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RESUMO

Dois residuos da industria de alimentos foram analisados neste estudo. A
biossorcéo de antocianinas de bagaco de uva foi avaliada pela aplicacado da
levedura esgotada do processo de fabricacdo de cerveja como biossorvente. A
capacidade de biossor¢cdo da biomassa foi avaliada pelo modelo cinético de
pseudo-segunda ordem e diferentes modelos de isotermas foram utilizados
para descrever o processo de biossor¢cdo. A analise de Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada para
caracterizar a interacdo da biomassa com antocianinas. O processo de
biossorcéo, também foi avaliado por andlise de HPLC. Os dados experimentais
de isotermas foram adequadamente descrito pelo modelo de Temkin. O valor
meédio da energia livre (E) a partir do modelo de Dubinin-Radushkevich sugere
a ocorréncia de um mecanismo quimico no processo de biossorgdo. O espectro
FTIR de absorcdo da biomassa de levedura foi complexo. Foram observadas
mudancas significativas na intensidade das bandas de absorcéo das células de
levedura e mudancas de bandas caracteristicas apds biossorcao.

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae, antocianinas, quimiossorcao,
Temkin, FTIR.



ABSTRACT

Two food industry residues were analyzed in this study. The biosorption of
anthocyanins from grape pomace was evaluated by applying residual beer
yeast as biosorbent. The biosorption capacity of the biomass was evaluated by
pseudo-second order kinetic model and different isotherm models were used to
describe the biosorption process. Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR) analysis was carried out to characterize the interaction of the biomass
with anthocyanins. The biosorption process was also evaluated by HPLC
analysis. Experimental data of the isotherm profile were adequately described
by the Temkin model. The mean free energy (E) value from the model of
Dubinin-Radushkevich suggested the occurrence of a chemical mechanism in
the biosorption process. FTIR absorption spectrum of yeast biomass was
complex. Significant changes in the intensity of yeast cell absorption bands and
shifts of characteristic bands were observed after biosorption.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, anthocyanins, chemisorption, Temkin,
FTIR.
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1 INTRODUCAO

A uva é uma das culturas frutiferas mais cultivadas ao redor do mundo
e a sua composicao e propriedades tem sido extensamente investigadas, com
véarios relatos da presenca de grande quantidade de compostos fendlicos e
outras substancias bioativas (ROCKENBACH et al., 2011).

Uma quantidade expressiva de residuos sdo gerados a partir do
processamento da uva para producdo de sucos e vinhos, especialmente o
bagaco de uva. Estes residuos sao geralmente subexplorados sendo utilizados
na alimentacéo animal (com baixo valor nutricional) ou como adubo, e também
sdo descartados representando um problema ambiental. No entanto, eles
podem tornar-se produtos com retorno econdémico potencial por serem fontes
de compostos bioativos que podem ser aproveitados.

O bagaco de uva (essencialmente as cascas e sementes) é
comprovadamente rico em antocianinas, as quais permanecem no residuo
devido a sua extracdo incompleta durante o processamento. Deste modo, este
residuo consiste em uma fonte barata para a extracdo de antioxidantes
naturais, os quais podem ser utilizados como suplementos alimentares ou na
producéo de fitoquimicos (GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004).

Estudos realizados em diferentes variedades de bagacos de uvas
demonstram a existéncia das antocianinas 3-glicosideos das cinco antocianinas
mais comuns: cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina
(RUBERTO et al., 2007; LAGO-VANZELA et al., 2011; MARQUEZ et al., 2012)
e estes flavonoides sdo amplamente conhecidos por suas propriedades
bioativas. Neste contexto, o uso da adsor¢cdo permite a separacdo e
concentracdo de antocianinas a partir de solucdes diluidas obtidas de um
residuo agroindustrial. Esse processo € atraente por sua simplicidade relativa
de projeto, operacao facil e baixo custo (SOTO et al., 2011).

A biomassa da levedura Saccharomyces cerevisiae é o segundo maior
subproduto da industria cervejeira. Seu uso ainda é limitado, sendo
basicamente utilizado como racao animal (FERREIRA et al., 2010). No entanto,

a biomassa fungica vem sendo muito utilizada para o processo de biossorgéo
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(adsorcdo), devido ao fato de que suas paredes celulares contém
polissacarideos como blocos basicos de construcao possuindo propriedades de
troca ibnica, e também proteinas e lipidios, oferecendo uma série de grupos
funcionais capazes de promover a adsorcdo (AKSU, 2005). A obtencdo de
biomassa de Saccharomyces cerevisiae enriquecidas com antocianinas €
bastante interessante e atraente devido a possivel atividade antioxidante e
aplicac6es em diferentes areas, como a farmacéutica e de alimentos.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve por objetivo a agregacao
de valor a dois subprodutos da industria de alimentos, o bagaco de uva e a
levedura Saccharomyces cerevisiae, através de estudos de extracdo de

antocianinas e de biossor¢céo dessas antocianinas em biomassa fangica.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar a biossorcdo de antocianinas dos extratos dos residuos de
uvas oriundos da producdo de vinhos utilizando como biossorvente
Saccharomyces cerevisiae esgotada do processo fermentativo da industria

cervejeira.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Otimizar a extragao das antocianinas de quatro variedades de bagaco de
uva (Bordd, Cabernet Sauvignon, Merlot e Tannat).

e Realizar estudos cinéticos de biossorcdo das antocianinas e, obter as
isotermas de adsorcao.

e Avaliar o processo de biossorcdo através da cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

e Avaliar o possivel envolvimento dos grupos funcionais presentes na

biomassa das leveduras no processo de biossorcédo através da técnica de

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS PROEMINENTES DA UVA

Registros histéricos indicam que, as primeiras atividades de producédo
de vinho se deram na Mesopotamia e Caucaso ha cerca de 6000 a.C. Foi por
intermédio da colonizacdo dos romanos nas regides ao redor do Mar
Mediterraneo que possibilitou a disseminagéo do cultivo e producdo de vinho
(VILLIERS et al., 2012).

Estima-se que no mundo existam mais de 10 mil variedades de uvas,
as guais se adaptam a distintos tipos de solo e clima, propiciando o cultivo em
varias regides (VEDANA, 2008).

As uvas podem ser classificadas em dois grandes grupos, oS
denominados de Vitis vinifera, de origem européia, destinadas principalmente a
producdo de vinhos finos e o grupo das Vitis labrusca de origem americana,
destinadas a producédo de vinhos, sucos e derivados, sendo pertencentes a
categoria das uvas comuns. A alta producao de Vitis labrusca no Brasil (80%) é
devido as suas caracteristicas de adaptacdo ao clima no pais (VEDANA, 2008).

A viticultura, no ano de 2010, ocupou as maiores areas da Espanha,
Franca, Italia, China e Turquia, como indicado na Figura 1. O Brasil, entretanto,
alcancou o vigésimo lugar na classificacdo mundial de area cultivada (MELLO,
2012).
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FIGURA 1 — PRINCIPAIS PAISES PRODUTORES DE UVAS E SUAS RESPECTIVAS AREAS
CULTIVADAS EM 2010.
FONTE: MELLO (2012).

Segundo dados de 2012, houve um aumento na producao de uvas nos
Estados de Pernambuco (7,71%), Minas Gerais (3,09%), Santa Catarina
(4,64%) e Rio Grande do Sul (1,29%), em relacdo ao ano de 2011 (Tabela 1)
(MELLO, 2013).

Em 2012, a producdo de uvas destinadas ao processamento (vinho,
suco e derivados) foi de 830,92 milhdes de quilos, o que representa 57,07% da
producado nacional. O restante da producéo (42,93%) foi destinado ao consumo
in natura (MELLO, 2013).

TABELA 1 — PRODUCAO DE UVAS NO BRASIL, EM TONELADAS.

Estado/Ano 2008 2009 2010 2011 2012
Pernambuco 162.977 158.515 168.225 208.660 224.758
Bahia 101.787 90.508 78.283 65.435 62.292
Minas Gerais 13.711 11.773 10.590 9.804 10.107
Sao Paulo 184.930 177.934 177.538 177.227 176.902
Parana 101.500 102.080 101.900 105.000 70.500
Santa Catarina 58.330 67.546 66.214 67.767 70.909
Rio Grande do Sul 776.027 737.363 692.692 829.589 840.251
Brasil 1.399.262 1.345.719 1.295.442 1.463.481 1.455.809

FONTE: Adaptado de MELLO (2013).
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No Brasil, houve nas ultimas décadas, um significativo aumento da
qualidade da producdo vitivinicola interna, com expansdo de regides
produtoras e desenvolvimento de novos polos de producédo (SARMENTO et al.,
2008).

2.2 PROCESSAMENTO DO VINHO TINTO

O diagrama representativo do processo de fabricagdo do vinho tinto,
exposto na Figura 2, consiste na etapa de plantio e colheita; recepcao da
matéria-prima; esmagamento e desengace; fermentacdo; clarificacao;
maturacdo; filtragem; engarrafamento e rotulagem e, finalmente

envelhecimento.

Plantio e Recepcdo das Esmagamento
Colheita uvas e desengace
Maturacéao « Clarificacao ' Fermentacao
Filtragem Engarrafamento » Envelhecimento
e Rotulagem (vinho tinto)

FIGURA 2 — DIAGRAMA REPRESENTATIVO DO PROCESSO DE FABRICACAO DE
VINHO TINTO.

O cultivo e a colheita sdo as duas primeiras etapas no processo de
beneficiamento do vinho. Ambas estéo ligadas a qualidade do produto final e,
por conseguinte, devem ser supervisionadas para indicar os periodos corretos
de plantio e colheita, evitando que o0 agUcar nas uvas seja em baixa

concentracdo, 0 que causara uma baixa fermentacdo, ou que a uva passe do
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ponto de maturacédo, quando a excessiva fermentacao ocasiona um excesso de
alcool e baixa acidez do vinho (PEREIRA; RIBEIRO, 2008).

Na etapa de recepcdo, por sua vez, € de importdncia que as uvas
sejam mantidas em condicbes higiénicas adequadas nos tanques de
recebimento e, para maior controle de producéo, deve-se efetuar registros de
dados referentes a peso, data, hora, fornecedor, regido da colheita, tipo de uva
e conteudo de acgucares (SANTOS et al., 2007).

Apols a recepcdao, inicia-se a etapa de esmagamento e desengace. As
bagas sdo rompidas por compressao ou choque dependendo da esmagadeira
utilizada. Recomenda-se que, posteriormente o0 esmagamento, seja realizada a
remoc¢do do engaco através de desengacadeira, visto que, sua permanéncia
pode conferir caracteristicas indesejaveis ao vinho (DIAS, 2009).

