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Resumo

Influéncia do electro-aquecimento na extracdo de compostos de valores acrescentados de
residuos de uva (Vitis vinifera L.)

A valorizacdo de residuos agroalimentares em subprodutos de valor acrescentado é
uma necessidade premente numa sociedade que visa a sustentabilidade ambiental, social e
econdémica. Deste modo, promove-se a reducdo dos lixos a tratar, obtendo-se mais-valias
onde predominava despesa.

O estudo que se apresenta utilizou a semente de uva, um subproduto da industria
vinicola (com reduzido valor ou até em alguns casos sem valor acrescentado), como possivel
fonte de compostos bioativos com a¢do antioxidante.

Estudou-se o efeito das principais varidveis que afetam os rendimentos de extracdo e
a atividade antioxidante dos extratos, nomeadamente o estado da semente, o tratamento por
aquecimento 6hmico, a polaridade dos solventes, a temperatura e o tempo de extracao.

Quantificou-se o teor em compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos, bem como
a atividade antioxidante, por métodos espetrofotométricos. A atividade antioxidante foi
determinada pelo método do poder antioxidante por ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e pela capacidade de neutralizacdo do radical DPPHe (1,1-
difenil-2-picril-hidrazilo).

Os resultados mostraram que a composi¢cdao dos extratos variou significativamente
com as condicdes utilizadas. No entanto, é possivel obter uma solucdo de compromisso entre
as diferentes abordagens de extracdo e os parametros estabelecidos: o tratamento 6hmico
com 95 °C e exposicdo de 15 min, seguido de uma extracdo com solucdo de etanol a 30%,
durante 24 horas, a temperatura ambiente. E assim possivel a obtenc¢do de extratos mais ricos
em compostos fendlicos e, simultaneamente, com uma elevada capacidade antioxidante.
Estas condicGes permitem, comparativamente com outras mais eficazes para um ou outro

parametro, uma reducdo de custos, por economia de tempo e de energia.

Palavras — chave: semente de uva, compostos bioativos, atividade antioxidante,

sustentabilidade.






Abstract

Influence of electro-heating in the extraction of compounds of added values from grape
residues (Vitis vinifera L.)

Recovery of waste and added value by-products in the food industry is mandatory in a
society that aims environmental, social and economic sustainability. It promotes waste
reduction, and gains instead of expenses.

In the present study, we used grape seeds, a by-product (with reduced/no added
value) of wine industry, as a possible source of bioactive compounds with antioxidant activity.

The effect of the main variables affecting extraction yields and antioxidant activity of
the extracts, health status, solvent polarity, temperature and extraction time were studied.

The content of total phenolic compounds, flavonoids and tannins, as well as
antioxidant activity, were quantified by spectrophotometric methods. An antioxidant activity
was determined by the method of antioxidant power by ABTS (2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) and the neutralizing capacity of the radical DPPH ¢ ( 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl).

The results showed the composition of the extracts varied significantly as conditions.
However, it is possible to obtain a compromise between the extraction methods and the
established parameters: 95 °C ohmic treatment and 15 min exposure, followed by extraction
with 30% ethanol and 70% water for 24 hours, at room temperature. It is thus like obtaining
extracts richer in phenolic compounds and simultaneously with a high antioxidant capacity.
These conditions, compared to other "more effective" for one or the other parameter, a

reduction of costs, saving time and energy.

Keywords: grape seeds, bioactive compounds, antioxidant activity, sustainability.
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1. Introdugao

1.1. Industria vitivinicola e a sua importancia socioecondmica
(Enquadramento tedrico)

Em Portugal, o cultivo da vinha representa um dos principais sectores
econdmicos. Em 2016, a drea cultivada com vinha ascendeu a 190 467 ha, originando
uma producdo de 6009 toneladas de vinho (Instituto Nacional de Estatistica, 2017). As
vinhas (Vitis vinifera L.) estdao entre as maiores culturas de fruto do mundo com uma
producao global de cerca de 74 milhdes de toneladas representando a europa 26
milhdoes de toneladas em 2014 (FAOSTAT, 2014). Uma vez que cerca de 80 % do
montante total é utilizado na vinificacao, cerca de 10 milhdes de toneladas de bagaco
de uva surgem todas as semanas na época de colheita. O principal subproduto da
vinificacdo é o bagaco de uva, constituindo 13 % do peso total da uva (10 milhGes de
toneladas) contendo 38-52 % (em relacdo a matéria seca) de sementes de uva (Maier et
al., 2009), que sdo entdo produzidos em vdrias toneladas por ano (FAOSTAT, 2011). As
sementes constituem um desperdicio da indUstria e agricultura significativo (Freitas et
al., 2008; Kim et al., 2008; Luque-Rodriguez et al., 2005; Lutterodt et al., 2011).

Geralmente, as sementes de uva sdo vendidas a industria de alimentos para
animais, compostagem, aditivos, producdo de cor natural e extracdo de dleo, contudo
nos ultimos anos tornaram-se o centro das aten¢des para os setores alimentares,
cosméticos e farmacéuticos essencialmente a utilizacdo como fonte de antioxidantes
naturais (Fiori et al., 2014). Da quantidade gerada apenas é utilizada uma pequena
fracdo para a extracdo de dleo de sementes e muito menor até uma extracdo de
antioxidantes (Arvanitoyannis et al., 2006).

Pesquisas realizadas nas ultimas décadas mostraram que as possibilidades de
valorizacao desses subprodutos para a recuperacao de d6leo, compostos fendlicos e
fibras (Baile et al., 2008; Furiga et al., 2009), na Itdlia, Espanha e Franca (Crews et al.,
2006), sdo enormes (Shrikhande, 2000).

Nos ultimos anos a preocupacado com a diminui¢do do impacto ambiental dos
desperdicios/residuos industriais tem sido objeto de preocupagdo crescente. O impacto
negativo de muitas industrias vinicolas deve-se essencialmente a presencga de residuos

de fendis da matéria-prima vegetal que utilizam. Em aguas residuais industriais, estes



compostos aumentam consideravelmente a necessidade quimica de oxigénio, com
efeitos prejudiciais na fauna e flora das zonas de descarga, enquanto nos residuos
solidos utilizados como fertilizantes, podem inibir as propriedades de germinacdo
(Spigno & De Faveri, 2007).

Além da preocupacdo ambiental, também esta na moda a corrida por produtos
sauddveis e naturais. O interesse na investigagdo de componentes bioativos,
especialmente compostos fendlicos, de fontes naturais, como frutas e vegetais,
aumentou muito nos ultimos anos. A razao para este interesse crescente é o uso restrito
de antioxidantes sintéticos em alimentos devido aos possiveis efeitos indesejaveis na

saude humana (Jayaprakasha et al., 2003).

Assim, a possibilidade de utilizagdo das sementes de uva é promissora. Por
outro lado, o facto de estarmos face a uma sociedade que enfrenta problemas
ambientais (problemas de eliminacdo de residuos) e as questées econdmicas (a
necessidade de investir em dreas mais vulnerdveis), a recuperacdo e reutilizacdo de
sementes de uva sdo de grande importancia, contribuindo para diminuir os custos de
producao vinicola, aumentar os lucros do produtor e criar novos produtos para consumo

humano (Baydar & Ozkan, 2006).

1.2. Vinho

A producdo de vinho é atualmente uma das atividades agricolas mais
importantes do mundo. Ndo hda duvida de que as uvas constituem uma abundante
cultura em todo o mundo, sendo Vitis vinifera L. a espécie mais cultivada para a

producdo de vinho em todo o mundo (Grimplet et al., 2007).

As regiGes vinicolas mais competitivas estdo localizadas principalmente na
Europa (ltalia, Espanha, Franca, Alemanha e Portugal) e América (EUA, Argentina e
Chile), mas também na Austrélia e na Africa do Sul. Em 2013, a produc¢do mundial
representou 281 milhdes de toneladas (Mateo & Maicas, 2015). Entre os paises
produtores de vinho a Italia, Franca e Espanha geram cerca de 46% da producdo mundial

(Da Ros et al., 2014).



Em Portugal hd produgdes significativas de variedades de vinhos tintos e brancos
um pouco por todo o territério. Esses vinhos sdo produzidos a partir de uvas tintas de
diferentes variedades, em alguns casos podem ocorrer combinagdes. Apds a colheita, as
uvas tintas sdo esmagadas e fermentadas durante um periodo de tempo adequado,
apos terminar a fermentacdo o vinho é separado do bagaco por processos mecanicos
podendo este passar por uma prensa onde aumenta a recolha do vinho. No caso das
variedades que ddo origem a vinho branco o processo podera ser diferente em que o
sumo da uva é separado de todos os elementos sélidos do cacho no conjunto
denominados por bagaco de uva (cangalho, pelicula do vago e semente) passando por
um processo de trituragdo, compressado e separa¢do em que apenas o sumo de uva sera
fermentado, ao terminar a fermentacdo passara por diversos processos na preparacao
do produto final, o vinho. Neste estudo sera utilizada a semente proveniente da casta

Alvarinho, variedade de vinho branco da sub-regido de Monc¢do e Melgaco.

Os vinhos brancos apresentam um conteuddo fendlico inferior ao dos vinhos
tintos, contendo menor atividade antioxidante, contudo, alguns compostos fendlicos
presentes nesses vinhos sdo mais eficazes na inibicao in vitro do processo de oxidagao
da lipoproteina de baixa densidade (Baderschneider et al., 2001). O tipo e concentracdo
de compostos fenélicos nos vinhos é influenciado pela composi¢cdao quimica da matéria-
prima (uvas) que é influenciada, por sua vez, pela variedade de origem, fase de
amadurecimento, condi¢gdes atmosféricas durante a maturacdo e tipo de solo. As
técnicas utilizadas durante o processo de producdo do vinho e as condi¢cbes de

envelhecimento também sdo importantes (De Gaulejac et al., 2001; Vifias et al., 2000).

1.3. Subprodutos do vinho

O processo de vinificacdo utiliza cerca de 80 % do peso total da matéria vegetal
da colheita. Durante o processamento do vinho é gerado o bagaco composto por cascas,
engacos e sementes (Figura 1.), um residuo solido resultado da compressdo para
obtencdo do sumo de uva, constituindo aproximadamente 13 % do peso total da uva
nos quais 38-52 % sdo de sementes de uva (Maier et al., 2009), que sdo entdo produzidos

em varias toneladas por ano (FAOSTAT, 2011).



Figura 1. Bagago de uva composto por cascas, engagos e sementes (variedade de uva branca da casta Alvarinho, Vitis vinifera L.).

As uvas e os produtos obtidos a partir dai, como o vinho, o sumo de uva, e as
uvas passas, constituem um fator economicamente importante, no entanto os
subprodutos que sdo gerados podem acrescentar valor a matéria-prima. Atualmente o
bagaco é um subproduto de baixo custo e de enriquecido conteddo em fibras, proteinas
e compostos bioativos. Antocianinas, catequinas, flavonois, glicosideos, acidos
fendlicos, alcodis e estilbenos sdo os principais componentes fendlicos do bagaco de uva
(Schieber et al., 2001). A sua composicdo depende de diversos fatores, um fator que
representa alguma influéncia serd o teor de dgua que pode variar consideravelmente,
dependendo da variedade da uva e maioritariamente da tecnologia de vinificacdo
(Schieber et al., 2001). Além disso, o conteudo de fendlicos no vinho e no bagaco oscila
consideravelmente quando sdo utilizados todos os constituintes do cacho ou parte. No
caso das sementes apds processamento da uva para o vinho, o contetdo de compostos
fendlicos permanece elevado sem grandes alteragdes devido a extragao ser menos
eficiente em comparagdo com outras partes da uva, como a pele e a polpa da uva

(Andelkovic¢ et al., 2014).



1.3.1. Semente

Embora as sementes representem até 6 % do peso do bago, sdo uma grande
fonte de compostos fendlicos (Gonzalez-Manzano et al., 2004). Sdo compostas por
lignina, lipidos, proteinas, carboidratos e polifendis, no entanto, a sua composi¢ao oscila
dependendo da variedade. As sementes de uva contém 5-8 % de polifendis (Shi et al.,
2003). Os principais polifendis isolados de sementes de uva sdo as catequinas
(catequina, epicatequina e epigalocatequina) e os seus polimeros (Prieur et al., 1994).

As sementes contribuem com catequinas e procianidinas para o vinho tinto, mas
o teor de flavonoides depende da maturidade da uva e das praticas de maceracdo. A
maioria deles sdo mesmo flavano-3-ol monoméricos (catequinas) e procianidinas ou
taninos condensados (Cheynier et al., 1997). As maiores concentracdes de flavondis
estdo na fase veraison, diminuindo lentamente até quase a maturidade, altura em que
permaneceram relativamente constantes (Kennedy 2000; Downey et al., 2003; De
Freitas et al., 1999).

Poucos estudos foram direcionados para determinar a localizagdo do conteudo
de flavonoides nas sementes de uva. Thorngate et al. (1994) observou uma maior
guantidade de flavano-3-ol no revestimento externo macio do que no endosperma e
sugeriu que as procianidinas na camada de semente sdo perdidas na maturidade da
semente quando esta apresenta uma cor castanha na colheita (Thorngate et al., 1994).

As sementes sdo constituidas por uma cuticula, uma epiderme e dois
integumentos ao redor da albumina e do embrido (Figura 2.). A mudanca de cor e o
endurecimento das sementes s3o concomitantes com a oxidacdo de fendlicos no

processo.

Figura 2. Corte transversal da semente na época de colheita. A segdo transversal da area mediana da semente permite distinguir o
integumento externo (Ol), tegumento médio (Ml) e albumina (Al). O rafe (R) é visivel. DF = face dorsal. Barra = 2,5 mm (adaptado
de Cadot et al., 2006).



Nas variedades Vitis vinifera L., as sementes tém uma forma especifica. S3o em
forma de pera e a secdo transversal é um trigono. Além disso, a cor ndo é uniforme.
Visualmente as sementes poderiam ser divididas em duas partes: a ponta e a base

(Figura 3.).

Figura 3. Observagdo macroscopica de sementes na época de colheita.
Barra = 2,5 mm (adaptado de Cadot et al., 2006).

