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RESUMO

BICAS, Thariane C. Valorizagdo de Subprodutos Agroindustriais: Potencial
Utilizagdo em Industrias Alimenticias e de Biotecnologia. (42) f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharelado em Quimica), Universidade Tecnologica Federal
do Parana. Pato Branco, 2016.

O Brasil tem sua economia fortemente baseada no agronegdcio, destacando-se,
dentre seus inumeros setores, as industrias alimenticias. Entretanto, durante as
etapas do processamento agroindustrial, sdo gerados largas quantidades de
subprodutos, os quais podem suscitar problemas ao meio ambiente, quando
descartados inadequadamente. Com o objetivo de apresentar uma proposta mais
nobre para a utilizagdo dos subprodutos bagagco e engago de uva, gerados em
agroindustria vinicola, e bagago de macga, oriundo do processamento de geleias,
foram realizadas a caracterizagdo de tais biomassas por meio de analises fisico-
quimicas e cromatograficas. A hidrélise acida empregada nos residuos teve o
objetivo de disponibilizar os agucares fermentesciveis para posterior identificagao e
quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-IR) e (CLAE-DAD)
para a avaliagdo do potencial nutricional e biotecnoldgico destes. Os subprodutos
avaliados apresentaram elevado valor nutricional, com destaque para os altos teores
de carboidratos, que variaram de 36,47; 42,36 e 55,01 g 100.g"" para os residuos de
bagaco de uva, bagago de maca e engago de uva, respectivamente. Apresentaram
ainda consideraveis teores de proteinas, embora sejam biomassas de origem
vegetal. Os acgucares identificados e quantificados por CLAE-IR foram glicose,
xilose, celobiose e arabinose. Entre os residuos estudados, o bagago de maca
destacou-se frente a metodologia de hidrolise empregada, pois apresentou maior
quantidade de agucares identificados e quantificados, dentre os padrdes disponiveis,
sendo a xilose encontrada em maior concentragdo (7,40 g.L-"). A analise por CLAE-
DAD possibilitou a identificacdo e quantificagdo dos compostos téxicos furfural e
hidroximetilfurfural (HMF), que provém da degradacdo de hexoses e pentoses
presentes na matriz hemiceluldsica. Contudo, a quantidade destes compostos nos
hidrolisados n&o € considerado capaz de inibir o crescimento microbiolégico. Os
teores de acgucares fermentesciveis sugerem que estas biomassas apresentam
potencial a ser explorado como substrato em processos fermentativos e indicam que
€ possivel agregar valor aos residuos regionais, tornando-os insumos a serem
utilizados nas industrias alimenticias e de biotecnologia.

Palavras chave: Agucares fermentesciveis. Bagagco de macéa. Bagaco de uva. CLAE.
Engaco de uva.



ABSTRACT

BICAS, Thariane C. Valuation By-products Agroindustrial: Potential Use in Food
Industries and Biotechnology. (42) p. Work Completion of course (Bachelor of
Chemistry), Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2016.

Brazil has its economy strongly based on agribusiness, highlighting, among its
numerous branches, the food industries. However, during the agro-industrial
processing steps, large quantities of byproducts are generated, resulting in problems
to the environment. Aiming to present a more noble usage for grape pomace and
stems by-products, generated by the wine agro-industry, and apple pomace by-
products, coming from jellies processing, the biomasses were characterized by
physical-chemical and chromatographic analysis. The acid hydrolysis of these wastes
was aimed to provide the fermentable sugars for later identification and quantification
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC-RI) and (HPLC-DAD) for the
evaluation of the nutritional and biotechnological potential. The by-products showed
high carbohydrate content ranging from 36.47 to 42.36 and 55.01 g 100.g™" for grape
pomace, apple pomace and grape stems wastes, respectively. Despite being
vegetable biomasses, the by-products still exhibit significant protein content. The
sugars identified and quantified by HPLC are glucose, xylose, arabinose and
cellobiose. Among the wastes used in this study, the apple pomace showed the best
results for the employed hydrolysis methodology, since it had the highest number of
identified and quantified sugars, given the available standards, being xylose the one
with higher concentration levels (7.40 g.L"). The HPLC-DAD Analysis enabled the
identification and quantification of the toxic compounds furfural and
hydroxymethylfurfural (HMF), which comes from the degradation of hexoses and
pentoses present in hemicellulose matrix. Nevertheless, the amount of these
compounds in the hemicellulose hydrolysate is not considered to not represent
microbial growth inhibition risks. The fermentable sugars levels suggest that these
biomasses have the potential to be exploited as a substrate in fermentation
processes and indicated that it is possible to value the regional industrial by-
products, making them suitable as components in the food and biotechnology
industries.

