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Resumo

A industria vinicola € um setor de atividade muito importante em Portugal € no mundo,
gerando elevadas quantidades de residuos solidos e liquidos. O bagaco de uva é um dos residuos
solidos resultantes do processo de vinificagdo que € rico em compostos de valor acrescentado,
os polifendis. Estes compostos sdo uma classe de metabolitos produzidos pelas plantas, com
elevado poder antioxidante, e com inimeros beneficios bioldgicos, podendo ser utilizados na
inddstria alimentar ou farmacéutica.

O objetivo deste trabalho consistiu na anélise da possibilidade de valorizacdo do bagaco
de uva por processos de extracdo com solvente, de modo a recuperar os polifendis. O residuo
foi caracterizado fisica e quimicamente e realizaram-se ensaios preliminares com cinco
solventes (agua, etanol, acetona, metanol e butanol) e quatro misturas aquosas, a diferentes
tempos de operagéo, temperatura e pH para estudar o comportamento do sistema de extracéo.
A extragdo de compostos fendlicos foi otimizada mediante um desenho de experiéncias (DoE),
para a acetona e o etanol, variando a temperatura, o tempo de contacto, a concentracdo de
solvente e a razdo solido-liquido (L/S).

O residuo estudado tem caracteristicas muito semelhantes as reportadas na literatura. As
condicbes Gtimas de extracdo foram identificadas, correspondendo a um tempo de 1,5 h,
concentracdo do solvente em 50 % (v/v), razdo L/S igual a 25 mL/g e uma temperatura de
operacdo de 60 °C, para o etanol, o que permitiu uma recuperacdo de polifenois de 40,4 mg
GAE/g TS. Para a acetona, as condi¢des 6timas sdao mantém-se, exceto a temperatura 6tima,
que correspondeu a 50 °C, recuperando-se 54,6 mg GAE/g TS.

Este trabalho permitiu concluir que a extracdo é favorecida usando misturas de um
solvente organico e agua, geralmente, em propor¢des proximas de 50 % (v/v), pelo aumento da
temperatura até um limite maximo de 60 / 70 °C, pelo aumento do tempo de extragdo e por
razGes L/S entre 20 e 30 mL/g. Concluiu-se que dos solventes estudados, a acetona € o que
permite recuperar maior quantidade de polifendis, mesmo usando temperaturas mais baixas que

nas extracGes com o etanol.

Palavras-chave: Bagaco de uva; Polifendis; Valorizacao; Extracao solido-liquido; Otimizacéo;

Etanol; Acetona; Condi¢fes operatorias.






Abstract

The wine industry is a very important industrial sector in Portugal and in the world,
producing high amounts of solid and liquid wastes. Grape pomace is one of the solid wastes
produced during the wine making process and it is rich in polyphenols, which are valuable
compounds. Polyphenols are a family of molecules commonly produced by plants, with high
antioxidant capacity and several biological functions, which can be used in the food and
pharmaceutical industries.

The main objective of this work was the analysis of the valorization of grape marc
through processes of extraction with solvents for recovering polyphenols. The residue was
characterized in terms of the main physical and chemical parameters and preliminary assays
were conducted with five different solvents (water, ethanol, acetone, methanol and butanol) and
four aqueous mixtures, to understand the behavior of the extraction system as a function of
time, temperature, and pH. The extraction of polyphenols was optimized using a design of
experiments approach (DoE), based on the Central Composite Design. Ethanol and acetone
were the solvents investigated. The operating variables considered were temperature, contact
time, solvent concentration, and solid-liquid ratio (L/S).

The characterization showed that the physicochemical parameters of the residue are very
similar to those reported in the literature. The optimal conditions to operate the extraction were
identified as: contact time of 1,5 h, solvent concentration 50 % (v/v), L/S ratio 25 mL/g, and
temperature as 60°C for ethanol, which led to a polyphenol recovery of 40,4 mg GAE/g TS. For
acetone, the optimal conditions were the same, excluding the temperature, which value was 50
°C, with a polyphenol recovery of 54,6 mg GAE/g TS.

With this work, it was concluded that the extraction is improved with the use of a
mixture of water and an organic solvent, with the proportion of the organic solvent rounding 50
%, with the increase of temperature up to a limit between 60 and 70 °C, with the increase of the
extraction time and with L/S ratios between 20 and 30 mL/g. Moreover, acetone was the best
solvent with higher polyphenol recuperations, even using lower temperatures than those

practiced with ethanol.

Key words: Grape pomace; Polyphenols; Valorization; Solid-liquid extraction; Optimization;

Ethanol; Acetone; Operating conditions.
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1 Introducao

1.1 Motivacao e ambito do trabalho

A industria vinicola é um setor com elevada relevancia em Portugal, na Europa e no
mundo (Portugal, 2019; Wine, 2019; Wine, 2018), gerando para além do vinho (produto
desejado), uma elevada quantidade de residuos sélidos, e efluentes liquidos (Zacharof, 2017;
Kalli, et al., 2018; Oliveira & Duarte, 2016; Schieber, et al., 2002).

O vinho é uma bebida alcodlica produzida a partir de uma sequéncia de processos
aplicados as uvas, incluindo a remocao de engacos, esmagamento, fermentacdo e prensagem
(Zacharof, 2017). Os residuos sélidos comecam a ser produzidos a partir da remocdo dos
engacos. De entre os residuos sélidos produzidos, o bagaco de uva (grape pomace) é o que mais
se destaca, que pode ser constituido pelos engacos, peles e sementes (Kalli, et al., 2018;
Zacharof, 2017). As borras de vinho sdo um residuo com elevado teor de liquido, formado
durante o processo de fermentacéo, constituido por leveduras e solidos suspensos depositados
(Zacharof, 2017). Os residuos liquidos consistem nas aguas residuais resultantes da pré e pos
lavagens dos equipamentos onde decorrem as Vvérias etapas de producédo de vinho (Conradie, et
al., 2014; Oliveira & Duarte, 2016; Zacharof, 2017).

A producdo destes tipos de residuo ocorre sazonalmente, dependendo do periodo de
cultivo da vinha e da produgéo do vinho (Zacharof, 2017). Apesar da sazonalidade, a deposi¢éo
deste tipo de residuo na natureza sem qualquer tratamento apresenta alguns impactos ambientais
negativos, uma vez que é um residuo muito rico em matéria organica, destacando-se a presenca
de compostos fendlicos (Kalli, et al., 2018; Muhlack, et al., 2018). Os compostos fenolicos tém
algumas implicacdes ambientais como por exemplo, a inibicdo da germinacdo de sementes
(Pinho, et al., 2017). Por outro lado, estes residuos ndo devem ser utilizados diretamente para
alimentacdo animal porque os compostos fendlicos poliméricos reduzem a digestibilidade do
residuo (Fontana, et al., 2013). No entanto, os compostos fenélicos podem ser removidos
usando técnicas de extracdo, podendo ser aplicados em varias areas (por exemplo, como
suplemento dietético ou como constituinte de cosméticos), devido aos seus multiplos beneficios
bioldgicos (Kalli, et al., 2018; Muhlack, et al., 2018).

Os compostos fendlicos sdo uma familia de moléculas com pelo menos um anel fendlico
na sua constituicdo. Estes compostos podem ser classificados como &cidos hidroxibenzoicos,
acidos hidroxicinamicos, flavanois, flavonois, flavonas, estilbenos, antocianinas e

procianidinas (Fontana, et al., 2013; Teixeira, et al., 2014). Os compostos fendlicos séo



frequentemente quantificados como equivalentes de acido galico (GAE), que é um composto
fendlico simples (CeH2(OH)3sCOOH) (Dai & Mumper, 2010; Amendola, et al., 2010).

Existem diversos métodos para extrair compostos fendlicos de materiais naturais. A
extracao solido-liquido € uma das principais técnicas de extracao, em que o residuo é colocado
em contacto direto com um solvente, ocorrendo transferéncia dos compostos fendlicos para o
solvente. A extracdo por solvente apresenta elevados tempos de extracdo, baixa seletividade e
para evitar problemas de toxicidade, o solvente usado deve ser criteriosamente escolhido (Kalli,
etal., 2018). Apesar destas limitacdes, a extracdo solido-liquido tem vindo a ser muito estudada
e 0s parametros de operacdo tém vindo a ser otimizados. Como alternativa, tém sido também
estudados outros métodos que potenciem a velocidade da extracdo, usando mecanismos que
aumentam a driving force aplicada. S&o exemplo disso as técnicas de extracdo com fluidos
supercriticos, extracdo assistida por ultrassons e extracéo assistida por micro-ondas (Fontana,
etal., 2013).

1.2 Objetivos

O objetivo deste trabalho consiste na valorizacdo de residuos solidos provenientes da
industria vinicola, recorrendo a técnicas de extracao sélido-liquido que permitam a obtencéo de
extratos ricos em compostos fenolicos. Neste contexto, sdo objetivos especificos deste trabalho:
- caracterizar o residuo vinicola relativamente aos parametros fisicos e quimicos de maior
relevo no contexto da extracao;

- avaliar o(s) solvente(s) mais eficaz(es) para atingir eficiéncias aceitaveis;

- realizar estudos cinéticos com os solventes selecionados de modo a determinar o tempo de
extracdo e selecionar as melhores gamas de operagéo para o processo de otimizacéo;

- realizar ensaios de otimizacdo das condicBes de operacdo das experiéncias, através de
desenhos de experiéncias, de modo a determinar o efeito da temperatura, do tempo de contacto
e agitacdo, da razdo sélido:liquido e da concentracdo do solvente;

- validar os modelos de regressdo obtidos.

1.3 Estrutura da tese

Esta tese estd estruturada em seis capitulos. No primeiro capitulo é apresentada a
motivacao e o ambito deste trabalho, bem como os seus objetivos e a sua estrutura. No segundo
capitulo é descrito o processo de producédo do residuo em estudo, o bagaco de uva, assim como
as varias metodologias possiveis para a sua valorizacdo. Neste capitulo serdo também

apresentados os compostos fenolicos presentes no bagaco de uva, bem como as suas



propriedades e aplicagdes, uma vez que o objetivo deste trabalho incide na sua recuperacéao e
valorizacdo. S8o também abordadas as técnicas de extracdo sélido-liquido usadas neste
processo de recuperacdo, bem como as variveis que afetam este processo. No terceiro capitulo
sera abordado o estado da arte no que toca a metodologias de caracterizacao e a metodologias
de extracdo. O quarto capitulo descreve os materiais e métodos aplicados neste trabalho e 0 no
quinto capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos, aplicando os métodos
descritos no capitulo anterior. O sexto capitulo contempla as conclusdes obtidas apos a

execucdo deste trabalho laboratorial bem como as propostas para trabalhos futuros.






2 Fundamentos tedricos

2.1 Industria vinicola e a geracao de residuos

A industria vinicola é um importante setor de atividade em Portugal, na Europa e no
mundo, que produz como principal produto o vinho. Esta é a bebida alcodlica mais procurada
no mundo, tendo-se registado uma producao de 29,2 mil milhGes de litros de vinho no ano de
2018 (Wine, 2019). O vinho é produzido a partir da uva, o fruto da videira, pertencente ao
género botanico Vitis. A producdo de vinho concentra-se tipicamente na zona mediterrénica do
continente europeu, em paises como Italia, Franga e Espanha, com uma area de cultivo de vinha
correspondente a cerca de 2467 mil hectares, sendo a maioria destas vinhas exploradas com o
objetivo de produzir vinho. A espécie de videira dominante para a producédo de vinho é a Vitis
vinifera. No entanto, atualmente, os Estados Unidos da América surgem como 4° maior
produtor de vinho a nivel mundial (Zacharof, 2017; Wine, 2019). A Figura 2.1 apresenta 0s
principais produtores mundiais de vinho, e as quantidades produzidas no ano de 2018, em

milhdes de hectolitros.
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Figura 2.1 — Producdo mundial de vinho no ano de 2018 (MhL)(adaptado de Wine, 2019).

Por sua vez, Portugal ocupa a 112 posi¢cdo no que toca & capacidade de producéo,
reportando esta posicao ao ano de 2018 (Wine, 2019), em que foram produzidos cerca de 610
milhdes de litros. Este setor apresenta, portanto, grande relevancia na balanca comercial

nacional, movimentando anualmente mais de 700 milhdes de euros (Portugal, 2019).



A producéo de vinho é uma atividade sazonal, decorrendo a colheita da uva e a producao
de vinho entre os meses de agosto e outubro no hemisfério norte. A esta atividade esta associada
uma producdo de residuos equivalente a cerca de cinco toneladas de residuo solido (bagaco e
vides) por cada hectare de cultivo durante o periodo de um ano, sendo este valor mais expressivo
considerando a sazonalidade desta atividade (Kalli, et al., 2018; Zacharof, 2017). A producéo
de efluentes liquidos também é consideravel, sendo da ordem dos milhdes de litros em paises
com elevada producdo, como os paises da regido mediterranica (Zacharof, 2017). Os vérios
tipos de residuos sdo produzidos ao longo dos varios estagios da producdo de vinho.

O processo de producéo de vinho decorre em varias etapas apos a colheita das uvas. As
primeiras etapas correspondem a tratamentos mecanicos aplicados as uvas, sendo comuns a
producéo de vinho tinto ou vinho branco, comecando-se pelo processo de remocao total ou
parcial dos caules presentes no cacho de uvas, vulgarmente designados de engacos, como se

pode observar na Figura 2.2. (Arvanitoyannis, et al., 2006; Zacharof, 2017).

Figura 2.2 — Engacos de uva.

A etapa seguinte passa pelo esmagamento das uvas, podendo esta etapa ser realizada
mecanicamente ou manualmente, em processos mais tradicionais. A partir desta etapa, a
tecnologia de producao de vinho é diferente caso se esteja a fazer vinho branco ou vinho tinto,
uma vez que a fermentacdo do vinho tinto ocorre na presenca dos componentes sélidos da uva,
como as sementes, as peles e 0s engacgos (no caso da remocdo parcial) e a fermentacéo do vinho
branco sO ocorre apos a separacdo destes componentes. As etapas fundamentais de producao
como prensagem, fermentacdo, sedimentacdo, maturacéo e estabilizagdo do vinho s&o comuns
para os dois tipos de tecnologias, havendo diferengas no encadeamento dos VArios processos,
de modo a cumprir as especifica¢des de producdo de cada um dos tipos de vinho. A Figura 2.3
apresenta a sequéncia de estagios aplicada para a producdo de cada um dos tipos de vinho,
evidenciando as etapas onde ocorre geracao de residuos (Arvanitoyannis, et al., 2006; Conradie,
et al., 2014; Zacharof, 2017).
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Figura 2.3 — Sequéncia de etapas na producéo de vinho (Adaptado de Conradie, et al., 2014).

A etapa fulcral de producdo de vinho é a fermentagdo alcodlica, que é mediada por
leveduras. Durante esta etapa, 0s aclcares presentes na uva sdo convertidos em etanol pelas
leveduras, proporcionando simultaneamente o crescimento da cultura microbioldgica. Este
passo deve ser realizado na presenca de agitacdo, uma vez que as leveduras sdo matéria sélida,
e, portanto, com tendéncia a depositar. A prensagem tanto pode ocorrer antes como depois,
consoante o tipo de vinho a produzir. De qualquer forma, esta etapa conclui o processo de
remocdo das partes solidas da uva, como as sementes, as peles e 0s restantes engagos. Ao
conjunto destes residuos solidos e dos engacos removidos na primeira etapa da-se 0 nome de
bagaco de uva (grape pomace) (Nerantzis & Tataridis, 2006). A aparéncia do bagaco de uva é

a apresentada na Figura 2.4.



Figura 2.4 — Residuo de bagaco de uva (Stockfeeds, s.d.).

Ao liquido resultante apds as etapas de prensagem da-se o nome de mosto, que €é
formado numa proporc¢édo de aproximadamente 80 L por cada 100 kg de uvas (Zacharof, 2017).
Deste modo, os residuos solidos que constituem o bagaco da uva contribuem em cerca de 20 a
30 % da massa inicial de uvas (Brezoiu, et al., 2019; Drousou, et al., 2015; Nerantzis &
Tataridis, 2006; Zacharof, 2017).

Outra etapa fundamental na producédo de vinho é a sedimentacdo. Na etapa que sucede
a fermentacdo ou a sua finalizacdo, o vinho sobrenadante é separado das borras que se
depositam na base do depdsito por acdo da gravidade. As borras sdo um residuo com elevadas
quantidades de liquido, sendo que a fase sélida (5%, v/v) € essencialmente constituida por
leveduras presentes na fermentacdo, alguns hidratos de carbono insollveis e vestigios de
residuos solidos que ndo tenham sido eliminados nas etapas anteriores como peles, sementes e
caules (Zacharof, 2017). A fase liquida é constituida principalmente pelo caldo de fermentacéo
(Pérez-Bibbins, et al., 2015). Na Figura 2.5 pode observar-se o aspeto tipico de borras de vinho

tinto.

Figura 2.5 — Borras de vinho tinto.



As Ultimas etapas de producéo do vinho consistem no armazenamento para maturacao,
clarificacdo e estabilizagdo, terminando com o processo de engarrafamento. Apesar destas
etapas ndo gerarem diretamente quantidades significativas de residuos sélidos, todos o0s
equipamentos que entraram em contacto com o vinho sdo devidamente lavados com agua,
solventes, detergentes e agentes quimicos, tanto antes da producéo de vinho, para garantir a
seguranca alimentar e a qualidade da bebida, como depois da sua utilizagdo. Deste modo, estas
etapas geram elevadas quantidades de &guas residuais, sendo este valor estimado entre 0,5 e 14
L de agua residual por cada litro de vinho produzido. Este valor é dependente da quantidade de

vinho produzida em cada instalacéo (Zacharof, 2017).