A seccdo transversal da drea central da semente revelou cinco zonas (Figura 4):
(i) cuticula e epiderme; (ii) tegumento externo ou casaco de semente macio, composto
por células parenquimatosas de grandes dimensdes; (iii) tegumento médio ou casaco
duro da semente, composto por duas camadas de células; (iv) tegumento interno com

trés camadas de células; (v) endosperma e embrido.



Figura 4. Estrutura de sementes na colheita. Micrografia de luz das células de sementes de uva com coloragdo azul de
toluidina. A segdo transversal mediana da semente serviu para distinguir cinco zonas: cuticula (Cu) e epiderme (Ep),
tegumento externo (OI) composto por grandes células parenquimatosas; integumento médio (MI) composto por duas
camadas de células; integumento interno (ll) com trés camadas de células; endosperma e embrido. Como em algumas
sementes, nesta se¢do, o endosperma foi substituido por um espacgo vazio (Em). A espessura das camadas celulares do Ol é
maior na face ventral (VF) do que na face dorsal (DF). As células do tecido celular externo do Ol tornaram-se deformadas e
plasmolisadas (PI-Pa); as células em turgescéncia do tecido celular interno e os vacuolos dessas células sdo inteiramente e
intensamente coloridos (Ta-Pa). Fo = Saliéncia; R = Rafe. Barra = 10 um (adaptado de Cadot et al., 2006).

Os compostos fendlicos foram observados em trés tecidos: epiderme, uma
grande parte do tegumento externo e a camada interna do integumento interno. E
descrito que os flavano-3-ol foram concentrados no tegumento externo. Numa
perspetiva de vinificacdo, esta observacdo é importante porque os compostos desta
regidao seriam parcialmente extraidos durante o processo de fermentagdo da uva.
Estudos histoldgicos ndo revelaram compostos de flavano-3-ol no endosperma. Esta
observag¢do nao coincide com a de Thorngate et al., (1994) em que encontraram flavano-
3-ol no endosperma, mas em quantidades inferiores as da estrutura externa mais macia
da semente. Pode-se argumentar que os compostos fendlicos encontrados no
endosperma por estudos bioquimicos podem ser atribuidos simplesmente a
contaminacdo do endosperma com o material do revestimento da semente,

especialmente os flavano-3-ol da ultima camada celular do integumento interno.



No processo de fermentagcdo em que a semente se encontra intacta oferece
alguma resisténcia a extra¢do de taninos devido a estrutura das células que na colheita
a sua maturidade pode afetar a aptidao para a extracdo dos compostos. Acabando por
se detetar uma quantidade reduzida de taninos da semente atribuida as dificuldades na
extracdo (Kennedy et al., 2000 b).

Outra barreira sera a presenca do tegumento médio, que é impermeavel, e assim
impede que os compostos fendlicos do tegumento interno sejam extraidos durante a
vinificacdo. As proteinas estdao em grande parte presentes no endosperma. Neste tecido,
as proteinas estdo contidas nos vacuolos em estruturas globulares, estando bastante
condensadas. O tamanho e numero variara de acordo com as células. O endosperma é
um tecido macio protegido pelo tegumento interno. Em sementes maduras, o
revestimento da semente oferece uma protecdo mecanica reforcada para o
endosperma e embrido o que contribui para a manutenc¢ao do estado de dorméncia da

semente (Ristic et al., 2005).

1.4. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao divididos em dois grupos: flavonoides (antocianinas,
flavano-3-ol, flavondis) e compostos ndo flavondides (acido hidroxibenzoico e
hidroxicindmico, estilbenos). No entanto, os flavano-3-ol sdo os principais polifendis nas

sementes (Bourzeix, 1986; Cheynier and Rigaud, 1986; Makris et al., 2006).

No entanto, os dados revelam grandes diferencas em antocianinas, acido
fendlico, antoxantina e no conteddo de estilbeno no bagaco, dependendo
principalmente da variedade e da colheita (Lu et al., 1999). Além disso, o conteido em
polifendis na semente de uva varia com o grau de maturidade alcancado até a colheita
(Kennedy et al., 2000). A sua investigacao fornece informacgGes Uteis para selecionar os

compostos com potencial e adequados a uma extracdo rentavel (Kammerer et al., 2004).

As sementes de uva sdo uma rica fonte de catequinas e procianidinas (PC). Foram
identificados nas sementes os mondmeros (+)-catequina (Cat), (-)-epicatequina (Ec) e (-

)-epicatequina 3-O-galato, 14 dimérico, 11 trimérico e um tetramerico PC. Nove dessas



PC sdo esterificadas com uma ou duas moléculas de acido galico ligadas a uma unidade
Ec. Quantidades substanciais de PC altamente polimerizadas também estdo presentes.
Priehur et al. (1994) descobriram que 55 % das PC em sementes de uva constituem mais
de cinco unidades de mondmeros. Somente as PC do tipo de proantocianidinas foram
detetadas nas sementes (Escribano-Baildn et al., 1995). Além das PC, quatro taninos
hidrolisaveis ndo identificados foram encontrados nas sementes de uva (Santos-Buelga

et al., 1995).

Em 17 variedades de castas, 10 apresentam concentracdes de Cat e Ec mais
elevadas do que qualquer PC individual, observag¢des semelhantes foram relatadas na
literatura (Bourzeix et al., 1986b; Kovac et al., 1990; Dumon et al., 1991; Escribano-
Bailo'n et al., 1992a; Santos-Buelga et al., 1995). A concentracdo detetada de
epicatequina foi maior que a de catequina em 12 variedades. Romeyer et al. (1986)
descobriram que este era o caso de metade das variedades examinadas, enquanto
outros relatam que a catequina estava presente em maior concentragdo do que a
epicatequina na maioria das cultivares (Bourzeix et al., 1986b; Santos-Buelga et al.,
1995).

Os estudos suspeitam que as quantidades de catequinas e procianidinas sdo
influenciadas por fatores genéticos. Em geral, as sementes de variedades de uvas tintas
contém quantidades superiores desses compostos do que as uvas de variedades
brancas. A maior capacidade das variedades tintas para sintetizar compostos fenélicos
poderd explicar essa tendéncia. Entre as variedades tintas foi descrito que a casta Pinot
Noir tinha a maior quantidade de catequina e conteudo total analisado de flavano-3-ol.

O fracionamento dos compostos fendlicos do bagaco de uva é importante para
a identificacdo e quantificacdo inequivoca destes devido ao perfil complexo de
polifendis presentes no bagaco de uva, que inclui as antocianinas, acidos fendlicos,

antoxantinas e estilbenos (Oszmianski et al., 1988).



Antocianinas

As sementes, contém normalmente menores quantidades de antocianinas. Esta
conclusdo é suportada pela falta de antocianinas nas sementes de variedades de uvas
brancas e algumas uvas tintas. Assim, a presenca de pigmentos nas sementes deve ser
atribuida a difusdo das antocianinas provenientes das peliculas para as sementes
durante os processos de vinificagao.

E descrito na literatura que as sementes da casta Cabernet Mitos demonstram
guantidades mais elevadas de antocianinas, isto deve-se a esta variedade apresentar
antocianinas ndo apenas na pele, mas também na polpa, aumentando assim a difusdo
de pigmentos. Os fatores climaticos e microclimaticos sao também responsaveis pela

variabilidade das concentracdes de pigmentos.
Acidos fenélicos

O teor de acidos fendlicos das sementes varia de 115,9 (Trollinger, 2002) para
528,6 mg / kg de matéria seca (Spatburgunder, 2001) para sementes de uvas tintas e de
167,8 (Weisser Riesling, 2001) para 326,6 mg / kg de matéria seca (Muller-Thurgau,
2002) para sementes de uva branca. Sendo os niveis geralmente maiores nas sementes
em comparacdo com as peliculas em todas as variedades de uvas brancas
Spatburgunder (2002). Os extratos de sementes mostraram predominancia de acido
galico e acido protocatecuico (Tabela 1.).

Tabela 1. Contetdo em &cidos fendlicos (mg/kg de matéria seca) de peliculas e

sementes do bagaco de uvas brancas (V. vinifera L. Cv. Merzling) (Adaptado de
Kammerer et al., 2004).

Peliculas Sementes
acido galico 15,0%0,2 106,518,8
acido protocatecuico 42,8+0,5 102,8+25,5
acido caftarico 61,0+2,8 9,313,4
acido p-hidroxibenzoico 31,1+0,1 13,8+0,9
acido coutarico 54,5+1,4 30,3%16,3
acido cafeico 1,7+0,2 1,9+0,6
acido tartarico 17,3#1,1 3,0+0,1
acido siringico 1,041,2 1,1+0,1
acido p-cumarico nd? 7,2+0,1
acido ferulico 2,610,0 3,910,1
acido sinapinico nd?® 1,0+0,1

2N3o detetado
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Antoxantinas e estilbenos

O conteludo em antoxantinas e estilbenos entre peliculas e sementes varia
consideravelmente (Tabela 2.), estes compostos sao frequentes em extratos de semente

com o objetivo de preparacao de suplementos alimentares.

Tabela 2. Contedido em antoxantinas e estilbenos (mg/kg de matéria seca) de peliculas
e sementes do bagaco de uvas brancas (V. vinifera L. Cv. Weisser Riesling) (Adaptado de
Kammerer et al., 2004).

Peliculas Sementes
catequina 226,7+£24,6 790,2+11,2
epicatequina 134,6+12,1 674,5+24,9
epicatequina galato 35,5%3,6 457,9+35,8
procianidina B1 191,5+6,6 1053,7+29,3
procianidina B2 91,0+2,5 506,2+41,1
quercetina nd? nd?
quercetina-3-0-glicosideo 156,7+9,3 14,7+0,9
quercetina-3-0-glucosideo 351,7+23,3 32,6%3,0
quercetina-3-0-glicuronideo 509,9+30,4 38,010,8
quercetina-3-O-ramnosideo 57,7+3,5 14,4+1,0
kaempferol nd? nd?
kaempferol-3-o-glucosideo nd? 20,0+1,4
trans-resveratrol 247,6+15,6 14,2+1,8
trans-polidatina 15,5+0,1 4,7+0,2
Isorhamnetina-3-0-glucosideo 35,540,1 nd?

2N3o detetado

As sementes geralmente apresentam maior teor de polifendis do que as
pelculas. O seu contetido oscila de 2,28 a 18,76 g / kg de matéria seca para uvas tintas e
de 3,52 a 13,63 g / kg de matéria seca para uvas brancas (Kammerer et al., 2004). As
diferencas entre as sementes de variedades de uvas tintas e brancas ndo foram
significativas. Isso pode estar relacionado com o facto de que os compostos fendlicos s
sdo extraidos das sementes de uva apds a formacado de etanol no vinho tinto durante a
fermentacdo (Peyrot des Gachons & Kennedy, 2003). Assim, os diferentes conteudos
fendlicos de sementes nao refletem linearmente as diferentes variedades. No entanto,
o conteudo em polifendis demonstra que dependem do estagio e maturidade (Kennedy
et al., 2000). O perfil fendlico das sementes foi dominado por flavonéis, enquanto que
as antoxantinas e os estilbenos foram detetados em menores quantidades devido a

estes constituintes estarem presentes na polpa que adere as sementes.
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Em geral, os principais compostos em sementes de uva sao as catequinas e
epicatequina (Fuleki & Ricardo da Silva, 1997; Revilla & Ryan, 2000). Quanto a presenca
de catequina e epicatequina na pelcula e sementes, é comum que flavano-3-ol estejam
localizados tanto na pele de uva como nas sementes; no entanto, a pele contém
menores concentracdes de flavano-3-ol do que as sementes (Revilla & Ryan, 2000;
Gonzalez-Manzano et al., 2004; Rodriguez Montealegre et al., 2006). Sun et al. (2006)
quantificaram o trans-resveratrol nas sementes, detetando uma baixa concentracao (6,8
mg/kg). Yilmaz & Toledo, (2004) também detetaram trans-resveratrol em amostras de

sementes.

Dinamica do conteudo fendlico

Os polifendis contém varios grupos hidroxilo (-OH) que sdo antioxidantes
doadores de hidrogénio e aprisionam o oxigénio singleto (Middleton & Kandaswami,
1994), o que os torna agentes redutores. Também sdo agentes quelantes de metais
muito potentes. Podem capturar e extinguir os radicais livres e quebrar a rea¢des em
cadeia. Os potenciais antioxidantes sdo quatro a cinco vezes superiores aos da vitamina
CouE.

Os polifendis das sementes de uva sdo muito sensiveis ao oxigénio, luz, acidos, e
meios alcalinos, mas relativamente menos sensivel ao calor. Polifendis incolores como
a catequina e a epicatequina sao facilmente oxidados em frutos e vegetais devido a
presenca da polifenoloxidase. Uma forma de desativar a polifenol oxidase passa pela

curta exposicdo a uma temperatura entre 70 °C e 90 °C (Macheix et al., 1990).

Interagao polifendis — proteinas

Os polifendis das sementes de uva tém uma afinidade especial para algumas
proteinas e certas estruturas de proteinas (por exemplo, proteinas ricas em prolina)
(Asano et al., 1982; Johnson et al., 1968; Pollock et al., 1959). Essas reacbes entre
polifendis e proteinas podem ser utilizadas na extracao de polifendis e proteinas do
material vegetal. As interacdes polifendis - proteinas também reduzem a precipitacdo
de enzimas a medida que a proteina reage com acucares, reduzindo assim a turbidez.

Os polifendis podem-se combinar reversivelmente com proteinas por ligacdo de
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hidrogénio, ou irreversivelmente por oxidacdo seguida de condensacdes covalentes. Um
estudo sobre a natureza da interagdo proteina-polifendis nos vinhos mostrou que a
interacdo envolve ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e algumas ligacdes

covalentes (Hagerman, 1992; Siebert, 1999).

Mais de 33 % do peso seco da proteina é constituido por compostos fendlicos,
conectados por ligacdes de hidrogénio (Loomis, 1969). As quinonas
sdo compostos que reagem de forma ndo enzimdatica com outras substancias. Estas
podem ser polimerizadas, reduzidas ou até mesmo sofrer ataques nucleofilicos por
substancias com grupos amino, tiol e metileno ativo (Pierpoint, 1970). Portanto, a
combinacdo de ligacGes de hidrogénio e reacdes de quinona ocorrem em produtos que

contenham proteinas e polifendis.