Keywords: Fermentable sugar. Apple pomace. Grape pomace. HPLC. Grape stems.
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1 INTRODUCAO

A regido Sul do Brasil destaca-se pelo cultivo de uvas e magas que, com a
crescente expansao do plantio, além de destinadas para o consumo in natura,
também sao processadas em industrias de suco e vinho (IBGE, 2015). As industrias
vitivinicolas e produtoras de sucos geram grande quantidade de subprodutos
(bagaco e engaco) e a disposicdo inadequada desses materiais pode ocasionar
problemas para a lavoura, como acidificacdo do solo e a contaminagédo de agua de
rios ou lagos proximos. Atualmente, ha a preocupagao por parte dos produtores
quanto ao destino destes residuos, os quais sao destinados principalmente para
alimentacao de animais e compostagem (SOUZA, 2004).

As biomassas lignoceluldsicas provenientes dos subprodutos agroindustriais
possuem alto valor nutricional e energético, isso justifica o grande interesse em usa-
las como matéria prima em bioprocessos, para exploragdao como fontes energéticas
renovaveis. O grande consumo de combustiveis fosseis gera duvidas em relag&o ao
futuro, devido as reservas petroliferas ndo se apresentarem como uma fonte
energética renovavel. Questiona-se, se este tipo de combustivel sera suficiente para
atender a demanda consumidora, justificando a crescente busca por fontes
energéticas renovaveis (JAMBO et al., 2016; KAMZON; ABDERAFI; BOUNAHMIDI,
2016) .

Os subprodutos agroindustriais necessitam de tratamentos para serem
convertidos em materiais com potencial aproveitamento. Por meio de hidrolise
quimicas e enzimaticas podem ser obtidos hidrolisados com grande quantidade de
agucares e substratos importantes para o desenvolvimento de microrganismos nos
processos fermentativos. Os agucares utilizados no processo de fermentagcdo podem
produzir compostos de alto valor industrial como etanol e xilitol (VENKATESWAR
RAO et al., 2015; WANG, M. et al., 2016).

Cada biomassa apresenta caracteristicas intrinsecas e, em fungao disso, ha a
necessidade da caracterizagdo quimica e avaliacdo do seu potencial para o

aproveitamento biotecnoldgico.
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Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar as biomassas de
residuos agroindustriais de uva e macga, visando seu melhor aproveitamento

biotecnolégico nas industrias de produgao de energia, biocombustiveis e alimenticia.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar as biomassas de bagaco e engago de uva (Vitis labrusca)
variedade Bordd, e do bagagco de macga (Malus domestica) variedade Gala,
provenientes do processamento de suco e vinho da regido sudoeste do Parana e
oeste de Santa Catarina, visando seu aproveitamento na industria biotecnoldgica de

etanol e xilitol e em industrias alimenticias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Caracterizar as biomassas por meio da composicdo proximal, analise de

proteina, lipideos, umidade, cinzas, carboidratos e fibras;

o Realizar a pré-hidrdlise acida de cada biomassa;

o Quantificar os teores de agucares disponiveis na matriz hemicelulésica;

° Determinar os teores de compostos fendlicos totais;

o Quantificar e identificar os compostos fendlicos nos hidrolisados

hemicelulodsicos.
o Identificar e quantificar os compostos de inibigao Hidroximetilfurfural (HMF) e
furfural.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PANORAMA DO CULTIVO DE UVA E MACA

O Brasil tem seguido como o terceiro colocado no ranking mundial de
producao de frutas. Entretanto, de acordo com o IBGE, o consumo de frutas por
habitante ao ano chega a 33 quilos quando deveria ser consumir em torno de 100
quilos ao ano por habitante. (“Anuario Brasileiro da Fruticultura”, 2015)

Os Estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul prevalecem na produgao
de cultivares de macga e os produtores agroindustriais enxergaram na regiao serrana
uma nova perspectiva de produgao, juntamente com a mao de obra familiar e de
pequenos produtores. A expansao do cultivo teve sua maior variagdo na década de
1990 em relacdo a década de 2000, onde o aumento produtivo foi mais intenso
(BITTENCOURT, 2008). O cultivo das macieiras € mais significativo na regido de
S&o Joaquim em relagdo a Fraiburgo, o motivo é condicionado ao clima mais ameno
e umido (PANDOLFO, 2007).

O Panorama do comércio brasileiro da maga tem crescimento gradual a cada
ano. A destinagao da fruta em sua grande maioria € para o processamento. Tendo
em vista que a magad necessita de temperaturas amenas para o seu
desenvolvimento, o valor comercial da fruta no primeiro semestre é inferior ao
segundo semestre do ano (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2013).

A uva e seus derivados possuem grande atividade antioxidante, compostos
fendlicos e antocianinas (VILAS BOAS et al., 2014). Os compostos fendlicos séo
produtos do metabolismo especializado das plantas, substancias caracterizadas pela
presenga de pelo menos um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico (BRAVO,
1998).

Por trazer grandes beneficios a saude, o consumo das frutas e de produtos
oriundos do processamento de uva tem aumentado cada vez mais entre os
brasileiros. O mercado consumidor de suco e vinho tem crescido de 15 a 20 % a
cada ano, o que justifica o acréscimo do processamento da uva (Tabela 1)
(IBRAVIN, 2009).
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Tabela 1 - Producao de uvas para o processamento e consumo in natura no Brasil
em toneladas

Discriminagio/Ano 2008 2009 2010 2011 2012
Processamento 708.042 678.169 557.888 836.058 830.915
Consumo in natura 691.22 667.550 737.554 627.423 624.894
Total 1.399.262 1.345.719 1.295.442 1.463.841 1.455.809

Fonte: (MELLO, 2013) - Embrapa Uva e Vinho, considerando os dados oficiais de uva para
processamento do RS, e uma estimativa para os demais estados brasileiros.