2.2 Residuos sélidos da industria vinicola

De entre os residuos sélidos, o bagaco de uva é aquele com maior impacto uma vez que
é produzido em elevadas quantidades. A composi¢do do bagaco de uva em sementes, peles e
engacos é muito variavel, dependendo do tipo de uva e da forma como estes residuos sdo
removidos do processo de producéo e se pretendem aproveitar (Dwyer, et al., 2014). De entre
estes constituintes, as peles encontram-se em maior abundancia, podendo contribuir para
aproximadamente 70 a 90 % do peso do bagaco em base humida. As sementes, por sua vez,
contribuem entre cerca de 7 a 20 % do peso do bagaco, enquanto que a quantidade de engagados
pode variar entre 1 e 11 % (Jiang & John Simonsen, 2011; Toscano, et al., 2013). O teor de
humidade do bagaco varia geralmente entre 50 e 72% (Teixeira, et al., 2014). Também a sua
composicdo quimica é muito variavel, sendo este um residuo rico em lenhina, celulose e
hemiceluloses, aclcares e compostos fendlicos (Zacharof, 2017). A deposicdo deste residuo
diretamente no ambiente apresenta impactos negativos, tanto ao nivel do solo como nos cursos
de &gua envolventes, nomeadamente, acidificando o meio, alterando a sua condutividade
elétrica e cor. Por outro lado, a elevada carga organica do residuo (avaliada em termos de
caréncia quimica ou bioquimica de oxigénio, COD e BOD) reduz significativamente a
disponibilidade de oxigénio nos ecossistemas aquaticos, o que se traduz na morte da fauna e
flora aquética, bem como na producdo de odores desagradaveis, resultantes de processos de
anaerobiose (Dwyer, et al., 2014; Zacharof, 2017).

Com o aumento da consciéncia ambiental, é cada vez mais urgente tratar os residuos,
ndo sé tendo como objetivo a sua minimizagdo, mas tambem, procurando e desenvolvendo
processos de valorizacdo que permitam reintegrar os constituintes dos residuos em produtos de
valor acrescentado, de acordo com os conceitos de economia circular e de biorrefinaria. De
acordo com estes conceitos, procura-se utilizar um residuo como fonte de matéria prima para

bioconversdes, com o objetivo de produzir compostos quimicos de valor acrescentado ou como
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forma de gerar calor combinado com energia (Combined Heat and Power — CHP) (Kalli, et al.,
2018; Zacharof, 2017).

O bagaco de uva tem sido valorizado na forma de fertilizante ou como corretivo para
solos. No entanto, a presenca de compostos fendlicos pode causar inibi¢cdo na germinacéo de
sementes, diminui o pH deste residuo e aumenta a sua caréncia quimica de oxigénio (COD)
(Pinho, et al., 2017; Dwyer, et al., 2014). Por outro lado, muitos dos compostos fendlicos
presentes no residuo apresentam propriedades fitotoxicas e efeito antibacteriano, o que confere
a este residuo uma elevada resisténcia a biodegradacéo (Bustamante, et al., 2008). Deste modo,
0 bagaco de uva sé deveria ser aplicado no solo ap6s uma remocéo destes compostos. Para além
destes aspetos, os residuos sélidos provenientes da industria vinicola apresentam em geral
elevadas quantidades de macronutrientes, sendo deficitarias em micronutrientes, tornando-se
incompativel com as necessidades agricolas (Devesa-Rey, et al., 2011).

Este tipo de residuo também pode ser utilizado como suplementos para alimentacédo
animal, devido ao seu valor nutritivo. No entanto, a presenca de lenhina (composto fendlico
polimérico) reduz a digestibilidade do alimento, uma vez que afeta negativamente a atividade
de enzimas e o crescimento de microrganismos do trato digestivo em ruminantes (Bonilla, et
al., 1998; Fontana, et al., 2013; Gomez-Brandon, et al., 2019; Kalli, et al., 2018).

A producdo de biogas por digestdo anaerdbia é também uma das formas mais estudadas
para a valorizacdo do bagaco de uva. Neste processo, 0s residuos sao inoculados com um
consorcio de microrganismos que, na auséncia de oxigénio, degradam a matéria organica
complexa até obter uma mistura gasosa de didxido de carbono e metano (Moletta, 2005). A
digestdo anaerdbia decorre em quatro etapas principais: hidrélise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese. O metano produzido pode ser utilizado para geracao de energia elétrica, que em
muitos casos pode alimentar a unidade industrial onde foram gerados os residuos (Céaceres, et
al., 2012). No entanto, o elevado teor de lenhina presente no bagaco reduz a sua
biodegradabilidade, o que se traduz num baixo rendimento de produc¢do de metano (Dinuccio,
et al., 2010).

Seguindo o conceito de biorrefinaria, o bagaco de uva pode ainda ser valorizado ou

tratado de diferentes formas que se encontram resumidas na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Possiveis aplicagfes/tratamentos de valorizagdo do bagago de uva.

Tratamento

Descricao

Hidrolise de

hemiceluloses

Fermentacio no estado

sélido

Compostagem

Remog&o de metais

pesados

Fracionamento do

residuo

Recuperacéo de acido

tartérico

Fermentacédo para

producéo de bebidas

O bagago de uva é rico em hemiceluloses que podem ser hidrolisadas, produzindo-
se misturas de xilose e glicose. Na presenca de microrganismos, esta mistura pode
ser convertida em &cido latico, produzindo-se simultaneamente biossurfactantes
(Rivera, et al., 2007).

A fermentacdo no estado sélido é um processo aplicavel a compostos insoldveis,
como o material lenhocelul6sico das plantas, ocorrendo na presenca de um elevado
teor de humidade. Neste processo, 0 bagaco pode ser fermentando, produzindo-se

enzimas hidroliticas e bioetanol (Sanchez, et al., 2015; Zacharof, 2017).

A compostagem é um dos processos de estabilizacdo mais utlizados, e, a semelhanca
da digestdo anaerdbia, degrada os compostos mais complexos da biomassa em
compostos mais simples, estabilizando o residuo. Este processo decorre na presenga
de oxigénio e o composto pode ser usado como fertilizante ou corretivo de solos.
Devido a abundancia de compostos fenélicos no bagago, que aumentam a resisténcia
a biodegradacdo e inibem a germinagdo de sementes, alguns autores referem que
deve ser aplicado um pré-tratamento ao residuo antes do processo de compostagem
(Muhlack, et al., 2018; Zacharof, 2017).

A utilizacdo de engacos de uva para remocao de metais pesados presentes em aguas
residuais € uma via de valorizacao possivel para este residuo. A abundancia de grupos
hidroxilo, carboxilo, sulfato, fosfato e amina (presentes nos hidratos de carbono,
proteinas e compostos fenolicos) confere aos engagos um elevado poder de adsorgéo,
permitindo a captacdo de metais pesados de aguas residuais, através de um

mecanismo de permuta ionica (Villaescusa, et al., 2004).

O bagaco de uva pode ser fracionado por hidrélise quimica ou enzimética, com o
objetivo de obter celulose, hemiceluloses, fendis, lenhina e outros polimeros, que
podem ser convertidos posteriormente em outros compostos de valor, como alcoois,
cetonas e acidos carboxilicos (Kalli, et al., 2018).

O bagaco de uva é uma fonte de acido tartarico, que pode ser removido por extragao,
com agua quente ou cido cloridrico, sendo depois precipitado na forma de tartaratos,
que sdo reconvertidos em &cido tartarico. O 4cido tartarico pode ainda ser recuperado
por processos de membranas, como a eletrodialise com membranas bipolares
(Muhlack, et al., 2018).

O bagago de uva contém uma elevada quantidade de agUcares sollveis residuais, que
podem ser fermentados para produzir etanol. O etanol é removido do bagaco por
destilagdo, podendo ser usado para a producdo de bebidas com elevado teor alcodlico,
ou seja, as bebidas destiladas (Williams & Strauss, 1978).
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Tabela 2.1 — Possiveis aplicagGes/tratamentos de valoriza¢do do bagago de uva (continuagdo).

Tratamento

Descrigdo

Conversdo térmica

Extragdo de compostos

lenhocelulésicos

Recuperacéo de

compostos fendlicos

Uma das aplicagbes possiveis para o bagagco de uva é a conversdo térmica,
produzindo-se energia e outros compostos. A combustdo é um processo de
valorizacdo do residuo, em que toda a biomassa é oxidada na presenca de oxigénio
em excesso. O calor libertado pode ser usado para aquecimento ou para producédo de
energia elétrica por cogeracdo (Celma, et al., 2007). O residuo pode ser valorizado
por gaseificacdo, que consiste na oxidagdo parcial da matéria organica. Deste
processo resulta uma mistura gasosa que pode ser queimada para producgdo de energia
ou fracionada, separando-se nos seus diferentes compostos (Hernandez, et al., 2010).
O residuo pode também ser valorizado termicamente na auséncia de oxigénio, através
de pirdlise, podendo-se produzir uma gama variada de produtos consoante as

condicdes de operacdo (Muhlack, et al., 2018).

A abundancia de celulose, hemiceluloses e lenhina nos engagos de uva contribui para
um valor elevado da caréncia quimica de oxigénio, o que torna problematica a sua
deposi¢do na natureza. Uma forma de reduzir este problema é a extragdo dos
compostos lenhoceluldsicos utilizando solventes organicos e recorrendo a um preé-
tratamento de auto-hidrolise. Neste processo de valorizacgdo, € possivel decompor as
hemiceluloses em acucares redutores e alguns compostos fendlicos. Por sua vez, é
também possivel remover os compostos fenolicos ligados a lenhina. A fibra
recuperada neste processo pode ser utilizada como suplemento dietético (Amendola,
etal., 2012).

Os fendis representam uma familia de compostos relativamente abundantes no
bagaco de uva. Durante o processo de producdo de vinho, estes compostos séo
extraidos em baixas quantidades para a bebida, permanecendo a maioria nos residuos
solidos. Estes compostos podem ser recuperados utilizando diferentes técnicas de
extragdo, podendo ser utilizados com diferentes aplicacBes, como a industria
alimentar, farmacéutica e cosmética, devido as suas propriedades bioativas (Fontana,
etal., 2013; Muhlack, et al., 2018).

2.2.1 Compostos fendlicos presentes no bagaco de uva

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios produzidos durante o normal

desenvolvimento das plantas como resposta a stresses ambientais, nomeadamente, lesées nos

tecidos, infecOes ou radiagdo ultravioleta (Naczk & Shahidi, 2004). Estes compostos séo

responsaveis pela maioria das propriedades organoléticas dos vinhos, nomeadamente, a cor, 0

sabor, a adstringéncia e o corpo (Teixeira, et al., 2014). A composi¢do dos vinhos e do bagaco

de uva em compostos fendlicos é muito dependente da variedade da uva, do clima e da regido
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de cultivo, do tipo de solos e do processo de vinificacdo (Lafka, et al., 2007; Teixeira, et al.,
2014).

Os compostos fendlicos englobam uma vasta familia de compostos constituidos por um
anel aromatico substituido por um ou mais grupos hidroxilo e todos os seus derivados.
Atualmente, estdo identificados mais de 8000 compostos fendlicos existentes na natureza. Os
compostos fendlicos englobam também os polifendis, ou seja, os compostos fendlicos que
apresentem mais do que um anel aromético na sua estrutura (Muhlack, et al., 2018; Robbins,
2003). Estes compostos podem ser divididos em varios grupos, consoante a sua estrutura
quimica. Os mais simples sdo os acidos fendlicos, apresentando um anel aromatico com uma
funcionalidade de acido carboxilico e grupos hidroxilo. Estes compostos sdo divididos em
derivados dos &acidos hidroxibenzdicos e em derivados dos &cidos hidroxicindmicos. De entre
os acidos hidroxibenzdicos, o acido galico € o mais abundante em todos os componentes do
bagaco de uva, apresentando-se a sua estrutura na Figura 2.6 (a). Os acidos hidroxicinamicos
encontram-se em maior abundancia nas peles de uva e os principais compostos identificados

sd0 o &cido caftarico (Figura 2.6 (b)), p-coutérico e o acido fertéarico (Teixeira, et al., 2014).
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Figura 2.6 — Estrutura molecular do &cido gélico (a) e do &cido caftarico (b).

Os flavonoides sdo o grupo de compostos fendlicos mais abundante na alimentacédo
humana, sendo a sua unidade funcional o nucleo flavano, constituido por 15 d&tomos de carbono
distribuidos em 3 anéis, na forma C6-C3-C6. Estes compostos sdo derivados da flavona, cuja
estrutura € apresentada na Figura 2.7. A classe dos flavondides divide-se em seis subclasses, de
acordo com o estado de oxidacdo do anel central: flavonas, flavonois, flavanois, flavanonas,
isoflavonas e antocianinas (Dai & Mumper, 2010; Teixeira, et al., 2014). A presenca de
flavonoides € atribuida a capacidade de atuar como filtro de radiacdo ultravioleta e como
agentes atrativos de polinizadores. Os flavan6is e as antocianinas, em particular, sdo
respetivamente uma fonte de pigmentos e responsaveis pela cor nas uvas tintas. Os flavonoides
encontram-se sobretudo nas peles e, uma vez que estes compostos sdo altamente sollveis, séo

facilmente transferidos para o vinho durante o processo de vinificagdo (Teixeira, et al., 2014).
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Figura 2.7 — Estrutura molecular da flavona.

Os taninos sao responsaveis pela adstringéncia do vinho, e podem ser subdivididos em
dois tipos: taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisveis contém um
ndcleo de glicose ou um outro poliol esterificado com um acido fenoélico, nomeadamente acido
galico ou acido hexa-hidroxidifénico, podendo o seu peso molecular variar entre 500 e 2800
g/mol (Dai & Mumper, 2010). Estes compostos fendlicos podem ser hidrolisados por acdo do
pH, ou por hidrélise enziméatica e ndo-enzimatica, obtendo-se aglcares e &cidos fenolicos
(Garrido & Borges, 2013). Os taninos hidrolisaveis mais frequentes no vinho e nos residuos da
sua producdo sdo os galotaninos (Figura 2.8 (a)) e os elagitaninos (Garrido & Borges, 2013).
Por sua vez, os taninos condensaveis sdo oligémeros ou polimeros cuja unidade de repeticéo
tem por base um composto derivado do flavan-3-ol (Figura 2.8 (b)). Os taninos condensaveis
sdo também conhecidos como proantocianidinas uma vez que originam antocianinas se forem

decompostos com reac6es de oxidacdo em solucdes alcodlicas acidicas (Dai & Mumper, 2010).

@
OH
o
0 (o] OH
OH
HO 0,
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HO OH o
OH HO

Figura 2.8 — Estrutura de um tanino hidrolisavel (a) e de um tanino condensado (b).

Os varios componentes do bagaco de vinho sdo muito ricos em compostos fendlicos. Os
engacos de uva sdo ricos em flavan-3-0is, acidos hidroxicindmicos, flavon6is monomeéricos e
oligoméricos e estilbenos, correspondendo a cerca de 5,8% da sua massa em base seca

(Teixeira, et al., 2014). Os polifendis presentes nas sementes correspondem a cerca de 60 a 70
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% do seu material extratavel, correspondendo entre 5 a 8% da sua massa em base seca (Shi, et
al., 2003; Teixeira, et al., 2014). Os principais compostos fendlicos encontrados em sementes
s8o as catequinas e os seus polimeros. Nas peles de uva, os compostos fendlicos perfazem cerca
de 3% da massa de residuo, em base seca, sendo que a maioria dos compostos fenolicos
presentes é do tipo flavondides (Teixeira, et al., 2014; Negro, et al., 2003; Shi, et al., 2003).

Os compostos fendlicos podem também dividir-se quanto a sua solubilidade. Os fendis
soluveis sdo aqueles que estdo presentes nos vacuolos celulares do residuo, sendo facilmente
extrataveis, enquanto que compostos fendlicos insolUveis sdo aqueles que fazem parte da
estrutura das paredes celulares, como € o caso da lenhina (polimero de compostos fenolicos) ou
0s compostos que se encontram ligados por pontes de hidrogénio aos polissacarideos da parede
celular (Naczk & Shahidi, 2004; Pinelo, et al., 2006).

No entanto, durante o processo de vinificacdo, os compostos fendlicos presentes nos
constituintes sélidos da uva sdo apenas parcialmente extraidos para o vinho. Este facto € devido
ao baixo tempo de contacto e de maceragdo com 0 mosto ou mesmo devido a ocorréncia da
fermentacdo na auséncia dos constituintes sélidos (caso da producédo de vinho branco). Estima-
se que o0 bagaco de uva resultante permaneca ainda com cerca de 70% do teor original de fendis
presentes na uva, e por este motivo, hd um aumento da resisténcia a biodegradabilidade do
residuo pelo que é um fator impeditivo da sua deposicdo no meio ambiente (Gonzalez-
Manzano, et al., 2004; Kalli, et al., 2018; Porto & Natolino, 2018).

2.2.2 Propriedades e aplicactes dos compostos fenolicos

Os compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e que
podem atingir concentracdes com relevo para valorizagdo industrial. Como tal, ao longo das
ultimas décadas tém sido investigadas as propriedades e efeitos potenciais deste compostos na
salde humana e animal, tentando obter-se novas aplicacbes para 0os compostos fendlicos,
valorizando deste modo os residuos da industria vinicola (Kalli, et al., 2018; Teixeira, et al.,
2014).

