  127°+0,01
glicosideos

Cianidina 3- 0,30¢ + 0,01, 0,28¢+ 0,01 0,19+ 0,01 <0,1%* ;
glicosideos

Petunidina 3- 1,14 £ 0,02 1,05¢ £ 0,02 0,65°= 0,01 <0,1 -
glicosideos

Peonidina 3- 0,96 + 0,02 0,88¢ + 0,02 0,544+ 0,00 <0,1 ;
glicosideos

Malvidina 3- 3,37°+ 0,07 3,128+ 0,06 1,92¢+ 0,01 0,022+£001  0,67°+0,01
glicosideos

Valores apresentados como média + desvio padrao. Os resultados das antocianinas monoméricas foram
expressos em mg/g em base seca. Letras diferentes na mesma coluna indica diferenca significativa entre os
experimentos (p < 0,05). IB: indice de bioacessibilidade. *Valor inferior ao limite de quantifica¢cdo do método
(LOQ <0,1)*.

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Os beneficios das antocianinas para a saude foram comprovados em diversos esudos
realizados in vitro, em modelos animais e em seres humanos, abrangendo uma variedade de
fungdes que incluem combate ao estresse oxidativo, atividade antimicrobiana e preven¢ao ou
tratamento de doencas neurodegenerativas, cardiacas e metabdlicas (Khoo et al., 2019; Tarone,
Cazarin, ¢ Marostica Junior, 2020; Tosti, Bertozzi e Fontana, 2018). Adicionalmente, outros
estudos observaram que as antocianinas apresentam um efeito protetor para a visao, juntamente
com os carotenoides € a vitamina A, esses compostos estdo associados a prevengado e a redugdo
do risco de doengas como a degeneracao macular relacionada a idade, que € uma das principais
causas de perda de visdo em idosos. Além disso, podem contribuir para a prote¢do contra o
estresse oxidativo na retina e melhorar a fun¢ao visual em condi¢des de baixa luminosidade.
(Khoo et al., 2019; Matsumoto et al., 2006), e influenciam positivamente a microbiota intestinal
ao estimular potencial de probidticos, como bifidobactérias e lactobacilos, proporcionando
beneficios a saide humana (Mattioli et al., 2020; Park et al., 2019).

Ou et al., (2022) investigaram os efeitos do extrato de antocianina de arroz negro na
microestrutura do pao e sua relacdo com a digestibilidade do amido. A incorporagdao deste
extrato resultou numa redugdo dependente da dose na digestibilidade do amido, que pode
contribuir para uma liberacdo mais lenta de glicose no sangue. Isso pode ser benéfico para o
controle glicémico, um fator importante na prevengao e gestao de doencas metabdlicas como a

diabetes. Isso demonstra o vasto potencial de um extrato rico em antocianinas em aplicacdes
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nutricionais e terapéuticas, evidenciando a importancia de estudos que exploram tanto a

bioacessibilidade quanto a digestibilidade desses compostos.

3.9 EFEITO DAS ANTOCIANINAS DO EXTRATO DA BORRA DE VINHO NA
VIABILIDADE CELULAR

A avaliacao da atividade biologica de extratos ¢ fundamental para determinar seu
potencial terapéutico e identificar possiveis aplicagdes. Um dos principais ensaios utilizados
para essa avaliagdo ¢ o ensaio de citotoxicidade, que segue as diretrizes estabelecidas pela
norma ISO 10.993/5 (2009). Esse ensaio permite determinar o impacto de substancias sobre a
viabilidade celular, fornecendo insights importantes sobre sua seguranca e toxicidade. Além
disso, a avaliagdo da protecao e atividade antitumoral desses extratos € crucial para identificar
seu potencial no tratamento de doencas (Lopez-Corona et al., 2022; Soni et al., 2023). Neste
estudo, investigamos pela primeira a atividade biologica de extratos de borra de vinho obtidos

por ELP (Figura 3.9).
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Figura 3.9 - Ensaio de citotoxicidade, protecdo e atividade antitumoral de extratos de borra

de vinho.
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(A)Citotoxicidade de células 1.929 tratadas com extratos; (B) Viabilidade de células .929 tratadas com extratos
com exposi¢ao concomitante ao H,O»; (C) Atividade antitumoral (%) de extratos para células de
adenocarcinoma pulmonar (A549) e glioma de camundongo (GL261 E C6).

