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RESUMO

REAPROVEITAMENTO DE POLIFENOIS DO BAGACO DE UVA ATRAVES DA
EXTRACAO POR MICRO-ONDAS DE HIDRODIFUSAO E GRAVIDADE SEGUIDA
DE MICROENCAPSULACAO

AUTORA: KARINE INES BOLSON MORO
ORIENTADORA: NEIDI GARCIA PENNA

O bagaco de uva, corresponde ao principal subproduto gerado na cadeia vitivinicola, obtido
apos a prensagem das uvas na producédo de vinho branco e/ou apds a etapa de fermentacéo na
vinificagdo em tinto. Representa uma fonte rica em polifenois, com efeitos fisiologicos,
diretamente ligados as suas propriedades tecnoldgicas, antioxidantes e antimicrobianas.
Tecnologias extrativas que atendam aos principios da “quimica verde”, vém sendo empregadas
para extrair os polifendis de residuos agroindustriais de forma inovadora, eficiente, econdmica
e ambientalmente menos agressiva. Essas técnicas apresentam beneficios como reducgdo no
tempo de extracdo, numero de operagdes unitarias, consumo de energia, impactos ambientais,
custos econémicos, quantidade de solventes e geracdo de residuos. Somado aos métodos de
extracdo verde, as tecnologias de microencapsulacdo tornam-se necessarias para preservar,
disponibilizar e garantir a integridade dos extratos. Diante disto, os objetivos do presente estudo
foram determinar a melhor condicdo de extracdo para o bagaco de uva, frente a tecnologia
extrativa por Micro-ondas de Hidrodifusdo e Gravidade (MHG), visando melhor rendimento,
contetdo fendlico e atividade antioxidante, e, estabelecer condi¢bes de armazenamento,
funcionalidade e bioatividade para o extrato através de seu aprisionamento em secagem por
pulverizacdo. Foram avaliados os efeitos de diferentes condi¢Oes extrativas do bagaco de uva,
propriedades fisico-quimicas, contetudo fendlico e atividade antioxidante. Uma poténcia de 2
W g no aparelno MHG foi definida como ideal para o bagaco de uva, possibilitando uma
extracdo eficiente e robusta devido aos elevados indices de contetdo fendlico e atividade
antioxidante encontrados nos extratos. Além disso, propriedade fisico-quimicas, tecnoldgicas e
antioxidantes significativas foram encontradas no residuo remanescente da extracdo, o
coproduto. Desta forma, o extrato com os melhores indices fendlicos e antioxidantes foi
microencapsulado. Caracteristicas fisico-quimicas, estruturais, tecnoldgicas e antioxidantes,
incluindo estabilidade de compostos antocianicos e condigdes gastrointestinal simuladas in
vitro foram avaliadas. As microcapsulas produzidas apresentaram excelente retencdo dos
compostos devido a alta eficiéncia de encapsulacdo obtida e ainda, rendimento de processo
consideravel. Estruturalmente as microcapsulas apresentaram formas lisas, esféricas e auséncia
de trincas ou fissuras. Além do mais, as microcapsulas apresentaram tamanho de particula
imperceptivel sensorialmente, além de degradacéo térmica lenta, contribuindo para a eficiéncia
do processo. A andlise das microcapsulas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier revelaram alteragdes nas bandas de absorgéo tipicas de polifendis. O
estudo de estabilidade durante o armazenamento demonstrou que as combinacdes de agentes
carreadores apresentaram estabilidade de compostos antocianicos frente ao armazenamento e
protecdo dos compostos antocianicos no sistema gastrointestinal simulado. Portanto, 0s
resultados encontrados sugerem que a associagdo de tecnologia extrativa verde a técnica de
microencapsulacdo possibilita a obtencdo de produtos de qualidade, com caracteristicas
tecnoldgicas e funcionais interessantes, além de garantir sustentabilidade da cadeia vinicola.
Deste modo, alinhada com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, os ODS, da Agenda
2030 da ONU (Organizacgéo das Nacgdes Unidas).

Palavras-chave: Residuo agroindustrial. Bagaco de uva. MHG. Secagem por pulverizacéo.
Sustentabilidade.