Com o mosto preparado, a etapa de fermentacdo € instaurada em
pipas especificas. Normalmente essas pipas oferecem controle automatizado
de temperatura (25 °C a 30 °C), permitindo controle da fermentacéo, por meio
de troca de calor. Na fermentacao, o contato com o ar deve ser evitado, tal que,
0 mesmo em contato com o vinho provoca a oxidacdo. Ao término da
fermentacao € acrescentado &cido ascorbico como antioxidante. Em seguida, o
vinho é decantado e encaminhado para a segunda fermentacdo ou
fermentacao malolatica (FERREIRA, 2010).

Finalizada a fermentacdo, o vinho bruto é submetido a etapa de
clarificagéo, operagao que tem por finalidade eliminar todas as substancias em
suspensao e outras em dissolucdo existentes nos vinhos, permitindo que o
volume produzido se torne limpido e cristalino (SANTOS et al., 2007).

O processo de maturacdo do vinho se inicia apés sua fermentacao e
clarificagéo. Este processo tradicionalmente ocorre em barris de carvalho ou
em tanques de aco inoxidavel. Durante a maturacdo, o vinho sofre inUmeras
alteragcbes acompanhadas por modificacbes de cor, aroma e de sabor
(FERREIRA, 2010).

Em seguida, ocorre a etapa de filtracdo, visando a remocao de
particulas em suspenséo, passando-se o liquido por um elemento filtrante. Isso
permite que o vinho tinto adquira aspecto limpido e brilhante para entdo ser
engarrafado. O engarrafamento consiste em inserir no recipiente certa

quantidade de vinho, deixando um espacgo vazio, necessario para aplicar o
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sistema de vedacdo, assim como, para controlar eventual dilatacdo do
recipiente (RIZZON; MENEGUZZO, 2006).

Estando o produto devidamente engarrafado, o mesmo € entédo
destinado ao envelhecimento em caves climatizadas, que pode ter duracéao de
um més a varios anos. Nessa etapa ocorre acréscimo de qualidade do vinho,
verificando a transformacdo do aroma em ésteres volateis (SANTOS et al.,

2007), e a estabilizacao da cor do vinho.

2.3 BAGACO DE UVA

Na elaboracdo do vinho, o bagaco resultante da etapa de
esmagamento ou prensagem das uvas é o principal subproduto, e representa
cerca de 20% do peso original das uvas. Este é formado, em média, por 58%
de cascas, 20% de engacos e 22% de sementes. O residuo gerado pelas
vinicolas tem elevadas quantidades de compostos fendlicos, conhecidos como
antioxidantes naturais (FERREIRA et al., 2012).

Os compostos fendlicos encontrados no bagaco de uva séao
principalmente antocianinas, flavondis, flavonoides, &cidos fendlicos e
resveratrol (SANTOS et al., 2011; ROCKENBACH et al., 2012). A distribuicdo
geral e o conteudo de compostos fendlicos presentes na uva estdo

representados na Figura 3 e na Tabela 2.
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FIGURA 3 - IMAGEM TRANSVERSAL DE UMA UVA VERMELHA CONTENDO A CASCA,
POLPA E SEMENTES E SEUS RESPECTIVOS COMPOSTOS BIOATIVOS.
FONTE: Adaptado de PINELO; ARNOUS; MEYER (2006).

TABELA 2 — PRINCIPAIS COMPOSTOS FENOLICOS PRESENTES EM DIFERENTES
FRACOES DA UVA

Compostos (mg g™) Bagaco de uva Casca Semente Engaco
Acidos Fenolicos 0,03-8,31 0,17 - 8,23 0,10-0,11 0-0,04
Favan-3-ois totais 0,34 - 4,25 0,12 - 3,38 3,56 - 6,15 0,22 - 0,89

Antocianinas totais 11,47 — 29,.82 11,47 — 29,82 - -

Flavonois totais 0,03 -0,63 0,48 - 0,63 0,02 - 0,05 0-0,22

FONTE: Adaptado de PINELO; ARNOUS; MEYER (2006).

As antocianinas sdo compostos fendlicos mais importantes na casca da
uva vermelha, mas existem alguns compostos secundarios importantes para a
sua atividade antioxidante, como a catequina, epicatequina, quercetina, rutina e
trans-resveratrol. Eles sdo comprovadamente potentes antioxidantes e tém
importantes propriedades bioldgicas, farmacolégicas e medicinais (IACOPINI et
al., 2008; MORELLI; PRADO, 2012; MARQUES et al., 2013).
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O bagaco da uva vem sendo utilizado como racdo animal e como
adubo de vinhedos, beneficiando os sistemas agricolas. No entanto, um
destino mais nobre pode ser dado a esses residuos industriais pela extracdo de
substancias com propriedades farmacoldgicas que estdo presentes no bagaco
de uva como antioxidantes e &cidos graxos (CAMPOS et al., 2008; BRAHIM, et
al, 2014).

O emprego da extracdo de antocianinas do bagaco da uva constitui um
custo-beneficio promissor, ou seja, matéria-prima barata destinada a
preparacdo de suplementos alimentares ou nutracéuticos; como ingrediente
funcional e como aditivo para produtos alimentares, farmacéuticos e
cosméticos (CACACE; MAZZA, 2003; ROCKENBACH et al., 2011; LACHMAN
et al., 2013).

Por meio da recuperacédo deste composto antioxidante, os desperdicios
continuos da industria de vinho passariam a representar um avanco
significativo na manutencdo do equilibrio do meio ambiente, visto que nas
vinicolas as grandes quantidades de residuos gerados apresentam sérios
problemas de armazenagem, de transformacado, ou de eliminacdo, em termos
ecolégicos e econbmicos. Esta situagdo explica o interesse crescente em
explorar os subprodutos da vinificacdo (ROCKENBACH et al., 2008; BARCIA et
al., 2014).

2.4 ANTOCIANINAS

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides, sendo um grande
grupo de pigmentos vegetais sollveis em agua responsaveis por coloracao de
frutas e flores por iniciativa prépria ou em conjunto com outros fitoquimicos
(KAMIYA et al.,, 2014; KRUGER et al., 2014; ZHANG et al.,, 2014). Seu
espectro de cor varia do vermelho ao azul, apresentando-se também como
mistura de ambas as cores, resultando em tons de puarpura (VOLP et al., 2008).

Elas podem ser encontradas no vinho tinto, alguns cereais e vegetais

de raiz (berinjelas, feijdo, repolho, rabanete, cebola), mas principalmente a
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presenca em frutas vermelhas como cerejas, morangos, ameixas, amoras,
framboesas, uvas, groselhas (FERNANDES et al., 2014).

Atualmente, s&o conhecidas mais de 600 estruturas moleculares de
antocianinas e 23 antocianidinas, enquanto que, apenas seis deles sdo comuns
na natureza: cianidina, pelargonidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina, como apresentado na Figura 4 (HAMINIUK et al., 2012; KALISZ et
al., 2013). As principais diferencas entre as antocianinas individuais sdo o
namero de grupos hidroxilados; a natureza do composto; o nuamero de
acucares ligados a sua estrutura; a presenca de carboxilatos alifaticos ou
aromaticos ligados ao acucar na molécula e; a posicao das ligacdes (KONG et
al., 2003).

»

H H Pelargonidina
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina

OCH, OH Petunidina

OCH, OCH, Malvidina

FIGURA 4 — IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS ANTOCIANINAS.
FONTE: Adaptado de KALISZ et al. (2013).

As antocianinas tém propriedades fisico-quimicas que Ihes conferem
caracteristicas de cor Unica e estabilidade. Elas sd&o moléculas altamente
reativas e portanto, sensivel as reacdes de degradacdo. Oxigénio, temperatura,
luz, enzimas e pH estdo entre os fatores que podem afetar as antocianinas e
consequentemente, a sua estabilidade e cor. As antocianinas podem ser
degradadas por varios processos que ocorrem durante a sua extracao,

processamento e armazenamento de alimentos (CASTANEDA-OVANDO et
al., 2009; FERNANDES et al., 2014).
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Estudos epidemiolégicos sugerem que o consumo de antocianinas
reduz o risco de doenca cardiovascular, cancer, diabetes e artrite, devido, pelo
menos em parte, a sua atividade antioxidante e antiinflamatérias (WANG;
STONER, 2008; SOLYOM et al., 2014; BURIN et al., 2014).

A Tabela 3 apresenta estudos realizados com quatro variedades de
uvas: Tannat, Bordd, Cabernet Sauvignon e Merlot, sendo apresentados 0s
tipos de antocianinas mais importantes encontradas em suas respectivas

amostras.

TABELA 3 — ANTOCIANINAS DETECTADAS NAS AMOSTRAS DE UVA TANNAT, BORDO,
CARBERNET SAUVIGNON E MERLOT

Autor/Ano Uva Antocianinas
Gonzélez- Tannat Delfinidina; cianidina; petunidina; peonidina; malvidina.
Neves et al,
2012.
Lago-Vanzela Bordd Delfinidina-3,5-diglicosideo; cianidina-3,5-diglicosideo;
etal., 2011. petunidina-3,5-diglicosideo; peonidina-3,5-diglicosideo;

malvidina-3,5-diglicosideo;
Malvidina-3-glicosideo; delfinidina-3-glicosideo; petunidina-3-

glicosideo; peonidina-3-glicosideo; cianidina-3-glicosideo.

Ruberto et al., Cabernet peonidina-3-glicosideo; delfinidina-3-glicosideo; petunidina-3-
2007. Sauvignon. glicosideo; malvidina-3 glicosideo;

Marquez et al., Merlot Delfinidina-3-glicosideo; cianidina-3-glicosideo; peonidina-3-
2012. glicosideo; petunidina-3-glicosideo; malvidina-3-glicosideo;

2.5 ASPECTOS PROEMINENTES DA CERVEJA

A histéria da cerveja estd intrinsecamente relacionada com o
desenvolvimento da humanidade. Com a expansao do cultivo de cereais, uma
forte ligacdo entre a producdo de cereais e a fabricagcdo da bebida comecou
particularmente no antigo Egito, na Mesopotamia e no Oriente Médio em torno
de 6000 a.C. (MARDEGAN et al., 2013).
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No Brasil, o habito de tomar cerveja foi trazido por D. Jodo VI, no inicio
do século XIX, durante a permanéncia da familia real portuguesa em territorio
brasileiro. Nessa época, a cerveja consumida era importada de paises
europeus. Mais tarde, em 1888, foi fundada na cidade do Rio de Janeiro a
Manufatura de Cerveja Brahma Villigier e Cia. e, poucos anos depois, em 1891
na cidade de Sdo Paulo, a Companhia Antartica Paulista (VENTURINI, 2010).

Devido & alta producdo da bebida em escala mundial, a cerveja é
considerada a bebida mais amplamente consumida no mundo e,
provavelmente, a mais antiga dentre as alcodlicas, sendo a terceira bebida
mais popular em geral, depois da agua e cha (CETO et al., 2013).