O efeito citotoxico do contato direto sobre a proliferacdo fibroblastica foi avaliado com
diferentes concentragdes de extrato (Figura 9A). De acordo com a ISO 10993-5:2009 (2009), a
viabilidade celular minima para células L.929 ¢ de 70%; portanto, os resultados apresentados
indicam citotoxicidade nas concentragdes de 750 e 1000 pg/mL do extrato de borra de vinho,
uma vez que apresentaram viabilidade inferior ao preconizado. Em estudo de Wang et al.
(2017), com o uso de células L929 foi verificado que as antocianinas do extrato de mirtilo
apresentavam citotoxicidade (viabilidade inferior a 70%) na concentracao de 800 pg/mL. A
literatura demonstra que a presenca de altas concentragdes de antocianinas, embora geralmente
reconhecida por suas propriedades antioxidantes e potencialmente benéficas a satide, pode
tornar-se citotoxica em niveis excessivos. Esses compostos podem interferir em processos
celulares normais e até mesmo causar danos celulares irreparaveis, como apoptose ou necrose
celular (Xie et al., 2012). Além disso, durante o processo de extracdo ou armazenamento do
extrato, podem ocorrer reagdes que resultam na formacao de produtos de degradagdo téxicos,

contribuindo para a citotoxicidade observada. Diante disso, considerando o ineditismo desse
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resultado € crucial realizar uma analise mais aprofundada para determinar a causa exata da
citotoxicidade e investigar possiveis medidas corretivas, visando garantir a seguranga do uso
desse extrato em aplicagdes futuras.

Com base nos resultados obtidos para a citotoxidade, os ensaios para avaliar a protecao
e atividade antitumoral foram conduzidos utilizando a concentragao de 500 pg/mL do extrato.
A escolha desta concentragdo foi com base na analise de citotoxicidade de células L929 (Figura
9A), que demonstrou ndo haver citotoxicidade significativa nesta concentragao.

De acordo com a Figura 9B o extrato foi capaz de proteger as células dos danos causados
pelo peroxido. O peroxido, sendo uma espécie reativa de oxigénio, pode induzir estresse
oxidativo nas células, resultando em danos as biomoléculas, como proteinas, lipidios ¢ DNA.
Os compostos presentes no extrato atuam como antioxidantes, capturando os radicais livres e
impedindo que causem danos as células. Portanto, quando as células foram pré-tratadas com o
extrato de borra de vinho antes da exposi¢do ao perdxido, a atividade antioxidante do extrato
ajudou a proteger as células, reduzindo os danos oxidativos e preservando sua viabilidade e
integridade funcional. Esses resultados demonstram o potencial do extrato de borra de vinho
como um agente protetor contra o estresse oxidativo e sugerem seu possivel uso na prevencao
ou tratamento de condic¢oes relacionadas ao estresse oxidativo, como doengas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancer (Tena; Martin; Asuero, 2020; Luzardo-Ocampo et al., 2021).

A concentracdo de 500 pg/mL ndo causou danos celulares significativos na célula de
adenocarcinoma de pulmado (A549), como indicado pela auséncia de reducdo na atividade
metabolica, conforme demonstrado na Figura 9C. Isso sugere que, para as células A549, essa
concentracdo do extrato de borra de vinho ndo foi citotoxica e ndo afetou adversamente sua
viabilidade ou funcdo metabdlica. No entanto, para as células de glioma (GL e C6), foi
observada uma reducdo na atividade metabdlica de 15% e 20%, respectivamente. Essa
diminui¢do na atividade metabolica pode indicar uma resposta especifica das células de glioma
ao extrato, possivelmente relacionada as propriedades bioativas dos compostos presentes na
borra de vinho. Embora a redugdo na atividade metabdlica sugira uma possivel resposta adversa
das células de glioma ao tratamento com o extrato, ¢ importante ressaltar que a viabilidade
celular ainda ndo foi comprometida, o que sugere que essa concentragdo pode ter um efeito
moderado nas células de glioma sem induzir citotoxicidade aguda. Esses resultados destacam a
importancia da avaliacdo especifica do extrato em diferentes linhagens celulares para

compreender melhor seus efeitos e potenciais aplicagdes terapéuticas.
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4, CONCLUSAO

O estudo das borras de vinho possibilitou observar que a amostra obtida através do
processo de desidratagdo convectiva a 40 °C, acarretou em 420 minutos de secagem e
apresentou baixo teor de umidade, removendo 88% de dgua da amostra durante o processo. As
curvas de secagem apresentaram taxa decrescente, seguido por um periodo de taxa constante.
Dentre os diferentes métodos de extracdo avaliados para a borra de vinho apoOs secagem,
observou-se que o método de extracao por liquido pressurizado em modo estatico apresentou
maior teor de antocianinas monomeéricas totais no extrato, sendo o método selecionado para
aplicagdo e obtenc¢do de um extrato rico em antocianinas. Entre os pardmetros avaliados para a
otimizagdo do processo de extragdo, a temperatura de 55 °C e proporcao etanol: acido citrico
50:50 (v/v) apresentou maior eficiéncia na extra¢ao de antocianinas. O perfil bioativo das borras
de vinho indicou diferencas na composi¢do fenolica, tais como flavandis, antocianinas,
flavonais e 4cidos fenolicos, o que pode direcionar as aplicagdes tecnoldgicas e funcionais desse
subproduto.