3.2 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Os residuos agroindustriais inicialmente apresentam-se como potenciais
poluidores quando descartados de maneira incorreta no ambiente. A contaminagao
de recursos hidricos e solos ocorrem normalmente por lixiviagdo. O Brasil é
considerado um dos maiores produtores agroindustriais, motivo que impulsiona o
interesse na melhor destinacdo dos residuos provenientes do processamento de
insumos (ROSA et al., 2011).

O aumento do consumo de insumos faz um paralelo com a geragdo de
residuos. O processamento, transporte inapropriado, perdas na producdo e o
desperdicio no uso, s&o responsaveis pela geracdo destes residuos, que sé&o
considerados recursos naturais renovaveis, fontes lignoceluldsicas e de baixo custo
(SANTOS, DIEGO TRESINARI et al., 2006).

3.3 BIOMASSA LIGNOCELULOSICA

A biomassa proveniente de residuos agroindustriais € uma fonte valiosa de
energia. Compreende-se como biomassa lignoceluldsica todos os residuos oriundos
do processamento vegetal, sendo eles, agroindustriais, madeireiros, gramas
perenes, entre outros. A parede celular vegetal tem como principais constituintes a
celulose, hemicelulose e a lignina (Figura 1) (CANILHA, LARISSA et al.,, 2012;
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CARVALHO et al., 2015; RABELO et al., 2011). Junto com estes compostos as
biomassas também possuem pequena quantidade de cinzas (residuos minerais) e
extrativos. A composi¢cao lignocelulésica especifica da parede celular vegetal
depende de cada biomassa e pode variar de acordo com o ano de colheita, tipo de
solo, fertilizantes entre outros fatores (PEREIRA, 2010).

Macrofibril

10-20 nm

Figura 1 - Esquema representativo da composigao lignocelulésica
Fonte: Adaptado RUBIN, (2008).

A celulose € um dos maiores componentes da parede celular vegetal
representando cerca de 30-40% do total, a hemicelulose também tem grande
importancia em relagdo a parede celular vegetal, sua estrutura mais complexa gera
ramificacbes, sendo seu teor entre 30-35%. Outro componente, importante na
protecdo das plantas e impermeabilidade é a lignina, que representa entre 11-25%
da composicéo total da parede celular vegetal (DZIEMIANOWICZ et al., 2015).

3.3.1 Celulose
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A celulose é um homopolimero insoluvel, linear e de alta massa molecular, é
resultado da unido glicosidica B(1—4) de subunidades de D-glicose. Sua hidrélise
parcial produz dimeros de celobiose, enquanto a hidrolise completa resulta em
moléculas de glicose. A celulose tem férmula molecular empirica de (CsH1005)n
onde n tem um valor minimo de 200 e pode ultrapassar 7000. Na figura 2 estédo
representadas as ligagdes B(1—4) de duas subunidades de D-glicose resultando

no dimero celobiose.

GH OH

Hr:r’é;‘i/u 8]
HO HO OH

GH OH

celobiose
4-0-{§-0-glicopiranosil}-1-f-D-glicopiranosa

Figura 2 - Estrutura da celobiose
Fonte: Adaptado FERREIRA et al., (2009).

A juncdo sequencial de dimeros de celobiose resulta em longas cadeias
(fibrilas elementares) unidas covalentemente por pontes de hidrogénio e forga de
van der Waals. A celulose apresenta forma cristalina e pequena parte da sua
estrutura ndo tem forma definida. A parte estrutural amorfa, permite que a celulose
sofra degradagdo (PEREZ et. al., 2002).

3.3.2 Hemicelulose

Constituida por ligagées B(1—4) e por vezes B(1—3)-glicosidicas a partir de
monossacarideos de D-xilose, D-manose, D-galactose, L-arabinose, 4-O-metil-
glucurdnico e acidos galacturdnico, a hemicelulose € um heteropolissacarideo de
massa molecular de menor valor em relagéo a celulose. A hemicelulose é o segundo
maior constituinte da parede celular vegetal sendo a D-xilose e a L-arabinose os
agucares predominantemente encontrados na fracdo hemicelulésica. Com baixo

grau de polimerizagao a hemicelulose nao apresenta estrutura cristalina, e encontra-
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se intercalada com as fibrilas da celulose proporcionando elasticidade e impedindo
que elas entrem em contato (SANCHEZ, 2009).

A hemicelulose esta intimamente ligada a celulose definindo propriedades
estruturais da parede celular vegetal sdo polimeros em cuja composi¢cdo podem
aparecer, condensadas em proporgdes variadas, participando da regulamentagéo
do crescimento e desenvolvimento das plantas (LI et al., 2015; WANG, S. et al.,
2015; YAO et al., 2015).