ABSTRACT

RECOVER OF POLYPHENOLS FROM GRAPE POMACE THROUGH THE
MICROWAVE HYDRODIFFUSION AND GRAVITY EXTRACTION METHOD
FOLLOWED BY MICROENCAPSULATION

AUTHOR: KARINE INES BOLSON MORO
ADVISOR: NEIDI GARCIA PENNA

Grape pomace corresponds to the main by-product generated in the wine chain, obtained after
the pressing of the grapes in the production of white wine and/or after the fermentation step in
the red winemaking. It represents a rich source of polyphenols, with physiological effects,
directly linked to its technological, antioxidant and antimicrobial properties. Extractive
technologies that meet the principles of “green chemistry” have been used to extract
polyphenols from agro-industrial residues in an innovative, efficient, economical and
environmentally less aggressive way. These techniques have benefits such as reduced
extraction time, number of unit operations, energy consumption, environmental impacts,
economic costs, quantity of solvents and waste generation. In addition to green extraction
methods, microencapsulation technologies are necessary to preserve, make available and ensure
the integrity of extracts. Therefore, the objectives of this study were to determine the best
extraction condition for grape pomace, using the extractive technology Microwave
Hydrodiffusion and Gravity (MHG), aiming yield, phenolic content and antioxidant activity,
and to establish storage conditions, functionality and bioactivity for the extract through its
entrapment in spray drying. The power of 2 W g in the MHG device was defined as ideal for
grape pomace, enabling an efficient extraction due to the high levels of phenolic content and
antioxidant activity found in the extracts. Furthermore, significant physicochemical,
technological and antioxidant properties were established in the remaining extraction residue,
the co-product. Thus, the extract with the best phenolic and antioxidant was microencapsulated.
Physicochemical, structural, technological and antioxidant characteristics, including stability of
anthocyanin compounds and simulated in vitro gastrointestinal conditions were evaluated. The
microcapsules produced showed excellent retention of compounds due to the high
encapsulation efficiency obtained and considerable process vyield. Structurally, the
microcapsules had smooth spherical shapes and no cracks or fissures. Furthermore, the
microcapsules showed sensory imperceptible particle size, in addition to slow thermal
degradation, contributing to the efficiency of the process. Analysis of the microcapsules by
Fourier transform infrared spectroscopy revealed changes in the absorption bands typical of
polyphenols. The storage stability study demonstrated that the combinations of carrier agents
showed stability of anthocyanic compounds against the storage and protection of anthocyanic
compounds in the simulated gastrointestinal system. Therefore, the results found suggest that
the association of green extractive technology with the microencapsulation technique enables
the obtaining of quality products, with interesting technological and functional characteristics
ensuring the sustainability of the wine chain. Thus, being in line with the Objectives of
Sustainable Development, the SDGs, of the 2030 Agenda of the UN (United Nations).

Keywords: Agro-industrial waste. Grape pomace. MHG. Spray drying. Sustainability.
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APRESENTACAO

Essa tese segue as normas estabelecidas na Estrutura e Apresentacdo de Monografias,
Dissertacdes e Teses — MDT da UFSM (UFSM, 2015). Os resultados estdo apresentados na
forma de dois artigos cientificos e um manuscrito. Um dos artigos é uma revisao bibliogréafica
e esta publicado no periddico Food and Bioprocess Technology. O outro antigo, com resultados
da pesquisa, esta publicado no periédico LWT - Food Science and Technology. O manuscrito,
também com resultados da pesquisa, estad em fase de preparacdo e encontra-se configurado de
acordo com as normas exigidas pelo periodico Food Hydrocolloids. Os artigos bem como o
manuscrito se encontram no item DESENVOLVIMENTO. Ao final dessa tese, encontram-se
os itens DISCUSSAO e CONCLUSAO, apresentando compilagdes de interpretacdes e
comentarios a respeito dos resultados apresentados nos artigos cientificos. As REFERENCIAS
referem-se somente as citacdes que aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO
BIBLIOGRAFICA, MATERIAIS E METODOS e DISCUSSGAO dessa tese.






1. INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, a comunidade académica buscou difundir a importancia do
reaproveitamento de residuos agroindustriais da cadeia vitivinicola, criando bioprodutos,
biocombustiveis ou ingredientes alimentares com alto valor agregado (BENDER et al., 2020;
MAKELA etal., 2017; MUHLACK; POTUMARTHI; JEFFERY, 2018; PEDRAS et al., 2017;
PEIXOTO etal., 2018; SILVA et al., 2018). Alem disso, vem aliando processos de valorizacao
destes residuos a técnicas sustentaveis, aplicando os principios da “quimica verde” (AL
BITTAR et al., 2013; CALDAS et al., 2018; CASAZZA et al., 2010; GOULA; THYMIATIS;
KADERIDES, 2016; MORO et al., 2021b). O aproveitamento de residuos da inddstria de
alimentos, através da implantacdo de novos processos integrados, permite aliar a produtividade
com a eficiéncia ambiental (GRUZ et al., 2013; MORO et al., 2021a). Além do mais, nas
ultimas décadas, os consumidores vém buscando cada vez mais por alimentos que sejam
seguros, nutritivos e que possuam propriedades naturais (CHEMAT et al., 2019).

A uva (Vitis sp.) € uma das frutas mais cultivadas no mundo, com uma producéo superior
a 75 milhdes de toneladas por ano (OIV, 2020). Representa um produto rico em carboidratos,
4cidos organicos, vitaminas, minerais e polifendis (BENDER et al., 2020; PINTAC et al.,
2018). Aproximadamente 80% da producdo mundial de uva destina-se a fabricacdo de vinhos
e derivados e, consequentemente, grandes volumes de bagaco de uva sdo gerados (BERES et
al., 2017; GRUZ et al., 2013). Os subprodutos gerados pela industria vitivinicola sdo boas
fontes de compostos bioativos e sua relacdo positiva com a saude humana vem sendo
estabelecida pela comunidade cientifica (YAMASHITA et al., 2017). Os principais residuos
gerados no setor de vitivinicultura, sdo separados durante as etapas de esmagamento e
prensagem das uvas (MELO et al., 2015), sendo o bagaco o principal subproduto da vinificacao,
representando aproximadamente 30% da quantidade total de uvas vinificadas (BENDER et al.,
2016; MORO et al., 2021a).

O bagaco de uva é constituido majoritariamente de cascas, sementes e residuos de polpa
(BENDER et al., 2020; BRENES et al., 2016; SILVA et al., 2018). A reutilizacdo deste
subproduto tem grande impacto na reducdo de residuos (BERES et al., 2017; MELO et al.,
2011). Devido ser rico em fibras e possuir altos niveis de polifendis (antocianinas, flavonais,
flavanois, resveratrol e acidos fenolicos), oriundos de metabdlitos secundarios da planta,
(MELO et al., 2015) possuem propriedades antioxidantes e de eliminagcdo de radicais, com
potenciais beneficios a salde (CALDAS et al., 2018; GARRIDO et al., 2019), comprovando

que a reutilizacdo do bagaco de uva permite aliar ganhos ambientais, econémicos e sociais.
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Na busca pela elaboracdo de produtos com carater natural, esfor¢cos vém sendo feitos
para dimensionar, estruturar e difundir solugdes tecnoldgicas, para substituir ou reduzir o uso
excessivos de solventes organicos, energia e tempo (MORO et al., 2021a; ZILL-E-HUMA et
al., 2011a). Neste sentido, métodos mais rapidos e automatizados tém sido utilizados. O
processo Micro-ondas de Hidrodifusdo e Gravidade (MHG) é uma tecnologia que combina
micro-ondas e gravidade e, desta maneira, apresenta enorme potencial para diversas aplicacfes
extrativas. O MHG representa uma tecnologia eficiente, econdmica e limpa, pois requer menos
energia e ndo demanda de solventes (MORO et al., 2021a). Estes novos métodos trazem
vantagens em compara¢ao com 0s métodos convencionais pois, requerem periodos de extracdo
mais curtos e consomem menos solventes, por trabalharem em temperaturas elevadas e/ou
pressGes em atmosferas inertes (SOLTOFT et al., 2009; ZILL-E-HUMA et al., 2011a).

Apesar dos efeitos benéficos de extracdes que seguem os principios da “quimica verde”,
os polifendis séo facilmente oxidados e sensiveis ao calor e a luz, o que limita sua aplica¢do na
inddstria de alimentos (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; OZKAN et al., 2019). Neste
contexto, a microencapsulacao € uma técnica confiavel que pode superar esses desafios, pois é
capaz de melhorar o tempo de retencéo do nutriente no alimento, permitir a liberacao controlada
e direcionada, preservar a estabilidade dos polifen6is durante o processamento e
armazenamento, prevenir interacdes indesejaveis com a matriz alimentar, retardar os processos
de degradacdo, aumentar a biodisponibilidade e manter a funcionalidade do componente
bioativo (AGUIAR et al., 2017; BALLESTEROS et al., 2017; MORO et al., 2021a). Portanto,
o0 tratamento e destino do bagaco de uva representa um desafio econdmico e ambiental para a

inddstria vinicola, porém, pode se tornar fonte nutricional e econdmica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  VITIVINICULTURA