A analise de digestao in vitro do extrato da borra de vinho mostrou que as antocianinas
sdo bioacessiveis na fase oral e na fase gastrica, com reducdo de concentragdo ao longo da
digestdo, especialmente na fase intestinal. Esses resultados ressaltam a relevincia de
desenvolver estratégias na industria de alimentos para preservar esses compostos durante o
processo digestivo, visando maximizar seus beneficios a satide e promover inovagdo em
produtos alimenticios funcionais que mantenham a integridade nutricional e bioativa. Além
disso, este estudo investigou a atividade bioldgica dos extratos de borra de vinho, revelando um
equilibrio entre seus potenciais terapéuticos e efeitos citotdoxicos. Enquanto altas concentragdes
(1000 pg/mL) apresentaram citotoxicidade, niveis moderados (500 pg/mL) protegeram células
contra estresse oxidativo. Isso destaca a importancia de dosar e entender a bioatividade dos

compostos fendlicos presentes nesse subproduto.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou a otimizagao das condi¢des para extragdo de antocianinas do
bagaco de uva com solugdo de acido citrico, sendo este um solvente ndo organico, seguro e
amplamente utilizado para o processamento de alimentos. Utilizando planejamento central
composto foi observado a melhor condi¢do de extra¢do para o bagaco de uva com 10 mL de
solucao de acido citrico em pH 1,8. A aplicagao de crioconcetracao no extrato de bagaco de uva
demonstrou ser um método eficaz para concentragdo de compostos bioativos. Os concentrados
obtidos nos trés estagios do processo apresentaram maiores teores de polifendis totais,
antocianinas totais, ¢ um aumento do teor de sélidos soliveis em relacdo ao extrato inicial. A
maior eficiéncia no processo foi observada para os concentrados obtidos na primeira € na
segunda etapa.

Os resultados do estudo sobre as borras de vinho mostraram que apds processo de
desidratacdo a 40 °C por 420 minutos, foi possivel reduzir 88% da umidade inicial. o0 método
de extragdo por liquido pressurizado em modo estatico apresentou melhor resultado para
antocininas monomericas totais em comparacao, resultando em um extrato rico em antocianinas
monomeéricas. A extracdo 6tima foi a 55 °C utilizando uma solugdo de etanol e acido citrico
(0,1 mol/L) em proporcao de 50:50 (v/v). As antocianinas quantificadas foram delfinidina-3-
glicosideo, cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e
malvidina-3-glicosideo, sendo a malvidina a majoritaria. Analises da bioacessibilidade do
extrato indicou que as antocianinas permaneceram acessiveis e estaveis durante a fase oral e
gastrica da digestao gastrointestinal simulada (com indice de bioacessibilidade de 90% na fase
oral e 60% na fase géstrica). O extrato de borra de vinho demonstrou ser seguro em ensaios de
citotoxicidade em células L.292 até uma concentragdo de 500 pg/mL e apresentou propriedades
citoprotetoras nesta concentracdo em condigdes de estresse oxidativo induzido por H>O».

O estudo do bagaco de uva e da borra de vinho € crucial para a industria de alimentos,
ndo apenas por promover o aproveitamento de residuos, mas também por contribuir para a
economia circular. A valorizagdo desses subprodutos, através da extragdo e aproveitamento de
compostos bioativos, pode resultar em beneficios ambientais, economicos e de saude,
reforgando a importancia de integrar estratégias de sustentabilidade na industria de alimentos.
A exploragdo desses residuos nao s6 reduz o impacto ambiental associado ao seu descarte, mas
também potencializa a criagdo de novos produtos com alto valor agregado, incentivando assim

a inovagdo e a sustentabilidade no setor.
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Considerando os resultados obtidos, estudos futuros direcionados a aplicacdo dos
subprodutos da vinificacdo em diferentes matrizes sao sugeridos. A avaliagdo da viabilidade
dos compostos fendlicos, como as antocianinas, em diferentes produtos e a investigacao do
potencial funcional e comercial desses compostos ampliam o entendimento sobre suas
propriedades e beneficios, além de contribuir para o desenvolvimento de produtos inovadores

e com valor agregado.
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