. AcD OH HO QChAc
0O 0 N70~—-O o /70"

HO A oM o

oH 0. HO
hemicelulose h

0 OH

Okl

CoH

Figura 3 - Estrutura hemicelulésica
Fonte: Adaptado FERREIRA et al., (2009).

3.3.3 Lignina

Dentre os constituintes da parede celular vegetal, encontra-se a lignina que
tem a funcdo de vedacgao, apoio estrutural, impermeabilidade e resisténcia contra o
ataque microbiano e o estresse oxidativo. A lignina esta fortemente ligada a
hemicelulose e celulose, € uma macromolécula aromatica, amorfa e insoluvel em
agua, é constituido basicamente por unidades de fenilpropano, unidos por ligagdes
nao hidrolisaveis. Este polimero tem sua formacg&o através da desidrogenagao
mediada por peroxidase de trés alcoois: frans-coniferilico, p-cumarilico e sinapilico
(fig. 4). Sua estrutura provém de ligacdes C-C e aril-éter (SANCHEZ, 2009).
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Figura 4 - Principais unidades aromaticas presentes na molécula de lignina
Fonte: BUDZIAK et al., (2004).

3.4 HIDROLISE DE MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS

O planeta carece de formas alternativas para obtencédo de energia renovavel,
tendo conhecimento de o qudo rico em estruturas e moléculas energéticas, os
residuos provenientes das agroindustrias ganham cada vez mais o aprego dos
pesquisadores. No material lignocelulosico onde a celulose encontra-se compactada
e complexada na matriz junto com a hemicelulose e lignina, tem-se uma estrutura
cristalina e ordenada com regides amorfas. A necessidade de ter as macromoléculas
dispersas e disponiveis, agrega cada vez mais valor aos de pré-tratamentos.
(FENGEL; WEGENER, 1989; SUN; CHENG, 2002).

A partir do conhecimento prévio dos constituintes lignocelulésicos da parede
celular vegetal emprega-se o processo de hidrélise, dispondo de um catalizador que
disponibilize no meio os carboidratos presentes na biomassa. Varios processos de
hidrélise tém sido utilizados, entretanto o mais eficiente e utilizado consiste em
liberar no meio os agucares presentes na biomassa. Os processos hidroliticos
podem ter origem alcalina, acida, hidrotérmica e enzimatica (Figura 5) (CARDONA;
QUINTERO; PAZ, 2010; MOSIER et al., 2005)

A eficiéncia da produgdo de compostos biotecnoldgicos esta correlacionada
com o metabolismo de cada microrganismo. Para isso faz-se da escolha do método
mais apropriado para a obtengdo do substrato que seja de melhor metabolizagéo.
Logo, se o acgucar a ser utilizado for pentoses ou hexoses, comumente tem sido

utilizado a hidrdlise acida, onde por vezes € empregado o acido sulfurico como
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catalizador (MOSIER et al.,, 2005; SANTOS, DIEGO T et al.,, 2008; SCORDIA;
COSENTINO; JEFFRIES, 2013; VILLARREAL et al., 2006).

Celobiose Hexose HMF
HO H
Srkindand ® % wdpnd * B A}
HD v J 0 g0 LN
OH CH , OH CH, G0 ciph 9 ‘cHoO

Figura 5 - Reacao de desidratagdo de hexoses
Fonte: Adaptado FENGEL; WEGENER, (1989).

ApOs a obtengdo do material hidrolisado, alguns autores ressaltam que este
material deve passar por um processo de destoxificacdo, a fim de evitar que no
bioprocesso ocorra declinio do rendimento frente a obstaculos provenientes da
hidrolise, sendo eles pH baixo, compostos toxicos e extensdo da fase de laténcia
(CANILHA, L; SILVA; SOLENZAL, 2004; MOSIER et al., 2005; SCORDIA;
COSENTINO; JEFFRIES, 2013; VILLARREAL et al., 2006).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

Os subprodutos vitivinicolas — bagago e engaco de uva Vitis labrusca, da
variedade Bordd, foram obtidos do processamento de vinhos na cidade de
Mariopolis, regido sudoeste do estado do Parana. O bagagco de maga (Malus
domestica) da variedade Gala foi coletado em industria produtora de suco de maca
localizada na cidade de Treze Tilias, no estado de Santa Catarina. As coletas dos
materiais foram realizadas no primeiro semestre de 2014, e na sequencia 0s
produtos foram liofilizados, triturados, homogeneizados e armazenados a -18°C até
o momento das analises. As atividades foram desenvolvidas de acordo com o

fluxograma abaixo (Fig. 6).
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Figura 6 - Fluxograma das atividades a serem desenvolvidas
Fonte: Arquivo pessoal
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4.2 COMPOSICAO PROXIMAL DOS SUBPRODUTOS

Para a caracterizacdo do bagaco e engago de uva e do bagago de maca foi
realizada analise bromatoldégica classica que inclui os parametros de umidade,
lipideos, proteinas, residuo mineral (cinzas), fibra bruta e carboidratos, para tanto
foram empregadas metodologias descritas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.2.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado pela variacdo de massa conforme
Equacao 1 (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008).