Neste ambito, tém sido atribuidos aos polifendis alguns efeitos bioldgicos importantes
como € o caso do efeito antioxidante, evitando a degradacéo de lipoproteinas de baixa densidade
(Leopoldini, et al., 2011). Os compostos fendlicos exercem o seu poder antioxidante através de
diferentes mecanismos, como a eliminacdo de radicais livres, doacéo de hidrogénio, formacao
de quelatos com ides metalicos ou atuando como substrato para ataques de superéoxidos (Lafka,
et al., 2007). Esta caracteristica dos polifenois permite que estes sejam usados como substitutos

de antioxidantes sintéticos, que em doses elevadas apresentam toxicidade, sendo potenciais
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agentes carcinogénicos (Jayaprakasha, et al., 2001). Os efeitos antioxidantes dos polifendis
apresentam ainda a capacidade de prevencdo de problemas cardiacos. Segundo a Organizacao
Mundial de Salde, os problemas cardiacos sdo a maior causa de morte no mundo, sendo que
este tipo de doenca engloba varios tipos de patologias, como aterosclerose, arteriosclerose,
hipertensao, insuficiéncia cardiaca, arritmias e enfarte do miocardio, entre outras (Organization,
2018; Bagchi, et al., 2003). Alguns fatores de risco associados a estas doencas séo a idade, o
colesterol, a diabetes, a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, a agregacdo de plaquetas
ou uma resposta inflamatoria no organismo. Por possuirem uma agdo contra alguns destes
fatores de risco, os compostos fenolicos revelam-se muito eficazes na prevencédo deste tipo de
problemas (Lutz, et al., 2019). Para além destes aspetos, 0 consumo de extratos ricos em
polifendis tem vindo a ser prescrito pela comunidade médica como suplemento dietético e
complemento de outros medicamentos (Kalli, et al., 2018). Os polifendis apresentam também
um efeito antimicrobiano muito importante, uma vez que interagem com microrganismos como
bactérias alimentares, bactérias patogénicas, virus, fungos, parasitas e toxinas (Kalli, et al.,
2018). Como consequéncia, os polifendis tém vindo a ser incorporados como suplementos em
produtos alimentares, como lacticinios, sumos e carne, incrementando o seu valor nutricional e
0 seu tempo de prateleira, uma vez que a sua presenca previne ou atrasa a sua deterioracdo
(Tseng & Zhao, 2013; Kalli, et al., 2018). Um outro efeito estudado dos polifendis é a sua
atuacdo contra a formacdo de compostos quimicos potencialmente perigosos e cancerigenos,
como a acrilamida, formada como produto de reacdo durante o processamento de alguns
alimentos, uma vez que a aplicacdo de polifendis bloqueia a reacdo que produz acrilamida,
reduzindo substancialmente a sua presenca nos alimentos (Xu, et al., 2015). Os compostos
fendlicos exibem também atividade anti tumoral significativa, comprovada em ensaios in vitro,
in vivo e em humanos (Dai & Mumper, 2010). A aplica¢do de compostos fendlicos tem efeito
anticancerigeno, tanto minimizando o risco de surgimento do carcinoma como controlando a
proliferacdo e o crescimento das células tumorais (Dai & Mumper, 2010). Os compostos
fendlicos podem também ser aplicados na industria de producdo de cosméticos uma vez que
possuem efeitos antienvelhecimento. O envelhecimento da pele ocorre por acdo da radiagdo
UV, que induz a producdo de espécies de oxigénio reativo na pele. Devido ao seu poder
antioxidante, os compostos fendlicos atuam eliminando as espécies de oxigénio reativo,
bloqueando as reacdes que levam ao envelhecimento da pele (Wittenauer, et al., 2015). Os
compostos fendlicos contribuem significativamente para a cor dos alimentos onde se encontram
presentes, principalmente, devido a presenga de antocianinas. Deste modo, 0s compostos
fendlicos podem ser inseridos em alimentos como corantes alimentares de origem natural
(Lapornik, et al., 2005).

16



Devido a sua vasta gama de aplicacOes e propriedades bioativas, os compostos fendlicos
séo considerados produtos com alto valor acrescentado, e aliado aos problemas ambientais
causados pela deposicdo do bagaco de uva sem tratamento na natureza, considera-se muito

relevante o isolamento e a recuperacdo destes compostos (Bonilla, et al., 1998).

2.3 Recuperacdo de compostos fendlicos por processos de extracao

Uma das formas mais comuns de valorizar o bagaco de uva e os compostos fenolicos
nele presentes passa pelo isolamento destes compostos. O isolamento dos compostos fendlicos,
de um modo geral pode atingir-se numa ou mais etapas de extracao, em que os fendis sollveis
presentes nos organelos celulares do bagaco sdo removidos para uma outra fase. A extracao e,
entdo, a etapa mais importante no que diz respeito a recuperacdo destes compostos, podendo
ser seguida do seu isolamento e purificagdo, de modo a serem posteriormente
inseridos/convertidos em outros produtos (Kalli, et al., 2018; Hogervorst, et al., 2017).

As técnicas de extracdo mais usadas sdo a extracdo sélido-liquido e a extracdo Soxhlet,
em que a fase sélida é extraida com um solvente (geralmente organico). Estas técnicas requerem
elevados tempos e grandes quantidades de solvente, pelo que se forem aplicadas a nivel
industrial, representa custos elevados de operacao (Kalli, et al., 2018). No entanto, sdo também
os tipos de extracdo mais simples em termos processuais e cujos equipamentos necessarios sao
mais acessiveis, tanto na escala laboratorial como na escala industrial (Kalli, et al., 2018; Wang
& Weller, 2006).

Recentemente, tém sido desenvolvidas outras técnicas mais “verdes”, que permitem
diminuir os tempos de extra¢do, os consumos de solvente ou mesmo evitar a utilizacdo de
solventes organicos, obtendo-se simultaneamente maiores recuperagcdes de compostos
fendlicos. Sdo exemplos disso a extracdo recorrendo a fluidos supercriticos, como dioxido de
carbono supercritico, a extracdo assistida por ultrassons, por micro-ondas ou por pulsos
elétricos e a extracdo com &gua subcritica (Barba, et al., 2016). No entanto, devido aos
requisitos de equipamentos ou pela complexidade dos processos e das condi¢Bes de operacao
(pressdes elevadas), estas técnicas nem sempre sao possiveis de operar a escala industrial
(Fontana, et al., 2013; Barba, et al., 2016).

2.3.1 Extracao solido-liquido

A extracdo sélido-liquido é uma das técnicas de extracdo mais usadas para recuperacao
de compostos fendlicos. Nesta técnica, a matriz sélida onde se encontram os analitos em estudo

é colocada em contacto com um determinado solvente, geralmente, uma mistura de agua e um
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alcool, a uma temperatura controlada, durante um tempo de contacto pré-definido (Fontana, et
al., 2013). Geralmente, a extracdo solido-liquido ocorre sob agitagdo mecanica, que a escala
laboratorial pode ser do tipo agitacdo magnética (stirring) ou agitacdo num banho agitado
(shaking) (Fontana, et al., 2013).

A extracdo solido-liquido € essencialmente um processo de transferéncia de massa em
que os compostos sollveis migram da matriz sélida para o solvente, com o qual apresentam
afinidade. Este processo engloba quatro etapas dominantes:

1. Difusdo do solvente até ao interior das particulas da matriz sélida;

2. Dissolucdo dos compostos soluveis no solvente, dentro da particula;

3. Difusdo dos solutos até a superficie da particula;

4. Lavagem do solvente concentrado da superficie da particula para o seio do liquido.

No processo de extracdo de compostos ativos em residuos vegetais, a difusdo dos solutos
até ao exterior da particula sélida é a etapa limitante, que pode ser descrita pela segunda lei de

Fick para a difuséo, Eq. (2.1):

ac _ . 9%C
at = ox?

(2.1)
em que C representa a concentracdo do soluto (g/L), D o coeficiente de difusdo do mesmo
(m?/s) e x o diametro da particula (m) (Gertenbach, 2002). Tendo em consideracdo uma
geometria esférica para o sistema da particula, é definida a condicdo inicial Eq. (2.2) e as
condicdes fronteira (Eq. (2.3) e (2.4)):

C=Cy t=0, Vx (2.2)
C=C,=0,t>0, x=R (2.3)
ac

—==0,t>0,x=0 (2.4)

em que C, é a concentracdo inicial do analito na particula (g/L) (Chan, et al., 2014).

Deste modo, este processo vai ser significativamente limitado pelos coeficientes de
difusdo dos compostos fendlicos no solvente e também pelos gradientes de concentracdo
existentes, pelo que estas variaveis devem ser manipuladas de modo a maximizar a recuperagédo
destes compostos (Corrales, et al., 2009). O grau de polimerizacdo dos polifendis é um fator
importante na solubilidade destes compostos no solvente (Naczk & Shahidi, 2004). A

capacidade de extracdo de compostos fenolicos neste processo é ainda dependente da
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coeficiente de particdo, K, entre a concentracdo de soluto no solvente (g/L), Cs, e a concentracdo
do soluto na matriz solida (g/L), Cp, Eq. (2.5) (Gertenbach, 2002):

(2.5)

A extracao sélido-liquido ndo é uma técnica especifica para a recuperacdo de fenais,
sendo extraidos juntamente com os compostos fendlicos outros componentes como agucares,
proteinas ou gorduras que possam ser solubilizados na fase liquida. De acordo com Amendola
et al. (2010), uma secagem parcial do extrato (12.5 % de humidade) obtido por extracdo de
bagaco de vinho tinto utilizando etanol a 60% resultou num extrato com um teor de compostos
inorganicos igual a 6,7%, 2,8% de gorduras e 1,5 % de azoto (que estara correlacionado com a

presenca de proteinas no extrato).

2.3.2 Paréametros de operacéo para a extracao

A extracdo solido-liquido é um processo complexo que € afetado por diversas variaveis,
entre as quais o tempo de contacto entre o sélido e o solvente, a razdo entre a quantidade de
liquido e a quantidade de sélido (razdo L/S), o tipo de solvente e a sua concentracdo e a
temperatura de operagdo, que serdo abordadas ao longo deste trabalho (Fontana, et al., 2013;
Gertenbach, 2002). Para além destas variaveis, outras também apresentam impacto significativo
na recuperacdo de compostos fendlicos, apesar de ndo serem otimizadas neste trabalho. Entre
elas, encontram-se o pH do meio de extracdo, a granulometria das particulas, o tipo de agitacéo,
o tipo de sistema de extracdo, a pressao de operacado, a biomassa utilizada, o seu pré-tratamento
e a presenca de compostos interferentes no residuo (Teixeira, et al., 2014; Drousou, et al., 2015;
Corrales, et al., 2009; Fontana, et al., 2013).
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3 Estado da arte

3.1 Caracterizacao do residuo

De modo a valorizar o bagaco de uva, varios autores tém conduzido experiéncias com
0 objetivo de estudar a eficiéncia dos tratamentos abordados na sec¢édo 2.1. Um dos primeiros
passos desses estudos consiste na caracterizacdo detalhada do residuo.

O termo bagaco pode referir-se tanto a mistura das peles e sementes, como também ao
conjunto de todos os residuos sélidos produzidos durante o processo de vinificacdo, englobando
também os engacos e as polpas das uvas (Nerantzis & Tataridis, 2006). Uma vez que o bagaco
pode ter origem em castas de uvas diferentes e € uma mistura dos diversos componentes solidos
da uva, podendo a proporcdo destas partes ser variavel, o residuo acaba por ser bastante
heterogéneo, de modo a que as suas caracteristicas sdo igualmente variaveis.

Na Tabela 3.1 encontram-se compilados os valores reportados na literatura para 0s
parametros mais estudados quanto a caracterizacdo do residuo e das varias partes que 0
constituem. Para cada parametro, apresenta-se a média e, entre parénteses, 0s valores maximos
e minimos reportados.

Da andlise da Tabela 3.1 é possivel antever algumas das propriedades do residuo em
estudo. Um dos pardmetros com maior variabilidade € o teor de solidos totais, que é afetado
pela forma como o residuo foi produzido e é condicionado antes dos processos de
caracterizacdo. A percentagem de sélidos volateis apresenta uma gama de variacdo mais
apertada, sendo o seu valor bastante elevado (geralmente acima de 90 %). A quantificacdo da
matéria organica do residuo em termos de COD apresenta valores entre 1343 e 1405 mg O./¢g
TS, 0 que é um valor elevado. Este valor € inferior ao reportado para as sementes, 0 que pode
significar que este é o elemento do bagaco que mais contribui para este parametro. O pH do
residuo apresenta valores acidicos, sendo 0s engacos 0 componente que mais contribui para a
variabilidade deste parametro. O valor da condutividade elétrica reportado é de cerca de 2,58
mS/cm, apresentado uma gama de variacdo semelhante a dos engacos. A composi¢do elementar
indica que o carbono é o elemento mais abundante, seguido pelo oxigénio e pelo hidrogénio. A
composicao elementar reportada indica valores muito semelhantes para o bagaco e para 0s seus
diferentes constituintes. O teor de azoto total e o teor de azoto Kjeldahl (TKN) (orgénico e
amoniacal), para o residuo e os seus constituintes apresentam valores muito semelhantes, sendo
que por vezes o valor de TKN pode ultrapassar o teor de azoto total. Este facto pode resultar da
grande variabilidade do residuo e da falta de rigor dos métodos analiticos. A analise da biomassa

lenhoceluldsica revela que a lenhina € o polimero mais abundante do residuo, seguido pela
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celulose e por fim, por hemiceluloses. No caso dos engacos, a lenhina surge em menor

quantidade que no residuo e a celulose é o polimero menos abundante.

Tabela 3.1 — Gamas de valores reportados para os parametros selecionados para a caracterizagdo do residuo.

Parametro Engacos (1) Sementes (2) Peles (3) Bagaco (4)

pH 4,58 (3,8-6,1) 4,6 - 4,04 (3,4-54)

EC (mS/cm?) 4,54 (3,1-6,1) - - 2,58 (1,3-5,4)

TS (%) 51,7 (31,1-92,9) 51,4 - 65,2 39,1 44,46 (26,4 - 95,5)

VS (%TS) 91,78 (87,9-93,9) 93,6-96,6 89,4 92,41 (77,1 - 98,8)

COD (mgO2g - 1595,1 + 61,3 - 1374,6 (1343,6 - 1405,5)

TS)

Composic¢éo C: 48,2 C:55,4; C: 49,82 C: 49,68 (41,2 - 54,9)

elementar (%TS) H:5,8 H:7,0 H: 6,06 H: 6,13 (5,7-9,3)
0:37,6 0: 28,7 0:31,33 O: 38,17 (34,2 - 45,5)
N:1,45(1,0-1,7) N: 2,5 N: 2,08 N: 1,95 (0,5 - 2,6)

TKN (mg N/g 19,9 21,9+0,2 - 13,7 (6,9 - 23,0)

TS)

LG insoltvel - - - 21,5(10,5-32,5)

(%TS)

LG soltvel 23,3 - - 23,9

(%TS)

LG (%TS) 32,35+ 0,31 - - 41,47 (31,9 - 51,6)

CL (%TS) 17,85(12,2-235) - - 19,38 (10,5 - 33,0)

HM (%TS) 20,8 (15,9 - 25,7) - - 11,74 (6,1 -21,0)

EC — Condutividade elétrica; TS — S6lidos totais; VS — Sélidos volateis; COD — Caréncia quimica de
oxigénio; TKN — Azoto Kjeldahl total; LG — Lenhina; CL — Celulose; HM — Hemiceluloses;

Referéncias

(1) Engacos: (Dinuccio, et al., 2010; Toscano, et al., 2013; Bustamante, et al., 2008; Amendola, et al.,
2012)

(2) Sementes: (Achkar, et al., 2016; Toscano, et al., 2013)

(3) Peles: (Toscano, et al., 2013)

(4) Bagaco: (Pedras, et al., 2020; Corbin, et al., 2015; Zhihui, et al., 2008; Achkar, et al., 2018; Achkar,
et al., 2016; Dinuccio, et al., 2010; Toscano, et al., 2013; Gémez-Brandén, et al., 2019; Bustamante, et
al., 2008; Gowman, et al., 2019) (Dominguez, et al., 2016; Baumgartel, et al., 2007; Ciuta, et al., 2011;
Lafka, et al., 2007; Muhlack, et al., 2018)

3.2 Metodologias de extracao

Com o objetivo de recuperar os compostos fenolicos abundantes no bagaco de uva,
varios autores tém vindo a otimizar o processo de extracdo solido-liquido para o bagaco ou para
as varias fracfes que o constituem, manipulando as variaveis descritas na sec¢éo 2.3.2.

Na Tabela 3.2, encontram-se resumidos os valores ou gamas de valores das variaveis do
processo de extracdo. Os solventes utilizados variam entre agua e misturas aquosas com

diversos solventes organicos, como etanol (EtOH), metanol (MeOH) e acetona (Ac).

22



Tabela 3.2 — Valores reportados para os diferentes pardmetros de operacéo durante a extragdo e para o teor de

compostos fendlicos recuperados.

Biomassa t(h) T (°C) Solvente L/S pH TPh (mg Referéncia
GAE/g TS)
Sementes 2 45 EtOH70% 50 - 253+0,6 (Li, etal.,
2008)
Sementes 2 45 Ac 70% 50 - 29804 (Li, etal.,
2008)
Sementes 2 45 MeOH 50 - 20,2+0,7 (Li, etal.,
100% 2008)
Sementes 2 45 Agua 50 - 75+0,2 (Li, etal.,
2008)
Engacos 1-5 22 EtOH 40- 20 2-6 85,29-129,6  (Karvela, et
60% 56,4 - 93,44 al., 2009)
84,04 - 115,65
Bagaco 0,5-1,5 25-50 MeOH 1-5 - 0,41-1,63 (Pinelo, et al.,
100% 2005)
Bagaco 0,5-1,5 25-50 EtOH 96% 1-5 - 0,25-1,28 (Pinelo, et al.,
2005)
Bagaco 0,5-1,5 25-50 Agua 1-5 - 0,16 - 0,93 (Pinelo, et al.,
2005)
Bagaco 2 60 Agua 20 - ~6 (Vatai, et al.,
2009)
Bagaco 2 60 Ac 50-100% 20 - 3-20 (Vatai, et al.,
2009)
Bagaco 2 60 EtOH 50- 20 - 10-18 (Vatai, et al.,
100% 2009)
Bagaco 5min- 60 EtOH 60% 4 - 16 - 32 (Amendola, et
5h al., 2010)
Bagaco 1 60 EtOH 5-95 10-90 a 4,36 - 22,61 (Sant'‘Anna, et
% al., 2012)
Bagaco 0,25- 40-60 EtOH Ac 12,5 - 17,91-35,10 (Casagrande,
0,75 etal., 2019)
Bagaco 6-24 Tamb  EtOH 40 - 10a50 - 7,89 - 23,36 (Porto &
90% Natolino,
2018)
Sementes 0,75 Tamb  EtOH O- 10 - 5-28 (Yilmaz &
100% Toledo, 2006)
Sementes 0,75 Tamb  MeOH 0- 10 - 8-30 (Yilmaz &
100% Toledo, 2006)
Sementes 0,75 Tamb  Ac0-100% 10 - 8-40 (Yilmaz &
Toledo, 2006)
Bagaco - - EtOH 80% 30 b 41904 (Negro, et al.,
2003)
Sementes - - EtOH80% 30 b 85,8+0,3 (Negro, et al.,
2003)
Peles - - EtOH80% 30 b 33,3+0,3 (Negro, et al.,
2003)
Sementes 2 25-80 EtOH 50% 10 - 40 - 19-31 (Buci¢-Kojic,
et al., 2007)
Bagaco 1 4 MeOH 50 c 74,75+ 2,22 (Rockenbach,
100% 46,23 + 1,63 etal., 2011)
63,31+ 2,40
32,62 £ 0,68
Bagaco 24 25 EtOH 40% 50 - 28;31;42;25 (Ribeiro, etal.,
2015)

t (h); T (°C); Concentracéo de solvente (% (v/v)); L/S (mL solvente / g residuo); TPh (mg GAE/g TS)
a — acidificado com 1,2 mM de HCI

b — acidificado com 0,5%, 0,1 N HCI
¢ — acidificado com 01% HCI
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A analise da Tabela 3.2 permite identificar as melhores condicdes para a operacdo da
extragdo solido-liquido, que para os varios parametros em estudo neste trabalho se encontram

resumidos abaixo.