A uva (Vitis vinifera L.) é uma das culturas frutiferas mais cultivada no mundo, com
grande representatividade na Europa, Asia e América (PEDRAS et al., 2017; SILVA et al.,
2018). No Brasil, a primeira videira de Vitis vinifera L. foi introduzida pelos portugueses, em
1532 naregido Sudeste do pais. No Rio Grande do Sul, as primeiras videiras foram introduzidas
em 1626 pelos padres jesuitas e posteriormente cultivares de Vitis vinifera L. foram trazidas por
imigrantes alemé&es. No entanto, a vitivinicultura gatcha se consolidou a partir de 1875 com a
chegada dos imigrantes italianos a regido da Serra Gaucha e com o cultivo de uvas americanas
(LEAO, 2010). Atualmente, a area de producao vitivinicola no Brasil soma 82 mil hectares e 0
pais destaca-se como o quinto maior produtor de vinhos no Hemisfério Sul (IBRAVIN, 2020).
A producdo esta dividida entre seis regides, sendo que o Rio Grande do Sul concentra 64,3%
desta area (MELLO, 2017).

A vitivinicultura, no estado do Rio Grande do Sul, estd subdividida em 27
microrregifes, sendo que a principal regido produtora de uvas é a microrregido de Caxias do
Sul, na Serra Gaucha, responsavel por 80% de toda a area ocupada com videiras no estado
(MELLO et al., 2017a). A necessidade de expansdo na producdo de vinhos no estado levou o
deslocamento da producdo para a Campanha Gadcha, Serra do Sudeste e Campos de Cima da
Serra, expandindo-se gradativamente para outras microrregides como o Vale Central Gaulcho,
e a regido do Alto Uruguai (Figura 1) (MANFIO, 2019). Em relagdo a producdo de uvas do
estado, em 2020, 502 mil toneladas foram processadas e, principalmente, utilizadas para a

elaboracdo de vinhos, sucos e derivados (ABE, 2021).
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Figura 1 - Regides vitivinicolas no estado do Rio Grande do Sul, Brasil.
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Fonte: Autoria pessoal.

Dentre as cultivares Vitis vinifera L. cultivadas no estado para a elaboracdo de vinhos
finos e espumantes, destacam-se as uvas tintas. Cabernet Sauvignon, Merlot e Pinot Noir sdo
as trés principais cultivares tintas produzidas no Rio Grande do Sul (MELLO et al., 2017b).

Liderando a area cultivada no estado, a cultivar Cabernet Sauvignon destaca-se pela
facil adaptacdo a distintos terroirs e também pela qualidade dos vinhos originados a partir dela
(Figura 2). Um dos maiores diferenciais desta cultivar, em relagdo as outras uvas viniferas, esta
em sua casca particularmente mais espessa, caracteristica responsavel por proteger a uva de
variagOes climaticas. Além disso, a casca € rica em taninos, que pode acometer perdas sensoriais
e de qualidade aos vinhos. Entretanto, a colheita tardia pode amenizar o carater tanico nos
vinhos atribuido a casca. Desta forma, os taninos, embora ainda presentes, estdo suavizados e
podem ser facilmente equilibrados ao longo do processo de vinificacdo. Assim, pode-se obter
um bom vinho, com complexidade e bem balanceado, demostrando todo o potencial do terroir
(SIMOES, 2018a). A cultivar Merlot, marcou o inicio da producfo de vinhos tintos finos
varietais brasileiros (Figura 2). Atualmente, ocupa o segundo lugar em volume de producéo

entre as cultivares Vitis vinifera L. tintas. Com coloragdo roxo-escura, apresenta aromas
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delicados e frutados, evidenciando frutas frescas e mais acidas, como morango ou framboesas,
0s vinhos possuem taninos firmes e uma acidez marcante, porém ndo agressiva. Os vinhos
varietais, isto €, feitos exclusivamente com Merlot, geralmente sdo macios e faceis de beber.
Algumas vinicolas nacionais também utilizam a uva para a elaboracdo de espumantes,

geralmente combinados com outras castas, como Pinot Noir e Chardonnay (SIMOES, 2018b).