100.7 = Umidade % m/m  Eq. (1)

Onde:
N= n° de gramas de umidade (perda de massa em gramas);
P= n° de gramas da amostra.

4.2.2 Determinacgao de lipideos

Para a determinagao de lipideos foi empregado o método de extragdo por
Soxhlet. Este método consiste na solubilizagdo da fracdo lipidica utilizando-se
solvente organico em refluxo durante 4 horas. Apos o periodo, a fragdo etérea é
determinada por gravimetria (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008).
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4.2.3 Determinacgao de proteinas

Foi determinado o teor de proteinas pelo método de Kjeldahl de acordo com a
metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz (2008). Este método é baseado na
quantificacdo de nitrogénio organico total considerando que as proteinas alimentares
apresentam em meédia 16% de nitrogénio. A metodologia consiste em digestdes
acidas e basicas onde o nitrogénio é convertido em sal de aménia. Em seguida a
amostra foi destilada com indicador adequado e a quantidade de nitrogénio presente
foi quantificada por titulometria. A quantidade e nitrogénio obtido foi convertido em
proteina pelo fator de conversédo (6,25) que € baseado na existéncia média de 16%

de nitrogénio, nas proteinas alimentares.

4.2.4 Determinacao de residuo mineral (cinzas)

Para a determinacido de cinzas a amostra € previamente carbonizada e em
seguida submetida a incineracdo completa em mufla a 550°C durante 1 hora. A
quantidade de cinzas foi determinada por analise gravimétrica (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

4.2.5 Determinacao de fibra bruta

Para a determinacdo de fibra bruta, as amostras foram submetidas a
digestbes acidas e basicas seguida de filtragem em cadinho de Gocch. As fragoes
de fibra bruta foram determinadas por gravimetria (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008).
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4.2.6 Determinacao de carboidratos

O teor de Carboidratos foi determinado por diferenga entre os parametros da

composicao centesimal (TAGLE, 1981).

4.3 HIDROLISE DOS SUBPRODUTOS DE UVA E MACA

A produgdo dos hidrolisados teve inicio com a extragdo dos compostos
extrativeis, realizada em aparelho Soxhlet com 250 mL de etanol (92,8%) e agua
destilada, realizando 3 ciclos para cada solvente, posteriormente a amostra foi seca.
Para a hidrélise acida foi usada a proporgédo de 0,3 g da amostra, em tubos de
ensaios e 3 mL de H2S04 (72% p/p), em banho maria a 30 °C, durante uma hora o
material foi agitado manualmente a cada 10 minutos. Posteriormente o material foi
transferido para um Erlenmeyer de 250 mL, e adicionado 84 mL de agua destilada
diluindo o acido para 4% p/v. Os frascos foram autoclavados por uma hora a 121 °C.
Depois de resfriado o conteudo foi filtrado. O filtrado foi coletado e avolumado em
baldo de 100 mL precisamente (JR; MANCILHA; SATO, 1997).

4.4 DETERMINACAO DE ACUCARES FERMENTESCIVEIS

As concentragbes de acucares assim como acido acético, foram
determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Para analise por
CLAE foi injetado um volume de 10 uL dos hidrolisados nas concentragdes de 2%
para o hidrolisado de bagago de uva, 1% para o hidrolisado de engaco de uva e
0,4% para o hidrolisado de bagago de maga, em um cromatdgrafo a liquido acoplado
a um detector de indice de refracdo. Para identificacdo foi utilizado o tempo de
retencdo dos padrdes. A coluna analitica utilizada foi a HPX 87H (300 mm x 7,8 mm,

5um) marca BIORAD, mantida a 45°C. A fase mével utilizada foi acido sulfurico na
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concentragdo 0,005 mol.L™" a eluigdo foi em modo isocratico com o fluxo de 0,6 mL
por minuto. Para este trabalho foram utilizados padrées auténticos de glicose,
celobiose, frutose, arabinose, xilose e acido acético. As amostras foram previamente
fitradas em cartuchos de extragdo em fase sdlida Sep-Pak (C18 - Waters) e filtro
0,45 pm.

4.5 DETERMINAGCAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada de acordo com o
meétodo espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton et al. (1999),
utilizando acido galico como padréo.

Os hidrolisados de bagaco de uva e engago de uva foram diluidas 50 vezes,
enquanto o residuo de mag¢a 10. Uma aliquota de 0,5 mL do extrato diluido é
acrescida e misturada com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido 1:10. A
mistura ficou em repouso durante 6 minutos ao abrigo da luz. Em seguida adicionou-
se 2,0 mL de Na2C0Os3 4%. As solugcdes foram conservadas ao abrigo de luz, a
temperatura ambiente e apos 2 horas foi realizado as leituras das absorbancias a
740 nm. Os resultados foram expressos em mg equivalente em &acido galico por
grama de amostra (mg EAG.g"') e calculados por meio de uma curva padrao

previamente construida com concentragbes que variam de 1,25 a 62,5 ug mL™".