Tempo de contacto

Quando a extracdo ocorre em regime descontinuo, o tempo de contacto € uma variavel
muito importante uma vez que a libertacdo de compostos fendlicos da matriz ocorre de forma
gradual e a medida que o tempo avanca, a sua concentracdo no extrato (solucdo dos compostos
fenolicos dissolvidos no solvente em operacdo) aumenta. Apesar de o teor de fendis extraido
aumentar com o tempo de operacdo, prolongar excessivamente o contacto entre o sélido e o
liguido pode levar a oxidacdo dos compostos fendlicos, o que se traduz numa perda da sua
atividade antioxidante (Naczk & Shahidi, 2004). Este efeito é indesejavel, uma vez que o
objetivo da recuperacdo destes compostos é tirar partido das propriedades antioxidantes dos
polifendis.

Por outro lado, apesar do tempo de contacto promover a recuperacao de compostos
fenolicos, a cinética de extracdo é relativamente rapida, sendo geralmente suficiente tempos de
extracao entre uma hora e uma hora e meia para que se atinja um patamar de equilibrio, usando
misturas de agua e alcoois (Buci¢-Koji¢, et al., 2007). Alguns autores referem ainda que no
caso de se usar apenas agua como solvente, prolongar o tempo de extracdo acima de meia hora
ndo resultara num incremento do teor de fendis recuperados (Pinelo, et al., 2005).

E ainda importante referir que se for aplicado o processo de extracdo sélido-liquido a
uma escala industrial, ndo é economicamente rentavel prolongar o tempo de operacao
excessivamente para recuperar uma quantidade de fenois apenas ligeiramente superior, uma vez
que se traduz em custos acrescidos (tanto custos associados a agitacdo mecanica como a

manutencdo da temperatura de operacao).

Solvente

O solvente é um dos fatores que mais influencia a eficiéncia da extragdo solido-liquido
porque a solubilidade dos compostos fendlicos é dependente do meio usado para extracéo
(Augustin-Salazar, et al., 2014). Devido a sua natureza polar, os compostos fenolicos séo
solGveis em meios préticos polares, como solugdes de alcoois e agua (Spigno, et al., 2007).
Deste modo, o0s solventes mais estudados para 0 processo de recuperacao de fenois sdo agua,
etanol, metanol e também a acetona, sendo testadas misturas em diversas proporcdes destes

solventes. Para além destes solventes, também tém sido usados solventes menos polares, como
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acetato de etilo, para recuperar outros compostos que ndo sejam sollveis nos solventes acima
indicados (Fontana, et al., 2013; Spigno, et al., 2007).

As misturas de 4gua com alcoois ou acetona apresentam desempenhos na extracao de
fenois muito superiores a utilizacao de cada um dos solventes individualmente. Este fenémeno
é explicado por um efeito sinergético causado pela utilizagdo dos dois solventes em conjunto.
Por um lado, o solvente organico tera maior afinidade para extrair compostos fendlicos do que
a agua, enquanto que a presenca de &gua, em simultdneo com o solvente, aumentara a
permeabilidade das células do residuo, uma vez que impregna a matriz sélida, permitindo uma
melhor difuséo do alcool ou acetona até ao interior das células (Fontana, et al., 2013; Spigno,
et al., 2007). A nivel laboratorial, as misturas de solvente com melhor desempenho na extracdo
de fendis em residuo vinicola apresentam aproximadamente 50% de &gua e 50% do solvente
organico (Porto & Natolino, 2018; Shi, et al., 2003; Yilmaz & Toledo, 2006). No entanto,
Spigno, et al (2007) sugerem que o teor de fenois extraidos aumenta até uma concentracéo de
30% de &gua e diminui se for superior a 50%. Neste estudo, os autores identificaram o teor de
fendis extraidos com diferentes misturas de solventes em varias proporc¢des a par da atividade
antioxidante dos extratos obtidos. Uma vez que ndo houve aumento do poder antioxidante
acima de 30% de &gua, os autores deduziram que apenas varia a quantidade de compostos
extraidos. Para além disso, refere-se ainda que o aumento da percentagem de agua favorece
também a extracdo de compostos nao fendlicos, diminuindo a concentracdo destes nos extratos
(Spigno, et al., 2007; Kalli, et al., 2018). Outros estudos indicam ainda que para misturas de
metanol e agua, a propor¢cdo Otima é de 70% em metanol, enquanto que para o0 sistema
etanol/agua, a propor¢do 6tima é de 60% de etanol (Augustin-Salazar, et al., 2014).

A recuperacao de compostos fenolicos é muito dependente do solvente selecionado para
a operacao, uma vez que diferentes solventes organicos apresentam diferentes afinidades para
cada uma das classes de polifendis existentes (Kallithraka, et al., 1995). Comparando entre
metanol a 50%, etanol a 50% e acetona a 50%, a solucdo de acetona € o solvente que apresenta
geralmente melhor desempenho na extracdo de fenois, seguindo-se o metanol e por fim o etanol
(Yilmaz & Toledo, 2006; Pinelo, et al., 2005). No entanto, quando se pretende utilizar os
extratos como suplementos e aditivos alimentares, a utilizagdo de misturas de etanol ¢ preferivel
uma vez que este solvente € reconhecido como seguro para aplicacdes alimentares, para alem

de ser, de entre estes trés solventes organicos, o0 mais barato (Fontana, et al., 2013).

Temperatura
A temperatura € um parametro de operacao extremamente importante no processo de

extracdo sélido-liquido, uma vez que, em geral, a solubilidade dos compostos fendlicos é
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favorecida pelo aumento da temperatura (Spigno, et al., 2007) O efeito da temperatura €
também muito relevante no processo de transferéncia dos compostos fendlicos desde o interior
até ao exterior da particula, uma vez que o coeficiente de difusdo € proporcional ao aumento de
temperatura (Cacace & Mazza, 2003).

Apesar de apresentar um efeito positivo na extragdo de compostos fendlicos, ha que ter
em atencdo que temperaturas elevadas podem levar a degradagdo destes mesmos compostos e
a reducao do seu poder antioxidante nos extratos. Deste modo, tém sido citadas temperaturas
de operacdo entre a temperatura ambiente e 60 °C (Pinelo, et al., 2005; Fontana, et al., 2013;
Spigno, et al., 2007). No entanto, a temperatura de extracao é também limitada pela temperatura
de ebulicdo do solvente utilizado, uma vez que a extracdo decorre na fase liquida (Gertenbach,
2002).

A temperatura de operacéo selecionada para o processo de extracdo (a nivel industrial)
deve resultar de um compromisso entre a quantidade de fendis recuperada, a atividade
antioxidante do extrato obtido e os custos de operacdo, uma vez que temperaturas mais elevadas

acrescem 0s custos necessarios com aquecimento do solvente e do meio de operagao.

Razao L/S

A razdo entre o volume de liquido e a quantidade de solido durante o processo de

extracdo é uma variavel que afeta o gradiente de concentracdo dos compostos fenolicos (3272)
(Gertenbach, 2002). Utilizando razbes L/S mais elevadas, a concentracdo dos compostos
fendlicos na superficie das particulas sera menor, o que favorece a velocidade de difusdo do
soluto até ao exterior. Para além deste aspeto, aumentando a razdo L/S, a concentragdo de fendis
no extrato diminuird, o que permite que uma maior quantidade de compostos seja solubilizada
até se atingir o equilibrio (Gertenbach, 2002).

A semelhanca da temperatura, é necessario optar por um compromisso para a selecéo
da razéo L/S, uma vez que maiores razfes L/S envolvem maiores quantidades de solvente, o
que se traduz em maiores custos de operacdo, e equipamentos de maiores dimensdes, que se
reverte em maiores custos de investimento. Para além disso, maiores razdes L/S implicam uma
maior complexidade de processamento dos extratos obtidos, no que toca a remocdo e
recuperacdo do solvente (Gertenbach, 2002).

A nivel laboratorial, as razdes L/S mais utilizadas para a recuperacao de fenois a partir
de bagaco de uva variam entre 4 e 50 mL/g, sendo 10 mL/g o valor mais utilizado (Kammerer,
et al., 2004; Mildner-Szkudlarz, et al., 2010; Pinelo, et al., 2005; Yilmaz & Toledo, 2006;
Negro, et al., 2003; Rockenbach, et al., 2011).
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pH do solvente

O pH do solvente € uma das variaveis estudadas durante o processo de extracdo solido-
liquido, sendo geralmente considerado o efeito da acidificagdo do solvente. A utilizacdo de
condicdes acidicas no processo de extracdo pode estar relacionada com os equilibrios de
dissociacdo do acido galico, que apresenta um pKa para a desprotonacao do grupo funcional
acido carboxilico igual a 4,44 (Mera, et al., 2016). Libran et al (2013) estudaram o efeito
simultaneo do pH e da concentracdo de etanol em misturas de etanol e 4gua, para a extragdo de
compostos fendlicos presentes no bagaco de uva onde foram testados cinco niveis de
concentracdo de etanol (entre 0 e 100% (v/v)) e 4 niveis de pH (entre 2 e 12). Os autores
concluiram que para o caso da agua ou de etanol a 25%, a extracdo é favorecida no nivel de pH
mais elevado (12). No entanto, a tendéncia reverte-se se forem usados solventes mais
concentrados em etanol, onde valores de pH mais baixos favorecem a extracdo de polifendis
(Libréan, et al., 2013). Num outro estudo conduzido por Vatai et al (2009), a acidificacdo do
solvente com &cido cloridrico até pH 1 levou a que a quantidade de compostos fendlicos no
extrato triplicasse. A acidificagdo do solvente permite ainda preservar a estabilidade dos
extratos obtidos (Amendola, et al., 2010). Outros estudos citam gque a acidificacao dos solventes

pode ser feita adicionando entre 0,1 e 1 % de acido cloridrico (Fontana, et al., 2013).

Dimensao das particulas

A dimensdo das particulas interfere diretamente no processo de difusdo dos solutos até
a superficie, uma vez que, quanto menor for a dimenséo da particula, maior seré o gradiente de
concentracdo, 0 que potenciara a velocidade da extracdo (Gertenbach, 2002; Cacace & Mazza,
2003). Deste modo, a utilizacdo de menores granulometrias afetard positivamente o tempo de
operacdo, na medida em que é possivel obter as mesmas recuperacdes de compostos fenolicos
(ou superiores) em tempos de operacdo mais curtos, o que se traduz em menores custos de
operacdo. Bucic-Kojic et al (2007) estudaram o efeito da cinética e da dimenséo das particulas
na recuperacao de polifendis a partir de sementes de uva e concluiram que para dimensdes entre
0,125 e 0,16 mm, a cinética foi mais rapida e a recuperacdo de fenois triplicou face as amostras
com dimensao superior a 0,63 mm. Para além deste aspeto, a reducdo do tamanho das particulas
leva a um aumento da area superficial da matriz solida, o que promove a transferéncia de massa
(Spigno, et al., 2007).
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4 Materiais e métodos

A amostra de residuo sélido proveniente da inddstria vinicola continha engacos,
sementes e peles de uva, e por isso, pode ser referido como bagago. As amostras foram cedidas
por um produtor local da regido centro de Portugal, produzidas na colheita do ano de 2019. Os
ensaios de caracterizagdo do residuo e de avaliacdo das condi¢des operatdrias no processo de
extracdo foram conduzidos em triplicado. Os ensaios realizados no &mbito do desenho de

experiéncias e da validacdo dos modelos de regresséo obtidos foram conduzidos em duplicado.

4.1 Amostragem e armazenamento das amostras

Apos a rececdo do residuo, este foi seco a 40 °C até massa constante, triturado através
de um moinho (Retsch, modelo 5657), de modo a obter uma granulometria inferior a 1 mm e
acondicionado, de modo a preservar as suas propriedades e evitar a sua degradacdo. As Figuras
4.1 (a) e (b) mostram o residuo solido antes e apds 0s processos de secagem e moagem,

respetivamente.

Figura 4.1 — Residuo (a) tal qual: (b) ap6s secagem e moagem.

4.2 Caracterizacao

4.2.1 Humidade, sélidos totais e soélidos volateis

Os solidos totais (TS) foram determinados durante o processo de preparacdo das
amostras, na fase de secagem, descrita na secc¢do 4.1. A temperatura de secagem foi mantida a
40 °C para evitar a degradacao dos compostos termolabeis do bagaco de uva, sendo 0 processo

de secagem prolongado até o residuo ter peso constante para garantir a evaporacao de agua a
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uma velocidade de secagem mais lenta. A percentagem de sélidos totais pode ser calculada de

acordo com a Eq. (4.1)

TS(%) — Mamostra recebida "Mamostra seca X 100% (41)

Mamostra recebida

em que Mgymostra recevida TEPreseNta a massa da amostra antes do processo de secagem e
Mamostra seca @ Massa de amostra apds a secagem.

A partir da percentagem de sdlidos totais calculada, é possivel calcular também o teor
de humidade do residuo, por diferenca de massa, sendo esse valor complementar ao teor de
solidos totais: Humidade (%) = 100 — TS (%).

Os sélidos volateis (VS) foram determinados calcinando uma amostra de residuo
previamente seco. Nesta etapa, as amostras de residuo foram colocadas em cadinhos e levados
a uma mufla, a 550 °C. Para evitar a combustdo viva dos sélidos, a temperatura da mufla foi
aumentada de forma gradual. Ap6s o periodo de aquecimento gradual da amostra, esta
permaneceu a 550 °C durante 2 h. A percentagem de sélidos volateis pode ser calculada

recorrendo a Eq. (4.2)

VS(%) — Mamostra seca—Mamostra calcinada X 100% (4 2)

Mamostra seca

eM qQUE Mymostra caicinada COTesponde a massa de amostra apés a calcinacdo a 550 °C (g).

4.2.2 pH e condutividade elétrica

O pH e a condutividade elétrica (EC) da amostra foram medidos usando um sensor
multivariavel Consort, modelo C1020. A calibracdo do elétrodo de pH foi feita com duas
solucdes padrdo, para pH igual a 4 e pH igual a 7 (HI 7004 e HI 7007, Hanna Instruments). A
calibracéo do elétrodo de condutividade foi feita com uma solugédo padréo de KCl a 0,1 M.

Para efetuar estas medicOes, a amostra de residuo sélida foi posta em contacto com agua,
numa razdo de 1:10, ou seja, 1 g de residuo so6lido seco para 10 mL de agua. A mistura foi
agitada durante 2 h num agitador orbital. Apds este passo, o sobrenadante foi filtrado e o pH e

a condutividade foram medidas.
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4.2.3 Caréncia quimica de oxigénio

A caréncia quimica de oxigénio (COD) foi determinada de acordo com os métodos
standard da APHA (APHA 1992). As amostras a testar foram compostas por:
e 3 mg de residuo solido seco;
e 197 mg de agua destilada;
e 1,8 mL de solucéo de digestéo;
e 1,8 mL de solucéo &cida.

Para a preparacdo de 1 L de solugédo de digestdo, utilizou-se 24 g de dicromato de
potéssio (K2Cr20y7), adquirido @ Merk, com um grau de pureza de 99,9%, 60 g de sulfato de
mercurio (I1) (HgSOa4), adquirido a Carlo Erba Reagents, e 300 mL de &cido sulfarico (H2S0Oa),
adquirido a Scharlau, com um grau de pureza entre 95 e 98%, perfazendo-se com agua destilada.
A solucéo écida foi preparada com 90,4% w/v de &cido sulfirico e 9,6% w/v de sulfato de prata
(Ag2S04), adquirido a Carlo Erba Reagents.

Depois de preparadas, as amostras foram colocadas durante 2 h num termorreator, a 150
°C. Apobs o periodo de reacdo, as amostras foram agitadas e colocadas em ambiente escuro
durante 1 h, até atingirem a temperatura ambiente.

Decorrido o periodo de arrefecimento das amostras, foi medida a absorvéncia das
mesmas num fotometro (Photolab WTW series, photolab S6) a 605 nm. Por dltimo, para o
calculo do CQO (mg O2 eq/g TS) utilizou-se a Eq. (4.3)

3,8003% (Abs—Absy)—0,5302
COD = 2

(4.3)

Mamostra

em que Abs representa o valor de absorvancia lido, correspondente a amostra com residuo,
Abs, representa a absorvancia lida na auséncia de amostra, ou seja, 0 ensaio em branco e
Mamostra @ Massa de amostra que foi usada para cada andlise (g). Esta equacdo foi obtida a
partir da equacéo da curva de calibracdo utilizando como padrao o hidrogenoftalato de potassio,
CsHsKO4 (KHP), em que 1 mg de KHP corresponde a um valor de COD de 1,176 mg O2. A

curva de calibracdo encontra-se detalhada no Anexo A.

4.2.4 Caracterizacao elementar

A caracterizacdo elementar do residuo teve como objetivo conhecer as fragcbes massicas
de carbono (C), hidrogénio (H), azoto (N) e enxofre (S) no residuo. A percentagem de oxigénio

(O) foi obtida por diferenca, entrando em consideracdo com o teor de solidos volateis. Para a
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caracterizacdo elementar foram analisados 2 mg de residuo num analisador do tipo EA-1108
CHNS-O Element Analyser (Fisons Instruments). Os resultados da analise vém expressos em
base seca de residuo.

A formula empirica do residuo (CaHnOcNg) foi obtida, dividindo o valor de cada fracéo
elementar pela massa molar do respetivo elemento e dividindo cada um destes valores pelo

menor valor resultante (teor de N).