Até agora, diferentes estilos de cerveja foram criadas em todo o
mundo, distinguindo em caracteristicas como, sabor, cor e aroma. Resultante
desta variabilidade de composicéo, a cerveja é geralmente classificada em dois
tipos principais, baseados na levedura utilizada para a fermentacdo. O primeiro
sdo as cervejas do tipo Ale, que tem por caracteristica alta fermentacdo. O
segundo grupo, conhecido como cervejas do tipo Lager, utilizam baixa
fermentacdo (GUTIERREZ et al., 2013).

De acordo com estatisticas, a producao de cerveja subiu 3,7% de 2010
a 2011, marcando seu 27° ano consecutivo de crescimento, intitulando a China
0 maior pais produtor do mundo pelo décimo ano consecutivo, sendo 0s
Estados Unidos o segundo maior produtor. A China teve um acréscimo de
producdo de 10,7% em 2011 com relacdo ao ano de 2010. O Brasil alcancou
em 2011 um crescimento de 3,4%, depois de reportar um aumento anual de
18,2% em relacdo a 2010, sendo o terceiro maior pais produtor de cerveja,
ultrapassando paises como a RUssia, além de alcancar a marca de

crescimento percentual significativos nos ultimos 11 anos (BALDO et al., 2014).

2.6 PROCESSO DE FABRICACAO DA CERVEJA

A cerveja € obtida pela fermentacdo da cevada, que consiste na
conversdo em alcool dos acucares presentes nos graos de cevada. A

fermentacdo é a principal etapa do processo cervejeiro e sua efetividade
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depende de varias operacdes anteriores, incluindo o preparo das matérias-
primas (SANTOS; RIBEIRO, 2005).
A Figura 5 apresenta o diagrama representativo das principais etapas

da producéo de cerveja.

Obtencéao do Malte

-

Mosturacao

P

Filtracéo

ﬂ
D
=
c
=
Q

Whirlpooling

.

Fermentacao

.

Maturacao

FIGURA 5 — DIAGRAMA REPRESENTATIVO DAS PRINCIPAIS ETAPAS DA PRODUCAO DE
CERVEJA.

A fabricacdo da cerveja consiste primeiramente na obtencdo do malte

de cevada através da germinacao de graos da cevada em condi¢cdes especiais.
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Este malte € moido ou triturado e misturado com agua. As enzimas presentes
no proprio malte, que sé@o ativadas de acordo com um perfil de temperaturas
controladas, irdo hidrolisar os polimeros presentes, como: amido em dextrinas,
mono, di e trissacarideos e proteinas em peptideos e aminoacidos. Essa fase
do processo é denominada mosturacdo. A fracao insolivel do mosto obtido €
entdo filtrada, normalmente utilizando-se a prépria casca do malte como
camada filtrante (CARVALHO et al., 2007).

Apoés a mosturacdo, da-se inicio a etapa de fervura do mosto, onde &
acrescentado o lapulo, visando a aquisicdo das caracteristicas de amargor.
Neste estagio, pode-se adicionar ou ndo o adjunto de alto teor de maltose
como complemento ao mosto cervejeiro. Ao término da fervura e obtencao da
concentracdo desejada do mosto, ocorre a etapa do whirlpooling, onde ha a
precipitacdo de proteinas, compostos fendlicos e outros materiais insoliveis
gue constituem um sedimento denominado de trub. Este sedimento € removido
e 0 mosto é resfriado até a temperatura de fermentacdo, quando normalmente
€ aerado e inoculado (SILVA, 2005).

O processo de fermentagcédo tem como objetivo principal a conversao de
acucares em etanol e gas carbdnico e compostos aromaticos pela levedura sob
condi¢cdes anaerdbicas. As leveduras produzem os compostos do aroma e do
sabor da cerveja como subprodutos da sintese de substancias necessarias ao
seu crescimento e metabolismo, e os teores destes compostos variam com 0s
padrées de crescimento celular, que séo influenciados pelas condigbes de
processo (VENTURINI, 2005).

Logo apds a fermentacdo ocorre a maturagédo, ou também denominada
de fermentacao secundaria, sendo que 0s principais objetivos séo: estabilizar o
diacetil, composto formado na fermentacdo primaria; iniciar a clarificacdo da
cerveja pela sedimentacdo de células de leveduras e proteinas; propiciar a
carbonatacdo (quando em baixa temperatura, o gas carbdnico é absorvido pela
cerveja); melhorar o odor e sabor da cerveja, pela reducdo de diacetil,
acetaldeido e acido sulfidrico (BORTOLI et al., 2013).

Finalmente, a cerveja é estabilizada pelo resfriamento a temperatura
igual ou inferior a 0 °C por um periodo de até trés dias. Diferentes agentes
estabilizantes, como silica gel e taninos, podem ser utilizados. Leveduras e

complexos entre proteinas e compostos fendlicos irdo precipitar, sendo filtrados
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em seguida. A carbonatacédo, a pasteurizacdo e o envase finalizam o processo
de producédo (CARVALHO et al., 2007).

2.7 LEVEDURAS SACCHAROMYCES CEREVISIAE

As leveduras sao microrganismos eucarioticos predominantemente
unicelulares do reino Fungi. Sua reproducao vegetativa se faz, geralmente por
gemulacédo ou brotamento (CARVALHO et al., 2006).

As leveduras cervejeiras catabolizam os aglUcares mais simples em
dois caminhos metabdlicos: via respiratoria e via fermentativa. No inicio, sob
condicbes de aerobiose, elas oxidam as moléculas simples de acUcar e
produzem gas carbbnico, dgua e energia. Quando o oxigénio acaba, as
leveduras utilizam a via fermentativa, onde, em anaerobiose, fermentam uma
molécula simples de acucar produzindo duas moléculas de etanol, duas de gas
carbonico e energia (BORTOLI et al., 2013).

O Brasil produz atualmente uma grande quantidade de biomassa de
levedura, como subproduto das industrias de cerveja e das destilarias
produtoras de etanol (PADUA et al., 2000).

A biomassa da levedura Saccharomyces é o0 segundo maior
subproduto da industria cervejeira. Seu uso ainda é limitado, sendo
basicamente utilizado como racédo animal (FERREIRA et al., 2010).

Segundo estudos de Machado et al. (2008) e Khakpour et al. (2014), as
células de levedura possuem capacidade de acumular uma ampla gama de
metais pesados em diversas condi¢cbes externas. Assim, eles também
constituem uma alternativa de tratamento de &guas residuais, onde a
rentabilidade € a atracdo principal.

Jianlong (2002) e Gohari et al. (2013), afirmam que a absorcéo de ions
metélicos de solugbes aquosas a partir da biomassa ocorre atraves de
interagcbes com grupos funcionais (proteinas, lipideos e carboidratos), que
formam a parede da célula. Para maximizar a eficiéncia da biomassa, a
identidade dos grupos funcionais responsaveis pela ligacdo de metais € muito

importante.
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As leveduras recebem pouca atencdo como uma mercadoria
negociavel, e sua disposicdo muitas vezes é um problema ambiental. No
entanto, pode ser de valor como uma matéria-prima com diferentes
utilizacdes. Varias tentativas tém sido feitas para utilizd-los em processos
biotecnolégicos, como por exemplo, em processos fermentativos para a
producdo de compostos de valor acrescentado, tais como o etanol; como
substrato para o cultivo microrganismos, ou simplesmente matéria-prima para a
extracdo de compostos (FERREIRA et al., 2010).

2.8 ADSORCAO OU BIOSSORCAO

A adsorcédo é um fenémeno fisico-quimico de transferéncia no qual um
ou mais constituintes em uma fase gasosa ou liquida (adsorvato) sao
transferidos para a superficie de uma fase sélida (adsorvente) (RUTHVEN,
1984).

Os mecanismos de transferéncia de massa presentes no processo de
adsorcao sao os seguintes: 1) difusdo do soluto do seio da fase fluida para a
superficie do adsorvente (difusdo no filme liquido estagnado); 2) Adsorcao do
soluto na superficie do adsorvente; 3) Difusdo do soluto nos poros do

adsorvente. Essas etapas estao ilustradas na Figura 6 (BORBA et al.,2012).
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FIGURA 6 - REPRESENTACAO DOS MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE MASSA
ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE ADSORGAO.
FONTE: BORBA et al.(2012).

A adsorcdo pode ser de natureza quimica ou fisica. Na adsorcao
quimica (quimiossor¢do) a energia de ligacdo envolvida é da mesma ordem de
grandeza das ligacdes quimicas de formagdo das substancias. Por esse
motivo, a adsor¢cdo quimica é quase sempre irreversivel. JA as forcas
envolvidas na adsorcao fisica (fisiossorcdo) incluem forcas de Van der Waals
(repulsdo e dispersdo) e interacbes eletrostaticas compreendendo as
interacBes de polarizacao e dipolo (RUTHVEN, 1984; YOUSSEF et al., 2004).

A adsorc¢ao de base biolégica mais conhecida com biossor¢éo tem sido
definida como a propriedade de determinadas biomoléculas (ou tipos de
biomassa) para ligar e concentrar ions selecionados ou outras moléculas a
partir de solucdes aquosas. Ao contrario de um fendmeno muito mais complexo
de bioacumulacdo com base no transporte metabdlico ativo, a biossorcao por
biomassa morta (ou por algumas moléculas e/ou seus grupos ativos) é passiva
e baseada principalmente na "afinidade" entre o bioabsorvente e adsorvato
(VOLESKY, 2007).

O processo de biossorcdo envolve uma variedade de mecanismos
destacando-se a: troca ibnica, complexacdo, adsorcdo fisica e/ou quimica,
coordenacao, quelacdo e microprecipitacdo inorganica (BORBA et al., 2006).

Existem varios fatores que podem influenciar a melhoria no

desempenho do fendmeno de biossorcdo, dentre eles estdo: o tipo de
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biomassa, o pH da solucao, temperatura da solucao, a presenca de outros ions
concorrentes (cétions e anions) e a forca iénica (OLIVEIRA, 2012).

Apesar dos altos graus de desestabilizacdo do sistema, o processo de
biossorcdo apresenta vantagens como, aplicacdo de um material adsorvente
de baixo custo e biodegradaveis, e a realizacdo de elevada eficiéncia de
remocdo de substancias em baixas concentracfes (CAPRIO et al., 2014).
Sendo assim, a biossor¢ao tem sido empregada principalmente na remocgéao de
metais pesados a partir de solucbes aquosas, sendo uma alternativa viavel
tecnicamente e economicamente atraente para os métodos convencionais para
a remocao de metais pesados a partir de aguas residuais industriais. Por isso a
biossorcéo se tornou um dos métodos preferidos para a remoc¢édo de metais
pesados nos ultimos anos (TASAR et al., 2014).