Figura 2 - Uvas Vitis vinifera L. cv. Cabernet Sauvignon e cv. Merlot.

Cabernet Sauvignon

Fonte: Vinicola Velho Amancio.

Diante da producéo crescente de vinhos, hd um aumento na geracédo de residuos oriundos
do beneficiamento, com destaque para o bagaco de uva. O bagaco de uva € o principal residuo
organico solido da cadeia vitivinicola, e representa de 20% a 30% do volume total das uvas
vinificadas, constituido majoritariamente de cascas, sementes e residuos de polpa (BENDER et
al., 2020; BRENES et al., 2016; SILVA et al., 2018). O tratamento e a disposicdo deste
subproduto da cadeia vitivinicola, representa um desafio econdmico e ambiental (MAKELA et
al., 2017) e apenas 3% desses residuos sdo valorizados ou aproveitados (GARRIDO et al., 2019;
MONRAD et al., 2010). Uma pequena quantidade ¢ reutilizada na produgéo de “grappa” e o
restante da producdo € desperdicado ou subutilizado para adubacdo do solo e/ou como
complemento de ragdo animal (BRENES et al., 2016; DREVELEGKA; GOULA, 2020;
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GARRIDO et al., 2019). Entretanto, a reutilizagcdo deste subproduto tem grande impacto na
reducdo de residuos gerados (BERES et al., 2017; MELO et al., 2011), permitindo aliar ganhos
ambientais, econdmicos e sociais.

Mesmo ap0s a elaboracdo do vinho, com extracdo de compostos antioxidantes de
interesse, tais como antocianinas e flavonoides, quantidades significativas destes permanecem
no residuo. Portanto, o reaproveitamento do principal subproduto da vinificagdo pode contribuir
para a sustentabilidade da cadeia vitivinicola (RONDEAU et al., 2013). Além disso, nos ultimos
anos 0s consumidores vém demostrando novos habitos, e a necessidade de substituicdo de
compostos sintéticos por naturais vem ganhando espaco nas industrias de alimentos, de
cosméticos e farmacéuticas. Existe uma vasta gama de aplicacGes para o bagaco de uva, como
alimentos funcionais (fibras alimentares e polifendis), cosméticos (6leo de semente de uva e

antioxidantes), produtos farmacéuticos e suplementos (BERES et al., 2017).

2.2. BAGACO DE UVA

O bagaco de uva, é constituido principalmente de cascas, sementes e residuos de polpa,
além de outros componentes, entre 0s constituintes primarios, como &cidos organicos e
polifendis (MORO et al., 2021a; MUHLACK; POTUMARTHI; JEFFERY, 2018).
Corresponde ao principal subproduto sélido da cadeia vitivinicola gerado ap6s a prensagem das
uvas na producdo de vinho branco e/ou apos a fase de fermentacdo e prensagem na vinificacao
em tinto (Figura 3) (BARCIA et al., 2014; BENDER et al., 2020). Nas ultimas décadas, este
subproduto vem sendo objeto de estudos na area de alimentos. Diversos trabalhos tém
demonstrado o potencial de reaproveitamento de polifendis e fibras alimentares (BENDER et
al., 2020; CALDAS et al., 2018; DREVELEGKA; GOULA, 2020; MORO et al., 2021b) e
atividades bioldgicas benéficas, por exemplo, atividades anti-inflamatorias (MAURER et al.,
2019), antiproliferativas (JARA-PALACIOS et al., 2015; MARTINS; MACEDO; MACEDO,
2020) e antimicrobianas (SILVA et al., 2018).

A composicdo quimica do bagaco uva é influenciada pela variedade de uva (branca ou
tinta), as partes do tecido utilizado (casca ou semente) e as condigOes da vinificacdo (contato
ou ndo com a casca durante o processo fermentativo). Além destes fatores, ha influéncia de
fatores edafoclimaticos e de praticas enoldgicas da regido e ainda ao estado sanitario das uvas
no momento da colheita (BRENES et al., 2016; RONDEAU et al., 2013).
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Figura 3 - Bagaco de uva obtido ap6s o processo de fermentacéo e prensagem na vinificacdo
em tinto.

Fonte: Autoria pessoal.