4.2.5 Caracterizagdo quimica da biomassa lenhocelulésica

As fragdes de lenhina, celulose e hemiceluloses foram calculadas de acordo com o
procedimento descrito pelo National Renewable Energy Laboratory. Para tal, adicionaram-se 3
mL de &cido sulfurico a 72 % a 300 mg de amostra solida e a suspensdo foi incubada num banho
a 30 °C, durante 1h, sendo agitada a cada 5 ou 10 min. Apoés este periodo, foram adicionados
84 mL de &gua desionizada, com o objetivo de reduzir a concentracdo do &cido até 4 %, levando
depois a suspensao diluida a autoclave, durante 1 hora, a 121 °C. Apds a autoclavagem, a
suspensdo foi filtrada e a fracdo de lenhina insollvel foi determinada pesando os sélidos
remanescentes (apds secagem do retido a 105 °C). Assim, a percentagem de lenhina insoltvel
pode ser definida através da Eq. (4.4)

%LG insoltive] = Tenhinainsolivel 5 1) (4.4)

Mamostra

em que Myenhina insoriver COIresponde a massa de lenhina insoltvel no filtro € My osrar @
massa de amostra inicialmente utilizada para a determinag&o.

A fracdo de lenhina soltvel foi determinada lendo a absorvancia do filtrado a 205 nm,
num espectrofotometro UV-Vis (Beckman DU 650), usando uma cuvete de quartzo. A
percentagem de lenhina soltvel relaciona-se com o valor de absorvancia lido pelo equipamento
usando a Eq. (4.5)

AbsXFDx86,73

%LG soltvel =
110X1000Xmam05tra

x 100 (4.5)

em que Abs corresponde & absorvancia da amostra, e FD, o fator de diluicdo, caso seja aplicado.

Os hidratos de carbono foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). O filtrado foi neutralizado e filtrado novamente e a solugdo sobrenadante foi injetada
na coluna de HPLC, do tipo Phenomenex Rezex ROA Organic Acid H+ (300 x 7.8 mm), de
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modo a quantificar os hidratos de carbono, acidos organicos, alcoois e produtos resultantes da
degradacdo de hidratos de carbono. Para cada um dos monossacarideos obtidos no
cromatograma, a sua percentagem pode ser calculada de acordo com a Eq. (4.6):

CmonossacarideoX0,8673 x 100 (46)

% Monossacarideo =

Mamostra

em que Cronossacarideo COrresponde & concentracdo do monossacarideo (mg/L).
Uma vez que estes produtos resultam da degradacdo por hidrolise da celulose e das
hemiceluloses, a fracdo de cada um destes hidratos de carbono foi calculada multiplicando o

teor de hexoses e pentoses por um fator, respetivamente, de acordo com as equacdes 4.7 € 4.8:

%Celulose = 0,9 X Hexoses 4.7)

%Hemiceluloses = 0,88 X Pentoses (4.8)

4.2.6 Azoto Kjeldahl

A determinacéo do azoto organico e amoniacal foi determinado de acordo com o método
de Kjeldahl e compreende trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo. Na etapa de digestdo, 0,5
g de residuo foram colocadas num tubo de digestao, juntamente com uma pastilha de catalisador
de Kjeldahl e 10 mL de solucéo de acido sulfarico a 96 %. Os tubos foram colocados no digestor
(DKL Fully Automatic Digestion Units, VELP Scientifica), a 400 °C, com o sistema de
exaustdo de vapores ativos, durante cerca de 2 h (tempo necessario até surgirem vapores
brancos e a amostra ficar transparente). Depois do processo de digestdo, as amostras
arrefeceram até a temperatura ambiente, durante 1 h. Simultaneamente, foram digeridas as
amostras de branco, em que se colocaram 10 mL de &gua ultrapura em vez da amostra de
residuo.

Para a etapa de destilacdo, que ocorreu num destilador automatico (UDK Distillation
Unit, VELP Scientifica), adicionou-se a amostra digerida 100 mL de agua desionizada. Foram
adicionados no destilador 50 mL de NaOH (40% p/v). Num erlenmeyer para a recolha do
destilado foram introduzidos previamente 20 mL de solucéo de &cido borico (HsBOs3, 2%) com
indicadores de pH e operou-se a destilacdo durante cerca de 8 min, obtendo-se 200 mL de
destilado.

A solucdo de H3BOs foi preparada dissolvendo 100 g de H3BOz em 4 L de agua
ultrapura. Apds o arrefecimento da solugéo, adicionaram-se 75 mL de indicador verde de
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bromocresol a 0,1 % e 30 mL de vermelho de metilo a 0,1 % e perfez-se a solugdo com agua
ultrapura num bal&o de 5 L. Os indicadores foram preparados dissolvendo 0,1 g de indicador
para um total de 100 mL em etanol.

Os destilados (de amostra e de branco) foram titulados com acido cloridrico a 0,1 M até
ao ponto de viragem de verde para vermelho. O teor de azoto Kjeldahl (TKN) foi depois

calculado de acordo com a Eq. (4.9)

TKN (mgy/grs) = —2mestra=Voranco . 14 01 . 1000 - Cyygy (4.9)

Mamostra

em que V,mosera representa o volume de acido cloridrico consumido na titulacdo do destilado
da amostra (L), Vp;-qgnco., © Volume de acido cloridrico consumido na titulacdo do destilado do
ensaio branco (L), mgmostra, @ Massa de amostra colocada no inicio da experiéncia (g) € Cycis
a concentracdo de acido cloridrico (M). O termo 14,01 - 1000 representa a massa molar do

azoto (mg/mol).

4.3 Determinacéao do teor de fendis

O teor de fendis dos varios extratos obtidos foi determinado por espectrofotometria UV-
Vis, usando um espectrofotometro do tipo T60 UV/Vis Spectrophotometer. Para a preparacdo
das amostras a analisar, adicionou-se numa cuvete 20 puL do extrato a analisar e 1580 uL de
agua destilada. De seguida, adicionou-se 100 pL de reagente de Folin-Ciocalteu (fornecido por
Panreac) e agitou-se a solucdo. Cinco minutos ap6s a adi¢do do reagente de Folin-Ciocalteu,
foram adicionados 300 uL de solucdo saturada de carbonato de sodio (Na;COs) e agitou-se
novamente a amostra. As cuvetes foram levadas a uma estufa a 40 °C, durante 30 min. Apés
este periodo de reacdo, foi determinada a absorbancia das amostras num comprimento de onda
de 765 nm. O teor de fendis normalizado por massa de residuo seco foi calculado recorrendo a
Eq. (4.10):

(1574.0286XAbs—4.9337)XFDXV gopente

TPh (mgGAE/gres) = (4-10)

Mamostra

em que Abs corresponde a absorbancia registada por uma amostra, a qual ja esta subtraida a
absorbancia do ensaio branco, FD, o fator de diluig&o aplicado ao extrato, Vy,pente, 0 VOlumMe
de solvente inicialmente utilizado para a extracao (L), € mgmostra, @ Massa de residuo usada na

extragéo (g). A equacéo foi deduzida com base na curva de calibrag&o construida para solu¢ées
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padrdo de &cido galico, para uma gama de concentracdo de acido galico entre 25 e 1000 mg/L,
que se encontra detalhada no Anexo B.

A solucdo de carbonato de sédio foi preparada dissolvendo 50 g de Na2COs em 150 mL
de agua.

As amostras foram preparadas em triplicado e foram incluidas duas amostras de branco

em cada determinag&o.

4.4 Ensaios as condicdes de operacéo de extracao

Antes da realizacdo dos ensaios de otimizacdo da extracdo foram realizados ensaios
preliminares de modo a selecionar um solvente para a extragdo sélido-liquido e conhecer o seu
comportamento em diversas condi¢des de operacdo. Foram inicialmente selecionados cinco
solventes, nomeadamente, &gua, etanol (Carlo Erba Reagents, 99,9 %), acetona (Fisher
Chemical, 99,8 %), metanol (Carlo Erba Reagents, 99,9 %) e butanol (Fisher Chemical, 99,5
%). Para cada solvente foram testadas duas concentracfes (50 e 100%), de modo a estudar o
seu efeito.

A razdo solido-liquido entre substrato e solvente nestes ensaios foi de 10 mL/g, em que
4q de residuo foram misturadas com 40 mL de solvente em cada experiéncia. As experiéncias
decorreram em frascos de 80 mL, completamente fechados. A temperatura de operacdo foi
fixada em 50 °C, num banho térmico agitado a 160 rpm (VWR, 18 L Shaking Bath) e com um
tempo fixo de extragdo igual a 1 h. Os solventes utilizados foram previamente colocados no
banho, antes do contacto com o sélido, de modo a garantir que estavam a temperatura
pretendida no inicio da extracao.

Apos cada extracdo, a mistura foi retirada e foi filtrada, recorrendo a uma bomba de
vacuo do tipo Blchi Vac V-500. Do extrato coletado, uma fracéo foi reservada num frasco,
para determinacdo do teor de fendis e o restante foi seco numa estufa (Pol-eko Aparatura, SLW
115 STD), a 50 °C, até ocorrer a evaporacao completa do solvente. O residuo solido retido no
filtro foi lavado com agua destilada e filtrado novamente para garantir a remocéo de solvente e
dos compostos nele dissolvidos. Apos este passo, o residuo solido lavado foi colocado na estufa.
Os extratos reservados para determinagdo do teor de fendis foram guardados num frigorifico
até ao momento da determinacgdo. A Figura 4.2 retrata a fracdo liquida obtida por filtracdo da
suspensdo apos 0 processo de extracao.

O rendimento de extracdo (em termos de solidos dissolvidos) pode ser calculado
segundo a Eq. (4.11):
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Rend (%) = % x L/S x 100 (4.11)
ext

em que Meyrato COrresponde a massa de extrato apos a evaporagdo completa do solvente (g),

Voxtrato, O VOlume de extrato que foi colocado a secar (mL), e L/S arazéo L/S (mL/g).

Figura 4.2 — Filtracdo da suspensdo obtida.

Os solventes com melhor desempenho nas experiéncias de selecdo de solvente, foram
selecionados para o estudo da cinética de extragcdo, fixando um solvente, mantendo-se a
temperatura de 50 °C e a razdo L/S igual a 10 mL/g. Para o estudo cinético, realizaram-se
extracdes de 15 e 30 min, 1, 2 e 3 h. Os resultados da cinética foram modelados atraves de um
modelo de primeira ordem, Eq. (4.12), e os parametros foram estimados através de regressao

ndo linear, utilizando o software SigmaPlot,

TPh=ax (1— ekt (4.12)

em gue o parametro a indica a quantidade de polifendis extraida em equilibrio (mg GAE/g TS),
k é a constante cinética associada a extracdo (h'?) e t é o tempo de operagéo (h).

Estudou-se ainda o efeito da temperatura na extracéo, variando este parametro entre 25
e 70 °C e fixando o tempo em 1 h. Realizaram-se ainda experiéncias para avaliar o efeito do
pH, fixando o tempo em 1 h, a temperatura em 50 °C, para valores de pH de cercade 2,4,5¢e 7.
Para cada um destes conjuntos de experiéncias procedeu-se de modo semelhante ao descrito
para o processo de selecdo do solvente, desde o aquecimento prévio dos solventes ao
acondicionamento dos extratos e residuos.
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4.5 Ensaios de otimizacao da extracao

A otimizacdo de modo a maximizar o contetdo fendlico extraido foi realizada para dois
solventes (etanol e acetona) selecionados apos a fase de screening. Para a otimizacdo do
processo de extracdo, selecionou-se um desenho de experiéncias do tipo Central Composite
Design com os quatro fatores considerados com maior influéncia na recuperacdo de compostos
fenolicos, nomeadamente a razdo L/S, temperatura, tempo e concentracdo de solvente. Este tipo
de desenho de experiéncias permite obter uma resposta de superficie avaliando os possiveis
efeitos de segunda ordem do sistema, de acordo com a Eq. (4.13)

4 4 4 4
TPh = :80 + Z [)’ixl- + Z Z ,Bijxixj + Z )/l-xiz (413)
i=1 i=1

i=1 ]:1 =

em que x; e x; representam os varios fatores selecionados para a otimizagdo, 8, € o termo
independente e os coeficientes f;, Bi; € y; sdo os coeficientes das variaveis do modelo. As
experiéncias de extracdo ndo foram realizadas de modo aleat6rio, mas sim, ordenadas por valor
de temperatura, para maximizar a capacidade de utilizacdo do banho agitado. A Tabela 4.1
mostra 0s niveis testados na otimizacdo com etanol e a Tabela 4.2 na otimiza¢do com acetona.
As experiéncias foram planeadas no software JMP — Statistical Discovery, e de acordo com 0
modelo Central Composite Design, foram testadas 26 condigdes experimentais diferentes para
cada solvente, em duplicado (52 experiéncias para cada solvente). As condi¢des experimentais

testadas encontram-se presentes nas Tabelas D.7 e D.9 do Anexo D.

Tabela 4.1 — Niveis testados na otimizagdo com etanol.

Variavel testada Nivel inferior Nivel central Nivel superior
T (°C) 30 45 60
t (h) 0,5 1 15
%Et (%) 20 55 90
L/S (mL/g) 10 20 30

Tabela 4.2 — Niveis testados na otimiza¢do com acetona.

Variavel testada Nivel inferior Nivel central Nivel superior
T (°C) 30 40 50
t (h) 0,5 1 15
%AcC (%) 20 55 90
L/S (mL/qg) 10 20 30
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As experiéncias decorreram em copos de 100 mL, devidamente fechados e o volume de
solvente foi fixo em 60 mL, variando apenas a massa de modo a cumprir as razoes L/S definidas.
A velocidade de agitagdo foi fixada em 120 rpm. As experiéncias foram realizadas em
duplicado e o restante procedimento experimental realizado como o descrito na sec¢éo 4.4.

Os resultados obtidos foram analisados no software JMP, obtendo-se um modelo de
regressdo de acordo com a Eq. (4.13). Os modelos foram validados, testando-se cinco condigfes
operatdrias diferentes das condigdes experimentares resultantes do desenho de experiéncias
(incluindo as condigcbes Otimas obtidas) e os valores obtidos nestas experiéncias foram
confrontados com as previsdes dos modelos. As experiéncias de validacdo dos modelos de

regressao foram realizadas em duplicado.
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5 Resultados e discussao

Os resultados apresentados discutidos em seguida foram organizados em trés vertentes:
caracterizacdo do bagaco de uva, avaliacao das condi¢des de operacdo do processo de extracao

e otimizacdo da extracao de polifendis.

5.1 Caracterizacao do residuo

O residuo solido foi caracterizado fisica e quimicamente. Os pardmetros fisicos
selecionados para a caracterizacdo do residuo foram a humidade, o teor de sélidos totais, o teor
de sélidos volateis e a condutividade elétrica. Em termos quimicos, analisou-se o pH do residuo,
a caréncia quimica de oxigénio e o teor de azoto Kjeldahl. Procedeu-se a uma analise elementar
do residuo, que permitiu estimar a sua formula molecular empirica e analisou-se a biomassa
lenhocelulésica, quantificando as fracdes dos varios biopolimeros. Na Tabela 5.1 encontra-se

um resumo dos valores médios e dos desvios-padrdo para os diversos parametros medidos.

Tabela 5.1 — Caracterizacdo do bagaco de uva.

Parametro Valor

pH 3,88 £0,02
EC (mS /cm) 4,20 £ 0,05
TS (%) 76,3+5,3
VS (%TS) 92,54 + 0,06
COD (mg O./g TS) 1396,6 + 50,2
C (%TS) 47,96 + 0,01
N (%TS) 1,42 + 0,01

O (%TS) 34,55 +0,03
H (%TS) 6,15 + 0,02
LG insoltvel (%TS) 46,21 +1,15
LG soltvel (%TS) 4,43 +0,32
CL (%TS) 19,03 + 0,30
HM (%TS) 8,18 £ 0,02
TKN (mg N/g TS) 22,51+2,13
Férmula empirica Cs9,3He05021,2N

O bagaco de uva seco apresentou um pH de 3,88, 0 que € comparavel com as gamas de
pH reportadas na literatura (3,4 — 5,4). Este valor corresponde a um pH &cido, que resulta da
presenca de compostos como &cidos fenolicos ou acidos gordos, como se refere no segundo

capitulo. Um baixo valor do pH é favoravel a conservacdo do bagaco, porque limita a
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proliferacdo de microrganismos, como fungos e bactérias, que acontece favoravelmente a
valores de pH na gama de 4,5—-5 ¢ 6,5 — 7, respetivamente (Sousa, et al., 2014).

A condutividade elétrica de um residuo sélido é definida como a condutividade da
solucdo aquosa que resulta do contacto com o solido. Esta propriedade mede a capacidade da
solucdo aquosa para conduzir corrente elétrica e esta diretamente relacionada com a quantidade
de sélidos sollveis presentes no residuo (Rhoades, 1996). O residuo em estudo apresentou uma
condutividade elétrica igual a 4,20 mS/cm, o que est4 de acordo com os valores reportados na
literatura (entre 1,3 e 5,4 mS/cm).

O teor de solidos totais do bagaco de uva foi determinado aquando do processo de
secagem, correspondendo a 76,3 % da massa total de residuo. Por diferenca de massa, o valor
de humidade inicial do residuo foi avaliado em 23,7 %. Estes valores estdo de acordo com 0s
varios estudos reportados, que situam o teor de sélidos totais entre 26,4 e 95,5 %. E importante
referir que a gama de valores reportados para o teor de solidos totais do residuo é bastante
alargada, uma vez que estad muito dependente de como o residuo foi processado e acondicionado
até ao inicio das analises. Por outro lado, o teor de solidos totais também estd dependente das
proporcoes das varias fracdes da uva presentes no bagaco (engacos, sementes e peles), uma vez
gue cada uma destas fragdes apresenta diferentes valores para este parametro. O teor de sélidos
volateis do residuo foi avaliado em 92,54 % (em base seca), 0 que também esta de acordo com
os dados presentes na literatura (entre 77,1 e 98,8 %). O teor de solidos totais esta diretamente
relacionado com a quantidade de matéria organica presente no residuo. Por diferenca de massa,
o teor de solidos fixos (ou cinzas) foi calculado, sendo igual a 7,46 %, o que corresponde a
matéria inorganica presente no residuo, que resiste ao processo de calcinagéo.