No caso de adsorcdo de antocianinas, existem estudos apenas
utilizando adsorventes sintéticos (SCORDINO et al.,, 2004; LIU et al., 2007;
CHANG et al.,, 2012; KOHNO et al., 2014). Sendo que ndo ha relatos de
utilizacao da levedura Saccharomyces cerevisiae para esse processo.

2.9 CINETICA DE ADSORCAQO

Os modelos cinéticos envolvem a relacdo da concentracdo do
adsorvato com o tempo de agitacdo. A concentracdo do adsorvato em solucéo
decresce com o tempo, até atingir um valor constante. Neste ponto, a
guantidade do adsorvato que estd sendo adsorvida pelo adsorvente encontra-
se em equilibrio dindmico com a quantidade que esta se dessorvendo. O tempo
necessario para alcancar este estagio é chamado de tempo de equilibrio e, a
guantidade do adsorvato retido neste tempo reflete a capacidade de adsorcdo
no equilibrio em condi¢c6es de operacdo estabelecidas. A massa de adsorvato
retido por unidade de massa de matéria adsorvente (qt) no tempo t (mg g*), €
calculada por meio de um balanco de massa de acordo com a Equacéao 1
(DABROWSKI, 2001).
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(Co—Cp)

I
<

qc = €Y

Sendo que:
Co: é a concentracao inicial de adsorvato (mg L™);
Cy: concentracdo de adsorvato no tempo t (mg L™);
V: volume da batelada (L);
m: massa do material adsorvente (Q).

A fim de examinar os mecanismos de controle do processo de
adsorcdo, o modelo de cinética pseudo-segunda ordem foi utilizada para testar
os dados experimentais (OZTURK; KAVAK, 2005).

A Equacao 2 expressa a equacao de pseudo-segunda ordem :

dq
— = k2(qe — q)? ©)

Onde g € g sdo a capacidade de sorcdo em equilibrio e no tempo t,
respectivamente (mg g*) e k, é a constante da taxa de pseudo-segunda ordem
de sorcdo (mg g™ min %) (HO; MCKAY, 1998).

Depois de integrar a Equacao 2 para condi¢des de contorno gi= 0 em t

=0eqgi=gremt=t, a seguinte Equacéo (3) linearizada pode ser obtida:

t_ 1 +t (3)
g k2q.%  qe

Em seguida, as constantes g e k, podem ser determinadas
experimentalmente a partir da inclinacdo e intercepc¢ao no gréafico de t/g; versus
t (HAMAYUN et al., 2014).
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2.10 ISOTERMAS DE ADSORCAO

A isoterma de adsorcéo € a relacéo de equilibrio entre a concentracao
na fase fluida e a concentragcdo nas particulas adsorventes a uma dada
temperatura (MCCABE et al., 1993).

Em geral, a isoterma de adsorcdo descreve como adsorvatos
interagem com adsorventes e por isso é essencial para a otimizacdo da
utilizacao de adsorventes (ANIRUDHAN; RADHAKRISHNAN, 2008).

Alguns dos modelos mais aplicados para isotermas sao as Isotermas de
Langmuir, Freundlich, Temkin e Dubinin-Radushkevich.

O modelo de isoterma de Langmuir assume que todas as forcas que
atuam na adsorcao sdo similares em natureza aquelas que envolvem uma
reacdo quimica e que a sorgdo se resume em uma Unica camada de moléculas
da substancia sobre a superficie das particulas sélidas (LANGMUR, 1918).

A Isoterma Langmuir € representada pela Equacéao 4:

_ 9o KL Ceq
Qeq

= 4
1+ K, Ceq )

Em que, Ceq (Mg L™) é a concentracédo de equilibrio na fase fluida e Jeq (MY gh
a gquantidade adsorvida no equilibrio por unidade de massa de adsorvente. O
parametro g, (limite de saturacdo mg g) esta relacionado com a capacidade
maxima de adsorcdo e K. (constante de Langmuir) (L mg™) é a raz&o entre a
constante cinética de adsorcédo e constante cinética de dessorcao.

A isoterma der Langmuir pode ser linearizada, obtendo — se a Equacéao

C, 1 G,
qe quL 9o

(5)
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Um outro parametro importante do modelo isotérmico de Langmuir € o
termo "R.", que € uma constante adimensional e chamado de fator de

separacdo ou parametro de equilibrio, e é representada pela Equacao 6:

1

R, =——— 6
LT14+ K0, ()

Onde, Co (mg L™) expressa concentracao inicial adsorvido em solugéo
aquosa, K. (L mg™) é a constante de Langmuir. O parametro R, d& importantes
sinais sobre a compatibilidade de adsorcédo para o par adsorvente-adsorvato
selecionado (BERA et al., 2013). Ha quatro possibilidades para o valor de R,
valor:

No caso de 0 < R_ < 1, a adsorcgéo é favoravel.

No caso de R > 1, a adsor¢ao é desfavoravel.

R. = 1 indica linearidade de adsorc¢ao.

No caso de R_= 0, a adsorcéo ¢€ irreversivel.

O modelo de isoterma de Freundlich considera que a adsor¢ao ocorre
em multicamadas e é util para descrever a adsor¢cao em superficies altamente
heterogéneas (FREUNDLICH, 1906). A Equacdo 7 descreve a isoterma de

Freundlich:

1
Qeq = kg Ceqﬁ (7)

Sendo que a forma linearizada da isoterma de Freundlich é expressa

pela Equacéo 8:

1
lnqe=anF+£lnCe (8)
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Onde K (L g™) e n séo constantes empiricas. K esta relacionado com
a capacidade de adsorcdo do adsorvente e n representa a intensidade de
absorcdo. A adsorcéo é favoravel quando 1< n <10.

A isoterma de Temkin prop6e um modelo que considera os efeitos das
interacOes indiretas entre as moléculas de adsorvato. Este modelo parte do
principio que o processo de adsorcdo é caracterizado por uma distribuicdo
uniforme da energia de ligacdo, até a um maximo de ligagéo de energia (ALmax)
e o calor de adsorcao de todas as moléculas da camada diminui linearmente
com o grau de cobertura, devido as interacdes adsorvente-adsorvato (TEMKIN;
PYZHEV, 1940). A isoterma de Temkin € dada pela Equacéo 9:

RT
4e =[N (4C.)] 9

A Equacdo 9 pode ser expressa na sua forma linear, obtendo-se a

Equacéo 10:
qge=BInA+BlInC, (10)

Tal que, B=RT/b, T é a temperatura absoluta (K) e R é a constante
universal dos gases (8,314 J.mol*K™). A constante adimensional B esta
relacionada com o calor de adsor¢cédo. De acordo com a Equacao 10, um grafico
de ge versus In C. permite a determinacdo das constantes A e B da isoterma
(FARAH et al., 2007).

A isoterma de Dubinin-Radushkevich é aplicada para distinguir se o
processo de adsorcédo é de natureza fisica ou quimica. Baseando-se no modelo
de Dubinin-Radushkevich, a vizinhanca da superficie do soélido é caracterizada
por uma seérie de equipotenciais superficiais tendo o mesmo potencial de
sorcdo. A isoterma de Dubinin-Radushkevich pode ser representada pela
Equacédo 11 (DUBININ; RADUSHKEVICH, 1947):
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qe = qs exp(B %) (11)

A forma linear da isoterma pode ser expressa de acordo com a

Equacao 12:
Inq, = lngs — B € (12)

Onde gs representa a capacidade maxima teérica (mol gt), B é a
constante de modelo Dubinin-Radushkevich (D-R) [mol? (kJ%)™], € é o potencial
Polanyi, que pode ser calculado pela Equacédo 13 (ABDELWAHAB; AMIN,
2013):

1
¢ =RT In (1 + —) (13)
Ce

Onde R é a constante universal dos gases ideais (8,314 Jmol*K!) e T
€ a temperatura da solucéo absoluta (298,15 K) (CHOY et al., 1999).

Um grafico de In q versus € é usado para estimar gs e a constante B. A
constante B representa a energia livre de adsorcéo (E) e € calculada utilizando
a Equacao 14 (HAMAYUN et al., 2014):

E=—r (14)

O valor de E pode ser aplicado para determinar se a adsor¢cao ocorre

como um mecanismo de adsor¢do quimica ou fisica. Quando E situa-se entre 8
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e 16 kJ mol™ a adsorcdo é um processo quimico e quando E < 8 kJ mol™ esse
processo é fisico (MACIEL et al., 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIA-PRIMA

3.1.1 Bagaco de Uva

As amostras dos bagacos das uvas foram obtidas do processo de
fabricacdo de vinhos, sendo que trés amostras dos bagacos das uvas sao da
espécie Vitis vinifera, das variedades Merlot, Cabernet Sauvignon e Tannat, e
uma amostra da espécie Vitis labrusca, da variedade Bord6. As uvas foram
cultivadas, colhidas e processadas na regido de Toledo — PR, Brasil.

Todas as amostras foram submetidas ao processo de secagem em
estufa de circulacdo de ar por 36 horas a temperatura de 40 °C (Figura 7).
ApOs a secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas e
acondicionadas em embalagens plasticas de polietileno de baixa densidade
(PEBD) seladas a vacuo e ao abrigo da luz. As amostras foram armazenadas a

—20 °C em congelador até 0 momento das analises.
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FIGURA 7 — AMOSTRAS DAS VARIEDADES DE UVAS MOIDAS APOS A SECAGEM EM
ESTUFA DE CIRCULACAO DE AR POR 36 HORAS A TEMPERATURA DE 40 °C.

3.1.2 Biossorvente Saccharomyces cerevisiae

O Dbiossorvente utilizado nos experimentos foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae esgotada do processo fermentativo alcodlico da
producdo de cerveja do tipo Pilsen, realizado na Micro Cervejaria Bier Hoff,
localizada na cidade de Curitiba — PR, Brasil.

O residuo da levedura foi lavado com agua destilada (Figura 8A) e
seco em estufa de circulagdo de ar a 40°C por 24 horas (Figura 8B). Em

seguida, foi triturado em moinho de facas, armazenado em embalagens
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plasticas de polietileno de baixa densidade (PEBD) seladas a vacuo e,

refrigerado a 5 °C até a realiza¢do dos experimentos.

B)

3.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DA EXTRACAO DAS ANTOCIANINAS
MONOMERICAS

O planejamento experimental foi realizado para a otimizacdo da
extracdo de antocianinas dos bagacos das uvas. Foi avaliada a influéncia de
trés variaveis independentes do processo de extragdo (temperatura, razdo
sélido—liquido e concentracdo de solventes — 4gua e etanol) sobre a variavel
dependente (concentracdo de antocianinas). Para o planejamento experimental
foi utilizado o Delineamento Composto Central Rotacional com oito pontos
fatoriais, seis axiais e cinco repeticdes no ponto central, totalizando dezenove
experimentos. Os niveis codificados das varidveis independentes e o numero
de experimentos estdo apresentados na Tabela 4 e os valores reais das
variaveis estao dispostos na Tabela 5.
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TABELA 4 — DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL.