1.5. Os polifendis para a saide humana

Os compostos fendlicos dos subprodutos do vinho tém atraido cada vez mais
atencdo devido as suas propriedades antioxidantes e aos seus efeitos benéficos para a
saude humana (Shirkande, 2000). Por esta razdo, o extrato de sementes de uva nos

ultimos anos aparece como um suplemento nutricional (Waterhouse et al., 2000).

Dado o contelddo das sementes, estas sdo consideradas uma fonte de fibra
dietética (Bravo & Saura, 1998; Martin-Carron et al., 1997; Valiente et al., 1995). Os
extratos de sementes de uva ricos em procianidinas tém sido alvo de investigacdes mais
detalhadas relativamente aos feitos benéficos para a saude humana. Diferentes estudos
indicam uma vasta gama de atividades bioldgicas, como por exemplo: propriedades
antioxidantes e efeitos radioprotectores (Castillo et al., 2000), prevencdo de cataratas
(Yamakoshi et al., 2002), efeitos anti-hiperglicémicos (Pinent et al., 2004), aumento da
lipemia pds-prandial (Del Bas et al., 2005), manipulacdo da expressdo de sistemas de
enzimas antioxidantes (Puiggros et al., 2005), melhoria da sensibilidade a insulina e
prevencao da hipertrigliceridemia (Al-Awwadi et al., 2005), inibicdo da aromatase e
supressao da expressdo da aromatase, inibicdo da atividade da proteina quinase do

receptor envolvido no crescimento epidérmico, efeitos protetores contra danos
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oxidativos em células cerebrais de ratos (Guo et al., 2007), e efeitos anti-inflamatorios
(Terra et al., 2007).

O dleo produzido a partir da semente pode também representar uma boa opcao,
com numerosos beneficios para a salde associados a sua composicao, principalmente
em relacdo a vitamina E e acidos gordos, em particular o acido linoleico. Este acido gordo
¢é referido na literatura como um protetor contra doencas cardiovasculares (Wijendran
& Hayes, 2004), enquanto que a vitamina E presente tem propriedades neuroprotetoras
e anti-tumorais; sendo capaz de baixar o nivel de colesterol e adicionalmente pela sua
atividade antioxidante (Choi & Lee, 2009). Recentemente, alguns estudos indicam que
extratos aquosos preparados a partir das sementes de uva podem ter atividades

antibacterianas e antioxidantes notaveis com elevado valor (Adamez et al., 2012).

1.6. Atividade antioxidante

O conteldo em compostos fendlicos na semente de uva anteriormente discutido
tem levado também a investigacdo de varios métodos para avaliar a atividade
antioxidante de extratos vegetais e compostos isolados. Assim, foram realizados ensaios
in vitro utilizados para determinar a capacidade antioxidante baseada na inativacdo de
radicais estaveis sintéticos, tais como o 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH), método
desenvolvido por Blois (1958). Além disso, embora seja demonstrado que varios
extratos apresentam notavel atividade antioxidante em varios ensaios in vitro, muito
poucos estudos foram efetuados utilizando compostos fendlicos isolados que exercem
individualmente esse efeito e o estudo da sua interacdo (Meyer et al., 1998; Guarnieri
et al., 2007).

Em investigacOes recentes (Lotito & Frei, 2004; Guarnieri et al., 2007), ha um
interesse crescente na compreensao de como os compostos fendlicos podem interagir
e em fornecer mais conhecimento sobre a matéria. Em certos estudos a atividade
antioxidantes dos polifendis contidos na fibra das sementes mostraram ser quatro a
cinco vezes maiores que o das vitaminas C ou E (Uchida, 1980).

Estudos posteriores confirmam a elevada capacidade antioxidante das sementes

de uva. ldentificando-se atividade antioxidante in vitro contra a oxidagao do LDL a partir
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de diferentes variedades de uva. Nos resultados deste estudo foi indicado também a
importancia do solvente utilizado para a extragdo dos compostos. A utilizacdo de apenas
um solvente como o caso da acetona ou metanol leva a uma maior extracdao contudo
com baixa atividade antioxidante e um baixo poder redutor, por outro lado, as misturas
como por exemplo de etanol e dgua resultam em menores quantidades de extracdo mas
apresentam elevada atividade antioxidante e elevado poder redutor, assim uma mistura
de solvente apropriada é muito importante na obtencdo de uma fracdo com elevada

atividade antioxidante (Jayaprakasha et al., 2001).

Conforme relatado por diferentes autores (Choi et al., 2002; Heijnen et al., 2001;
Ketsawatsakul et al., 2000; Pannala et al., 1997; Sadeghipour et al., 2005) a quercetina,
a catequina e a epicatequina foram os inibidores de peroxinitrito mais ativos. Dentro
dos quais a quercetina apresenta maior atividade contra o radical livre DPPH, conforme
descrito por Villano et al. (2007) e tendo sido referido ter a maior atividade antioxidante
avaliada pelo ensaio fluorimétrico (Lo'pez et al., 2003). A catequina e epicatequina sao
equivalentes mais fracos contra ambos os radicais, comparativamente a quercetina em
testes DPPH. Ja o trans-resveratrol e a rutina apresentam normalmente diferentes
tendéncias em relacdo aos dois radicais. Este facto também é confirmado por diferentes
autores que, utilizando sistemas diferentes de determinagado da atividade antioxidante,
detetaram baixa ou insignificante correlacdo estatistica entre a capacidade de
eliminagdo de radicais livres e o conteldo fendlico, sugerindo que a presenca de mais
componentes fendlicos ou as interacdes podem estar envolvidas no potencial

antioxidante do extrato (Kallithraka et al., 2005; Ruberto et al., 2007).

Estes resultados indicam que os compostos fendlicos presentes no extrato
podem interagir entre si e que as suas interacbes podem afetar a sua capacidade
antioxidante. Isto pode-se dever a forma como os compostos fendlicos sdo capazes de
eliminar diferentes radicais, neste caso o DPPH e radicais gerados a partir da
degeneracdo de peroxinitrito. Contudo estas intera¢cdes foram avaliadas em poucos
trabalhos utilizando diferentes sistemas.

Entre alguns autores, concluiram que, com duas e trés combinacbes de
compostos fendlicos, o efeito antioxidante dos hidroxifendis testados foram aditivos em

gue o acido eldgico exerceu um efeito antagonista significativo sobre a atividade
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antioxidante de todas as combinagGes que continham catequina. Esse efeito foi
atribuido as ligacdes de hidrogénio entre catequina o-dihidroxilos e carbonatos de acido
eldgico. Num estudo mais recente Heo et al. (2007) mediram a capacidade antioxidante
utilizando o teste do radical ABTS, selecionando combinagdes de dois ou trés compostos
fendlicos em varias concentracdes, contudo, ndo detetaram nenhum efeito sinérgico
entre os fendlicos, apenas se observou o efeito aditivo, assim demonstraram que as
interacGes entre compostos sdo importantes para a atividade bioldgica de extratos
brutos. Contudo, os compostos fendlicos investigados, demonstraram forte atividade
antioxidante interessante para atividades bioldgicas e farmacoldgicas, como agentes

antioxidantes.

1.7. Extragdo de compostos bioativos

A extracdo é o primeiro passo na utilizacdo dos polifendis a partir de fontes
naturais para preparacdao de suplementos dietéticos ou nutracéuticos, ingredientes

alimentares, produtos farmacéuticos e cosméticos (Dai & Mumper, 2010).

A extracdo é uma etapa muito importante no isolamento, identificacdo e
utilizacdo dos compostos fendlicos (Lapornik et al., 2005). Dado que a extracdo sélido-
liquido é uma operacao heterogénea e multi-componente que envolve transferéncia de
massa instavel de uma matriz sélida para o liquido, onde os solutos podem ser extraidos
a diferentes taxas, dependendo da sua localiza¢do (superficie externa, poros, vacuolos,
etc.) e solubilidade (Diaz-Reinoso et al., 2006). Para descrever o mecanismo de extracdo
por difusdo na literatura geralmente é utilizada a segunda lei de Fick (Herodez et al.,
2003). A recuperacdo desses componentes é normalmente realizada através de um
procedimento de extracdo por solvente com uma determinada concentracdao de
solvente, tempo e temperatura devendo estes parametros importantes serem
otimizados (Spigno et al., 2007).

A extracdo sélido-liquido é um fendmeno de transporte de massa em que 0s
sélidos contidos numa matriz migram para o solvente colocado em contato com a

matriz. Este fendmeno de transporte de massa pode ser melhorado com mudangas nos
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coeficientes de difusdao induzidos por métodos convencionais e ndao convencionais
(Corrales et al., 2009).

Bucic¢-Koji¢ et al. (2009) mostraram que a extragao dos compostos fendlicos das
sementes de uva depende do solvente utilizado e da temperatura de extragao.
Demonstrando que o conteddo fendlico nos extratos aumenta com a temperatura de
extragdo, atingindo o maior rendimento de extragdo a 80 °C e com 50 % de etanol. Deste
modo é evidente que a resisténcia a transferéncia de massa desempenhe um papel

importante na extracdo de compostos fendlicos a partir da semente de uva.

Tradicionalmente, os polifendis sdo extraidos de produtos naturais utilizando
solventes organicos (Latoui et al., 2012). A extracdo convencional através de um
solvente é a técnica aplicada e difundida a escala industrial para extrair compostos
bioativos de matrizes de plantas. No entanto, estas técnicas requerem tempos de
extracdo longos e resultam em baixos rendimentos de extracdo (Singh & Saldafia, 2011).
Para além de que, o tempo de extracdo prolongado ou a temperatura mais elevada
produzem efeitos negativos nos componentes alvo. Podem causar a degradacdao de
compostos fendlicos (Andelkovi¢ et al., 2014). Para ultrapassar estas limitagdes, tem
sido aplicado um esforco consideravel na investigacdo da extracdo de constituintes de
plantas utilizando técnicas ndao convencionais tais como a extra¢ao por aguecimento
éhmico, que sera abordada no presente estudo.

Mesmo que estas técnicas permitam melhorar o rendimento de extragao e
reduzir o tempo de extracdo, elas ainda utilizam solventes convencionais (etanol,
metanol, etc.) e o desejo de encontrar um método amigo do ambiente continua
desafiador (Duba, 2015).

O objetivo de recuperacdo de polifendis de subprodutos da industria dos vinhos
utilizando diferentes métodos ndo convencionais tem atraido bastante interesse por
parte de investigadores e da industria. Verificando-se que a concentracdo de compostos
antioxidantes no extrato pode variar muito dependendo da tecnologia aplicada para a
extracdo. A maioria dos estudos que avaliaram o potencial de métodos ndo
convencionais para a valorizacdo de residuos e subprodutos da uva focaram-se
maioritariamente nos compostos bioativos com atividade antioxidantes para fins

médicos (Teixeira et al., 2014).
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Com o objetivo de melhorar a eficiéncia e eficacia na extragdo, no presente
trabalho devemos ter uma nogdo do que ja foi testado, analisando assim os pontos

fortes ou fraquezas de diferentes métodos convencionais e ndo convencionais.

1.7.1. Métodos convencionais

Os métodos tradicionais baseiam-se principalmente no processo de
aquecimento (Figura 5.), que embora facilite a transferéncia de massa entre as
diferentes fases do sistema, consome muita energia e pode resultar na degradacdo dos
compostos termoldbeis. A extracao industrial de polifendis é realizada com uma mistura
de dlcool e dgua. No entanto, é necessario um tempo de difusdo bastante longo, 3-20

horas para a extracdao (Boussetta, 2010).

‘Controlo da temperatura

Amostra

Transferéncia de calor

Figura 5. Representagdo esquemadtica do sistema envolvido no processo de aquecimento de uma amostra (adaptado de Barba et
al., 2016).

1.7.2. Métodos inovadores/ tecnoldgicos

Hoje em dia, as tecnologias emergentes estdo a atrair cada vez mais interesse
por parte de vdrias industrias alimentares, devido ao seu potencial para recuperar
compostos de valor de forma efetiva e sustentavel utilizando menos energia entre
outros recursos, substituindo assim os métodos convencionais de processamento a base

de calor (Boussetta, 2010).
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Para superar diferentes problemas, as tecnologias inovadoras estdo a ser
também adotadas nas industrias alimentares, com finalidade de satisfazer o aumento
da procura pelos consumidores por alimentos e subprodutos menos processados e

atendendo aos requisitos de um conceito de extragdo verde (Galanakis, 2013).

O etanol é o solvente mais abundante utilizado para substituir os convencionais
solventes com maiores impactos, apresentado vantagens tais como ser permitido na
industria alimentar, abundancia relativamente a outros solventes tradicionalmente

utilizados e facil de eliminar do extrato por evaporacdo a temperatura ambiente.

Contudo, este conceito visa evitar/minimizar a utilizacdo de solventes organicos,
juntamente com outros beneficios, como reduzir o tempo de tratamento, diminuir a
temperatura de processamento, intensificar o processo de transferéncia de massa,
aumentar os rendimentos de extragao, preservar a alta qualidade do extrato e reduzir o

consumo de energia (Chemat et al., 2012, 2015; Rombaut et al., 2014).

Ultra-sons

O aumento na extracdao obtido pela utilizagdo dos ultra-sons é atribuido
principalmente ao efeito de cavitagdes acusticas produzidas no solvente pela passagem
de uma onda de ultra-som (Wang et al., 2008). O ultra-som oferece um efeito mecanico
gue permite maior penetracdo do solvente na matriz da amostra, aumentando a area
de superficie de contato entre a fase sélida e liquida e, como resultado, o soluto difunde-

se rapidamente da fase sélida para o solvente (Rostagno et al., 2003)

Devido ao efeito cavitacional melhora a transferéncia do calor e de massa
através dos danos nas paredes celulares, os ultra-sons sdao cada vez mais utilizados como
um processo auténomo ou como parte do procedimento para a extragao de compostos
valiosos. Este tratamento oferece beneficios como maior penetracdo do solvente em
material celular, menor tempo de processamento e residéncia, maior rendimento e
reprodutibilidade do processo, baixo consumo de solventes e emulsificantes, elevado
processamento, diminuicdo do risco de contaminacdo, extracdo de componentes
termolabeis, economia significativa na manutencdo, eficiéncia energética no

processamento e finalmente, devido aos factos mencionados, um processamento mais
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econdmico e amigo do ambiente (Rosell6-Soto et al., 2015b). Assim, os ultra-sons
podem ser facilmente implementados para melhorar a eficiéncia de extragdao de
polifendis, flavonodides, flavondis, aclcares, minerais e carotendides em sucos (Abid et

al., 2014; Bhat et al., 2011; Rawson et al., 2011).