4.5.1 Identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos e aldeidos,
HMF e Furfural.

Para a quantificacdo e identificacdo dos compostos fendlicos na matriz
hemiceluldsica foi injetado em um cromatdgrafo a liquido acoplado a um detector de
arranjo de fotodiodos utilizando o espectro de absorgdo na regido ultravioleta com
comprimentos de onda de 280 e 320 nm. Utilizou-se a injecdo da mistura de 15
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padrées (acidos caféico, galico, ferulico, cumarico, salicilico, siringico e vanilico;
flavonoides canferol, catequina, epicatequina, miricetina, rutina e quercetina; o
estilbeno resveratrol, e mistura de Hidroximetilfurfural (HMF) e furfural, em uma
concentragdo que variou de 5 a 120 mg L. Fluxo e temperatura de forno da coluna
de 1,0 mL.min"' e 30°C e com o volume de injegdo de 10 uL. Para a identificagao foi
utilizado também o tempo de retencdo dos padrdes. A coluna analitica utilizada foi
de fase reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 ym) Varian. A composicao de fase moével
(A) H20:CH3sCOOH (98:2) e (B) H20:CH3COOH:CH3sCN (58:2:40). E gradiente
iniciando com 5% de fase B, 20% B em 2 min, em 15 min 25% B, 25 min 85% B, 30
min 85% B, 33 min 20% B, e 36 min 5% de B até 45 min.
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5 RESULTADOS
5.1 COMPOSICAO PROXIMAL

Os resultados relacionados aos parametros de composigdo nutricional das
biomassas diferiram estatisticamente entre si (p < 0,05) e tais diferengas ocorrem
devido a composi¢do quimica e estrutural de cada biomassa. O teor de agua
encontrado para os trés subprodutos variou de 2,03 e a 12,04 g 100.g" de amostra
base seca (Tabela 2). Este valor esta de acordo com o estabelecido pela Anvisa
(1978) para farinhas, que é de até 15 g 100.g™!, deste modo o bagago e engaco de
uva e o bagago de macga, secos e triturados de maneiras adequadas, podem

incrementar formulagdes na industria de alimentos.

Tabela 2 - Composigao centesimal das farinhas dos subprodutos de Bagago de uva
(BU), Bagaco de maca (BM) e Engacgo de uva (EU).

Composigio centesimal (g 100.g")

Componente BU BM EU

Umidade 2,03 +0,21° 12,04 + 0,502 7,50 £0,03°
Proteinas 8,25+ 0,03° 571+0,12° 8,50 + 0,05?
Lipideos 10,72 £ 0,01° 13,78 £ 0,012 4,05+ 0,01°
Residuo Mineral 4,03 £ 0,040 1,91+ 0,07¢ 8,11+0,15°
Fibra Bruta 38,50 + 0,212 24,20+ 0,12° 16,83 £ 0,51°
Carboidratos 36,47 + 0,02° 42,36 + 0,30° 55,01+ 0,372

Valores expressos como média (n=3) + desvio padrdo. As mesmas letras nas colunas nao diferem
significativamente ao nivel de 0,05 de acordo com ANOVA.

O conteudo de proteinas para os subprodutos variou entre 5,71 e 8,50 g 100.g°
. Os residuos de uva apresentaram os maiores teores de proteina, com destaque
para o engaco. Llobera; Canellas (2007) verificaram, para o bagag¢o de uva da
cultivar Vitis vinifera, um teor de 12,2% de proteinas. O teor de proteina encontrado
para o bagagco de maca foi duas vezes superior ao encontrado por Rupasinghe et
al., (2008) comparando dois cultivares de maga.

De acordo com Jackson, (2008) o teor de proteina da uva pode variar de

acordo com o cultivar. A maior quantidade de proteina esta presente na polpa da
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uva. Para a elaboracdo do vinho na etapa de prensagem, dependendo da
intensidade, pode ocorrer a redugédo do teor de proteinas soluveis no bagaco. No
final do processo de fermentagdo, muitas proteinas precipitam com os taninos,
principalmente na elaboragcio do vinho tinto.

O maior teor de lipideos foi encontrado na biomassa de maga, sendo mais de
duas vezes superior ao teor do engago de uva. Essa quantidade deve-se aos
compostos cerosos presente na casca da maga que sao solubilizados facilmente no
solvente usado no método analitico empregado na extragédo. Os resultados obtidos
neste estudo para o bagag¢o de maga, corroboram com os de (COELHO; WOSIACKI,
2010) . O bagago de uva apresentou elevada quantidade de lipideos por conter
sementes em sua composi¢cao. As sementes de uva sao constituidas por 7 a 20 g
100.g™! de lipideos, sendo 90% &cidos graxos insaturados, como o acido linoleico e
oleico, que representam 70 e 15%, respectivamente do total de acidos graxos das
sementes de uva (MATTHAUS, 2008).

O conteudo de residuo mineral encontrado para o bagago de uva, bagacgo de
maca e engago de uva foram de 4,03; 1,91 e 8,11 g 100.g™" respectivamente. O
engaco de uva detém maior conteudo mineral devido a quantidade de compostos
tanicos presente em sua estrutura fibrosa.