Experimentos Temperatura Razéo Sdlido - Concentragéo do
(°C) Liquido (1:X) Solvente (%)
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0

TABELA 5 - VALORES REAIS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES

Variaveis independentes -1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 23,2 30 40 50 56,8
Razéo soélido-liquido (1:X) 13,2 20 30 40 46,8
Concentracdo do solvente (%) 6,4 20 40 60 73,6

ApoOs a obtencdo da variavel resposta “concentracdo de antocianinas”
(mg L™ de extrato) de cada variedade de bagaco de uva, foram realizadas as
extracdes em uma incubadora refrigerada com agitagcdo (100 rpm) nas
condicbes Otimas de temperatura, razdo solido-liquido e concentracdo de

solventes utilizando agua e etanol para a realizacao da biossorcéo.

3.3 QUANTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS

A gquantificacdo das antocianinas totais presente nas amostras (bagaco
de uva e levedura) foi realizada pelo método de diferencial do pH proposto por

Giusti & Wrolsted (2001). As solugdes tampéo utilizadas foram o tampéo
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cloreto de potassio (0,025 mol L™, pH 1,0) e tamp&o acetato de sédio (0,4 mol
L™, pH 4,5). As amostras foram diluidas na proporcéo 1:20, onde 200 L de
extrato foram misturados com 3800 pL de cada solugdo tampdo. Apos a
diluicdo, os extratos foram mantidos em repouso por 15 minutos a temperatura
de 25 °C e ao abrigo de luz. A absorbancia A de 510 e 700 nm foi calculada

pela Equacéo 15:

A= (A510 nm A700 nm)pH 1,0 — (A510 nm A700 nm)pH 4,5 (15)

Sendo que, Asionm pH1,0 € Azoonm pH1,0 SA0 as absorbancias das amostras
na diluicdo do pH1,0 a 510 e 700nm, respectivamente. Enquanto Asionm pHa5 €
Azoonm pHa,5 S80 as absorbancias das amostras na diluigéo do pH 4,5 para 510 e
700 nm.

A concentracdo do pigmento de antocianina (MA) foi expressa em
gramas de cianidina-3-glicosideo 1000 mL™* de extrato, e foi calculada de

acordo com a Equacao 16:

A= AXMXFD x 1000
- eXL

(16)

Sendo que, A é a absorbéancia calculada na Equacédo 15; M é massa
molar de cianidina-3-glicosideo (449,2 g mol™); FD é o fator de diluicdo (4,0); €
é o coeficiente de extingdo molar (26 900 L mol™ cm™) e L é o comprimento do

caminho 6ptico (1 cm).
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3.4 CINETICA DE ADSORCAO

Para a realizacdo da cinética de biossorcdo foram utilizados frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mg da levedura Saccharomyces cerevisiae
(peso seco) e 12,5 mL de solucao obtida da extracdo hidroalcodlica do bagaco
de uva (na regidao otimizada). Os Erlenmeyers foram agitados em uma
incubadora refrigerada com agitacdo, a 140 rpm e 25 °C. As amostras foram
retiradas em intervalos regulares de 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15
minutos, 30 minutos, 1 hora e 2 horas para andlise da concentracdo de
antocianinas em solucao, como descrito no tépico 3.3. Antes da quantificacdo
de antocianinas, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 30 minutos.
A quantidade adsorvida (q;), em mg/g, foi determinada por balanco de massa

conforme a Equacgao 1.

G-C),
m

qe = (D

A modelagem cinética dos dados experimentais foi realizada
empregando o modelo matematico de pseudo-segunda ordem, segundo a

Equacéao 2.

= +— (2)
g k2q.%  qe
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3.5 ISOTERMAS DE ADSORCAO

As isotermas de equilibrio de adsorcao foram obtidas em Erlenmeyers
com 50 mg de levedura em 12,5 mL de solucédo de antocianinas em diferentes
concentragbes, em agitacdo a 140 rpm e 25 °C por 120 min (o tempo de
equilibrio que foi obtido a partir da cinética de adsorcao). Foram utilizados os
Modelos de Langmuir, Freundlich, Temkin e Dubinin-Radushkevich (Tabela 6),
para descrever e avaliar o comportamento do processo de adsorcdo das

antocianinas em Saccharomyces cerevisiae.

TABELA 6 — MODELOS DE ISOTERMAS

Isoterma Equacéo

Langmuir Ce 1 G (5)

— = + —

qe quL 90

i 1

Freundlich Ing, = In K, + : Inc, (8)
Temkin qe =BInA+BlInC, (20)
Dubinin-Radushkevich Inq, =Ing, — B &* (12)

Nota: g = capacidade de sor¢do em equilibrio (mg gh); Ce = concentracao de equilibrio na
solucdo (mg L'l); (o = capacidade de cobertura maxima em monocamada (mg g'l); K. =
constante da isoterma de Langmuir (L mg"l); A = constante da isoterma de ligacéo de equilibrio
(L g"l); B = constante da isoterma de Temkin J mol'l); Kr = constante da isoterma de
Freundlich (L g™*); n = intensidade de adsorcao; gs - capacidade de saturacao tedrica (mg g™); B
= constante da isoterma de Dubinin-Radushkevich [mol® (kJ%)™"]; € = potencial Polanyi.

3.6 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A andlise de FTIR baseia-se na excitacdo de vibracdo das ligacOes
moleculares por absor¢éo de energia luminosa infravermelha (apenas a secc¢éo
meédia do infravermelho). A soma dos espectros vibracionais para uma
macromolécula celular (acidos nucleicos, proteinas, lipideos, polissacarideos,

etc.) pode produzir um espectro de absorc¢éo infravermelho que se parece com
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uma "impressao digital" molecular para tal material bioldgico (TAHA et al.,
2013).

As pastilhas para a andlise FTIR (Shimadzu, FTIR - 8300) foram
preparadas com a adicdo de aproximadamente 100 mg de Brometo de
Potassio (KBr) seco (padrdo cromatografico) com 1 mg da amostra adsorvida
finamente moida. A mistura foi prensada em uma prensa hidraulica usando
molde especifico. Aplicou-se aproximadamente 360 kgf (cm?)™ para produzir a
pastilha transparente. As pastilhas foram posicionadas no feixe do instrumento

e os espectros foram obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™.

3.7 ANALISE POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE)

A analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para
avaliar o processo de adsorcdo as antocianinas dos extratos dos bagacos de
uva (fingerprint) na levedura. Foi utilizado um sistema Dionex Ultimate 3000
HPLC equipado com uma bomba Ultimate 3000, coluna do compartimento de
amostra Ultimate 3000, detector de fotodiodo Ultimate 3000 e software
Chromeleon. Foi utilizada uma coluna de fase reversa Acclaim ® 120, C18 5
um 120 A (4,6 mm x 250 mm) para a separacgdo das antocianinas. A coluna foi
mantida a 40 °C durante toda a analise e a detecc¢éao foi realizada em 517 nm.
O volume de injecdo das amostras foi de 5 uL. A fase mével (A) foi composta
de agua acidificada com acido fosférico 1% e metanol fase (B). O gradiente dos
solventes foi: 0-15 % B em 2 min, 15-25 % B em 5 min, 25-30 % B em 10 min,
30-35 % B em 15 min, 35-50 % B em 25 min, 50-60 % B em 30 min, 60-80 % B
em 35 min, 80-100 % B em 45 min e 100-5 % B em 60 min. A vazédo de
trabalho foi de 1,0 mL min?. O tempo total da analise foi de 60 minutos e

realizada em triplicada.
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3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os testes foram realizados em triplicata. Os resultados do
Delineamento Composto Central Rotacional foram expressos com o0s valores
das médias e o desvio padrao. As analises estatisticas foram realizadas com o
software Statistica 7.1 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

A metodologia de superficie de resposta (RSM) foi usada para modelar a
extracdo de antocianinas dos bagacos das uvas. Para isto, um modelo
polinomial de segunda ordem foi utilizado na analise dos dados experimentais.
O modelo generalizado usado na anélise de RSM é mostrado na Equacao (17).

Y = Bo + iﬁi){i + iﬁiiXiz + i i BiiXiX; (17)

i=1 j=i+1

onde Y é a resposta prevista, Bo € constante, B, Bi e Bj sdo os coeficientes de

regresséo linear, quadratico e de interagéo, respectivamente. X; e X; sdo as
variaveis independentes (BRUNS et al., 2006).

A significancia estatistica dos termos nas equacdes de regressao foi
examinada por meio da ANOVA para cada resposta. Os termos com resultados
estatisticamente nao significativos foram excluidos do modelo inicial e os dados
experimentais foram testados novamente apenas para 0S parametros

significativos (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 OTIMIZACAO DA EXTRACAO

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi utilizada com o
objetivo de determinar as melhores condi¢cdes para a extracao das antocianinas
monomericas das quatro amostras de bagaco de uvas estudadas pelo uso de
um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Em geral, a eficiéncia
da extracdo de um composto € influenciado por varios parametros, tais como
temperatura, tempo e polaridade do solvente, entre outros, e seus efeitos
podem ser independentes ou interativos (MONTGOMERY, 2001). A utilizacao
desta ferramenta estatistica tem possibilitado a obtencdo otimizada de
biomoléculas de interesse na industria de alimentos, que no caso deste
trabalho séo as antocianinas pertencentes a classe dos compostos fendlicos.

Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios amplamente
encontrados na natureza, representados principalmente pelos flavonoides e
acidos fendlicos. O crescente interesse nestas substancias deve-se
principalmente ao seu potencial antioxidante e associacado entre o consumo e a
prevencao de algumas doencas (HAMINIUK et al., 2012).