Corrales et al. (2008) estudaram os efeitos dos ultra-sons comparando com um
tratamento térmico (70 °C) para recuperar compostos bioativos com actividade
antioxidante a partir de subprodutos de uva e observaram um aumento significativo nos
compostos fendlicos totais dos extratos obtidos apds a aplicacdo de tratamentos por

ultra-sons em comparac¢do com a extracdo de agua convencional.

Rajha et al. (2014a) também investigaram os efeitos dos ultra-sons (1010 kJ / kg)
na recuperacdo de proteinas e polifendis a partir de subprodutos da uva e obtiveram
um aumento significativo na extracdo de polifendis. No entanto, é descrito que o
consumo de energia para alcancar niveis semelhantes de polifendis recuperados com
outros tratamentos fisicos alternativos foi incrementalmente maior, em comparacgao

com a tecnologia HVED (10 kJ / kg) e PEF (50 kJ / kg).

Extragdo assistida por micro-ondas (EAM)

A extracdo assistida por micro-ondas é outro método de extracdo verde e é
baseado no impacto direto nos compostos polares. A energia eletromagnética, na faixa
de frequéncia de 300 MHz - 300 GHz, é transferida para gerar calor apds a conducao
idnica e a rotacdo do dipolo (Jain et al., 2009). O processo de EAM ¢é suposto envolver
trés etapas sequenciais (Alupului et al., 2012): i) separa¢do dos solutos dos locais ativos
da matriz da amostra sob aumento de temperatura e pressao, ii) difusdo do solvente
através da matriz da amostra e iii) liberacdo dos solutos da matriz da amostra para o

solvente.

Esta tecnologia apresenta vantagens, tais como o aquecimento mais rapido para
a extracao de substancias bioativas a partir de materiais vegetais, gradientes térmicos
reduzidos, tamanho reduzido do equipamento e maior producdo de extrato (Chemat e
Cravotto, 2012, 2013; Cravotto et al.,, 2008). O tratamento com micro-ondas é

investigado para extracdo e valorizacdo de compostos naturais a partir de materiais
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vegetais e subprodutos. A viabilidade da utilizagao do processo EAM em escala industrial
tem captado ateng¢do para uma extragdo verde de compostos valiosos das matrizes de
plantas e subprodutos industriais (Diaz-Ortiz et al., 2007; James Mason et al., 2011; Li et
al., 2012; Tatke & Jaiswal, 2011). Por exemplo, Liazid et al. (2011) estudaram o EAM na
extracdo de antocianinas a partir da pelicula de uva. Os resultados obtidos mostraram
uma reducdo notdvel no tempo de extragao de 5 horas para 5 minutos, alcangado com

o EAM em comparag¢dao com o método convencional de extragao sélido-liquido.

Extragao de fluido sub- e supercritico

O fluido mais utilizado para processos de extracdo supercritica € CO2. Tem uma
baixa temperatura critica (31,1 °C), sem toxicidade e seguro de utilizar. Além dessas
caracteristicas, os processos de extracdo que utilizam CO, supercritico ocorrem na
auséncia de luz e ar, minimizando as rea¢Ges de degradacao. No entanto, devido ao seu
carater ndo polar, o CO; ndo é utilizado preferencialmente sozinho para extrair
polifendis polares, mas misturado com co-solventes organicos (por exemplo, etanol,
metanol, acetona) também denominados modificadores. Estes solventes aumentam o
poder de solvatacdo do CO; e, portanto, a solubilidade e extrabilidade dos polifendis. A
temperatura critica de uma mistura de CO; e co-solvente é superior a dos solventes
separados, resultando assim numa menor utilizagao de co-solvente apds a extragdo na
gama de 40-60 °C. Adicionar 5, 10, 14, 17, 20 e 100 % de etanol ao CO, aumenta a
temperatura critica da mistura para 42,5, 53,7, 62,8, 69,5, 76,1, 403 e 243,3 °C,
respetivamente (Adil et al., 2007). Portanto, numa extracdo supercritica utilizando uma
mistura de CO; + etanol poderia ser realizada a 200 bar, 50 °C e 5 % de etanol, podendo

diminuir assim a temperatura para 40 °C.

A extracdo de CO; subcritica com etanol e / ou metanol como co-solvente tem
sido utilizada para recuperar polifendis de subprodutos da industria do vinho. Na mesma
linha, Palma & Taylor (1999) desenvolveram uma metodologia para extrair polifendis de
sementes de uvas brancas. Para este efeito, otimizaram as condi¢des de processamento
(densidade do CO,, co-solvente, concentracdo do co-solvente e temperatura de
extracdo) e obtiveram um extrato rico em acido gélico, catequina e epicatequina como

compostos fendlicos predominantes.
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A extracdo de fluido supercritico também foi amplamente investigada para a
recuperagao de compostos com elevado valor associado. Esta tecnologia é de grande
importancia principalmente devido a pureza dos extratos fornecidos. A maioria dos
estudos que avaliaram o potencial deste tipo de extragao para recuperar compostos

valiosos de subprodutos de uva focaram-se na recuperagao do resveratrol.

Murga et al., (2000) avaliaram o potencial de misturas de CO; e 4lcool sob
condicBes supercriticas para extrair seletivamente compostos fendlicos de sementes de
uva e detetaram um aumento significativo na capacidade do solvente quando

aumentaram a pressao e a quantidade de dlcool utilizado como co-solvente.

Processamento de alta pressao

O processamento de alta pressdo (AP) é outra tecnologia que mostrou boas
perspetivas para extrair compostos bioativos antioxidantes de materiais alimentares de
plantas (Barba et al., 2015). Muitos estudos obtiveram um significativo aumento do teor
total de antocianinas e individual apds o processamento em compara¢dao com métodos
de extracao convencionais. No geral, verifica-se que a AP pode ser uma ferramenta util
para extrair compostos termolabeis, como a antocianina dos subprodutos de uva. Foi
avaliado o potencial de alta pressdo / alta temperatura para extrair compostos fendlicos
de subprodutos de uva (Casazza et al., 2010a, 2012) e, em particular, o resveratrol das

peliculas de uva (Casazza et al., 2010b), apresentando resultados promissores.

Extracdao por agua quente pressurizada

A extracdo por agua quente pressurizada € um método ndo convencional
baseado na extracdo de moléculas utilizando agua quente no estado liquido como
solvente. A principal propriedade desta técnica é utilizar valores de temperatura acima
de 100 °C e pressao para além dos 0,1 MPa (o ponto de ebulicdo atmosférico da dgua) e
abaixo dos valores do ponto critico (374 °C; 22,1 MPa). Quando a 4gua é utilizada como
solvente, a tecnologia também pode ser designada como extracdo subcutanea de agua,
extracdo liquida super-aquecida e extracdo liquida pressurizada ou extracdo acelerada

de solvente (Plaza & Turner, 2015).
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Extracao assistida por solventes hidrotrépicos

Os solventes hidrotrdpicos sdo sais organicos altamente solUveis em dgua, o que
pode melhorar a solubilidade dos compostos ndo sollUveis ou pouco soluveis a
dissolverem-se na agua. Em relacdo a residuos e subprodutos da uva, num trabalho
recente, Rajha et al. (2015) avaliaram o potencial de b-ciclodextrina, um solvente

hidrotrépico, na extracdo de polifendis.

Campos Elétricos Pulsados (Pulsed Electric Fields - PEF)

O tratamento por campos elétricos pulsados € um método promissor para a
recuperacdo de compostos valiosos a partir de residuos alimentares e subprodutos
(Deng et al., 2015; Galanakis, 2012; Koubaa et al., 2015). Este tratamento é aplicado ao
material colocado entre dois elétrodos. A amplitude do pulso no equipamento varia de
100-300 V/cm a 20-80 kV/cm (Koubaa et al., 2015). Normalmente é conduzido a
temperatura ambiente ou ligeiramente superior a temperatura ambiente e com um
tempo de tratamento inferior a 1 s (us ou ms) (Barbosa-Canovas et al., 2000). Quando
as células da planta sdo expostas a um determinado campo elétrico, as membranas
celulares podem ser danificadas, levando a formacao de poros temporarios (reversiveis)
ou permanentes (irreversiveis) (Figura 6.). Esse fenémeno de dano celular é chamado

de "eletroporacgao".

Numerosas industrias de processamento alimentar adquiriram equipamentos de
PEF para ampliar os processos de extragdo e o pré-tratamento de matrizes de alimentos
(Jaeger et al., 2009; Mohamed & Amer Eiss, 2012). Véarias cdmaras de tratamento foram
testadas em relacdo a homogeneidade do campo, a capacidade de limpeza e ao
comportamento do fluxo. Equipamentos com nivel de poténcia médio de 5, 30 e 80 kW,

tém capacidade de processar até 10.000 L/h (T6pfl, 2011).

A forca do campo elétrico é um dos fatores mais importantes que influenciam a
concentracdo dos compostos extraidos. Por exemplo, Balasa et al., (2006) avaliaram os
efeitos do PEF de baixa intensidade na extracdo de polifendis de uvas para vinho (Vitis
vinifera) e descobriram que o tratamento com PEF em campo elétrico muito baixo (0,5
kV/cm, 50 pulsos, 0,1 kJ/kg) aumentou o teor total de polifendis (TP) em 13 % no suco

de uva recém esmagado em compara¢dao com o suco esmagado ndo tratado. Com um
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aumento adicional de intensidade (2,4 kV/cm, 50 pulsos 2,3 kJ/kg), um maior aumento
de conteudo de TP (28 %) foi detetado devido ao maior grau de permeabilizagdo da
membrana celular. No entanto, a aplicacdo de maior intensidade de PEF ao aumentar a
for¢a do campo elétrico, ndo resultou numa melhor extragdo de TP dos residuos de uvas.
Por exemplo, a aplica¢do de PEF a 0,5 kV/cm proporcionou um aumento maior do teor
de TP (24 %) em uvas do que a sua aplicagdo a 2,4 kV/cm (Balasa et al., 2006). O aumento
do conteldo de TP com baixa intensidade de PEF pode estar relacionado a uma inducao
de stresse nas células de uva e posterior producdo de polifendis como metabdlitos

secundarios.

Outro estudo, testou o impacto do PEF (0,8-5 kV/cm, 1-100 ms, 42-53 kJ/kg) na
recuperacao de fendlicos das uvas Cabernet Franc durante a fermentac¢ao do vinho tinto
sendo avaliado e comparado com tratamento convencional por aquecimento (50 °C, 15
min, 125 kJ/kg) (El Darra et al., 2013a). O estudo mostrou uma melhoria significativa na
extracdo de fendlicos (teores de antocianina e taninos), intensidade de cor e atividade
antioxidante das amostras durante a fermentacdao do vinho tinto apds a aplicacdo de
PEF (51-62 %) em comparagdo com os tratamentos térmicos (20 %). Foi demonstrado
gue o tratamento com PEF foi mais eficaz para a recuperacdo de antocianinas. Utilizando
esta tecnologia, os rendimentos de extragdao aumentaram até 22 % em comparagdao com
extracdo por ultra-sons e 55 % com tratamento por descargas elétricas de alta tensao

(HVED).
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Figura 6. Representagdo esquemadtica de um sistema de tratamento continuo de Campos Elétricos Pulsados (Pulsed Electric Fields -
PEF) (adaptado de Barba et al., 2016).
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Descargas elétricas de alta tensdo (High Voltage Electrical Discharges - HVED)

A tecnologia de descargas elétricas de alta tensdo tem sido utilizada por
diferentes investigadores para recuperar compostos de alto valor de varias plantas e
materiais alimentares, devido a descarga elétrica que provoca a rutura celular dos
tecidos (Boussetta & Vorobiev, 2014). Se o campo elétrico for intenso o suficiente (até
40 kV e 10 kA), a avalanche de eletrdes propaga-se, desde o elétrodo até ao elétrodo de
massa (Figura 7.) gerando grande impacto no meio. Esta descarga elétrica é
acompanhada por varios fenmenos secundarios, como ondas de choque de elevada
amplitude de pressao, cavitacdo de bolhas, criacdo de turbuléncia liquida e producdo de
espécies ativas. Consequentemente, todos esses fendmenos levam a fragmentacdo das
particulas e ao dano da estrutura celular, facilitando a libertagdo dos compostos

intracelulares.

Ja foi investigada a escala piloto (35 L) a extracdo de polifendis assistida por esta
tecnologia a partir do bagaco de uva. Apds o tratamento, a intensificacdo da extragao
de polifendis totais aumentou sete vezes em bagaco de uva (sementes, peliculas e
hastes). No entanto foi descrita a necessidade de aumentar a energia de tratamento em
escala piloto para obter taxas equivalentes de polifendis em comparacdo com a escala
laboratorial (Boussetta et al., 2012). Os principais trabalhos resumem o impacto na
recuperacdo de compostos de alto valor associado aos subprodutos da industria do

vinho.

Mais tarde, Boussetta et al., (2013) investigaram o potencial de HVED (40 kV)
para extrair polifendis das sementes de uva e compararam esta eficiéncia de extracdo
com o PEF (8 - 20 kV/cm, 0 - 20 ps) e um processo de moagem (180 W, 40 s). Os
resultados mostraram que HVED e moagem, com posterior extracdo em solvente
contendo etanol a 30 %, aumentaram o rendimento de polifendis até um maximo de 9

g EAG / 100 g de matéria seca.
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Figura 7. a. Representacdo esquematica de uma célula HVED de escala laboratorial utilizada para processamento de sementes de

uva. b. Representagdo esquematica da evolugdo da descarga dielétrica de alta tensdo durante o tratamento com HVED e
fenémenos associados (adaptado de Barba et al., 2016).

Aquecimento 6hmico pulsado (Pulsed ohmic heating - POH)

Em alguns casos, a aplicagdo de campos elétricos moderados a temperatura
ambiente ndo é suficiente para danificar as células localizadas em estruturas rijas da uva,
como as sementes. Portanto, a aplicacdo de POH, que consiste em aumentar a
temperatura por movimentos idnicos (Figura 8.) apds a aplicagcdo do tratamento com
PEF, pode ser uma ferramenta util para recuperar compostos intracelulares em campo
elétrico moderado (<1000 V/cm) e temperaturas moderadas (20-50 °C) (Praporscic,

2005).