O bagaco de uva seco é composto, principalmente, de fibra alimentar, em concentragdes
que variam entre 43 a 75%. Esta é constituida de polissacarideos de parede celular e lignina
(GARCIA-LOMILLO; GONZALEZ-SANJOSE, 2017, KAMMERER; SCHIEBER; CARLE,
2005) sendo que a casca € a fracdo com maiores quantidades deste componente (50-60%)
(DENG; PENNER; ZHAO, 2011). Em relagdo a sua composi¢do monossacaridica, o bagaco de
uva apresenta 30% de polissacarideos neutros (celulose, xiloglicana, arabinana, galactana,
xilana e manana), 20% de substancias pécticas acidas, 15% de proantocianidinas insoluveis,
lignina, proteinas e fenois estruturais, estes ligados a estrutura de carboidrato-lignina
(CHAMORRO et al., 2012; GARCIA-LOMILLO; GONZALEZ-SANJOSE, 2017;
KAMMERER; SCHIEBER; CARLE, 2005; MORO et al., 2021a).

Configura uma fonte valiosa de fitoquimicos, incluindo uma variedade de polifendis,
pigmentos e antioxidantes, despertando interesse da comunidade académica pela extracéo e
caracterizagdo de tais compostos (BARCIA et al., 2014; DREVELEGKA; GOULA, 2020;
FERRI et al., 2016; GARRIDO et al., 2019; MARTINS; MACEDO; MACEDO, 2020;
PEIXOTO etal., 2018; POVEDA et al., 2018; SILVA et al., 2018). Logo, o bagaco de uva pode
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potencializar os efeitos bioldgicos de alimentos, o que o torna especialmente relevante como
fonte de compostos bioativos e vem ao encontro da busca dos consumidores por produtos
naturais e saudaveis.

A composicdo quimica das uvas nao sofre alteracdes durante as etapas de esmagamento
e prensagem, no processo de vinificagdo. Estas ocorrem, especialmente, durante a fermentacéao
na elaboracdo dos vinhos tintos e correspondem as alteracdes na composic¢ao dos carboidratos.
Entretanto, estas ndo induzem mudancas quimicas no conteddo de compostos bioativos, visto
que tanto no bagaco de uva tinta quanto no bagaco de uva branca, mantém-se quantidade
significativa de compostos bioativos. Estima-se que, aproximadamente, 70% do contedo de
polifendis permanecem no bagaco apds o processamento (BERES et al., 2017; DWYER;
HOSSEINIAN; ROD, 2014; GONZALEZ-CENTENO et al., 2010). Por se tratar de uma fonte
rica em polifendis e pela expressiva quantidade gerada, esse residuo pode ser reutilizado como
substituto de aditivos ou novos ingredientes nas industrias de alimentos, o que torna este setor
uma fonte promissora de substancias bioativas naturais (CALDAS et al., 2018; MELO et al.,
2011, 2015).

2.3.  POLIFENOIS

O termo fendis (ou fendlicos) abrange um grupo de metabdlitos secundarios de plantas
gue contem anéis aromaticos (MUHLACK; POTUMARTHI; JEFFERY, 2018). Os polifendis
tém uma grande diversidade estrutural, possuem um anel aromético, com um ou mais
substituintes hidroxila associados com a estrutura do anel e variam de um fenol Gnico até
compostos altamente polimerizados (ZHU; ZHANG; LU, 2012). Polifendis poliméricos
(proantocianidinas) presentes na casca e nas sementes de uvas, frequentemente sdo descritos
como taninos (ou taninos condensados) enquanto que os flavondides monomeéricos, presentes
na casca das uvas tintas, sdo conhecidos como antocianinas (MUHLACK; POTUMARTHI;
JEFFERY, 2018).

Os polifendis presentes nas uvas podem ser classificados em acidos fenélicos (acidos
hidroxibenzoéicos e hidroxicinamicos), flavonoides (catequinas, flavondis e antocianinas) e em
proantocianidinas (PEIXOTO et al., 2018; REBELLO et al., 2013; SINGH et al., 2016). Com
destaque a antocianinas, catequinas, flavondis, estilbenos e acidos fenolicos, sendo que 0s mais
abundantes sdo as antocianinas e os flavondis concentrados nas cascas e nas sementes,
respectivamente (MAKRIS; BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007; TEIXEIRA et al., 2014).