A Tabela 7 apresenta as concentracfes de antocianinas nas amostras
dos extratos dos bagacos das uvas estudadas neste trabalho. A variedade do
extrato do bagaco da uva Bordb6 apresentou as maiores concentracdes de
antocianinas monoméricas (valor médio) de acordo com o delineamento
experimental (181,52 mg L™), enquanto que o extrato do bagaco da uva Merlot
apresentou as menores concentracdes dos flavonoides estudados (valor
médio). O experimento 11 do delineamento composto central rotacional, onde
utilizou-se uma temperatura de 40 °C, razdo soélido-liquido de 1:13,18 e
concentracdo de etanol de 40% resultou nas maiores concentracdoes de
antocianinas para as quatro amostras de extratos dos bagacos das uvas
avaliadas (181,52 mg L™ para a Bordd, 146,95 mg L™ para a Tannat, 47,26 mg

L™ para a Merlot e 46,59 mg L™ para a variedade Carbernet Sauvignon.
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TABELA 7 - CONCENTRAGAO DE ANTOCIANINAS MONOMERICAS OBTIDAS NA
EXTRACAO PELO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL

Razéao

Experimentos Tempoeratura §éIiQO- nggi?\t/;?féo *Bord_? *Caberqet *Merlc_)lt *Tann_allt
(°C) liquido (%) (mgL”) (mgL”) (mglL") (mglL")
(1:X)

1,0 30,00 20,00 20,00 116,39 27,89 21,88 68,80
2,0 30,00 20,00 60,00 139,10 38,57 31,73 99,36
3,0 30,00 40,00 20,00 64,12 9,562 12,19 40,58
4,0 30,00 40,00 60,00 72,81 17,37 18,70 53,44
5,0 50,00 20,00 20,00 123,24 27,55 25,22 75,81
6,0 50,00 20,00 60,00 131,25 43,08 39,08 95,52
7,0 50,00 40,00 20,00 68,13 16,87 15,53 40,58
8,0 50,00 40,00 60,00 69,97 22,04 22,04 45,09
9,0 23,18 30,00 40,00 96,85 18,54 22,38 60,95
10,0 56,82 30,00 40,00 84,66 31,90 26,38 69,13
11,0 40,00 13,18 40,00 181,52 46,59 47,26 146,95
12,0 40,00 46,82 40,00 53,77 20,21 15,20 42,75
13,0 40,00 30,00 6,36 65,63 13,69 10,02 37,74
14,0 40,00 30,00 73,64 86,33 23,88 32,40 69,30
15 (C) 40,00 30,00 40,00 92,51 25,22 23,04 67,63
16 (C) 40,00 30,00 40,00 94,18 26,05 22,21 65,46
17 (C) 40,00 30,00 40,00 91,34 24,55 21,71 66,13
18 (C) 40,00 30,00 40,00 92,18 26,22 22,04 64,63
19 (C) 40,00 30,00 40,00 93,35 26,72 23,21 69,63

* concentragdo de antocianinas estimada em cianidina-3-glicosideo (massa molar 449,2 g mol™
e coeficiente de extingdo molar 26.900 L (mol.cm) 1

A Tabela 8 mostra os resultados do teste de significancia para os
coeficientes de regressdo dos modelos polinomiais da extracdo de antocianinas
dos bagacos das uvas das variedades Bord6, Cabernet Sauvignon, Merlot e
Tannat. Para avaliacdo dos modelos os coeficientes lineares e quadréaticos
avaliados foram considerados significativos para um p-valor com nivel de
significancia menor que 0,05. De maneira geral, pode-se observar que dentre
as variaveis avaliadas a razdo sélido - liquido e concentracdo de solvente
foram significativas na extracdo das antocianinas para as quatro amostras
(coeficientes lineares e quadraticos), embora o coeficiente quadratico da
concentracdo de solvente para o0 bagaco da variedade Merlot tenha
apresentado um valor de p > 0,05. Em todos os modelos analisados os
coeficientes lineares da relagcdo soluto/solvente reduziram o rendimento da
extracdo, enquanto que o0s quadraticos contribuiram positivamente. A

concentracdo de solvente contribuiu positivamente e os efeitos quadraticos
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foram significativamente negativos. A temperatura apenas influenciou de forma
linear e positivamente a extracdo nas variedades Cabernet Sauvignon e Merlot.

Os modelos propostos usando a metodologia de superficie de resposta
(MSR) foram avaliados através dos valores de F e pela ANOVA de fator unico,
além da avaliacdo da normalidade dos residuos, de maneira a verificar o ajuste
e a significancia estatistica de cada um. Portanto, todos os modelos
encontrados foram significativos com um p < 0,001 e todos os coeficientes de
determinacdo apresentaram-se com um R? ajustado > 0,90, no qual o R?
ajustado é a correcdo do R? levando em conta os graus de liberdade
envolvidos na soma total dos quadrados e a soma dos quadrados da
regressado. Esses resultados indicaram uma boa concordancia entre os valores
experimentais e previstos pelos modelos (Figura 9). Segundo Khajeh (2011) os
modelos gerados pela metodologia de superficie de resposta com um p-valor
menor que 0,05 e R? ajustado > 0,70 podem ser considerados por
apresentarem boas caracteristicas de predicéo.

Depois da obtencdo dos modelos matematicos com bons ajustes e
altamente significativos foi possivel determinar os pontos 6timos da extracao de
antocianinas para cada variedade de uva. De acordo com a Figura 9, que
apresenta a superficie de resposta gerada para a concentracdo de solvente e
razdo sélido liquido durante a extracédo, e conforme os resultados apresentados
na Tabela 7, as condi¢cbes 6timas sugeridas para a extracdo de antocianinas
foram na temperatura de 40 °C, razdo sélido liquido de 13,18 mg L e
concentracéo de solvente de 40%.

Ha uma ampla aplicacdo do uso da metodologia de superficie de
resposta na extracdo de compostos bioativos provenientes de subprodutos.
Entre estes se destaca 0 processo extracao de antocianinas, que apresenta um
grande numero de aplicacdo principalmente como corante natural na industria
de alimentos. Usando um planejamento de matriz ortogonal, Ghafoor et al.
(2010) realizaram em seu estudo a otimizagcdo da extracdo por fluido
supercritico de compostos bioativos (fenélicos totais, antioxidantes e
antocianinas totais) da casca de uva pela MSR. Usando a tecnologia de
extracdo por liquido pressurizado, Santos et al. (2012) através de um
planejamento fatorial completo 2° realizaram a extragcdo de antocianinas de

casca de jabuticaba.



52

Independente do processo, a metodologia de superficie de resposta
pode ser usada de forma eficaz na extracdo de compostos de subprodutos
agroindustriais.

Com base nos resultados do estudo do Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), foram escolhidos os extratos dos bagacos das
uvas Tannat e Bordd para a realizacdo dos estudos cinéticos e de isotermas,
pois foram as variedades que apresentaram as maiores concentracoes de

antocianinas monomeéricas.
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TABELA 8 - COEFICIENTES DE REGRESSAO DOS MODELOS POLINOMIAIS PARA A EXTRACAO DE ANTOCIANINAS DE DIFERENTES BAGAGOS
DE UVA

Bagaco de uva da variedade Bordé

Parametros Coef. Estimado | GL | Erro padrdo | +95% IC | +95% IC | F-valor | p-valor

Constante 92,58 - 2,16 87,96 97,21 - <0,0001

RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(L) -32,94 1 1,58 -36,33 -29,54 433,70 | <0,0001

RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(Q) 9,50 1 1,56 6,14 12,86 36,86 | <0,0001
CONCENTRACAO DO SOLVENTE(L) 5,57 1 1,58 2,18 8,96 12,40 0,003
CONCENTRACAO DO SOLVENTE(Q) -5,23 1 1,56 -8,59 -1,88 11,18 0,005

Bagaco de uva da variedade Cabernet Sauvignhon

Pardmetros Coef. Estimado | GL | Erro padrdo | +95% IC | +95% IC | F-valor | p-valor

Constante 25,50 - 0,86 23,66 27,35 - <0,0001
TEMPERATURA(L) 2,83 1 0,63 1,48 4,19 20,39 0,0006

RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(L) -8,47 1 0,63 -9,82 -7,12 182,45 | <0,0001
RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(Q) 2,65 1 0,62 1,31 3,99 18,27 0,0009

CONCENTRACAO DO SOLVENTE(L) 4,13 1 0,63 2,77 5,48 43,33 | <0,0001
CONCENTRACAO DO SOLVENTE(Q) -2,51 1 0,62 -3,85 -1,17 16,43 0,0014

Bagaco de uva da variedade Merlot

Parametros Coef. Estimado | GL | Erro padrdo | +95% IC | +95% IC | F-valor p-valor

Constante 21,88 - 0,84 20,08 23,67 - <0,0001
TEMPERATURA(L) 1,77 1 0,76 0,13 3,40 5,39 0,0359

RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(L) -7,57 1 0,76 -9,20 -5,94 99,04 | <0,0001
RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(Q) 2,68 1 0,75 1,08 4,28 12,87 0,0030

CONCENTRACAO DO SOLVENTE(L) 5,45 1 0,76 3,81 7,08 51,29 | <0,0001

Bagaco de uva da variedade Tannat

Parametros Coef. Estimado | GL | Erro padréo | +95% IC | +95% IC | F-valor p-valor

Constante 65,11 - 2,86 58,97 71,26 - 0,00000

RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(L) -24,53 1 2,10 -29,04 -20,03 136,40 | 0,00000

RAZAO SOLIDO-LIQUIDO(Q) 8,86 1 2,08 4,40 13,31 18,15 | 0,00079

CONCENTRACAO DO SOLVENTE(L) 8,84 1 2,10 4,33 13,34 17,70 | 0,00088

CONCENTRACAO DO SOLVENTE(Q) -5,76 1 2,08 -10,21 -1,30 7,67 0,01505
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FIGURA 9 - SUPERFICIE DE CONTORNO DA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS E GRAFICO
DOS VALORES OBSERVADOS VERSUS VALORES PREVISTOS PELOS MODELOS.
Nota: BORDO (a); CABERNET SAUVIGNON (b); MERLOT (c); TANNAT (d).
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4.2 ESTUDO CINETICO

A escolha da utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae para o
estudo de biossorcao deste trabalho, foi devido ao fato de que as leveduras
apresentam em geral grupos funcionais que permitem a adsorcdo de
biomoléculas (AKSU, 2005). Além de que, o Brasil produz atualmente uma
grande quantidade de biomassa de levedura, como subproduto das industrias
cervejeiras (PINTO et al., 2013).

Existem véarios modelos cinéticos disponiveis para compreender o
comportamento de biossorventes e também para analisar a taxa de controle do
mecanismo do processo de adsorcao (JOHN et al., 2011).

A equacdo de pseudo-segunda ordem baseia-se na capacidade de
adsorcdo da fase solida. Ao contrario de outros modelos, este prediz o
comportamento em toda a gama de adsorcdo (GUNAY et al., 2007). Além
disso, os parametros estatisticos obtidos pela aplicacdo de modelos cinéticos
para descrever processos de biossorcdo sdo geralmente melhores para o
modelo de pseudo-segunda ordem em comparacdo com pseudo-primeira
ordem. Assim sendo, para o presente trabalho, foi proposto a utilizacdo do
modelo de pseudo-segunda ordem para avaliar o processo de biossorcédo de
antocianinas extraidas dos bagacos das uvas Bordd e Tannat, utilizando a
levedura Saccharomyces cerevisiae como biossorvente.