Tem sido avaliados os efeitos de POH (20-800 V / cm) em diferentes
percentagens de etanol em dgua (0-50 % p/p) na recuperagao de polifendis do bagaco
de uva tinta (El Darra et al., 2013) e foi descrito que o tratamento com POH é capaz de
induzir a destruicdo da membrana celular, aumentando assim a extracao de polifendis
do bagaco de uva, aumentando em 36% a recuperacdo de polifendis do que a amostra
ndo tratada, quando o tratamento com POH foi aplicado a 400 V / cm seguido de um

passo de difusao de 60 min a 50 °C e com solvente de 30 % de etanol em agua.
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Figura 8. Representagdo esquematica de um sistema de aquecimento aquecimento dhmico pulsado (Pulsed ohmic
heating - POH) em escala de laboratério (adaptado de Barba et al., 2016).

Durante a pesquisa bibliografica verificou-se a existéncia de iniUmeros estudos
acerca da extracdo de compostos bioativos. Contudo, também se verificou que a maior
parte desses estudos valorizava apenas a quantidade de compostos extraidos, utilizando
diferentes tipos de solventes. Estudos mais recentes procuram um tratamento mais
amigo do ambiente e com menor consumo energético favorecendo a extracdo de
compostos com agua, contudo, alguns destes métodos tornam-se dispendiosos, tendo

em conta o equipamento necessario (Smith, 2002).

1.8. Estratégias baseadas na tecnologia de aquecimento 6hmico

O aquecimento é um dos meios mais antigos de processamento e preservacao
de alimentos e tem sido utilizado pela humanidade por muitos anos. As tecnologias de
aquecimento tém sofrido avancos com o desenvolvimento de tecnologias como o
aquecimento 6hmico, aquecimento dielétrico (que inclui o aquecimento micro-ondas e
aquecimento por radiofrequéncia) e o aquecimento por inducdo. Todos estes métodos
inovadores no processamento sdo extremamente eficientes energeticamente, pois o

calor é gerado diretamente dentro na matriz do conteudo.

27



O aquecimento 6hmico, também chamado de aquecimento Joule, aquecimento
pela resisténcia elétrica, aquecimento de resisténcia elétrica direta, electro
aquecimento, ou agquecimento electro-condutor, é definido como um processo onde o
calor é gerado internamente devido a resisténcia a passagem da corrente elétrica
através da matriz a processar (Alwis & Fryer, 1990). O aquecimento éhmico distingue-
se dos outros métodos elétricos de aquecimento ja que os elétrodos estdo em contato
com a matriz ao contrdrio do micro-ondas e do aquecimento indutivo, onde os elétrodos
estdo ausentes, a frequéncia aplicada é menor em comparagao com faixa de frequéncia
do micro-ondas, e também a forma de onda é diversificada, embora tipicamente

sinusoidal.

Existem varios fatores que afetam o aquecimento dhmico, como a condutividade
elétrica, a intensidade do campo elétrico, tamanho das particulas, concentracao,
concentracdo idnica e os elétrodos, estes fatores foram descritos como tendo impacto
no processo de aquecimento dhmico. Contudo, o parametro mais importante no
aquecimento dhmico é a condutividade elétrica (Fryer & Li, 1993). Quando mais do que
uma fase estd presente, esses parametros podem exercer a sua influéncia através da
condutividade efetiva da mistura, que é o caso do tamanho e concentracdo de
particulas, que podem influenciar diretamente a taxa de aquecimento de diferentes

constituintes.

Campos elétricos com intensidade do campo elétrico inferior a 100 V/cm
permitem melhorar o processo de extracdo em diferentes materiais (Wang & Sastry,
2002; Kulshrestha & Sastry, 2003; Zhong & Lima, 2003). Sendo necessario ter atencao
ao tempo que é fornecida esta intensidade na ordem de 1-100 segundos. Foi assumido
gue este processo tem um efeito de eletroporacdo por diferentes investigacGes
realizadas em processos de extracdo (Wang & Sastry, 2002; Kulshrestha & Sastry, 2003;
Sensoy & Sastry, 2004). Praporscic et al. (2006) concluiram nas suas investigacdes que o
grau de desintegracao do tecido e o rendimento do suco dependem da intensidade do
campo elétrico, temperatura, duracdo do tratamento e tipo de matriz vegetal. Foi
explicado também que a combinacdo do efeito da eletroporacdo de membranas

celulares aliado as condi¢des térmicas permitem o amolecimento do tecido vegetal.
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O aquecimento 6hmico apresenta algumas vantagens incontornaveis de acordo
com Parrott (1992) e Castro et al. (2002): 1. Produgdo continua sem superficies de
transferéncia de calor. 2, tratamento rapido e uniforme de fases liquidas e sélidas com
danos térmicos minimos e perdas de nutrientes (ao contrdrio do aquecimento por
micro-ondas, que tem uma penetracdo finita em materiais sélidos), 3. Processo ideal
para produtos sensiveis ao cisalhamento devido a baixa velocidade do fluxo, 4.
Otimizacdo do capital de investimento e seguranca do produto, 5. reducdo da
incrustagao quando comparada com o aquecimento convencional, 6. melhor controlo
sobre o processo como uma simples manutencdo e com custos reduzidos, 7. sistema
amigo do meio ambiente, 8. manutengdo da cor e valor nutricional dos alimentos, 9.
Menos requisitos de limpeza, 10. aquecimento de alimentos em particulas e particulas
misturadas em liquidos, 11. baixo risco de danos ao produto devido a queima, e 12.

elevada eficiéncia de conversdo de energia.

Contudo, existem desvantagens associadas a limitacdes do sistema,
manifestando-se dificuldades em conteddos com gordura, em que ndo sendo esta
condutora ndo é efetivamente aquecido todo o conteddo (Rahman, 1999). Se essa
gordura estiver presente numa matriz com uma condutividade elétrica elevada a esse
conteddo pode aquecer mais lentamente devido a falta de condutividade elétrica
passando a estar sobre aquecimento por contacto. Em consequéncia qualquer
patogenicidade ou bactérias presentes nesses locais podem receber menos tratamento
térmico do que o resto da matriz (Sastry, 1992). Como a temperatura do sistema
aumenta, a condutividade elétrica também aumenta devido a movimento mais rapido
de eletroes podendo gerar alguma instabilidade no sistema. O maior custo do sistema
em comparacdo com outros métodos convencionais de aquecimento limita a sua

utilizacdo comercial em processamentos de maior dimensao.

1.9. Objetivos

Com o intuito de valorizar o subproduto disponivel, o objetivo primordial deste
trabalho consistiu na aplicacdo de uma tecnologia amiga do ambiente no

processamento, neste caso, o sistema por electro aquecimento facilitando a extragdo
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para obtencdo de extratos com elevado teor de compostos bioativos e/ou atividade
antioxidante, com viabilidade de utilizagao futura na industria alimentar (aplicagdo em
suplementos alimentares/alimentos funcionais) ou outras industrias (por ex.

cosmética).

Os objetivos deste trabalho consistem na otimizagdo de um protocolo de
extracdo de compostos de valores acrescentado dos residuos, mais precisamente da
semente de uva da casta Alvarinho da regiao Demarcada dos Vinhos Verdes, recorrendo
0 processamento térmico por electro-aquecimento como pré-tratamento. A relevancia
do presente trabalho advém da elevada importancia industrial de valorizar um
subproduto. Neste ambito tem sido conduzidos diversos estudos para a otimizacdo do

processo.

Para isso, selecionaram-se solventes de baixa toxicidade e reduzido custo
desenvolvendo-se um conjunto de tarefas laboratoriais, articuladas entre si, procurando

respostas sequenciais e cumulativas para os seguintes objetivos especificos:

- Avaliar o efeito das principais varidveis que afetam o rendimento de extracao e
a atividade antioxidante dos extratos, nomeadamente as capacidades do solvente, a

temperatura e o tempo de extragao;

- Quantificar o teor em compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos dos

extratos obtidos;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos obtidos, utilizando duas

metodologias diferentes e complementares (DPPH e ABTS);

- Selecionar o método de tratamento e extrativo mais eficaz com base nos

parametros avaliados.

Os resultados mostram que esta tecnologia representa um procedimento rapido,

sensivel e eficiente para a extracdo dos compostos.

Em semente intacta e moida serdo aplicadas diversas condicdes de tratamento
sendo também aplicados métodos analiticos de quantificagdo de compostos fendlicos
totais, atividade antioxidante, por ultimo, sera explorada a presenga de proteina num

cenario de co-extragao.

30



2. Material e Métodos

2.1. Material Biolégico

As amostras bioldgicas consistem no bagaco de uva, obtidas na adega comercial
(Quintas de Melgaco, Melgaco, Portugal). Na adega, as hastes foram separados de
sementes e peliculas. As amostras de sementes e peliculas foram recolhidas apds a
prensagem do cacho e seladas em sacos de polietileno para transporte. Posteriormente
as amostras foram secas superficialmente a temperatura ambiente durante 48 horas,
posteriormente peliculas e sementes foram separadas por meio de peneiras vibratoérias
passando por uma limpeza manual e de seguida armazenadas a -20 °C no laboratério. A
utilizacao de sementes ainda frescas apresenta melhores condi¢des para a extra¢do de
compostos em comparacao com o bagaco de uva desidratado ou seco (Buci¢-Koji¢ et al.,

2009).

Para ensaios de semente moida procedeu-se a trituracdo por um moinho
(Moinho de café Tristar KM2270, poténcia maxima de 150 W) imediatamente antes do
tratamento/extragdo. Para evitar a degradagdo da amostra por sobreaquecimento, a
semente (5 g) foi moida ainda congelada com intervalos de pelo menos 10 s, em seguida
a moagem foi interrompida e a amostra foi moida durante mais 10 s, repetindo-se o

processo de moagem até aos 2 minutos.

2.2. Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico:

DPPHe (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)
Etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Folin—Ciocalteau (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

Hidroxido de sddio (Merck, Darmstadt, Alemanha)

Trolox (SIGMA Chemical Co., St. Louis, U.S.A)

2.3. Equipamentos

Moinho de café Tristar KM2270
Agitador orbital
Fluke 125 Industrial Scopemeter 40Mhz
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Data logger National Instruments e software NI LabVIEW

2.4. Extragao de polifendis

2.4.1. Pré-tratamento por aquecimento 6hmico

O sistema de aquecimento 6hmico é composto por uma célula de aquecimento,
elétrodos, sistema de recolha de dados, fonte de alimentagdo (gerador de frequéncia e
amplificador do sinal), termopares e controlo da corrente elétrica e voltagem. A célula
utilizada é construida em vidro contendo um orificio na parte superior onde é instalado
o termopar. Os elétrodos de aco inoxidavel com didmetro de 1.5 cm sdo inseridos
paralelamente na célula e fixados em ambas as extremidades a uma distancia entre si

de aproximadamente 3 cm comportando um volume de 20 ml (Figura 9.).

Figura 9. Sistema 6hmico utilizado neste estudo.

As caracteristicas do campo elétrico fornecido foram ajustadas conforme as
necessidades e objetivos de cada ensaio, contudo, devido a fatores mecanicos do

equipamento fixou-se a frequéncia em 25 Khz.

Entre os elétrodos sdo colocadas as sementes (5 ou 10 g) a tratar adicionando 5
ml de solucdo de NaCl com uma condutividade pretendida para o respetivo ensaio,

normalmente 20 us /cm.
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2.4.2. Difusao no processo de extracao

Apds o pré-tratamento através do aquecimento 6hmico a suspensao de
sementes e respetivo meio é transferida para frascos de vidro de 250 mL sendo
adicionado o solvente desenvolvido para cada ensaio a temperatura ambiente (Figura.
10). Apds este processo inicia-se a fase de extragao na qual os frascos sao colocados no
agitador orbital a uma velocidade fixa de aproximadamente 250 rpm (1570,8 rad/min?)
e ao longo de um intervalo de tempo ajustado conforme o objetivo. Para evitar qualquer
evaporacao e degradacdo do conteldo sob o impacto do ar ou da luz, os frascos sao

fechados e cobertos com folha de aluminio ao longo de todo o processo de extragao.

Figura 10. Exemplo do aspeto apresentado apds extragdo ocorrida em sementes intactas (os dois frascos da esquerda) e moidas
(dois frascos da direita). E visivel o impacto do estado da semente na turbidez da solugdo.

As condicdes de extracdo sdao importantes para a obtencdo de um bom
resultado, é nesta fase que ocorre a difusdo dos compostos ainda presentes na matriz
celular para o solvente. De forma a transportar/retirar o maximo possivel devemos criar
condigdes que desloquem esses compostos, um fluxo turbulento do solvente no frasco
serd o ideal. O didmetro do frasco é importante (aproximadamente 5 cm). E descrito que
um didmetro menor do frasco para a mesma frequéncia de agitacdo, reduz
drasticamente a velocidade relativa entre o liquido rotativo e a parede do frasco,
reduzindo assim o numero de Reynolds utilizado para descrever esta cinética (Buchs et
al., 2000). Um numero de Reynolds superior a 104 corresponde a condi¢des de fluxo

turbulento. O niumero de Reynolds para a agita¢do é definido por Buchs et al., (2000).
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2.5. Quantificacao dos compostos fendlicos totais

A determinacao dos fendlicos totais foi realizada pelo método colorimétrico de
“Folin-Ciocalteau” (Waterhouse, 2002). Para cada condicdo, a cada extracdo em
particular foi retirado 9 mL. De seguida, as amostras foram centrifugadas a 18000 g
durante 10 min e o sobrenadante foi recuperado. A 5 uL de sobrenadante foi adicionado
60 UL de solugdo de carbonato de sédio (70 g/L) e 15 pL de reagente Folin adicionando-
se no final 200 pL de agua desionizada, seguindo-se uma incubacdo na estufa a 45 °C

durante 15 min ao abrigo da luz.

Apds incubacdo, a absorvancia das amostras foram medidas a 750 nm utilizando
um leitor de microplacas Multiskan Spectrum (Synergy HT, BIOTECH). A concentracdo
dos fendlicos totais foi determinada aplicando a curva de calibragdo do acido galico

[EAG].