Os teores de fibra bruta variaram entre 16,83 a 38,50 g 100.g". De acordo com
a Anvisa um produto possui alto teor de fibras quando apresenta 6 g de fibra para
100 g do produto sdlido. Paganini et al., (2005) verificaram em seu estudo o teor
20,04 g 100.g" de fibra bruta para o bagago de magéa, semelhante aos obtidos neste
estudo.

O conteudo de carboidratos para a biomassa de bagago de uva foi de 36,47 g
100.g”", o bagago de maca obteve o teor de 42,36 g 100.g9°" seguido do engago de
uva com 55,01 g 100.g™". O teor de carboidratos € um forte indicativo da quantidade
de agucares e conteudo amilaceos presente na biomassa. Estes agucares podem
ser de carater redutor ou ndo, em ambos 0s casos sao de grande importancia para a

industria biotecnoldgica e alimenticia.



31

5.2 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS ACUCARES
FERMENTESCIVEIS

A andlise por CLAE possibilitou a identificagcdo e quantificagdo de cinco
compostos por meio da comparagao dos tempos de retengdo dos residuos com os

padrdes auténticos empregados na analise (Tabela 3).

Tabela 3 - Coeficiente de determinacéo e tempo de retencido dos padrdes analiticos
e hidrolisados.

Tempo de Retengao (min)

Padrdes Analiticos (R?)

Padrdes BU BM EU
Celobiose 1,0000 7,3 - - -
Glicose 0,9999 8,8 8,8 8,8 8,8
Xilose 0,9999 9,5 9,5 9,5 9,5
Arabinose 0,9996 10,4 10,4 10,4 10,4
Ac. Acético 1,0000 15,2 15,1 15,1 15,1

O coeficiente de determinacédo (R?) atesta a qualidade e ajuste do modelo,
neste trabalho o modelo de calibragao foi construido com 5 pontos, e os coeficientes
de determinagédo de cada padrao chegaram a valores muito préximos de 1,0 e 1,0
precisamente (Tabela 3). A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagao igual a
0,99 e o INMETRO um valor acima de 0,90 (ARAGAO; VELOSO; ANDRADE, 2009),
pois o valor quanto mais préximo de 1,0 considera-se evidéncia de um ajuste ideal
dos dados para a linha de regressdo (RIBANI et al., 2004; ARAGAO; VELOSO;
ANDRADE, 2009).

Os acgucares identificados e quantificados nos hidrolisados foram a glicose,
xilose e arabinose (Figura 7). O bagagco de macgéa apresentou a maior quantidade dos
aglcares xilose e arabinose, 7,40 e 4,22 g.L" respectivamente (Tabela 4) em
relacdo ao bagago de uva e engacgo de uva. Em outro estudo para residuo de macga,
foram encontrados os teores de 11,10; 6,93 e 7,85 g.L' para xilose, glicose e
arabinose respectivamente (DALANHOL, 2014). Os resultados encontrados neste

estudo, seguiram de acordo com os trabalhos realizados por outros autores, quanto
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ao teor de xilose ser superior ao teor de glicose e arabinose (ARRUDA et al., 2011;
CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006; MUSSATO; ROBERTO, 2002; SENE et al.,
2011).

i1 o 3 Mix Padrd
o} 1 2 adrdes
.O.SZM\‘/\
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8 +—r 1130 —r ™ 1132 —r v v134 ™ —r '1:6 v + '1:8 v—r + '230 +

Figura 7 - Cromatograma dos padrdes analiticos. 1 celobiose; 2 glicose; 3 xilose; 4 arabinose;
5 acido acético

Tabela 4 - Principais agucares presentes em biomassas de hidrolisados
hemiceluldsicos de diferentes biomassas.

Hidrolisados Acucares em g.L"
Glicose  Xilose Arabinose Referéncia
Bagacgo de Uva 5,59 7,16 0,87 Neste trabalho
Bagaco de Maca 2,89 7,40 4,22 Neste trabalho
Engaco de Uva 6,19 6,55 1,41 Neste trabalho
Bagago de Cana 182 15,73 145 ARRUDA et al., 2011
Palha de Sorgo 2.10 17.69 181 SENE et al., 2011
Palha de Trigo 4,40 15,40 2,20 CANILHA; CARVALHO; SILVA, 2006
Palha de Arroz 3,29 18,33 3,40

MUSSATO; ROBERTO, 2002

A metodologia de pré-hidrolise empregada permitiu hidrolisar e romper as
diversas ramificagdes existentes na fragdo hemicelulésica, porém nao foi totalmente
eficiente quando comparada com outros trabalhos. Apesar da eficiéncia da hidrdlise
nao ter sido maxima, foram identificados outros sinais nas analises cromatograficas

que sugerem a presenga de outros compostos de natureza semelhante aos
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compostos estudados, como pode ser observado nos cromatogramas obtidos por
CLAE (Figuras 8,9e 10).
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Figura 8 - Cromatograma do hidrolisado hemiceluldsico de bagago de uva, 2 glicose; 3 xilose;
4 arabinose; 6 acido acético; 1,5,7 e 8 sem padrao de referéncia.
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Figura 9 - Cromatograma do hidrolisado hemicelulésico de bagago de magé, 2 glicose; 3
xilose; 4 arabinose; 6 acido acético; 1,5,7,8 e 9 sem padrao de referéncia
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Figura 10 - Cromatograma do hidrolisado hemicelulésico de engago de uva, 1 glicose; 2 xilose;
3 arabinose; 5 acido acético; 4,6 e 7 sem padrao de referéncia