De acordo com a Tabela 9, pode-se observar que o modelo de
pseudo-segunda ordem concordou com 0 processo de reagdo, apresentando
altos valores dos coeficientes de determinacédo (R?), sendo de 0,989 para o
extrato do bagaco da uva Tannat e 0,957 para o da uva Bordd. Com o grafico
t/q versus t, obteve-se uma relacao linear (Figura 10), através do qual ge € k2
foram determinadas a partir do coeficiente angular e coeficiente linear (WU,
YU, 2006).
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TABELA 9 - PARAMETROS DO MODELO DE PSEUDO-SEGUNDA ORDEM PARA
REPRESENTAR O PROCESSO DE BIOSSORCAO DE ANTOCIANINAS DO BAGAGO DE
UVA TANNAT E BORDO EM SACCHAROMYCES CEREVISIAE.

PARAMETROS DO MODELO

Amostras e exp (Mg g™) de (Mg g™) K, [g (mg.min)™] R®
Tannat 1,335 1,347 0,62 0,989
Bordd 0,459 0,420 0,06 0,957

Nota: g. exp = capacidade de sorcdo experimental (mg g'); e - capacidade de sorcéo
calculado (mg g'l); K, = constante cinética da adsorcédo de segunda ordem (mg g'l min '1); R®=
coeficiente de determinagéo.

t/gq (min.mg/qg)
5
1

= Tannat
e Bordd

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

FIGURA 10 - MODELO DE PSEUDO-SEGUNDA ORDEM REPRESENTANDO O PROCESSO
DE BIOSSORCAO DE ANTOCIANINAS DO BAGACO DE UVA TANNAT E BORDO EM
SACCHAROMYCES CEREVISIAE.

As antocianinas do extrato do bagaco da uva Tannat foram as que
apresentaram maior potencial de biossor¢cao (maior valor de ge), apresentando
um valor de ge de 1,347 mg g™ em comparacdo com o extrato do bagaco da
uva Bordd, que resultou em um valor de ge de 0,420 mg g* (Tabela 9). As
diferencas dos valores das quantidades biossorvidas podem ser devido a
capacidade de ligacdo a um sitio sobre a macromolécula ligante, podendo

influenciar diferentes locais de ligagdo na mesma macromolécula. Além disso,
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pode ser pelo fato de que a adsorgcédo ocorre em multiplas camadas, com uma
distribuicdo ndo uniforme de calor de adsorcado e afinidades sobre a superficie
heterogénea (FOO; HAMEED, 2010).

Buran et al. (2014) realizaram estudos de adsor¢do de antocianinas
extraidas do mirtilo (Vaccinium myrtillus) utilizando trés resinas diferentes como
adsorventes, e obtiveram valores de gede 1,37 mg g*; 2,07 mgg* e 2,01 mg g’
! o0 que demonstra uma certa proximidade com os resultados obtidos neste
trabalho.

De acordo com estudos realizados por Mazzaracchio et al. (2012) e
Chang et al. (2012), o processo de adsorcédo ocorre de maneira mais eficaz em
solugbes de antocianinas com baixos valores de pH. Os valores de pH das
solucdes do presente estudo foram de 3,8 para a amostra do extrato do bagaco
de uva Tannat (que obteve a maior biossor¢éo), e 2,6 da amostra do extrato do
bagaco de uva Bordd e pode-se supor que houve maior afinidade do
biossorvente (Saccharomyces cerevisiae) com as antocianinas e outros
compostos existentes no extrato do bagaco da uva Tannat do que com a
amostra do extrato do bagaco de uva Bordo.

Com o objetivo de avaliar o processo de biossor¢cao das antocianinas
na biomassa de Saccharomyces cerevisiae, utilizou-se a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com arranjo de diodo. A CLAE é
uma importante técnica de separacao fisica efetuada na fase liquida, em que
uma mistura de compostos pode ser facilmente e rapidamente separada. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa, é a principal técnica
utilizada para a separacdo de compostos fendlicos em matrizes alimentares,
em que a fase estacionaria € menos polar do que a fase movel. Neste trabalho,
as andlises foram realizadas no comprimento de onda de 517 nanébmetros, pois
esta é a regido do espectro que apresenta a maxima absor¢édo de antocianinas
como a malvidina e a cianidina, dependendo da fase movel e condi¢cbes de
separacao.

A Tabela 10 apresenta a avaliagcdo do processo de biossor¢cao das
antocianinas presentes nos extratos dos bagacos das uvas Bord6 e Tannat por
CLAE.
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TABELA 10 — AVALIACAO POR CROMATOGRAFIA DO PROCESSO DE BIOSSORGAO DE
ANTOCIANINAS DO EXTRATO DO BAGACO DE UVA EM SACCHAROMYCES CEREVISIAE.

Tempo Retencdo Tannat Tannat % Reducéao Bordd Bordd % Reducéao

(minutos) A B da area do pico A B da area do pico
14,563 0,631 0,614 2,678 0,931 0,794 14,749
17,617 1,033 0,845 18,185 - - -

19,963 3,332 2,970 10,859 1,258 1,127 10,388

A — area do pico antes do processo de biossorcdo (mAU.min), B — area do pico apds o
processo de biossor¢cdo (mAU.min). Cromatograma obtido a 517 nm.

Observa-se nos dados da Tabela e dos cromatogramas (Figuras 11 e
12) a presenca de trés picos evidentes para o extrato do bagaco da uva Tannat
e dois picos para o extrato do bagaco da uva Bordd. Através da avaliacdo dos
espectros de absorcado dos picos e pela regido avaliada, pode-se inferir que

estes referem-se a antocianinas.
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FIGURA 11 — CROMATOGRAMA DO EXTRATO DO BAGACO DE UVA TANNAT ANTES

(VERMELHO) E APOS O PROCESSO DE BIOSSORCAO COM A LEVEDURA (AZUL). PICO
INDICADO N 3.
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FIGURA 12 — CROMATOGRAMA DO EXTRATO DO BAGAGO DE UVA BORDO ANTES
(VERMELHO) E APOS O PROCESSO DE BIOSSORCAO COM A LEVEDURA (AZUL). PICO
INDICADO N 2.

O cromatograma do extrato do bagago da uva Tannat (Figura 11)
demonstra que houve uma reducdo na area do maior pico de 3,333 mAU.min
(antes do processo de biossorcdo) para 2,971 mAU.min (apds o processo), ou
seja 10,86% de biossorcao da antocianina representada pelo pico no tempo de
retencdo de 19,96 min.

Para o extrato do bagaco de uva Bordd (Figura 12), houve uma
reducdo na area de 1,258 mAU.min (antes do processo de biossorcao) para
1,128 mAU.min (ap6s o processo), representando uma biossorcdo de 10,39%
para antocianina determinada no tempo de retencdo de 19,96 min. Ainda
conforme os dados da Tabela 10, fica evidente a redugéo das areas dos outros
picos, para 0s quais também assumem-se como antocianinas, deixando
evidente o processo de adsorcéo.

De acordo com os estudos realizados por Gonzalez-Neves et al. (2010)

com a variedade de uva Tannat e Lago-Vanzela et al. (2011) com a variedade
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Bordd, os picos evidenciados na figura 11 e 12, no comprimento de onda de

517 nm, representam a predominancia das antocianinas malvidina e cianidina.

4.3 ESTUDOS DE EQUILIBRIO - ISOTERMAS

Isotermas de adsorcéo sao utilizadas para descrever a relacéo entre a
guantidade de uma substancia adsorvida por unidade de massa de adsorvente
a uma temperatura constante e a sua concentracdo da solucdo de equilibrio
(GIVIANRAD et al.,, 2013; AGARWAL et al., 2014). Essas isotermas sao
favoraveis para otimizar a utilizacdo de biossorventes, sendo estimado a
guantidade de biossorvente necessario para a captacdo de uma determinada
concentracdo de soluto a partir da solugéo e prever a distribuicdo dos sitios de
adsorcdo e as particulas adsorvidas sobre a superficie dos biossorventes
(MACIEL et al., 2013). Neste trabalho, foram utilizados os modelos de
isotermas de Langmuir, Freundlich, Temkin e Dubinin-Raduskevich (D-R), com
o intuito de analisar as interacdes das antocianinas extraidas dos bagacos das
uvas Tannat e Bordd com a levedura Saccharomyces cerevisiae. Os valores
das constantes e os coeficientes de determinacéo (R?) de cada modelo estéo

apresentados na Tabela 11.
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TABELA 11 - PARAMETFSOS DAS ISOTERMAS DE LANGMUIR, FREUNDLICH, TEMKIN E
D-R PARA A BIOSSORCAO DE ANTOCIANINAS DO EXTRATO DO BAGACO DE UVA EM
SACCHAROMYCES CEREVISIAE.

Modelos de Constantes (Tannat)
isotermas
90 (Mg g™) Ki(L mg™) R*
Langmuir 5,913 0,022 0,971
A(Lgh B (J mol™)
Temkin 1 5170,670 0,977
Ke (L g™ N 1/n
Freundlich 0,250 1,650 0,605 0,970
gs(mg g™) E (kJ mol™) B
D-R 47,087 9,423 0,005 0,975
Modelos de Constantes (Bordd)
isotermas
do (Mg g™) K. (L mg™) R*
Langmuir 5,783 0,007 0,977
A(Lgh B (J mol™)
Temkin 0,067 1989,741 0,996
Ke (L g™ N 1/n
Freundlich 0,1016 1,459 0,685 0,985
gs(mg g™) E (kJ mol™) B
D-R 37,720 8,873 0,006 0,989

Nota: g, = capacidade de cobertura maxima em monocamada (mg g™); K, - constante da

isoterma de Langmuir (L mc%'l); A = constante de ligagéo de equilibrio (L g'l); B = constante da
isoterma de Temkin (J mol™); Kg = constante da isoterma de Freundlich (L g'l); n = intensidade
de adsorcao; gs = capacidade de saturacdo tedrica gmg g'l); E = energia livre (kJ mol'l); B =
constante da isoterma de Dubinin-Radushkevich [mol* (kJ%)™].

A isoterma de Temkin € um modelo antigo que descreve a adsorcéo de
hidrogénio sobre eletrodos de platina no interior das solucdes acidas (FOO;
HAMEED, 2010). Através da relacao linear entre ge versus In Ce, as constantes
A (constante isotérmica de ligacdo de equilibrio (L g')) e B (constante
isotérmica de Temkin (J mol™)) foram obtidas (Figura 13 e Figura 14). De
acordo com a Tabela 11, pode-se notar que o modelo de Temkin exibiu o
melhor ajuste aos dados experimentais de biossor¢céo para as duas variedades
de uvas (maior valor R?) entre todos os outros modelos. Os resultados indicam
que o calor de adsorgcédo das moléculas diminui linearmente com a cobertura da

superficie do adsorvente devido as interagdes existentes (KUMAR et al., 2010).
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A isoterma de Freundlich é a primeira relacdo conhecida descrevendo
a adsorcdo ndo ideal e reversivel, sendo ndo restrita a formacdo de
monocamada (FREUNDLICH, 1906). A constante de Freundlich (Kg) indica a
capacidade de biossorcdo do biossorvente e a constante n, o estado de
afinidade de biossorgdo do biosssorvente com o sorbato (GOHARI et al., 2013).