2.6. Determinacgao da atividade antioxidante

2.6.1. ABTS / Determinagdo da Capacidade Antioxidante Equivalente de
Trolox (TEAC)

Este ensaio como descrito anteriormente foi realizado com pequenas alteracdes
ao original apresentado por Zhu et al., (2009). Em resumo, os catides dos radicais ABTS
(acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) foram preparados misturando
um volume igual de ABTS (7 mM em agua destilada) e persulfato de potassio (4,9 mM
em agua destilada) e a solucdo foi colocada no escuro durante 12 - 16 h a temperatura
ambiente, a solucdo foi entdo diluida com etanol a 80% até atingir uma absorvancia de
cerca de 0,7 £ 0,01 a 734 nm. Foram adicionados 10 uL de amostras adequadamente
diluidas para metade a 190 plL de solugdo ABTS para um poco da placa de 96 pocos e a
absorvancia foi registada a 734 nm apds 30 min de incubacdo a temperatura ambiente.
O Trolox foi utilizado como padrdo, e a curva de calibracdo foi obtida com o Trolox em
concentra¢des de 15,63, 31,25, 62,5, 125, 250 e 500 uM. O TEAC das amostras foi
calculado a partir da curva padrao de Trolox e expresso em micromoles de equivalentes

de Trolox (TE) por grama de amostra (umol TE/g).
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2.6.2. DPPH - Atividade de eliminagao de radicais livres

A atividade de eliminacdo dos extratos contra o radical livre de DPPH foi medida
utilizando o método de Brand-Williams et al.,, (1995) ligeiramente modificado,
aplicando-se da seguinte forma: 10 uL de amostras adequadamente diluidas (1:10) ou
solugdes de Trolox (31,25, 62,5, 125, 250, 500, 750 e 1000 uM) como padrdo sendo
adicionados 190 ul de solucdo de DPPH (com concentracdo final de 0,1 mM em etanol)
a cada pocgo da placa de 96 pogos. A mistura foi agitada suavemente e deixada em
repouso a temperatura ambiente no escuro durante 30 min.

Posteriormente, a absorvancia foi medida a 517 nm utilizando um leitor de
microplacas Multiskan Spectrum (Synergy HT, BIOTECH). A atividade de eliminagao de
radicais DPPH dos extratos foi calculada a partir da curva padrdo de Trolox e expressa
como micromoles de equivalentes Trolox (TE) por grama de amostra (umol TE / g).
Foram preparados controlos contendo solucao a 30 % de etanol em vez de amostras. O

Trolox foi utilizado como controlo positivo, disposto como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Disposicdo dos diferentes testes em microplaca de 96 pocos.

1 (Branco) 2 (Controlo) 3 (Amostra 1) 4 (Amostra 2)
10 ulL solvente + | 10 uL amostra +
ABC 200 ul solvente 190 ulL solugdo 190 ulL solugdo
DPPH DPPH
1000 uM (10 uL
E F G (Padréio) Trolox + 190 uL 750 uM 500 uM
DPPH)
T 75 plL Trolox + 25
H (Diluigoes) 300 L Trolox LSBT

2.7. Determinag¢do de compostos fendlicos por HPLC

Através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC do inglés: High
performance liquid chromatography) é um método amplamente utilizado como
ferramenta na analise, identificagdo e quantificagdo de compostos bioativos (Hayes et

al., 2014).
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As amostras foram analisadas por um cromatégrafo Shimatzu Nexpera X2 uHPLC
equipado com detetor Diode Array (Shimadzu, SPD-M20A). A separacdo foi realizada
numa coluna Aquity UPLC BEH C18 de fase reversa (2,1 mm x 100 mm, tamanho das
particulas de 1,7 um, de Waters) e uma pré-coluna do mesmo material a 40 °C. A taxa
de fluxo foi de 0,4 mL/min. Os solventes de HPLC utilizados foram a agua / acido féormico
(0,1%) como solvente A e acetonitrilo como solvente B. O gradiente de elui¢do para o
solvente B foi o seguinte: de 0,0 a 5,5 min eluente B a 5%, de 5,5 a 17 min um aumento
linear para 60%, de 17,0 a 18,5 min, um aumento linear para 100%, entado o equilibrio
da coluna de 18,5 a 30,0 min a 5%. Os compostos fendlicos foram identificados
comparando os seus espectros de UV e tempos de retengdo com os padrdes
correspondentes. Os compostos foram quantificados e identificados em diferentes

comprimentos de onda.

O volume de inje¢ao da amostra foi de 10 pL e a inje¢ao foi realizada
manualmente. O extrato de sementes foi dissolvido para metade utilizando o respetivo
solvente dagua ou agua + etanol. Todos os extratos foram filtrados através de filtros de

nylon com o tamanho de poro de 0,45 um antes de serem injetados no sistema de HPLC.

2.8. Analise estatistica

Cada experiéncia foi repetida pelo menos trés vezes. As médias e os desvios
padrdo dos dados foram calculados. As barras de erro em todas as figuras correspondem

aos erros padrao.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Otimizagao das condi¢Ges de extracao

Sendo a extracdo um passo importante para a viabilidade do processo e muitos
artigos evidenciam isso, tém sido descritas diferentes técnicas que manipulam algumas
varidveis que influenciam diretamente ou indiretamente a sua eficiéncia como a
concentrac¢do de etanol, o racio sdélido/liquido, o tempo de extragdo entre outras.

Em detrimento da otimizacdo destas condi¢Ges foram realizados ensaios de

extracdo de fendlicos em semente moida e semente intacta.

3.1.1. Extracdo em semente moida

Tendo conhecimento que as sementes moidas expressariam melhores
resultados e satisfazendo as metas iniciais de otimizacdo optou-se assim por testar
também o potencial mdximo de toda a matriz. A partir da mesma quantidade de
semente moida, fixando em 5 gramas para cada ensaio.

Ajustando a concentracdo de solvente como um pardmetro importante foram
testadas trés concentracdes de etanol em agua (30 %, 50 % e 70 %) e a sua auséncia (0
%). Verificou-se uma resposta de acordo com as investigacdes efetuadas por Shi et al.,
(2003), nos ensaios realizados foram analisados os polifendis totais nas referidas
concentracgdes ao longo do tempo obtendo-se os dados que permitiram tracar o perfil
da Figura 11. Os 30 % de etanol representam uma extragao eficiente comparativamente
a outras concentragdes superiores. Verificou-se também a diminuicdo da extracao na
exposicdo a elevadas concentracOes, isto pode-se dever a degradacdo de alguns
compostos fendlicos.

A selecdo do etanol como solvente orgdnico deveu-se a sua capacidade em
melhorar a solubilidade dos compostos bioativos quando misturado com agua
aumentando a solubilidade dos compostos bioativos quando comparado com a
utilizacdo de apenas agua para extracdo (Nwuha, 2000).

Assim, nos resultados obtidos pode-se verificar que o rendimento da extragdo é
inferior na auséncia de etanol, apresentando metade da capacidade de extracdo

comparativamente a condicdo otima.

37



30

25 b)C
20
G b
=
20
g 0 Min
] 10 min
2 15 a,C
L 20 min
©
3 10 a 60 min
© .
743 100 min
2 c 140 min
— /
0
0 30 50 70

Concentracdo de etanol (%)

Figura 11. Concentragdo de etanol na extragdo de polifendis em semente moida. a-b diferentes letras so significativamente
diferentes (p <0,05).

O efeito do racio solido/liquido foi explorado apds a otimizacdo da concentragio
de etanol. Aplicando diferentes volumes (50, 100, 200 e 300 mL) de solucdo aquosa de
etanol com concentragdao de 30 % para a mesma quantidade de semente, 5 g. Esta
otimizacdo foi efetuada durante o periodo de extracdo até as 24 h com recolha e andlise
em intervalos de tempo adequados as caracteristicas da matriz.

Os resultados na Figura 12. indicam que temos maior estabilidade e rendimento
com um volume igual ou superior a 200 mL. Contudo, os beneficios na utilizacdo de
maiores volumes ndo sdo significativos face a resposta e se tivermos em conta outros
fatores do processo, como por exemplo a nivel ambiental e econdmico. Assim para os

futuros ensaios foi utilizado o volume de 200 mL para as extracdes.

38



@

g 25

5

o 20 —50 mL
:g 10 / 100 mL
Q

3 5 200 mL
o

S 300 mL
g 0 0307 1 15 2 25 3 12 24

Tempo (h)

Figura 12. Curvas para o efeito do racio sélido/liquido na extragdo de polifendis a 30% de etanol em semente moida ao longo do
tempo.

No seguimento desta analise é possivel estabelecer as condicGes de extracdo
otimas a aplicar, que consistem em 5 g de sementes em contacto com 200 mL de solugdo

de etanol com uma concentracdo de 30 % durante 20 min.

3.1.2. Extra¢do em semente intacta

Nestes ensaios foi utilizada novamente a mesma quantidade de semente, 5 g.
As sementes intactas representam algumas vantagens no processo, como, por exemplo,
0 menor consumo energético associado ao processo de moagem, simplificacdo do
processo, manutencdo e menor investimento inicial.

Assim, como na condi¢ao anterior, foram testadas trés concentragdes de solugao
aquosa de etanol (30 %, 50 % e 70 %) e a sua auséncia (0 %).

Como se pode constatar na Figura 13. foi alcangado o maximo de extra¢cdao em
compostos fendlicos nos ensaios que continham uma solucdo 50 % de etanol, contudo
a diferenga para os resultados em 30 % de etanol nao é significativa. Assim, podemos
ajustar para um valor inferior, os 30 % que representam uma extracdo eficiente
comparativamente a concentragdes superiores em que o valor acrescentado nao
justifica os custos, além de que a percentagem é igual a extracdo em semente intacta o
gue permite comparacgoes futuras. Verificou-se mais uma vez diminuicdo da extragdo na

exposi¢ao a concentragdes superiores a 50 %.
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Figura 13. Efeito da concentragdo de etanol em agua na extragdo total de polifendis ao longo do tempo em semente
intacta.

O efeito do racio sélido/liquido foi testado nas mesmas condi¢des anteriormente
referidas para o efeito. Contudo sdo ajustados os tempos de extracdo adequados as
caracteristicas de difusdo em semente intacta em que é necessario degradar e
ultrapassarem as estruturas celulares presentes. Sendo a otimizacao efetuada durante
o periodo de extracado até 48 horas com recolha e andlise em intervalos de tempo mais
espacados, com efeito visivel.

Os resultados obtidos (Figura 14.) indicam que temos maior estabilidade e
sucesso com um volume igual ou superior a 200 mL. Contudo os beneficios na utilizacdo
de maiores volumes ndo sao significativos face a resposta.

No seguimento desta analise é possivel estabelecer as condi¢cdes de extracdo que
permitem atingir um rendimento étimo para sementes intactas, condi¢des essas num
racio sélido liquido de 0,025 g/mL, que envolve 200 mL de solu¢do aquosa de etanol

com uma concentragao de 30 % durante pelo menos 24 horas.
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Figura 14. Efeito do racio solido/liquido na extragdo total de polifendis em semente moida ao longo do tempo em
solugdo aquosa de 30 % de etanol.

3.2 Tratamento térmico preliminar

De modo a testar a resposta do aquecimento éhmico face a tecnologias de
aquecimento convencional foram definidas algumas condi¢des a testar inicialmente
para explorar o potencial desta tecnologia. Um teste simples e direto com o intuito de
poder verificar os efeitos desta tecnologia seria o objetivo. Assim, definiu-se um
tratamento agressivo com uma temperatura elevada préxima de 95 °C com a duragao
de 15 minutos para ambas as tecnologias (Figura 15.), utilizando nesta situacdo 10 g de
sementes intactas em cada ensaio.

Sendo assim executadas trés situagdes representadas por um controlo, ou seja a
temperatura ambiente, tratamento pelo OH e tratamento através de uma placa de
aquecimento. Nestes ensaios a placa de aquecimento representa uma tecnologia
convencional. Posteriormente foi recolhido e analisado o conteido em polifendis totais
na fracdo da solucdo de NaCl adicionada para o tratamento da semente onde esta
desempenha um papel fundamental na conducdo da corrente elétrica que por sua vez
conduz energia térmica uniforme as sementes envolvidas.

Apds este pré-tratamento a semente é imediatamente moida sendo colocada no
solvente, nestes passos iniciais foi selecionada a agua como solvente reduzindo assim o
impacto ambiental sem prejudicar o resultado. Esta semente moida fica em extracdo
durante 20 minutos num agitador orbital a temperatura ambiente estas condicOes
minimizam a degrada¢ao dos compostos fendlicos. Apds terminar este periodo procede-

se a recolha e analise qual do contetido em polifendis totais presentes.
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Figura 15. Evolugdo da temperatura em ambas as tecnologias ao longo do tratamento.
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O pré-tratamento por aquecimento dhmico ou convencional potencia a extracdo

de polifendis considerando a extracdo em semente intacta mais extracdao da moida em

comparacao a situacdo de controlo (Figura 16.), este facto pode-se dever a degradacdo

das estruturas celulares e a uma capacidade de estabilizacdo da amostra no tratamento

térmico. Também se verifica que a situacdo controlo expressa um aumento consideravel

na quantidade de polifendis presente quando as sementes sao moidas mesmo nao

tendo sido submetidas a um pré-tratamento. Pode-se concluir que a degradacdo da

matriz através do processo mecanico de moagem expde os polifendis facilitando a

difusdo destes para a solucdo.
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Figura 16. Efeito do tratamento na extragdo (50 mL de agua) de polifendis, antes da moagem (intacta) e apds (moida).
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3.3. O tempo de pré-tratamento afeta o processo de extracao

Com o objetivo de alcancar o melhor resultado na fase de extracdo de polifendis
totais efetuaram-se inicialmente alguns ensaios térmicos com a presenca de um pré-
tratamento que visa suavizar os tecidos da semente e enfraquecer as interagdes
fendlicos-proteina e fendlicos-polissacarideos e assim migrarem mais polifendis para o
solvente (Shi et al., 2003).