Estes compostos apresentam varios efeitos fisiologicos como atividade antioxidante,
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antialérgico, anti-inflamatorio, antimicrobiano, antitromboético, anti-carcinogénico e
cardioprotetor (SILVA et al., 2018). As propriedades antioxidantes e funcionais do bagaco de
uva podem conferir protecdo contra danos oxidativos pois, ao interagir com os radicais livres,
inibem as reacdes de oxidacdo (RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA, 2019), estimulam o sistema
neural (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016) e metabolismo intestinal (BENDER et al.,
2020).

As antocianinas, que representam os pigmentos vegetais da cor vermelha, estdo entre 0s
principais polifenois encontrados no bagaco de uva de cultivares tintas (BERES et al., 2017,
IGNAT; VOLF; POPA, 2011; SOUZA et al., 2015). As antocianinas sdo reconhecidas como
substancias antioxidantes (ROCKENBACH et al., 2011) e antimicrobianas (CALDAS et al.,
2018), podem eliminar espécies reativas de oxigénio e eletrdlitos, inibir a nitrosacao, quelar
metais e modular as atividades de algumas enzimas (SOUZA et al., 2015). Sdo compostos
soliveis em &gua e suscetiveis a acdo do pH, luz, presenca de oxigénio, enzimas, acido
ascorbico, dioxido de enxofre ou sulfito, ion metélicos e copigmentos (BERES et al., 2017).
Sua instabilidade dificulta sua utilizacdo no setor alimenticio, tornando-se objeto de estudos
devido ao seu grande potencial na industria de alimentos, e por seus beneficios para a saude
(SOUZA et al., 2015). As principais antocianinas encontradas no bagaco de uva sdo cianidina,
peonidina, delfinidina, petunidina e 3-O-glicosideos de malvidina (BURIN et al., 2011; MELO
et al., 2015).

Os acidos fenolicos sdo divididos em acidos hidroxicindmicos (&cido gélico, cafeico,
ferulico, p-cumarico, clorogénico e sinapico e compostos aromaticos com uma cadeia lateral de
trés carbonos) e acidos hidroxibenzoicos (p-hidroxibenzoicos, acidos protocatecuico, siringico
e vanilico) (BERES et al., 2017; YU; AHMEDNA, 2013). Os 4cidos hidroxicindmicos sdo mais
abundantes nos residuos vitivinicolas, e o gen6tipo de uva influencia nas concentracdes dos
polifendis (TEIXEIRA et al., 2014). Esses acidos sao raros na forma livre porém comuns em
alimentos submetidos ao congelamento, esterilizagdo ou fermentagdo (YU; AHMEDNA,
2013).

Os flavan-3-ols (proantocianidinas e catequinas) sdao o grupo mais complexo dos
flavonoides e sdo facilmente encontrados em frutas e legumes (BERES et al., 2017). Estes
compostos atuam em parametros de qualidade dos produtos vinicolas como: adstringéncia,
amargor, acidez, docura, viscosidade, aroma, formagdo de cor e estrutura dos vinhos
(TEIXEIRA et al., 2014). Os flavan-3-ols se condensam facilmente em procianidinas
oligoméricas e compostos poliméricos, conhecidos como taninos condensados. Os subprodutos

vinicolas de cultivares tintas e brancas apresentam diferentes concentracfes de flavan-3-ols,
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catequinas, galocatecinas e proantocianidinas e sdo frequentemente encontradas nas cascas,
enquanto as sementes contém catequinas e procianidinas (BERES et al., 2017).

Os estilbenos séo fitoalexinas, ou seja, compostos produzidos por plantas em resposta
ao estresse (BERES et al., 2017) e sdo constituidos por dois anéis aromaticos ligados por uma
ponte de etileno (TEIXEIRA et al., 2014). Podem ser encontrados em subprodutos da cadeia
vitivinicola (casca), mas também em caules e sementes. O resveratrol € o estilbeno mais comum
encontrado na uva, vinho e no residuo da vinificacao. O teor de estilbenos varia entre uvas tintas
e brancas e em funcéo de fatores bioticos e abioticos e método de beneficiamento.

Os flavondis sdo os flavonoides geralmente presentes nas sementes (56 a 65% de
flavonol total), podem ser incolores ou amarelos, e representados pela miricetina, quercetina e
kaempferol (FRAGA, 2009). Os residuos vitivinicolas de cultivares tintas possuem maior
concentracdo de flavondis em comparacdo a cultivares brancas (TEIXEIRA et al., 2014). Os
flavonadis estdo associados a co-pigmentacdo, conferindo estabilidade de cor das antocianinas
nas uvas e, consequentemente, em seus subprodutos (BERES et al., 2017).