A caréncia quimica de oxigénio (COD) é um parametro que também permite quantificar
a matéria organica, correlacionando-a com a quantidade de oxigénio necessario para que seja
completamente oxidada. O bagaco de uva em estudo apresentou um valor de COD igual a
1396,6 mg O2/g TS, que é compativel com os dados da literatura, que referem valores entre
1343,6 e 1405,5 mg O2/g TS. O valor em causa é elevado e é revelador do potencial impacto
nos recursos hidricos.

Da caracterizacdo elementar do bagacgo resultou uma percentagem de 47,96 % de C,
1,42 % de N, 34,55 % de O e 6,15 % de H (em base seca). Os valores obtidos estdo de acordo
com os resultados obtidos por outros autores e permitem determinar a formula empirica do
residuo como Czg 3He0,5021,2N. Para o residuo em causa, determinou-se também o teor total de
azoto Kjeldahl (TKN). Este parametro permite quantificar o azoto organico e amoniacal no
residuo relacionado com a matéria orgénica. Esta medida engloba o azoto presente em

proteinas, peptideos e acidos nucleicos e também o azoto amoniacal, excluindo o azoto contido
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em nitratos e nitritos (Baird, et al., 2017). Deste modo, em teoria, o valor do TKN deve ser
inferior ou igual ao valor do teor de azoto total. Para o0 bagaco de uva, o valor de TKN
determinado correspondeu a 22,51 mg N/g TS, o que est& dentro da gama de valores indicada
na literatura (entre 6,9 e 23 mg N/g TS). Convertendo estas unidades para uma percentagem do
total de sélidos, o teor de azoto Kjeldahl corresponde a 2,251 % dos solidos totais, 0 que €
superior ao valor do azoto total determinado através de analise elementar. Estes resultados
discordantes podem ser consequéncia de alguns fatores como o baixo rigor dos métodos
analiticos usados, que tém como alvo uma familia de compostos e ndo um composto especifico,
e também, da variabilidade do residuo. O residuo € bastante heterogéneo e, efetivamente, as
amostras recolhidas para a determinagdo do TKN e para a caracterizacdo elementar poderiam
apresentar algumas diferencas significativas. A preparacdo da amostra para analise elementar,
ao requerer secagem, envolve também potenciais perdas de N.

As fracBes de lenhina, soltvel e insoltvel, celulose e hemiceluloses foram também
analisadas. No caso das fragdes de lenhina soluvel e insoluvel, os valores obtidos estdo fora das
gamas reportadas na literatura, o que pode ser explicado por variabilidade na biomassa de
origem. No entanto, o teor total de lenhina é concordante com a literatura, que situa este valor
entre 31,9 e 51,6 %. Os teores de celulose e hemiceluloses também séo concordantes com 0s
dados reportados na literatura, de 10,5 a 33 % e de 6,1 a 21 %, respetivamente (Achkar, et al.,
2018; Dinuccio, et al., 2010; Dominguez, et al., 2016; Gowman, et al., 2019; Gomez-Brandon,
etal., 2019).

5.2 Avaliacao das condicOes de operacao do processo de extracao

Antes de iniciar o processo de otimizacdo da extracdo de compostos fenolicos foi
necessario conhecer o comportamento do sistema de extracdo em varias condi¢fes de operacéo,
ndo sé para perceber como é que 0s varios parametros de operacdo condicionam 0 processo,
mas também para selecionar a gama de pesquisa do 6timo durante o processo de otimizacdo.
Neste ambito, avaliou-se o desempenho de varios solventes na extracdo de polifendis, o efeito
da mistura de varios solventes, o efeito do tempo de operacéo (cinética de extracdo), o efeito da
temperatura e o efeito do pH.

5.2.1 Selecao de solventes

A fase de selecéo de solventes teve como objetivo evitar este fator (“tipo de solvente™)
na lista de variaveis para a otimizagdo. Os solventes a utilizar neste processo de screening foram

selecionados com base nos dados reportados por outros autores, que citam a utilizacéo de etanol,
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metanol e acetona como os solventes mais adequados ao processo de extracdo solido-liquido
(Fontana, et al., 2013). Para além destes solventes, utilizou-se também &gua, uma vez que é o
solvente mais barato e mais “verde”. Apesar de nao ser muito referido como solvente para
recuperacdo de polifendis, testou-se a utilizacdo de butanol, uma vez que tem sido reconhecido
como um solvente com menor perigosidade ambiental (GlaxoSmithKlein, 2010). As
propriedades fisicas dos vérios solventes encontram-se compiladas no Anexo C. Foram testadas
também misturas de cada um destes solventes organicos com agua, a 50 % (v/v). Os resultados

obtidos para o teor de fenois recuperados com cada solvente encontram-se na Figura 5.1.
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Figura 5.1 — Desempenho de cada um dos solventes na extragdo de polifendis (L/S=10 mL/g, T=50 °C, t=1 h).

Uma das conclusfes mais evidentes € a de que as misturas aquosas de solventes tém um
desempenho muito superior ao dos solventes puros. De facto, varios autores tém referido o
efeito sinergético da mistura de um solvente organico com &gua para a recuperacdo de
polifendis, como ja foi referido na seccéo 3.2. Este estudo do efeito do solvente, revelou que a
adicdo de 50 % de agua a cada um dos solventes incrementou a recuperacao de polifendis entre
2,3, no caso do metanol e 12,5 vezes, no caso da acetona, face a utilizacdo do solvente puro.
Por outro lado, comparando o desempenho dos solventes a 50 % com o da agua, a adi¢do de 50
% de solvente levou a um aumento da recuperacdo de fendis entre 5,3, no caso do metanol e
9,8 vezes, no caso da acetona.

De entre 0s varios solventes testados, a acetona a 50 % foi o que apresentou melhor
desempenho, permitindo a recuperacdo de 22,5 mg GAE/g TS, sequida pela mistura de butanol
a 50 %, etanol a 50 % e metanol a 50 %. Apesar do butanol ser um solvente “verde” e aquele
que, em conjunto com agua, tem o segundo melhor desempenho na recuperacdo de fendis, a

sua utilizacdo tem algumas limitacGes. O butanol é insolGvel em &gua, formando uma mistura
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bifasica, como se pode observar na Figura 5.2 (a), onde é visivel uma interface entre as duas
fases. A observacgdo das Figuras 5.2 (b) e 5.2 (c) revelam que o residuo e 0os compostos extraidos
tém diferentes afinidades com cada uma das fases (organica e aquosa). A imiscibilidade entre
as duas fases dificultou o processo de analise do teor de fenois, havendo necessidade de usar
etanol na diluicdo dos extratos para a preparacdo das amostras, de acordo com o método de
Folin. Para além deste aspeto, o ponto de ebulicdo do butanol é elevado (entre 117 e 118 °C
(EPA, s.d.)), o que a nivel industrial, dificulta a recuperacdo do solvente, requerendo mais

i Eo

Figura 5.2 — (a) mistura de agua e butanol; (b) extrato + residuo; (c) extrato obtido com butanol a 50 %.

energia.

Relativamente aos varios solventes testados nesta fase de experiéncias, observou-se que
a cor dos extratos obtidos é muito dependente do solvente utilizado. No caso da dgua, obteve-
se um extrato rosado e para cada um dos solventes organicos puros, 0 extrato variou entre
tonalidades de verde claro e castanho. Os extratos mais carregados foram os que se obtiveram
utilizando misturas a 50 % do solvente organico com agua, sendo a sua cor proxima da cor de
vinho tinto, o que era indicativo, a partida, de que a recuperacdo de fendis seria superior com
misturas de solventes. Para além disso, a simples observacdo da cor revela que diferentes
solventes removem diferentes compostos. A Figura 5.3 evidencia a cor dos extratos obtidos,
pela ordem apresentada no grafico da Figura 5.1.

Figura 5.3 — Extratos obtidos com os solventes testados: a) 4gua; b) etanol 100%; c) etanol 50 %; d) acetona
100%; e) acetona 50 %); f) metanol 100 %; g) metanol 50 %; h) butanol 100%; i) butanol 50 %.
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5.2.2 Efeito das misturas de solventes

Face aos resultados obtidos durante as experiéncias para a selecdo do solvente, testou-
-se a mistura de 3 solventes, para verificar as eventuais vantagens na recuperacdo de compostos
fenolicos, uma vez que diferentes solventes podem ter afinidades para diferentes compostos.
Deste modo, foi estudado o efeito da mistura de solventes, em varias propor¢ées, com misturas
de agua, etanol e metanol (A:E:M) e 4gua, etanol e acetona (A:E:Ac). Nestas experiéncias, foi
mantida a percentagem de 4gua em 50 % e as percentagens dos solventes organicos tomaram
valores entre 12,5, 25 e 37,5. Na Figura 5.4 encontram-se resumidos os resultados obtidos

nestas experiéncias, bem como os obtidos no caso dos solventes puros e a 50 %, como termo

de comparagéo.
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Figura 5.4 — Efeito da mistura de solventes na recuperacgdo de polifenois.

Para o caso das misturas de agua, etanol e metanol, efetivamente, observa-se que o teor
de fendis atinge um maximo usado etanol e metanol a 25 %, sendo o teor de fendis recuperado
igual a 14,0 mg GAE/g TS, o que € cerca de 10% superior ao teor de fendis recuperado apenas
com etanol a 50 % (12,7 mg GAE/g TS). Apesar do aumento do teor de fendis recuperados, a
nivel industrial, a mistura dos trés solventes pode ndo compensar, uma vez que implica a
separacdo e purificacdo dos trés componentes, e, portanto, maior complexidade no
processamento dos extratos. Para além disso, 0 metanol é um solvente téxico, pelo que a sua
utilizacdo deve ser minimizada ou mesmo evitada. No caso das misturas de agua, etanol e
acetona, nenhuma das misturas dos trés componentes obteve melhores resultados do que a
acetona a 50%.

Face a estes resultados, selecionou-se a acetona e o etanol como solventes para a
otimizacdo da extracdo. Apesar do etanol no ter resultados tdo altos quanto a acetona, optou-

se por investigar a otimizacdo da extracdo com misturas a base de etanol, uma vez que é o
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solvente mais aceite no caso de se pretender utilizar o extrato para fins alimentares, para além

de ser mais barato, sendo reconhecido como seguro (Fontana, et al., 2013).

5.2.3 Cinéticas de extracéo

Tendo-se selecionado a acetona e o etanol, ambos a 50 %, para a fase de otimizagé&o,
conduziram-se previamente alguns estudos, no sentido de facilitar o processo de otimizacdo. O
primeiro passo consistiu na investigacao da cinética de extracéo para cada um destes solventes,
tendo sido testados tempos entre 15 min e 3 h. O teor de fenois dos extratos foi avaliado e 0s
resultados obtidos encontram-se na Figura 5.5, bem como as linhas de ajuste a um modelo

cinético de 12 ordem para cada um dos solventes testados.
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Figura 5.5 — Cinética de extracdo de polifendis a 50 °C, com acetona e etanol a 50 %.

Para os resultados de cada um dos solventes ajustou-se um modelo cinético de primeira
ordem (com dois parametros), de acordo com a Eq. (4.11). Os valores obtidos para os

parametros do modelo cinético para os dois solventes encontram-se reportados na Tabela 5.2,

assim como o valor do coeficiente de ajuste.

Tabela 5.2 — Pardmetros do ajuste cinético para os dois solventes.

Solvente a (mg GAE/g TS) k (h%) R?
Acetona (50%) 54,89 9,14 0,77
Etanol (50%) 17,39 1,82 0,99

Comparando os dois modelos, (R?=0,77 e 0,99, para a acetona e etanol, respetivamente),

observa-se que a cinética de extracdo com acetona a 50 % é muito mais rapida que a do etanol

45



a 50 %. De facto, a extragdo com a acetona envolve uma constante cinética de 9,14 h™ e o etanol
de 1,82 h'’. Para o caso da acetona a 50 %, de acordo com o ajuste cinético calculado, atinge-
se 95 % do TPh de equilibrio ao fim de cerca de 20 min. No caso do etanol, € necessério cerca
de 100 min. Para além disso, comparando as assimptotas dos dois graficos, que correspondem
ao valor maximo que é possivel recuperar prolongando o tempo de extracdo, verifica-se que a
acetona permite recuperacfes de polifendis mais do que trés vez superiores as recuperacdes
com etanol.

Os resultados obtidos foram muito semelhantes aos resultados descritos por Buci¢-
Koji¢, et al (2007), onde se estudou a cinética de extracdo de polifendis em sementes, com
etanol a 50 % e a 50 °C. Para particulas de dimensao superior a 0,63 mm, o TPh recuperado foi
de aproximadamente 20 mg GAE/g TS, tendo sido atingido o equilibrio apds cerca de 100 min
de extracdo. Sant’Anna, et al. (2012) também obteve como 20 mg GAE/g TS como TPh de
equilibrio para a cinética de extracdo de polifendis a partir de bagaco, com etanol a 50 %. Neste
estudo, o patamar de equilibrio foi atingido a partir de 1 h de operacdo, o que pode ser
consequéncia da utilizacdo de uma razéo L/S superior, que leva a maiores gradientes de

concentracdo, e, por conseguinte, maiores velocidades de extracéo.

5.2.4 Efeito da temperatura

Apbs avaliar a extracdo de polifendis em funcdo do tempo, estudou-se o efeito da
temperatura para o caso da mistura entre etanol e dgua, a 50 %. No grafico da Figura 5.6
encontram-se os resultados obtidos em funcéo da temperatura, no que respeita ao teor de fendis

recuperado e ao rendimento de solidos solubilizados.
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Figura 5.6 — Efeito da temperatura na recuperacao de polifendis e no rendimento de extragéo.
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Da observacdo dos resultados obtidos, verifica-se que a temperatura exerce um efeito
positivo na recuperacao de fendis e na solubilizagdo dos componentes do bagaco (rendimento).
A alteracdo da temperatura de operagédo de 25 para 70 °C levou a duplicagdo do TPh recuperado,
havendo um incremento de 10,8 para 20,0 mg GAE/g TS. Estes resultados estdo em
concordancia com o que é referido na literatura sobre 0 modo como a temperatura afeta a
extracdo solido-liquido. Casagrande, et al. (2019) e Pinelo, et al. (2005) otimizaram a
temperatura (entre outras variaveis) e nos seus estudos, verifica-se que esta variavel apresenta
sempre um coeficiente positivo nos modelos de extracdo de polifenois. No estudo de Buci¢-
Koji¢, et al (2007), para o tamanho de particulas superior a 0,63 mm, os autores obtiveram
valores de TPh recuperados entre 14,7 e 23,9 mg GAE/g TS, para temperaturas entre 25 e 80
°C.

Apesar de altas temperaturas favorecerem a remocao de compostos fenolicos do residuo,
ndo se estudou o efeito da temperatura para valores superiores a 70 °C, uma vez que
temperaturas demasiado elevadas podem deteriorar os compostos fenolicos, reduzindo o poder
antioxidante dos extratos. No entanto, tal s6 poderia ser confirmado realizando um estudo da
atividade antioxidante dos extratos. Para além deste aspeto, o ponto de ebulicdo do etanol é de
78,4 °C, e, para misturas de etanol e agua a 50 %, o liquido comeca a entrar em ebulicédo a partir
de 82 °C (Benedetti, et al., 2014), o que se torna um fator impeditivo de aumentar a temperatura
de operacao.

N&o se efetuou o estudo do efeito da temperatura na extracdo sélido-liquido usando
acetona a 50 %. Contudo, a partir das evidéncias de outros estudos (Casagrande, et al., 2019) e
dos fundamentos teoricos do processo de transferéncia de massa na extracdo (Gertenbach,
2002), € expectavel que a temperatura também exerca um efeito positivo na concentracdo dos
extratos obtidos com acetona. No entanto, uma vez que a temperatura de ebuli¢do da acetona €
de 56 °C e a da mistura a 50 % € de 64 °C (Reinders & Minjer, 1947), as experiéncias deveriam

decorrer no maximo até a uma temperatura de 55 ou 60 °C.

5.2.5 Efeito do pH inicial

O efeito do pH inicial do solvente (etanol a 50%) foi também testado na gama &cida e

os resultados obtidos nestas experiéncias encontram-se resumidos na Figura 5.7.
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Figura 5.7 — Efeito do pH inicial na extracdo de compostos fendlicos com etanol a 50 % (T=50 °C, L/S=10 mL/g,
t=1h).

Os resultados obtidos evidenciam que o efeito da acidificacdo ndo foi muito
significativo na recuperacdo de compostos fenolicos com etanol a 50 %. Adicionalmente,
verificou-se que esta € uma variavel de dificil controlo neste tipo de sistemas. No entanto, 0s
resultados obtidos ndo sdo concordantes com os descritos por Libran, et al. (2013), em que para
mistura de agua e etanol a 50 %, o pH de 2 foi aquele em que se recuperou maior quantidade
de fenois. No entanto, Karvela, et al.(2009) estudaram também o efeito simultdneo da
concentracéo de etanol e do pH para bagacos de diferentes castas, obtendo um comportamento
do TPh em funcdo do pH semelhante ao obtido no presente estudo para duas castas

consideradas.

5.3 Otimizacao da extracao de polifendis

Apbs a andlise das varidveis consideradas mais relevantes, € agora considerada a
otimizacdo do processo de extracdo, através de um desenho de experiéncias (DoE) do tipo
Central Composite Design (CCD). Selecionaram-se neste caso como fatores para a otimizacao
a temperatura da operagdo, o tempo de contacto entre o sélido e o liquido, a concentracdo do
solvente em solucdo aquosa e a razdo L/S, o que resulta em 52 experiéncias (incluindo os
duplicados). O pH foi excluido da lista de fatores a testar, em face aos resultados da secgédo
5.2.5.
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5.3.1 Desenho de experiéncias com misturas de etanol

Na otimizacdo de experiéncias com solventes & base de etanol, foram testadas as

variaveis nos niveis indicados na Tabela 4.1.

O teor de fenois dos extratos obtidos durante as experiéncias de DoE com etanol foi

avaliado nos 52 extratos e o0s resultados obtidos foram analisados e construiu-se um modelo de

regressao, incluindo efeitos principais, efeitos de segunda ordem e efeitos cruzados e foram

removidos do modelo os efeitos cujo valor de prova (PValue) excedia 0,05, sendo apenas

considerados efeitos significativos os indicados na Figura 5.8. A Figura 5.9 representa

graficamente o valor do TPh calculado em cada experiéncia face ao valor de TPh previsto pelo

modelo de regresséo.