Para o valor da constante n no modelo de Freundlich, foram obtidos
valores dentro da faixa de 0 < n < 10, indicando que a adsorcdo das
antocianinas foi favoravel (JAMPANI et al., 2014). Para a constante 1/n foram
obtidos os valores de 0,605 para o extrato do bagaco da uva Tannat e 0,685
para o extrato do bagaco de uva Bordo, verificando—se assim que os valores
estdo variando entre 0 e 1, demostram a heterogeneidade da superficie
(YOUSEF et al., 2011). As constantes Kg e 1/n foram obtidas plotando o grafico
de In ge versus In C (Figura 15 e Figura 16).
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O modelo de isoterma de Dubinin-Radushkevich (D-R) foi aplicado

principalmente para caracterizar o processo de biossorcdo e avaliar o tipo de

interacdo entre sorbato e biossorvente (MACIEL et al., 2013). Essa isoterma &

geralmente aplicada para expressar o mecanismo de adsor¢cdo com uma

distribuicio de energia de Gauss sobre uma superficie heterogénea
(DABROWSKI, 2001). As constantes do modelo D-R, B e (s podem ser

determinadas a partir a coeficiente angular e linear do gréfico In ge versus €2,

respectivamente (Figura 17 e Figura 18).
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Através do valor da constante E do modelo de Dubinin-Radushkevich
(D-R) descritos na Tabela 9, pode- se afirmar que a biossor¢cdo ocorre de
maneira quimica, sendo que se os valores de E forem menores do que 8 kJ
mol™, predominam as forcas fisicas, e no caso de E estar entre os valores de 8
a 16 kJ mol™, o processo de adsorcdo é regido por um mecanismo quimico
(RAFATULLAH et al., 2009).

A isoterma de adsorcdo de Langmuir, originalmente desenvolvida para
descrever adsorcao de solido em fase gasosa sobre carvéo ativado, tem sido
tradicionalmente utilizada para quantificar e contrastar o desempenho de
diferentes biossorventes (LANGMUIR, 1916). O modelo de Langmiur
apresentou os menores valores de R? com relagdo aos outros modelos, sendo
que para o extrato do bagaco da uva Tannat obteve-se R? 0,971 e para Bordd
obteve-se R? 0,977. O modelo empirico de Langmuir assume que a adsorcéo
ocorre em monocamada, sendo que a adsor¢cdo apenas pode ocorrer em um
namero (fixo) finito de locais localizados definidos, que s&o idénticos e
equivalentes (VIJAYARAGHAVAN et al., 2006). As constantes g, e K., séo
determinadas a partir do coeficiente angular e coeficiente linear do gréfico Ce
versus C¢/qe (Figura 19 e Figura 20).
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Uma das caracteristicas essenciais da isoterma de adsorcdo de
Langmuir pode ser expressa em termos de uma constante de separacéo (R.),
sendo que seu valor indica se o tipo da isoterma é irreversivel (R. = 0),
favoravel (0 < R_ < 1), linear (R_ = 1) ou desfavoravel (R. > 1) (MOHAN et al.,
2002). Os valores obtidos de R, para o extrato do bagaco da uva Tannat foi de
0,27 e para o extrato do bagaco da uva Bordo foi de 0,78, sugerindo que a
biossorcdo de antocianinas pela Saccharomyces cerevisiae ocorre de maneira

favoravel.

4.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO DA BIOMASSA DE
LEVEDURA

Uma grande variedade de macromoléculas compdem as paredes
celulares dos fungos, principalmente proteinas, lipideos, quitinas, glicanas,
mananas e outros polissacarideos. Estas estruturas macromoleculares
complexas apresentam sitios de ligacdo potenciais para muitas moléculas
organicas e inorganicas diferentes (FOMINA; GADD, 2014). FTIR é uma
técnica til para identificar a presenca de grupos funcionais de uma biomassa,
que podem estar envolvidos no processo de biossorcdo, e para estudar o
mecanismo de biossorgéo.

Na Figura 21, pode ser observado o espectro de absorcao de FTIR da
biomassa de Saccharomyces cerevisiae antes e depois da biossor¢cédo. Os
espectros foram relativamente complexos, devido a absorcdo de muitas

biomoléculas que apresentam varios grupos funcionais.
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FIGURA 21 — ESPECTROS FTIR DA SACCHAROMYCES CEREVISIAE ANTES E APOS O
PROCESSO DE BIOSSORCAO UTILIZANDO EXTRATOS DE BAGACOS DE UVAS TANNAT
E BORDO.

A biomassa de Saccharomyces cerevisiae antes do processo de
biossorcdo apresentou uma banda muito larga em 3436 cm™, que corresponde
a presenca de grupos amino (N-H de proteinas) e a vibracBes de hidroxilas de
carboidratos (frequentemente detectadas na regido de 3500-3200 cm™) . As
bandas detectadas em 2959, 2923 e 2852 cm™ est&o na regido da absorcédo de
cadeias lipidicas acil (3050-2800 cm™) e correspondem ao estiramento
simétrico e assimétrico dos grupos metil e metileno nos fosfolipideos de
membrana (AMI et al., 2014). Os picos detectados na regiao entre 1700 e 1500
cm™ indicam a presenca de bandas de amida | e Il, principalmente a partir de
ligacbes peptidicas de proteinas (estiramento C=0 e deformacdo (N-H)
(ZHANG et al., 2010). A banda observada em 1546 cm™ na biomassa de
levedura € caracteristica do grupo funcional amida Il. A absorcdo de
infravermelho no intervalo espectral entre 1500 e 1300 cm™ contém vibragées

de A&cidos graxos e proteinas. Os picos a 1449 centimetros™ e 1385 cm™
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podem ser atribuidos a deformacao C-H do grupo funcional -CH; e a presenca
de bandas amida (lll) ou sulfamida, respectivamente (STUART, 2004). As
bandas observadas entre 1250-1000 cm™ estdo relacionadas essencialmente
com as vibracbes complexas dos carboidratos que compdem a biomassa
fungica, como as bandas de absorcdo das beta-glicanas presentes nesta faixa
espectral. No entanto, os grupos fosfodiéster dos acidos nucleico e os
fosfolipideos também podem apresentar picos de absorcdo nesta regido
espectral. O pico de absorbancia observado em ~1061 cm™ pode ser atribuido
a alditois (C-OH) e ao estiramento de P-O-C (ZHANG et al., 2010).

A interacdo das antocianinas e outros compostos com a biomassa de
levedura provocou alteracdes na intensidade das bandas de absorcéo das
células fangicas e o deslocamento de bandas caracteristicas. As principais
alteracdes no espectro de IR da biomassa Saccharomyces cerevisiae apos o
contato com os extratos do bagago de uva Bordd e Tannat incluem: (1) o
aparecimento de picos de absorbancia em ~614, ~898 cm™ nas biomassas (2)
o deslocamento do pico em 3436 cm™, atribuido a absorbancia de -NH/OH,
para diferentes picos em 3412 e 3407 cm™ no espectro de células de levedura
depois da biossorcdo dos compostos fendlicos (antocianinas) a partir de
extratos dos bagacos das uvas Bordo e Tannat, respectivamente. Estas
alteracdes implicam que 0s grupos estavam possivelmente envolvidos no
processo de biossorcéo; (3) o aumento da intensidade da banda em 1061 cm™
(alditois e estiramento de P-O-C). A absorbancia do pico também foi deslocada
dois cm™ para uma direcéo de baixa frequéncia nas células de levedura apés o
contato com o extrato Bord6; (4) o pico caracteristico do grupo funcional amida
Il (1546 de cm™) foi deslocado 15 cm™ para uma zona de baixa frequéncia, o
que indica uma ligacdo quimica entre o grupo na superficie da célula e os
compostos fendlicos (antocianinas) dos extratos dos bagacos de uva; (5) um
aumento da intensidade do pico em 1449 cm™ (vibragéo carbono-hidrogénio).

Um novo pico foi observado em 2269 cm™ em células de levedura apds
a remocao dos compostos fendlicos do extrato do bagaco de uva Bord6. Vérios
novos picos de absorbancia nas regides espectrais de 523-559 cm™, 822-1107
cm? e 1628-2523 cm™ foram detectados em células de levedura apés a
biossor¢cdo dos compostos fendlicos do extrato de bagaco de uva Tannat.

Véarias bandas de compostos fendlicos encontrados nas uvas podem ser
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observados na regido entre 1680 e 900 cm™ (SOUZA et al., 2013). Acidos e
acucares organicos poderiam contribuir com bandas na faixa entre 1060-1150
cm™ (ligagdes C-O) (SOUZA et al., 2013). Portanto, 0s novos picos podem
indicar a presenca destes compostos na biomassa.

Os sitios de ligacéo potenciais para antocianinas foram identificados na
biomassa e incluem os grupos funcionais carboxila, amino/hidroxila, amida,
entre outros. No entanto, é importante considerar que, a capacidade destes
grupos funcionais na biomassa de interagirem com as antocianinas nos
extratos de bagaco de uva é variavel e é influenciada pela composicdo dos
extratos, que sao caracteristicamente heterogéneos (diferentes compostos
fendlicos em solucdo com diferentes caracteristicas, como tamanho molecular,
carga, solubilidade e hidrofobicidade) e pelos parametros fisico-quimicos do
processo (principalmente o pH, a agitacdo, a concentracdo de sorbato e a

temperatura) (FOMINA; GADD, 2014).
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5 CONCLUSOES

O bagaco de uva possui altas concentracdes de antocianinas. Atraves
da otimizacdo da extracdo foi possivel obter o ponto 6timo de extracdo dos
flavonoides das amostras, sendo que os extratos dos bagacos das uvas Bordd
e Tannat foram as que apresentaram maiores quantidades de antocianinas
monomericas. Os dados no modelo cinético foram bem descritos pelo modelo
de pseudo-segunda ordem, sendo que a amostra do extrato do bagaco de uva
Tannat foi a que apresentou maior capacidade de biossor¢cdo. Os modelos
Temkin e D-R mostraram que o processo de biossor¢cdo de antocianinas em
leveduras ocorre pelo processo de quimiossor¢cdo. Diferentes grupos
funcionais foram identificados nas células de levedura por FTIR. Grupos
carboxila, amino/hidroxila e amida foram os principais grupos envolvidos no
processo de biossorcdo. Desta forma, a biomassa Saccharomyces cerevisiae
enriguecida com antocianinas pode ser um ingrediente antioxidante promissor

para os produtos das industrias de alimentos e farmacéutica.
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