No entanto, ao utilizar uma temperatura intermédia em semente intacta
verificou-se que ocorre a extracdo de proteinas, no entanto, ao aumentarmos a
temperatura estamos a degradar ndo sé a estrutura celular representada por fibras para
facilitar a migracdao dos compostos mas também sao deterioradas as macromoléculas
contidas na matriz. Assim, com base em métodos anteriormente testados por alguns
autores em distintas situacdes experimentais com outas tecnologias, definiu-se uma
temperatura de 95 °C para estes pré-tratamentos com o aquecimento éhmico. A
temperatura estabelecida foi entdo cronometrado o tempo de tratamento desde os 0
segundos (um pico de térmico) até aos 15 minutos. Estes tratamentos foram efetuados
na semente intacta. Posteriormente recolheu-se a solucdo do pré-tratamento onde foi
guantificado o total de polifendis. De seguida, a semente tratada é moida e transferida
para a extracdo de 20 minutos no agitador orbital, sendo quantificado novamente o
conteuddo em polifendis.

Verificou-se assim que a exposicdao das sementes intactas sob temperaturas
elevadas ao longo do tempo (Figura 17.) produz efeitos significativos na extracdo de
polifendis diretamente na semente intacta como potencia a extracdo no caso de esta
ser moida. Contudo, no caso da semente ser moida verifica-se uma estabilizacdo da
guantidade extraida ao longo do tempo. Este comportamento pode-se dever a rapida
difusdo dos compostos colocados em suspensdo. No entanto, se for considerada a soma
da quantidade total extraida pelos dois passos verifica-se uma vantagem para o

tratamento mais prolongado, nestes ensaios entre os 10 - 15 min.
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Figura 17. Efeito do tempo de pré-tratamento aplicado a semente intacta e posterior reflexo na extragdo em semente moida.

3.4. Tratamentos térmicos padrdo (bindmios tempo/temperatura em
semente intacta e moida)

Tendo em conta a aplicacdo das propriedades presentes nas sementes como
aditivo/conservante em alguns produtos alimentares, procedeu-se a simula¢do das
condicOes utilizadas na industria alimentar aplicadas como um pré-tratamento neste
estudo.

Foram selecionados cinco tratamentos térmicos que envolveram um aumento
de temperatura para simular as condi¢des utilizadas na industria alimentar por
diferentes técnicas na criacdo, transformacdo e/ou método de preservar esse produto,

através da pasteurizacdo ou esterilizagdo. As condi¢des utilizadas foram as seguintes.

e Pasteurizacdo a baixa temperatura e tempo prolongado (LTLT — low-
temperature long-time) As amostras foram mantidas em banho-maria
até aos 65 + 2 °C durante 30 min, e depois colocaram-se em gelo .

e Pasteurizacdo a alta temperatura e tempo curto (HTST — high-
temperature short-time) As amostras foram mantidas em banho-maria

até aos 75 £ 1 °C durante 20 s, de seguida colocaram-se em gelo.

e Cozinhar (Cooking) As amostras foram mantidas em banho-maria até
atingir 93 £ 2 °C durante 30 min.
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e Esterilizagdo As amostras foram esterilizadas numa autoclave sob
pressao com agua a 120 °C durante 20 min.

Os tratamentos foram aplicados em semente moida e intacta sendo aplicado a
tecnologia de aquecimento dhmico em todos os testes exceto no tratamento 120 °C 20
min realizado em frascos de vidro colocados numa autoclave. Apds este passo as
sementes sdo colocadas em 200 mL de solugcdo aquosa com 30 % de etanol para
extracdo, no caso das sementes moidas acresce o passo de moagem (nas condigdes
previamente definidas) sendo determinado aos 20 min e 24 h de extra¢do o total de
polifendis.

Na semente moida verificou-se uma evolucao significativa apds 24 h de extracao,
entre os tratamentos. Os 95 °C durante 30 min foi a condicdo que potenciou as
condicBes necessarias para uma extracdo de maiores quantidades de polifendis (Figura
18.). Este resultado pode-se dever a estabilizacdo da amostra. Em contrapartida a
amostra submetida a temperaturas mais elevadas e com exposicdo prolongada
promove a degradacdo da mesma como se verifica no processo de esterilizacdo.
Tratamentos mais rdpidos produzem efeitos nao significativos para a extracdo de
polifendis, no entanto verifica-se em comparagao com o controlo que as amostras que
passaram pelo processo de aquecimento demonstram uma evoluc¢ado positiva as 24 h de

extracdo facto possivelmente relacionado com os efeitos de estabilizacdo.
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Figura 18. Diferentes condigBes de pré-tratamento aplicadas a semente moida (20 min e 24 h de extragdo).

Na semente intacta os resultados seguiram a mesma tendéncia da condicdo em

gue a semente é moida. Contudo destaca-se a esterilizacdo que apresentou resultados
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acima da média (Figura 19.). Existem dois fatores que potenciaram este resultado
(estado da semente e tempo), devido a morfologia das sementes estas ao estarem
intactas o seu conteddo em polifendis e outros compostos estdo aprisionados, o que se
traduz num menor contacto com o exterior podendo estar menos suscetiveis as
temperaturas mais elevadas, que por outro lado fragilizam as paredes celulares
facilitando a difusdao dos compostos melhorando assim a extragao. Outro fator que
contribui para o aparente sucesso prende-se com as limitacdes de manipulacdo de uma
autoclave, demora a atingir a temperatura desejada e apds atingir o programado
prolonga-se com temperatura elevada durante um intervalo de tempo muito maior do
que o pretendido (Figura 20.). Pelo facto de ndo dar resposta aos objetivos estabelecidos

esta condicdo ndo podera ser considerada.
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Figura 19. Resultado das diferentes condi¢es de pré-tratamento aplicadas a semente intacta (20 min e 24h de extragdo).
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Figura 20. Evolugdo da temperatura em esterilizagdo
(autoclave).
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De modo a verificar qual das condi¢ées de tratamento oferece um melhor
desempenho procedeu-se a determinagdo de compostos fendlicos por uHPLC. Os

resultados da determinacao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da analise HPLC dos diferentes tratamentos.

Compostos fenolicos 65°C30 | 75°C | 95°C30 65°C30 | 75°C | 95°C30

Controlo . . Controlo . "

(mg/L) min 20s min min 20s min
catequina 16,8 24,0 23,7 33,8 5,0 16,3 12,3 41,2

acido galico 1,6 1,7 1,6 1,7 nd? 2,3 1,5 1,8
acido p-

. . . 2,7 3,1 3,0 3,2 1,6 2,5 2,4 4,1
cumarico+epicatequina

acido o-cumarico 1,4 1,3 1,3 1,3 nd? nd? nd? 1,5

acido elagico nd?® 3,2 4,7 2,3 nd?® nd?® nd?® 13,4

naringenina nd? nd? nd? nd? nd? nd?® nd?® 1,4

rutina nd? 2,3 2,2 2,3 2,2 nd? 2,2 3,0

Total 22,5 35,7 36,5 44,7 8,8 21,1 18,3 66,3

2N3o detetado

No caso do total para cada ensaio verifica-se desde logo que a melhor reposta a
nivel de quantidade extraida de compostos fendlicos foi atingida na condicdo de
semente intacta no tratamento 95 °C durante 30 min (66,3 mg/L), além do mais
demonstra maior diversidade de compostos, alguns deles em quantidades bem
superiores. No caso de a semente ser moida obtem-se quantidades superiores
comparativamente a semente intacta submetidas a tratamentos menos agressivos, o
mesmo acontece no caso do controlo. Os composto principal detetado foi a catequina,
em todos os tratamentos. Estes resultados coincidem com o reportado por outros

autores (Kennedy et al., 2000).

3.5. Extragdo em agua

A extragao em agua representa inUmeras vantagens assim € importante verificar

a viabilidade desta condi¢do inserida nos objetivos do trabalho. Com esse intuito a
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semente intacta foi sujeita a um pré-tratamento de 95 °C com duragdo de 30 minutos
condicao essa que ja apresentou bons resultados. Apds este passo foram submetidas a
extracdo no racio sélido/liquido definido em agua destilada, o intervalo de tempo de
extracdo foi ajustado conforme a condigdo da semente abrindo-se excecionalmente a
janela de tempo desde o momento em que se coloca a semente ou seja O min para a

semente moida até as 72 horas no caso da semente intacta.

Em semente intacta a quantidade de compostos extraidos tende a aumentar até
as 72 horas nas diferentes condi¢des de tratamento (Figura 21.). Neste caso verifica-se
que o controlo segue a mesma tendéncia o que nos indica que existem varidveis
desconhecidas associadas possivelmente com a degradacdo dos compostos fendlicos e
a sua interacdo. Também é percetivel que o aquecimento éhmico produz um ligeiro

ganho em relagdo ao convencional, no entanto as diferencas nao sao significativas.
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Figura 21. Efeito do tempo e tecnologia na extragdo
de polifendis em semente intacta utilizando dgua.

Em semente moida a tendéncia inverte-se tendendo o total de polifendis a
diminuir demonstrando uma oscilacdo no tratamento convencional e diminuicdo com
estabilizacdo no caso do pré tratamento com aquecimento 6hmico (Figura 22.). Verifica-
se tambem a diminui¢cdo do total de polifendis no caso do controlo, dado que as
condicbes sdo iguais ao ensaio anterior exceto o estado da semente, pode-se aqui
afirmar que o conteldo quando estd todo fora da matriz celular interage entre si

degradando-se ou “mascarando” os polifendis contidos.
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Figura 22. Efeito do tempo e tecnologia na extragdo de
polifendis em semente moida utilizando agua.

3.6. Astecnologias no tratamento

3.6.1. Influéncia do campo elétrico

Com o objetivo de explorar o efeito do campo elétrico no aquecimento éhmico,
foi necessdrio criar condicGes que permitissem estabelecer campos elétricos distintos,

um campo elétrico elevado onde a condutividade do meio que contem as sementes é

-

baixa devido a dificuldade da passagem da corrente elétrica, consequentemente
necessario aumentar o campo elétrico para atingir a mesma temperatura que a
condicdo oposta, ou seja um campo elétrico baixo em que a condutividade do meio que
rodeia as sementes é elevada, pelo que é facilitada a passagem da corrente elétrica pela
diminuicdo da resisténcia elétrica do meio atingindo rapidamente e de forma

equivalente a temperatura desejada no tratamento das sementes.

Nestes ensaios foram novamente utilizadas por¢des de 5 g de semente,
transferidas para o reator 6hmico e adicionado entdo o meio de conducdo elétrica
previamente preparado, neste caso duas solucdes salinas com condutividades de 5

ms/cm e 40 ms/cm, que geram um campo elétrico elevado e baixo respetivamente.

De forma a testar novamente as capacidades da dgua como solvente, serdo
efetuados ensaios com extracdo em agua e de forma a atingir desempenhos superiores
foram também efetuados ensaios com a fase de extracdo em solucao de aquosa de

etanol a 30 %.
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Extracdao em agua

Os efeitos do campo elétrico no pré-tratamento na extracdo em agua sao
significativos apds 24 horas de extragdo com um incremento da % de extragao de
fendlicos superior no caso do campo elétrico baixo (90 V/cm) (Figura 23.). Contudo, este
efeito anula-se as 48 horas de extra¢do o que permite concluir que um campo elétrico
elevado tem um maior impacto na matriz conseguindo-se obter maior quantidade em
menor tempo de extracdo. Assim, apds 48 horas verifica-se uma diminuicdo no

incremento de 90 V/cm em que grande parte do conteldo ja foi extraido.
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Figura 23. Incremento da % de extragdo de fendlicos (em comparagdo com extragdo convencional) com utilizagdo de campos
elétricos no tratamento das sementes e posterior extracdo em agua.

A determinacado de compostos fendlicos por uHPLC para as extracdes efetuadas
em 3agua nao revelou diferencas significativas quer entre tratamentos ou mesmo entre
os diferentes campos elétricos para a maioria dos compostos (Figura 24.). Contudo, a
catequina, o composto dominante nas amostras apresenta ser uma excecao verificando-

se que os tratamentos térmicos promovem a sua extragao.
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Figura 24. Compostos fendlicos presentes nas diferentes condi¢Ses de tratamento e posterior extragdo em agua.

Extracdo em etanol

Os efeitos do campo elétrico no pré-tratamento na extragdo em etanol nao sao
significativos apds 24 e 48 horas de extracao (Figura 25.). No caso das 24 horas verifica-
se um incremento da percentagem de extracdo de fendlicos contudo, ndo se verifica
efeito do campo elétrico, provavelmente o resultado foi diluido pelo maior poder de
extracao deste solvente. Como estamos também a comparar estes resultados com uma
espécie de controlo (auséncia do campo elétrico) constituido pelo tratamento por
aquecimento convencional fornecido pela placa de aquecimento verificamos que apds
48 horas o incremento da percentagem de extracdao de fendlicos passa a negativo, isto
indica-nos que o método convencional ultrapassou apenas as 48 horas de extracdo o
efeito do tratamento 6hmico. Aqui apesar de nado se distinguir o efeito do campo elétrico
mais elevado ou inferior, verifica-se a sua acdo numa extra¢cdo mais rapida.

Além do mais, os compostos deveriam estar presentes apds as 48 horas nas
extracdes provenientes de semente tratada no dhmico a diminuicdo sugere que estes
compostos podem-se ter degradado prematuramente especialmente no caso da

extracdo em etanol.
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Figura 25. Incremento da % de extragdo de fendlicos (em comparagdo com extragdo convencional) com utilizagdo de campos
elétricos no tratamento das sementes e posterior extragdo em etanol

A determinacao de compostos fendlicos por uHPLC para as extragdes efetuadas
em etanol ndo revelou diferencas significativas quer entre tratamentos ou mesmo entre
os diferentes campos elétricos para a maioria dos compostos (Figura 26.). Contudo, a
catequina, o composto dominante nas amostras apresenta ser mais uma vez exceg¢ao

verificando-se que os tratamentos térmicos promovem a sua extragao.
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Figura 26. Compostos fendlicos presentes nas diferentes condigdes de tratamento e posterior extragdo em 30% etanol.
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3.6.2. Influéncia do campo elétrico na atividade antioxidante

E detetada atividade antioxidante nas diferentes solucdes resultantes da
extracdo. Contudo, a atividade antioxidante das amostras obtidas dos tratamentos com
campos elétricos distintos e tipos de solvente de extracao nao apresentam diferencgas

significativas detetaveis pelo método ABTS (Figura 27.).
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Figura 27. Incremento da % de extragdo de fendlicos (em comparagdo com extragdo convencional) com utilizagdo de campos
elétricos no tratamento das sementes e posterior extragdo em agua e etanol na atividade antioxidante determinada pelo método
ABTS.