Source

% Etanol™3% Etanol
Temperatura(30,60)
% Etancl(20,90)
L/S(10,30)

% Etanol*L/S

Temperatura®Temperatura

L/S*L/S
Tempo(0,5,1,5)

Temperatura™% Etanol

Figura 5.8 — Efeitos considerados na construcdo do modelo de previsdo para misturas de etanol.
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Figura 5.9 — Comparacdo entre os valores obtidos experimentalmente para o TPh (mg GAE/g TS) e 0s previstos

pelo modelo de regressdo na extracdo com etanol.

Da observacao da Figura 5.8, verifica-se que o efeito quadratico da concentragdo de

etanol é o mais significativo, seguido imediatamente pelo efeito da temperatura. Estes dados

vado ao encontro das expectativas para estas experiéncias, uma vez que existe um efeito

sinergético muito forte decorrente da adicdo de agua a um solvente. O efeito significativo da
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temperatura também esta de acordo com as experiéncias realizadas no ambito do estudo do
efeito da temperatura, em que 0 aumento da temperatura de operacao levou a uma duplicagéo
da quantidade de compostos fenolicos extraidos. O efeito da razdo L/S é o quarto mais
significativo, sendo também importante o efeito cruzado entre a razdo L/S e a concentracdo de
solvente. O tempo € o fator com menos impacto na recuperacdo de compostos fendlicos, o que
também era expectavel face a elevada velocidade de extragdo. Nas experiéncias cinéticas de
extragdo com etanol, ao fim de pouco mais de 1 h ja tinha sido atingido 85 % do total de
compostos fenolicos em equilibrio, pelo que se previa que nas experiéncias de DoE, o
prolongamento do tempo de extracdo para |4 deste valor ndo se traduziria em aumentos
significativos do valor de TPh.

A Figura 5.9 traduz a capacidade de previsdo do modelo obtido com os efeitos
selecionados e verifica-se que esta é elevada, uma vez que o teor de fenois recuperado em cada
experiéncia € muito semelhante ao previsto. No grafico esta também representada a banda do
intervalo de confianca com significancia de 95 % e como € possivel observar, a maioria dos
pontos experimentais encontra-se dentro da gama de valores com esta significancia. O modelo
de previsio construido tem um valor de R? igual a 0,97, 0 que, para as 52 experiéncias realizada
é indicativo de uma correlacdo forte entre os valores experimentais e os valores previstos. Ja
para 0 modelo com os efeitos completos, o R? tomou o valor de 0,98, o que indica que a
qualidade do modelo ndo se “deteriorou” significativamente removendo os efeitos menos
significativos. Através do software foram também analisados os erros residuais do modelo, que
se revelaram aleatorios, ndo indicando um enviesamento dos resultados. No Anexo D
encontram-se as varias representacdes dos erros residuais calculados pelo modelo (Figura D.3
eD.4).

A equacdo de regressdo do modelo que expressa o TPh (mg GAE/g TS) em func¢édo dos
quatro fatores experimentais estudados encontra-se na Eg. (5.3) (sendo as variaveis x; a x,
definidas pelas Eq. (5.4) a (5.7)):

TPh = 32,50+ 5,02x; + 1,42x, — 3,34x5 + 2,29x, — 1,43x,x3 — 1,75x3x,4 + 3,90xf —

16,07x2% — 3,65x2 (5.3)
T—-45
X1 = T (54)
t—1
x2 = 0‘_5 (55)
__ %Et-55
3 =2 (5.6)



__L/S-20

Xy == (5.7)

sendo T a temperatura de operacdo (°C), t o tempo de contacto (h), %Et a concentracdo de
etanol (%) e L/S arazdo L/S (mL/qg).

O software permitiu ainda a representacdo da resposta de superficie do TPh para
diferentes pares de varidveis selecionadas. Das seis combinagdes possiveis, destacam-se 0

efeito conjunto da razéo L/S e da concentragédo de solvente e o efeito conjunto da concentracédo
de solvente e da temperatura, que se encontram representados na Figura 5.10.
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Figura 5.10 — Resposta de superficie relativa ao TPh para o efeito combinado da (a) concentragdo de solvente e
da razdo L/S e (b) para o efeito da concentracdo de solvente e da temperatura.

A cor dos extratos obtidos em cada uma das experiéncias também reflete os efeitos dos
fatores mais significativos em estudo, tal como se mostra na Figura 5.11. No primeiro conjunto
de extratos (Figura 5.11 (a)) é evidente o efeito da concentracdo do solvente, sendo as cores
muito semelhantes as obtidas nas experiéncias de selecdo de solventes. Cada um destes extratos
foi obtido a uma temperatura de 45 °C, ao fim de 1 h de extracdo e com razdo L/S igual a 20
mL/g, usando percentagens de etanol de 20 % (copos 21 e 22), 55 % (25 a 28) e 90% (31 e 32).
Nas Figuras 5.11 (b) e 5.11 (c) € evidente o efeito da razdo L/S. Estes extratos foram obtidos
usando etanol a 20 % como solvente, a 30 °C (b) e 60 °C (c). Em cada uma das imagens,
compara-se a razdo L/S de 10 mL/g (copos 1, 2, 35 e 36) com uma razédo L/S de 30 mL/g (3, 4,
37 e 38). Apesar dos extratos obtidos com razdo L/S igual a 30 mL/g serem mais diluidos, €
importante realgar que a quantidade de residuo usada foi menor e que, portanto, a quantidade
de compostos fendlicos recuperada por unidade de massa de residuo € superior. A Figura 5.11
(d) evidencia o efeito da temperatura para extratos obtidos com etanol a 20% e razdo L/S de 10
mL/g, comparando os extratos obtidos a 30 °C (1 e 2) e os extratos obtidos a 60 °C (35 e 36)

que apresentam uma cor mais intensa, sendo portanto mais concentrados que os primeiros. Os
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extratos resultantes de extracbes com etanol a 90 % apresentam uma tendéncia semelhante

variando a razdo L/S e da temperatura.

—__

Figura 5.11 — Efeito de algumas varidveis na cor dos extratos obtidos: a) efeito da concentragio de solvente,
T=45°C, t=1 h; L/S=20 mL/g; b) efeito da razdo L/S, T=30°C, t=1,5 h, % ET=20; c) efeito da razéo L/S,
T=60°C, t=1,5 h, % Et=20; d) efeito da temperatura, t=1,5 h; % Et=20, L/S= 10 mL/g.

Ap6s a analise do modelo de regressdo, procedeu-se a otimizacdo do sistema,
maximizando a funcdo de desirability do modelo. O software identificou, dentro da gama de
valores estudados, aqueles que maximizavam a resposta desejada. Na Figura 5.12 é possivel
observar quais foram os valores selecionados para cada variavel, bem como o comportamento
de cada fator individualmente e a previsdo do teor maximo de fendis recuperados,
correspondendo a 43,65 mg GAE/g TS.
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Figura 5.12 — Identificacdo dos valores que maximizam a resposta do TPh na extracdo com etanol.
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As condicBes 6timas para 0 processo de extragdo com misturas a base de etanol foram
identificadas, correspondendo a: 60 °C, 1,5 h, 49,12 % de etanol e L/S 23,55 mL/g. A Figura
5.12 reflete ainda o efeito de cada um dos varios fatores, destacando-se o tempo, que apresenta
um declive muito baixo, mostrando que o aumento do tempo de contacto ndo altera
significativamente o valor de TPh recuperado. O gréfico individual da temperatura indica que
se esta varidvel fosse aumentada para & de 60 °C, o valor de TPh recuperado poderia aumentar.
No entanto, devido a sensibilidade dos compostos fenolicos, 0 aumento da temperatura pode
levar a deterioracdo dos compostos de valor e do poder antioxidante dos extratos. Tanto para a
percentagem de solvente como para a razdo L/S, é muito facil identificar qual o valor que
otimiza a remoc¢do de compostos fendlicos do extrato, uma vez que as curvas exibem um
maximo.

Outros estudos de otimizacdo da extracdo de polifenois a partir de bagaco de uva foram
realizados, segundo uma metodologia de resposta de superficie. No estudo conduzido por
Karvela, et al. (2009), o teor de fendis foi maximizado para uma percentagem de etanol muito
proxima de 50 %, para cada uma das castas. No caso da variavel tempo, esta revelou um efeito
quadratico, apresentando um minimo a 3 h, para duas das castas estudadas e um maximo a 3 h
para a outra casta, 0 que indica a dependéncia na origem da biomassa. Neste estudo, 0 maximo
de compostos fenolicos recuperado por massa de residuo seco correspondeu a 129,6 mg GAE/g
TS. Este valor é bastante superior aos obtidos no presente estudo, contudo, o residuo foi
triturado até se tornar um po fino, o que tera favorecido a extracdo. No trabalho de Porto &
Natolino (2018), otimizou-se a extracdo, variando a concentracdo de etanol, o tempo de
operacdo e a razao L/S. O 6timo foi identificado e correspondeu a uma razdo L/S de 50 mL/g,
um tempo de contacto de cerca de 22 h e uma percentagem de etanol entre 50 e 60 %, prevendo-
se um TPh superior a 24 mg GAE/g TS. Este valor € um pouco inferior aos obtidos neste
trabalho de investigacdo, o que pode dever-se ao facto de os autores terem procedido a extracédo
de compostos fendlicos a temperatura ambiente.

Depois da analise da otimizagdo do processo, procedeu-se ao processo de validacao do
modelo obtido. Para tal, testaram-se cinco condi¢des experimentais nédo testadas anteriormente,
incluindo o ponto 6timo, e confrontaram-se os valores obtidos com a previsdo do modelo. A
concentragdo de etanol e a razdo L/S do ponto étimo foram arredondadas a 50 % e a 25 mL/g,
respetivamente. As condi¢Oes experimentais testadas na validagéo e os respetivos resultados e
desvios-padrdo encontram-se apresentados na Tabela 5.3. Na ultima coluna esta presente a

percentagem de recuperacdo de fendis, comparando com as condi¢des 6timas.
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Tabela 5.3 — CondigGes operatorias e resultados obtidos na validagdo do modelo de regresséo para a extragdo

com etanol.
T (OC) t (h) %Et L/S TPhexp TPhpred Erro %
(mgeae/gTS)  (mgeae/gTS) (%) recuperacdo
60 1,5 50 25 40,4 43,6 7,3 -
50 1,5 50 25 34,4 36,6 6,0 85
50 125 30 15 28,3 27,2 4,0 70
40 0,75 30 15 20,7 21,7 4,6 ol
50 1 70 20 27,5 30,0 8,3 68

Da analise dos resultados obtidos, obteve-se uma recuperacdo de fenois de 40,4 mg
GAE/g TS para as condigdes proximas do 6timo indicado. Para além da aproximacéo ao ponto
6timo, testou-se uma temperatura de 50 °C, mantendo os restantes parametros, o que levou a
uma recuperacdo de 34,4 mg GAE/g TS. Comparando com o ponto obtido a 60 °C, uma
diminuicdo de 10 °C levou a uma perda na recuperacao de fenois de 15 % (relativamente as
condicdes 6timas). Os pontos testados para a validacdo do modelo de regressédo estdo de acordo
com a previsdo e na Figura 5.13 estdo representados os pontos de validagdo do modelo de
regressdo, juntamente com os pontos testados nas experiéncias de DoE.

45
40
35
30
25
20

TPh Actual

15
10
5

5 10 15 20 25 30 35 40 45
TPh Predicted RMSE=1,8161 RSq=0,97
PValue=<,0001

Figura 5.13 — Comparag&o dos valores experimentais e previstos pelo modelo de regressdo para a extracdo com
etanol incluindo os pontos das experiéncias de validacéo (a verde).

5.3.2 Desenho de experiéncias com misturas de acetona

Os niveis testados das variaveis para avaliar o efeito da acetona encontram-se resumidos
na Tabela 4.2. O aspeto visual dos extratos obtidos usando misturas de acetona foi muito
semelhante ao dos extratos obtidos com etanol, seguindo os mesmos padrdes de variagéo,
apresentando apenas uma tonalidade mais carregada. Apos as experiéncias de DoE e a anélise

dos extratos obtidos com misturas de acetona, os resultados foram tratados no software e
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analisados, de modo semelhante ao caso das misturas de etanol. Os efeitos sem significado
estatistico foram removidos do modelo, segundo o mesmo critério usado para as misturas de
etanol, e os efeitos que permaneceram no modelo estéo presentes na Figura 5.14. A Figura 5.15

representa o valor real de TPh, comparando com a previsao do modelo.

Source LogWorth PValue
% Et"% Bt 2300 R NN ;¢ ;i | 0,00000
T(30,60) 20,156 [} P4 i 1| 0,00000
%Et(20,90) 13,988 [] Porob bbbt 000000 A
L/S(10,20) o2l ¢ ;i i i i i i |0,00000
% Et*L/S sool® : i i i i i i i |0,00000
T 5,452 I 0,00000
L/S*L/S agsof® ¢ ¢ i i 0 i i i |0,00001
t0,5,15) agssfll | ¢ i @ i @ i © |0,0000
T% Et asssf@l ¢ ¢ ¢ i i b b | 000003

Figura 5.14 — Efeitos considerados na construgdo do modelo de regressdo com misturas de acetona.

A semelhanca do modelo de regresséo com etanol, o efeito quadratico da concentracio
de solvente é também o mais dominante, o0 que é coerente com os resultados das experiéncias
de selecdo de solvente e com as informacdes recolhidas na literatura sobre o efeito sinergético
da utilizacdo de agua e de um solvente organico. No caso do modelo para misturas de acetona,
arazdo L/S e o tempo de contacto prevalecem sobre o efeito da temperatura. No entanto, o facto
de o tempo de contacto surgir como quinto efeito mais significativo ndo é muito consistente
com os dados cinéticos estudados para acetona a 50 %, em que o valor de TPh é praticamente
estavel a partir de cerca de 20 minutos. Sendo a cinética de extracdo com acetona mais rapida
do que com etanol, esperava-se que o fator tempo apresentasse menor significado que o fator
temperatura. No entanto, o efeito da temperatura ndo foi estudado individualmente para o
sistema de extracdo com acetona a 50 %, o que ndo permite tirar conclusées. O modelo de
regressdo para as misturas de acetona é mais complexo que o obtido com etanol, considerando
mais efeitos cruzados.

A andlise da Figura 5.15 revela também uma forte correlacdo entre as previsfes do
modelo de regressao e os valores experimentais obtidos de TPh. O coeficiente de determinacéo
R?, foi neste caso igual a 0,98, o que é muito significativo. Na verdade, os valores experimentais
encontram-se dentro ou muito perto da gama de previsdo com um intervalo de confianca de 95
% (representado na banda a rosa). O modelo simplificado foi também comparado com o modelo
completo (antes da remocao de efeitos ndo significativos), que também apresentava um valor
de R?igual a 0,98, 0 que indica que n4o houve deterioracdo da qualidade do modelo removendo

efeitos. Os residuos do modelo também se distribuiram aleatoriamente ao longo das
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experiéncias realizadas e ao longo dos valores de previsao, o que permite descartar a hipotese
de enviesamento do modelo, encontrando-se as representacGes graficas dos erros nas Figuras
D.6 e D.7 do Anexo D.

TPh Actual

10 20 30 40 50 60
TPh Predicted RMSE=2,2188 RSq=0,98
PValues= < 0001

Figura 5.15 — Comparag&o entre os valores de TPh obtidos e os valores previstos para 0 modelo com misturas de
acetona.

A equacéo do modelo de regressao simplificado para prever a recuperacéo de TPh (mg
GAE/g TS), em funcéo dos quatro fatores em estudo encontra-se na Eqg. (5.8). As Eg. (5.9) a

(5.12), referem-se as variaveis do modelo xz a xg.

TPh = 46,22 + 1,16xs + 2,43x5 — 4,27x, + 2,59xg + 1,17x5xs — 1,33%5x, + 1,17x5xg +

0,88x4xg + 3,63x2 — 21,73x% — 6,52x2 (5.8)
T—-40
Xs = = (5.9)
t—1
xy = 22 (5.11)
xg = L5720 (5.12)

10

sendo T a temperatura de operacao (°C), t o tempo de contacto (h), %Ac a concentracédo de
acetona (%) e L/S arazdo L/S (mL/g). O modelo simplificado foi, também, comparado com o
modelo completo, havendo algumas diferencas subtis nos coeficientes dos trés efeitos
quadraticos considerados e no termo independente (na ordem de uma décima).

Foi analisada a resposta de superficie para o modelo com misturas de acetona,
destacando-se o efeito combinado da razéo L/S e da concentracdo de acetona, Figura 5.16 (a)

onde facilmente se identifica um maximo, e o efeito combinado da razéo L/S e da temperatura,
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onde a curvatura da superficie é bastante pronunciada, Figura 5.16 (b). As restantes respostas

de superficie podem encontrar-se na Figura D.8 do Anexo D.
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Figura 5.16 — Respostas de superficie relativa ao TPh na extragéo com acetona: a) influéncia de L/S e % Ac; b)
influnciade L/Se T.

Para este modelo, a funcdo de desirability foi otimizada e os valores das varidveis
sdo analogos aos do modelo para misturas de etanol, exceto no caso da temperatura, que é agora
de 50° C, o que correspondeu a um valor de TPh de 55,79 mg GAE/g TS. Na Figura 5.17 pode
observar-se como os quatro fatores estudados influenciam a recuperacdo de fendis e,
comparando com a Figura 5.12, efetivamente verifica-se que o fator tempo apresenta um

declive ligeiramente mais acentuado do que no modelo de extracdo com misturas de etanol.
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Figura 5.17 — Otimizacdo da funcdo de desirability para a extracdo de fendis com acetona.

O modelo foi validado, testando o ponto étimo (50 °C, 1,5 h, 50 % de acetona e L/S=25
mL/g) e outras combinacgdes dos fatores nédo testadas anteriormente na construgédo do modelo.
A Tabela 5.4 mostra as condicdes testadas na validacdo, os resultados de TPh experimentais e
previstos pelo modelo e a fracdo de recuperacédo de fenois face ao 6timo.
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Tabela 5.4 — Pontos experimentais de validacdo do modelo de acetona.