5.3 PERFIL FENOLICO DOS SUBPRODUTOS ATRAVES DE ANALISE
ESPECTROSCOPICA UV-VIS E CROMATOGRAFICA CLAE-DEAD

A importancia da quantificacdo e identificacdo de compostos fendlicos é
atribuida as suas fungdes no organismo humano e estes compostos sdo produtos do
metabolismo secundario de plantas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Entretanto, o
superaquecimento de acucares resulta em compostos furanicos toxicos. Os
resultados foram obtidos por meio de uma curva padrao de acido galico e estéao
apresentados na tabela abaixo (Tabela 5).

Tabela 5 - Teor de compostos fendlicos totais e compostos inibidores dos
hidrolisados hemiceluldsicos

Amostra (mg EAG*.g™")** HMF g.L" FURFURAL g.L"!
Bagaco de uva 3,930 + 0,15a 0,067 0,160
Bagago de mag¢a 0,785+ 0,03¢c 0,173 0,493
Engaco de uva 3,851+ 0,12b 0,067 0,185

*EAG: Equivalente em acido galico. **Valores das médias das friplicatas + desvio padrdo. Médias
seguidas de letra diferente na mesma coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey
(p<0,05).

A partir dos resultados de compostos fendlicos totais, obtidos por analise
espectrofotométrica (Tabela 5) foi verificado o teor destes compostos nos trés

hidrolisados a um nivel de 95% de confianga pelo teste de Tukey. Dentre os
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hidrolisados analisados, os provenientes de subprodutos de uva, apresentaram
maior quantidade de compostos fendlicos totais, sendo de 3,9 mg EAG.g™"! para o
bagacgo de uva e 3,8 mg EAG.g™"! para o engago de uva, com variagdo significativa
entre as amostras. Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, Os
resultados obtidos para o teor de fendlicos antes do processo de hidrdlise foi de
33,9; 52,0 e 8,32 mg EAG.g" para o bagago de uva engacgo de uva e bagacgo de
maca respectivamente (DA SILVA, 2016).

O que indica que o processo de hidrolise empregado neste trabalho, diminuiu
em pelo menos 10 vezes o conteudo fendlico dos subprodutos, esta reducédo pode
ser atribuida a temperatura, pressdao e natureza do solvente, em que foram
conduzidos (ODABAS; KOCA, 2016). Entretanto, a analise espectrofotométrica néao
possibilita a identificacao de quais compostos tiveram sua extragédo reduzida.

A caracterizagdo por CLAE-DAD, permitiu a identificacdo e quantificagao dos
compostos fendlicos nas amostras hidrolisadas através da comparacao do tempo de
retencao e perfil de absor¢do na regido do ultravioleta e visivel com padrbées
disponiveis. Destaca-se a identificacdo e quantificacdo do HMF e furfural que
possuem absorg¢ao na regido de 283 nm e 276 nm e eluiram em 6,37 e 7,79 minutos
respectivamente, nas condi¢gdes de analise empregada (Tabela 5).

Dalanhol, 2014, em estudo realizado com o bagago de maga da cultivar Fuji,
quantificou os teores de 0,30 e 0,15 g.L' para o furfural e HMF precisamente
partindo do mesmo processo de pré-hidrélise. As quantidades dos compostos de
inibicdo sdo influenciadas pela quantidade de hexoses e pentoses presente na
matriz hemiceluldsica, pois sdo provenientes da desidratagdo destes acgucares. a
quantificacdo obtida para os trés residuos estudados bagago de macga, bagago de
uva e engag¢o de uva, ndo foram considerados inibitérios quando comparados a
outros trabalhos, sendo eles de 2,5 e 0,8 g.kg™' de furfural e HMF respectivamente
(EWANICK; BURA, 2011; SOCCOL et al., 2010) .
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6 CONCLUSAO

A caracterizagdo dos subprodutos permite sugerir que estes materiais
apresentam potencial a ser explorado na industria alimenticia para formulacdes de
produtos com elevado valor nutricional e caracteristicas funcionais. O alto teor de
carboidratos e fibra bruta agrega valor as biomassas, quanto ao seu emprego como
substrato. A metodologia de pré-hidrolise empregada nos residuos de bagago de
uva, bagaco de maca e engacgo de uva, possibilitou quantificar e identificar agucares
e compostos inibidores por CLAE da fracdo hemicelulésica. Sendo assim os
subprodutos das industrias de vitivinicultura e de geleias estudados, apresentam
potencial como substrato para processos fermentativos, carecendo de estudos em
relagao a hidrélise que aumentem a disponibilidade dos agucares, viabilizando o seu

uso nas industrias de biotecnologia.
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