Nos resultados do método DPPH ja se verifica uma atividade antioxidante
predominante na extracao com etanol e em pré-tratamento com campo elétrico de 90
V/cm em ambos os tempos de extracdo aumentando visivelmente as 48 horas (Figura

28.).
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Figura 28. Incremento da % de extragdo de fendlicos (em comparagdo com extragdo convencional) com utilizagdo de campos
elétricos no tratamento das sementes e posterior extragdo em agua e etanol na atividade antioxidante determinada pelo método
DPPH.

N3do ocorre sobreposicdao dos resultados de ambos os métodos possivelmente pela

fracdo de compostos que cada um deles testa ser distinta.

3.6.3. Eficiéncia energética

O consumo energético do processo de tratamento representa a nivel industrial
e ambiental grande importancia. A tecnologia de aquecimento éhmico apresenta uma
elevada eficiéncia no processo, contudo, é possivel aumentar e com este intuito de
otimizar o tratamento, foi monitorizado o consumo de energia (utilizando o
equipamento OWL CM 160 para registar a potencia instantanea) para a manutencao da
temperatura de 95 °C em ambas as tecnologias. No caso da placa de aquecimento
obteve-se uma média de 855 W quando a resisténcia elétrica estd ativa (Figura 29.), no
caso do sistema 6hmico o consumo médio foi de 200 W (Figura 30.). Nos dois valores
ndo foi considerada a energia dissipada pelo sistema, contudo o aquecimento éhmico
consome um quarto da energia utilizada pelo sistema convencional expectando-se

também neste equipamento menor energia dissipada.
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Figura 29. Perfil da poténcia utilizada pelo sistema de aguecimento convencional ao longo do tempo em trés ensaios.
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Figura 30. Perfil da poténcia utilizada pelo sistema de aquecimento éhmico ao longo do tempo em trés ensaios.
Dado que o aquecimento éhmico é mais rapido comparativamente com sistemas
convencionais transporta-se para os primeiros minutos desta situacao uma grande fatia
da exigéncia energética (Figura 29.), apds esta fase a manutencdo da temperatura

representa uma pequena fracdo da poténcia até entdo consumida.

Verifica-se assim, que a energia utilizada para o tratamento de 5 g de semente
pelo equipamento dhmico é de aproximadamente metade do valor utilizado pelo

aquecimento convencional (Figura 31.).

0.35
0.3
0.25
0.2
0.15

0.1

Energia utilizada (Kw/h)

Convencional OH

Figura 31. Energia utilizada pelo sistema de aquecimento convencional e sistema 6hmico no tratamento das sementes na condi¢do
definida (95 °C 30 min).
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3.7. Extragao do conteudo proteico

Com o objetivo de rentabilizar a extragao de polifendis, pode ser interessante
explorar a extracdo do conteudo proteico em simultdneo. Como ja foi descrito existem
fortes interagdes entre ambos os conteudos proteico e fendlico. Procedeu-se assim a
elaboracdo de um processo que permitisse extrair também proteinas das sementes de
forma a rentabilizar o processo de extracdo de fendlicos e desta forma aproveitar a
diminuir o consumo energético do pré-tratamento descrito anteriormente. Da semente
intacta submetida previamente ao pré-tratamento e ja com a extracdao de 48 horas
direcionada ao contetddo em polifendis concluida mediu-se a quantidade de proteina.
Dado que o conteudo proteico estd maioritariamente contido no interior da semente,
foi adicionado um passo de moagem desta semente colocando-se posteriormente a
extrair em dgua. Apods aplicacdo um intervalo de 24 a 48 horas que garantisse uma

extragdo efetiva, foi entao medido a presenca de proteina.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se um efeito negativo dos
tratamentos térmicos na quantidade de proteina detetavel (Figura 32.). A exposicdo
térmica do conteudo proteico a temperaturas elevadas leva a degradacao das proteinas
e possivelmente o facto de existirem na solucdo outras moléculas como proteases ao
ser aplicado um tempo de extracdo prolongado a quantidade tende a diminuir ainda
mais. No entanto é visivel que a quantidade de proteina apresentada pelo controlo é

elevada, resultado que comprova o potencial conteddo em proteina nestas sementes.

15000 -

10000 X
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5000 ==

Figura 32. Intensidade de proteina extraida apds os diferentes tratamentos.
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Com o objetivo de melhorar a extracdao de proteinas foi aplicada uma nova
abordagem (Figura 33.) onde se ajustam as condi¢des de tratamento da semente que
representam ser um fator chave. Tirando partido das potencialidades do agquecimento
6hmico foi aplicado um tratamento através de picos/pulsos de 100 °C de temperatura.
Assim, definiu-se aplicar um tratamento de um pico (p100) (Figura 34.) e outro ensaio
em que se testa um tratamento com dois picos (pp100). Apds estes tratamentos aplicou-
se uma extragdo em 200 mL de agua até as 48 h de onde se quantificaram o total de
polifendis e intensidade de proteinas. As sementes intactas até entdo utilizadas passam
por um passo de moagem e sdo colocadas novamente em extracdo em 200 mL de agua
durante 24 h. Apds este periodo é novamente medido o contelddo de ambos os

compostos.

Tratamento OH “Pulsos” L
5 g de sementes [ b racdo em
200 ml agua Moagem

intactas Extracdo em
\_l Loy * — 200 ml dgua

5 g de sementes

intactas tratadas

Polifendis
Proteinas
Proteinas

Figura 33. Processo aplicado as sementes para obtengdo em simultdneo de polifendis e proteinas.
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Figura 34. Exemplo de um pico de 100 °C aplicado nos tratamentos da semente intacta no equipamento 6hmico.
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O total de polifendis obtido por estes tratamentos apresenta uma boa resposta
dos tratamentos p100 e ppl00 aplicados, quando comparados a um tratamento mais
dispendioso e moroso como é o caso da condicdo de agquecimento dhmico a 95 °C 30
min, ndo se verificando diferencgas significativas quer apds extragdo de 24 horas quer
apods extracdo de 48 horas em semente intacta (Figura 35.). Depois de a semente ser
moida é efetuada a re-extragdo, no entanto ainda se consegue extrair quantidades
significativas, se considerarmos a soma da primeira extracdo e segunda extracdo
obtemos perto do dobro da quantidade extraida potenciada por um pré-tratamento

mais longo.
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Figura 35. Total de polifendis extraido pelo efeito do respetivo tratamento em semente intacta (I). Re-extragdo em semente moida
(M) através da moagem da semente intacta previamente tratada.

Nos resultados da determinacdo por HPLC (Figura 36.), verifica-se a mesma
tendéncia, contudo perdem-se alguns compostos na segunda extracdo destinada a
recolha de proteina, possivelmente ja foram extraidos na primeira. Entre os tratamentos
mais rapidos, p100 e pp100 n3do apresentam o composto acido galico e dcido cindmico.

A catequina continua a ser o composto dominante.
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Figura 36. Resultados da andlise HPLC dos diferentes tratamentos.

No caso da extracdo de proteina, os tratamentos térmicos diminuem a
quantidade de proteina detetdvel, provavelmente deve-se a sua degradacdo. Ficando os
resultados destes tratamentos térmicos muito longe das quantidades que se conseguem
obter no controlo especialmente na semente moida (Figura 37.). No entanto como o
objetivo ndo é extrair apenas proteinas podera ser vidvel a utilizacdo do pré tratamento
p100 para na primeira fase de extragdo recuperar uma quantidade razoavel de proteina

e nas duas condicdes a extracdo simultanea de fendlicos.
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Figura 37. Quantidade de proteina extraida pelo efeito do respetivo tratamento em semente intacta (). Re-extragdo em semente
moida (M).

Assim, podemos considerar o tratamento por picos p100 como o mais adequado na
extracdo simultanea para além que representa um processo rapido e extremamente

eficiente.
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4. Conclusdes e perspetivas futuras

Os resultados obtidos neste estudo mostram que a extragdao de compostos
fendlicos das sementes de uva a temperaturas elevadas, como é o caso do tratamento
térmico realizado sob a aplicagdo de um pré-tratamento sob a condi¢do 95 °C 30 min
em semente intacta apresenta uma boa resposta, essencialmente a nivel da sua
constituicdo em compostos, quantificados por HPLC. Este tipo de tratamento mais
agressivo torna estas substancias mais acessiveis contidas na regiao superficial da
semente melhorando o processo de difusdo para a superficie e posteriormente para o
meio de extracdo, além do mais a extracdo torna-se mais radpida e eficaz mesmo com a
utilizacao de agua como solvente, podendo-se considerar que existe uma estabilizacdo
da amostra evitando assim a sua degradacdo ou até contaminagdo. As castas de uvas
brancas podem, portanto, ser consideradas como uma fonte de fendis ndo-antocianicos
para utilizagdo como compostos antioxidantes naturais que representam uma crescente
importancia industrial. Ao estarmos a utilizar as sementes de variedades brancas nao
comprometemos a aplicacdo destes resultados a sementes de variedades tintas que
apresentam uma composicao qualitativa e quantitativa muito parecida a das variedades
de uvas brancas em termos de polifendis exceto a nivel das antocianinas, facto descrito
por Montalegre et al., (2006). Este estudo também indica que a semente de uva, mais
precisamente da variedade Alvarinho, é uma boa fonte de compostos importantes.

De acordo com estudos anteriores (Jayaprakasha et al., 2001), os resultados
apresentados vao ao seu encontro permitindo concluir que as sementes de uva tém
geralmente conteldo fendlico muito elevado, tornando a sua utilizagdo mais uma vez
vidvel, permitindo apoiar a producdo agricola e torna-la mais sustentavel.

A tecnologia de aguecimento dhmico apresenta maior eficiéncia energética face
aos sistemas convencionais, permitindo obter no pior dos casos os mesmos rendimentos
de extracdo. A interacdo entre campo elétrico e compostos fendlicos necessita de ser

melhor elucidada.

A principal vantagem do pré-tratamento utilizando o aguecimento éhmico
versus pré-tratamento convencional e moagem explica-se essencialmente pela
eficiéncia energética e rapidez no tratamento diminuindo os riscos de degradacdo dos

compostos. A fase de pds tratamento assinalada pela difusdo dos compostos tem
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também a sua importancia para o sucesso de todo o processo devendo as condigdes

serem devidamente otimizadas evitando o desperdicio de recursos.

A extracao de proteina aliada a de polifendis apds tratamento 6hmico é possivel
e aumenta o rendimento do processo.
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6. Anexos

Anexo |. Resultados da influéncia do campo elétrico na extracdo em agua.

Controlo Tratamento
Tempo de

Convencional

OH

Controlo

Convencional

OH

extragdo (horas)

N
i

48

24

48

24

48

Condutividade

(%3]

(ms/cm)

TP (mg EAG/g)

6.1
5.6
6.2
6.0
121
10.4
11.6
8.1
13.7
13.7
14.3
15.2

6.0
10.5
133

ABTS ( umol
Trolox)

116.5
130.3
174.3
141.2
259.1
302.2
242.2
232.7
307.3
301.6
324.7
288.4

140.6
259.0
297.9

DPPH ( pmol
Trolox)

7781.1
7703.3
7681.1
7842.2
18314.4
20747.8
18897.8
19197.8
19088.5
18888.5
17977.4
16640.4

7751.9
19289.4
18079.3

Catechin

14.6
Ot5)
17.7
15.6
29.4
26.2
32,5
28.9
29.1
28.0
28.4
28.7

14.4
29.2
29.2

Vanillic acid

5.5
3.6
5.5
5.5
5.5

5.4

5.4
5.4
5.4
5.4

5.0
5.5
5.4

Compostos fendlicos (mg/L)

Gallic acid

2.0
1.9
21
2.0
1.8
1.7
21
2.1
1.9
1.8
1.8
1.8

2.0
1.9
2.0

p-cumaric
acid+epicatechin

2.6
34
3.4

o-cumaric acid

15
14
15
15

14
14
13
0.7
0.4

1.5
1.4
1.1

Cinnamic acid

23
23
24

Total

28.6
21.1
32.0
29.6
42.4
33.4
47.3
38.0
435
41.4
41.6
41.5

27.8
43.7
43.7
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Anexo Il. Resultados da influéncia do campo elétrico na extracdo em etanol.

Compostos fenolicos (mg/L)

o = <
S o o =)
g I U - : s
2 5% 35 3§ % 3 T S = O
© Y6 T « £ S 2 c S ] o8 e S
~,; o T E 4 3 = £ o g o ] 52 ®© ‘g
= p-% c - 0 ~ - < ‘& o & [} £ 9 £ g _
a e S8 £ e 3 8 = o = £ 33 3 & £ B
~ [= < a ] & 5 g 5} a8 o S 2 °
ot 5 9.1 152.7 171478 249 50 114 55 18 30 13 36 56.5
o
[ 40 8.4 217.4 169200 240 43 114 56 18 29 13 36 55.0
§ . 5 12.2 216.2 161922 264 43 5.6 19 33 13 37 46.4
40 1.2 190.8 170700 269 4.4 5.6 19 32 13 37 46.9
= 5 13.0 389.8 144756 440 47 114 56 20 40 13 36 76.7
g 24
2 40 15.2 396.0 135756 453 54 115 56 20 40 14 30 23 804
c
: 5 18.7 395.0 129922 446 56 114 56 21 40 14 36 22 805
o 48
o 40 20.1 402.3 11547.8 444 56 114 56 20 27 13 30 22 783
o 5 18.4 397.0 13840.4 377 50 56 20 41 13 36 59.3
- 40 19.4 328.4 15003.3  39.7 56 56 20 37 13 36 61.5
© . 5 15.2 407.9 12784.8 486 59 114 3.1 21 42 13 36 22 825
40 145 410.4 147922 442 45 114 56 20 41 13 37 21 791
Cleirif el 10.2 194.3 168325 256 45 114 56 18 31 13 36 56.9
Convencional 16.8 395.8 131478 446 53 114 56 20 37 13 33 22 794
OH 16.9 385.9 141052 425 53 114 50 20 40 13 36 22 774
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