T(CC) T(h) %Ac LI/S TPhexp TPhpred Erro % recuperagéo
(mgceae/gTS) (Mmgeae/gTS) (%)
50 15 50 25 54,6 55,6 18 -
40 1,5 50 25 49,4 48,9 1,0 90
45 125 30 15 35,9 38,2 6,0 66
35 0,75 30 15 34,9 34,7 0,6 64
40 1 70 20 41,0 40,4 15 75

O ponto proximo do étimo permitiu uma recuperacdo de fendis de 54,6 mg GAE/g TS.
Da analise da Tabela 5.5, verifica-se que uma diminuicdo da temperatura em 10 °C mantendo
as restantes condic¢des do ponto 6timo, levou a uma perda de 10 % na recuperacao de compostos
fendlicos. Os pontos experimentais para a validacdo do modelo de regressdo com misturas de
acetona foram representados face a previsdo do modelo para as condi¢Ges operatorias testadas
(Figura 5.18).

TPh Actual

10 20 30 40 50 60
TPh Predicted RMSE=2,1913 R5q=0,98
PWalue=<,0001

Figura 5.18 — Comparagdo dos valores experimentais e previstos pelo modelo de regressao para a extragdo com
acetona, incluindo os pontos das experiéncias de validagdo (a verde).

5.3.3 Analise comparativa dos resultados obtidos com os dois solventes

A utilizacdo de acetona em misturas de solvente levou a recuperaces de fendis
superiores as conseguidas com misturas de etanol. Este resultado € coerente com os resultados
obtidos por Casagrande, et al. (2019), em que, na metodologia de resposta de superficie aplicada
identificou a acetona como 6timo.

Em termos de localizacdo do ponto 6timo, para os dois solventes, as condi¢cdes de
operacdo sdo muito semelhantes, exceto no que respeita a temperatura. Utilizando as condi¢Ges
Otimas, a quantidade de compostos fendlicos recuperados por massa de residuo foi de 40,4 mg

GAE/g TS para o etanol e de 54,6 mg GAE/g TS para a acetona. Comparando estes dois

58



resultados, verifica-se que, apesar de se utilizar uma temperatura 10 °C mais baixa que na
extracdo com etanol, o ponto 6timo com acetona permitiu extrair mais 35 % de polifendis do
que o etanol. No caso da diminuigdo da temperatura em 10 °C para a mistura de acetona a 50
%, mantendo as restantes condi¢Ges de operacdo levou a uma recuperacédo de fendis de 49,4 mg
GAE/g TS, o que € superior em 22 % as condicdes 6timas testadas para o etanol, sendo possivel
operar a uma temperatura inferior em 20 °C. Por sua vez, a utilizacdo de acetona a 70 %, durante
1h,a40°C e aumarazdo L/S de 20 mL/g conduz a uma recuperacdo de fendis mais baixa
(41,0 mg GAE/g TS), que ainda assim € superior ao valor 6timo com misturas de etanol. A
utilizacao destas condicBes permite 0 processamento a uma temperatura relativamente baixa,
num tempo de operagdo mais reduzido, requerendo um volume de solvente por unidade de
massa de residuo inferior as condicfes 6timas. No entanto, a quantidade de acetona a usar sera
superior, uma vez que o solvente nestas condi¢fes esta mais concentrado. A tomada de decisdo
acerca do melhor solvente requer de estudos de scale-up e bem como de uma analise econémica

e também dos impactes ambientais mais relevantes em cada caso.
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6 Conclusao e trabalho futuro

O objetivo deste trabalho consistiu no estudo da valorizacdo de um residuo da industria
vinicola, o bagaco de uva, por processos de extracdo, de modo a recuperar 0S COMpOStos
fendlicos.

O residuo foi caracterizado fisica e quimicamente, estando em geral os valores da
caraterizagdo de acordo com os reportados na literatura. Ensaios de extragdo preliminares
indicaram que acetona a 50 % e etanol a 50 % sdo os solventes com melhor desempenho na
recuperacdo dos compostos fendlicos presentes no bagaco. Foi estudada a cinética de extracao
para estes dois solventes, a 50 °C e com uma razéo L/S de 10 mL/g, que se revelou relativamente
rapida. O efeito da temperatura foi estudado para o etanol a 50 %, observando-se que este
parametro exerce um efeito positivo na extracdo de fenois. O estudo do efeito do pH na extracao
com etanol a 50 % n&o evidenciou ser uma variavel relevante na recuperacdo de fendis.

O processo de extracao foi otimizado para a acetona e para o etanol, recorrendo a dois
desenhos de experiéncias do tipo Central Composite Design, selecionando a temperatura, o
tempo de contacto, a concentracdo do solvente e a razdo L/S como fatores em estudo. Da analise
dos modelos de regressdo obtidos, identificaram-se as condi¢des 6timas de extracdo para cada
um dos solventes. No caso do etanol, as condi¢cGes 6timas de extracdo identificadas
corresponderam a uma temperatura de 60 °C, durante 1,5 h, para etanol a 50 % e uma razdo L/S
de 25 mL/g, o que permitiu uma recuperacdo de fendis de 40,4 mg GAE/g TS. No caso da
acetona, as condicGes 6timas localizadas corresponderam a uma temperatura de 50 °C, durante
1,5 h, para uma concentracdo de acetona a 50 % e numa razao L/S de 25 mL/g, o que permitiu
uma recuperacdo de fendis de 54,6 mg GAE/g TS.

A nivel industrial, optar pelas condi¢des 6timas ou por outras condi¢des que levem a
menores recuperacdes de fendis deve ser cuidadosamente ponderado. A ponderacdo deve ter
em conta o valor acrescentado destes compostos, ou seja, as receitas que podem advir da sua
recuperacdo e da sua qualidade, os custos energéticos associados a operacao (custos de operar
a temperaturas mais ou menos elevadas e também associados ao tempo de contacto e de
agitacdo), e os custos de aquisicao e purificacdo do solvente. A ponderagdo dos Varios custos e
receitas deverd ser feita mediante um processo de otimizacdo. A selecdo do solvente a utilizar
também deve ser ponderada tendo em conta o tipo de aplicacdo a dar ao extrato, uma vez que

0 etanol é reconhecido como seguro para aplica¢des na industria alimentar.

Como propostas para trabalhos futuro deixam-se as seguintes sugestoes:
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Estudo da cinética de extracdo a outras temperaturas, de modo a poder calcular a
constante cinética e a energia de ativacdo para os dois sistemas (etanol e acetona, ambos
a 50 %);

Estudo do efeito da temperatura e do pH na extracdo com acetona a 50 %j;

Estudo do efeito do pH na extragdo com as condic¢Bes 6timas identificadas;

Analise dos residuos sélidos apos a extragdo, comparando o residuo tratado com o
residuo original em termos de COD, VS, EC e pH e analise elementar;

Realizacdo de ensaios de fitotoxicidade do residuo, antes e apds a extracdo nas
condicdes otimas;

Avaliacdo do poder antioxidante dos extratos obtidos;

Analise quantitativa por HPLC dos extratos obtidos de modo a identificar os principais

compostos fendlicos extraidos.
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Anexo A — Calibracdo da caréncia quimica de oxigénio
(COD)

Para a construcdo da curva de calibragédo do COD, a solucdo de digestéo e a solugéo
acida foram preparadas de modo igual ao descrito na seccdo 4.2.2. A curva de calibracéo foi
construida usado massas conhecidas de hidrogenoftalato de potassio (KHP), em que por 1 mg
de KHP se obtém um valor de COD de 1,176 mg O.. As amostras para determinacdo de COD
foram preparadas de acordo com o procedimento de determinacdo de COD descrito na sec¢ao
4.2.2 e foram testadas massas de KHP entre 0,6 e 5,8 mg, 0 que correspondeu a uma gama e
COD entre 0,7056 e 6,8208 mg O.. Na Tabela A.1 encontram-se as massas de KHP utilizadas,

0s respetivos valores de COD e das absorbancias registadas por cada amostra.

Tabela A.1 — Pontos usados na curva de calibragéo do COD.

m KHP (mg) CQO (mg O2) Abs-Abso
0,6 0,7056 0,3532
0,7 0,8232 0,3402
1,1 1,2936 0,4778
14 1,6464 0,6112
1,5 1,764 0,5745
19 2,2344 0,7142
2,1 2,4696 0,7798
2,6 3,0576 0,9245
3,2 3,7632 1,1555
5,8 6,8208 1,9318

Na Figura A.1 estdo presentes 0s pontos experimentais e a regressao linear usada para a
calibracdo do COD.
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Figura A.1 — Curva de calibracdo de COD
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Anexo B — Calibracéo do teor de fendis (TPh)

Para a construcao da curva de calibracdo do teor de fenois, preparou-se uma solugéo de

acido galico, com uma concentracdo de 2500 mg/L. A partir desta solucdo foram preparas

solugdes padrao, por diluicdo, com concentracdes variaveis de acido galico, entre 25 e 1000

mg/L. A absorvéncia das amostras foi lida, num comprimento de onda de 765 nm e 0s pontos

experimentais usados encontram-se na Tabela B.1.

Tabela B.1 — Pontos experimentais na determinag&o da curva de calibragdo para o TPh.

TPh (mg GAE/L)

Abs

1000
750
500
250
150
100

50
25

0,636
0,476
0,323
0,165
0,115
0,073
0,025
0,007

Na Figura B.1 encontra-se a representacdo grafica do TPh em funcdo da absorbancia

registada e a regressao linear determinada.
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Figura B.1 — Curva de calibracdo para o TPh.
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Anexo C — Propriedades dos solventes

A Tabela C.1 contem os pontos de ebulicdo e as densidades dos cinco solventes

utilizados na selecdo do solvente, no seu estado puro.

Tabela C.1 — Propriedades dos solventes utilizados.

Solvente Ponto de ebulicéo (°C) Densidade (kg/m?)

Agua 100 997
Etanol 78,4 789
Acetona 56 784
Metanol 64,5 792
Butanol 117,7 810

77






Anexo D — Resultados experimentais

Este anexo compila todos os resultados experimentais obtidos nas experiéncias de

extracdo, nomeadamente, as medias e desvios padrdo do TPh determinado para cada tipo de

condicdo experimental e as médias e desvios padrdo dos rendimentos de extragéo.

Selecdo de solventes

Tabela D.1 — Resultados experimentais obtidos nas experiéncias de selecdo do solvente.

Solvente TPh (mgcae/g TS) Desvio Rend (%) Desvio

Agua 2.3 0,7 15,1 0,2
Etanol 100% 2,1 0,2 6,8 0,2
Etanol 50% 12,7 2,7 9,1 1,4
Acetona 100% 1,8 0,3 9,0 0,0
Acetona 50% 22,5 0,2 11,8 0,1
Metanol 100% 54 2,1 9,6 0,4
Metanol 50% 12,2 0,6 10,0 0,3
Butanol 100% 1,1 0,1 7,7 0,2
Butanol 50% 13,0 1,2 20,9 0,9

Efeito da mistura de solventes

Tabela D.2 — Resultados experimentais para as experiéncias de efeito da mistura de solventes.

AE:M AE:Ac
TPh Desv Rend Desv | TPh(mgeae/y Desv.  Rend  Desv
(mgcae/g TS) (%) TS) (%)

100,0,0 2,3 0,7 15,1 0,2 2,3 0,7 15,1 0,2
0,100,0 2,1 0,2 6,8 0,2 21 0,2 6,8 0,2
50,50,0 12,7 2,7 91 14 12,7 2,7 91 14
50,37.5,12.5 13,7 0,9 10,7 0,3 17,7 2,6 11,3 05
50,25,25 14,0 08 11,0 0,6 15,0 11 11,2 0,7
50,12.5,37,5 11,6 0,3 10,2 1,0 19,9 3,0 12,1 14
50,0,50 12,2 0,6 10,0 0,3 225 0,2 11,8 01
0,0,100 54 21 9,6 0,4 18 0,3 9,0 0,0
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Cinética de extracéo para etanol 50%

Tabela D.3 — Resultados experimentais para as experiéncias de cinética com etanol.

t(h) TPh (Mmgeae/g TS) Desv Rend (%) Desv

3 17,3 0,8 114 0,0
2 17,1 0,4 11,5 0,7
1 12,7 2,7 91 1,4
0,5 11,1 1,6 91 1,4
0,25 6,0 1,6 58 1,5

Cinética de extracdo para acetona 50%

Tabela D.4 — Resultados experimentais para as experiéncias de cinética com acetona.

t(h) TPh (mgcae/g TS) Desv Rend (%) Desv

3 56,2 3,2 14,9 0,8
2 55,3 4,2 13,1 0,3
1 54,9 2,5 13,8 0,4
0,5 52,2 4,2 12,5 0.8
0,25 49,7 0,4 11,6 0,6

Efeito da temperatura

Tabela D.5 — Resultados experimentais obtidos nas experiéncias de determinacdo do efeito da temperatura.

T (°C) TPh (mgcae/g TS) Desv Rend (%) Desv

25 10,8 11 7,7 0,5
40 12,3 11 8,4 0,2
50 13,5 3,2 91 1,4
60 16,2 2,4 10,9 1,1
70 20,0 1,8 13,7 0,5

Efeito do pH

Tabela D.6 - Resultados experimentais obtidos nas experiéncias para determinar o efeito do pH.

pH TPh (mgcae/g TS) Desv Rend (%)
6,57 24,9 2,7 12,2
4,38 25,4 0,7 11,0
2,28 22,5 3,2 111

80



DoE Etanol

Tabela D.7 — Resultados experimentais obtidos nas experiéncias de DoE (etanol).

T (°C) t(h) %Et L/S TPh Desv Rend Desv
(mgca&/g (%)
TS)
30 15 20 10 11,9 1,0 10,7 0,3
30 15 20 30 18,6 1,2 11,7 14
30 15 20 10 9,9 1,7 6,8 0,2
30 15 20 30 11,5 1,7 10,4 0,4
30 1 55 20 28,8 0,9 10,3 0,8
30 0,5 90 10 8,8 11 9,4 0,4
30 0,5 90 30 16,8 1,6 13,6 1,0
30 0,5 90 10 9,0 1,2 7,2 0,5
30 0,5 90 30 9,5 1,2 10,3 0,7
45 15 55 20 34,0 24 11,5 0,2
45 1 20 20 18,4 19 15,4 0,7
45 1 55 10 25,5 2,4 8,2 0,3
45 1 55 20 33,7 3,5 11,4 11
45 1 55 30 314 14 12,4 0,4
45 1 90 20 13,7 0,7 11,8 0,4
45 0,5 55 20 30,2 2,3 10,6 0,1
60 15 20 10 23,1 1,6 16,1 11
60 15 20 30 31,6 19 19,2 0,2
60 15 90 10 19,0 14 11,2 0,2
60 15 90 30 19,1 0,9 13,2 0,1
60 1 55 20 43,2 3,1 13,2 0,9
60 0,5 20 10 21,2 2,1 13,8 0,7
60 0,5 20 30 29,7 24 17,4 0,2
60 0,5 90 10 13,3 0,7 10,0 0,4
60 0,5 90 30 14,8 2,3 11,2 11
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Figura D.1 — Representacdo dos valores residuais de TPh em fungdo da previsdo do modelo (etanol).



A Studentized Residuals
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Figura D.2 — Representacéo dos residuos em fun¢éo da ordem das experiéncias (etanol).
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Figura D.3 — Resposta de superficie para as varias combinaces de fatores (etanol).

Validacdo modelo de regressdo — Etanol

Tabela D.8 — Condigdes e resultados experimentais obtidos na validagcdo do modelo (etanol).

T t(h) 9%Et LJ/S TPh (mgcae/g TS) Desv.  Rend (%) Desv
)

60 15 50 25 40,4 18 15,9 0,1
50 15 50 25 34,4 1,0 13,7 0,1
50 1,25 30 15 28,3 3,0 14,1 0,6
40 0,75 30 15 20,7 0,1 11,4 0,5
50 1 70 20 27,5 0,0 10,8 0,2
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DoE Acetona

Tabela D.9 — Resultados experimentais obtidos nas experiéncias de DoE para a acetona.

T t(h) %Ac L/S TPh (mgeae/g TS) Desv Rend (%) Desv
°C
(30) 15 20 10 239 1,3 12,7 0,9
30 15 20 30 26,5 11 14,5 0,0
30 15 20 10 17,8 2,1 10,5 14
30 15 20 30 19,6 2,1 13,7 0,8
30 1 55 20 46,2 2,6 15,1 3,1
30 0,5 90 10 20,3 1,7 10,8 0,8
30 0,5 90 30 24,1 1,7 13,4 0,9
30 0,5 90 10 16,1 0,8 9,9 0,6
30 0,5 90 30 17,7 1,8 11,1 0,1
45 15 55 20 48,5 1,3 15,0 0,2
45 1 20 20 28,6 0,5 17,0 0,2
45 1 55 10 35,3 0,2 10,2 1,0
45 1 55 20 47,1 2,5 16,4 0,7
45 1 55 30 43,9 0,1 15,3 0,9
45 1 90 20 20,2 3,0 12,2 0,2
45 0,5 55 20 42,7 0,7 12,7 0,5
60 15 20 10 27,6 1,1 15,2 14
60 15 20 30 37,4 3,1 20,6 0,7
60 15 90 10 13,5 1,1 9,9 14
60 1,5 90 30 25,5 1,0 13,7 0,0
60 1 55 20 53,3 2,6 16,3 0,5
60 0,5 20 10 21,1 1,0 12,4 0,5
60 0,5 20 30 26,2 35 16,8 2,2
60 0,5 90 10 13,4 0,7 10,7 0,2
60 0,5 90 30 15,0 1,6 12,0 0,1
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Figura D.4 — Representacdo dos residuos de TPh em func¢do da previsdo do modelo (acetona).
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A Studentized Residuals
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Figura D.5 — Representagdo dos residuos de TPh em fungéo da ordem de realizagdo das experiéncias (acetona).
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Figura D.6 — Resposta de superficie para as 6 combinacdes de fatores (acetona).

Validac@o do modelo de regressdo — Acetona

Tabela D.10 — Condicdes e resultados experimentais obtidos na validagdo do modelo (acetona).

T t(h) %Ac LJ/S TPh (mgcae/g TS) Desv  Rend (%) Desv
°C
(50) 15 50 25 54,6 34 19,8 1,2

40 15 50 25 494 1,0 15,9 3,8

45 125 30 15 35,9 14 15,9 15

35 0,75 30 15 34,9 0,6 131 11

40 1 70 20 41,0 4,1 11,4 0,7
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