O contetdo de polifendis e atividade antioxidante do bagaco de uva (polpa, cascas e
sementes), foram amplamente investigados nos ultimos anos. Considerando a variedade de
estruturas de polifendis encontradas nas uvas é fundamental adequar métodos de extracdo a
matriz alimentar (MEDOUNI-ADRAR et al., 2015). Contudo, a recupera¢do de polifendis a
partir do bagaco de uva ainda é onerosa, demanda muito tempo e é ambientalmente agressivo.
Deste modo os métodos de extracdo verde aplicados ao bagago de uva se apresentam como
alternativa para agregar valor e possibilitar seu uso como fonte de biomoléculas para aplicacdes
na indudstria alimenticia. Além do mais, a associacao das técnicas de microencapsulacao a estes
compostos pode apresentar efeitos prolongados e controlados sob o organismo humano,

manutencdo e aplicacdo a nivel industrial.

2.4.  EXTRACAO VERDE DE PRODUTOS NATURAIS

A extracdo verde é fundamentada na descoberta de processos de extracdo que reduzem
0 consumo de energia, permitem o uso de solventes alternativos e garantem extratos e/ou
produtos seguros e de qualidade (CHEMAT et al., 2019). Extratos naturais incluem metabolitos
primarios e secundarios (proteinas, gorduras e Oleos, fibras alimentares, acucares,
antioxidantes, 6leos e aromas essenciais e corantes) de plantas. Eles sdo de grande interesse

para as industrias alimenticias, farmacéuticas e de cosméticos, pois sdo totalmente aceitos pelos
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consumidores como aditivos atoxicos e seguros (CHEMAT et al., 2019; FERREIRA et al.,
2020).

Convencionalmente, esses extratos sdo obtidos usando a extracdo solido-liquido,
processo de extracdo que é composto de varias operacBes unitarias, como pré-tratamento do
material vegetal (secagem e trituracdo) e poés-tratamento do extrato liquido (filtracdo,
concentracdo e purificagdo) (CHEMAT et al., 2019). A extracdo pode ser realizada por varios
métodos, desde o uso de diferentes solventes organicos (acetona, metanol, etanol, hexano, entre
outros) até metodologias convencionais, como destilacdo a vapor, hidro-destilacdo, Soxhlet e
maceracdo (LOPEZ-HORTAS et al., 2016), que apresentam baixa eficiéncia, alto consumo de
energia e tempo (FERREIRA et al., 2020). O principal problema associado aos métodos
convencionais de extracdo relaciona-se com a perda ou contaminacdo de compostos alvo que
sdo termicamente sensiveis e vulneraveis a alteracbes quimicas. Além disso, o produto
resultante nem sempre € seguro, pois pode conter solventes residuais, contaminantes da matéria-
prima ou compostos degradados (CHEMAT et al., 2019; LI et al., 2013). Estima-se que 0
procedimento convencional de extracdo de solvente representa apenas 80% do tempo total de
processamento, mas também 90% da energia necessaria e mais de 99% do solvente usado em
todo o procedimento de anélise (CHEMAT et al., 2015).

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de novas técnicas que atendem as necessidades
de informacdes e, a0 mesmo tempo, reduzam o impacto ambiental dos processos de extracéo e
analises vem sendo difundidas pelos pesquisadores. Impulsionados por esses objetivos, 0s
avancos da extracdo verde resultaram em varias técnicas. Neste contexto, ao bagaco de uva vem
sendo empregadas técnicas de extracdo de fluido supercritico (CASAS et al.,, 2010; DA
PORTO; NATOLINO, 2017; DA PORTO; NATOLINO; DECORTI, 2015); extracéo assistida
por micro-ondas (BRAHIM; GAMBIER; BROSSE, 2014; GARRIDO et al., 2019;
MEDOUNI-ADRAR et al., 2015); extracdo de campo elétrico pulsado (BARBA et al., 2015;
BRIANCEAU etal., 2015; DELSART et al., 2014); extracao assistida por ultrassom (CALDAS
et al., 2018; DA PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013; GOULA; THYMIATIS;
KADERIDES, 2016; POVEDA et al., 2018); extracdo por aquecimento 6hmico pulsado (EL
DARRA et al., 2013); descargas elétricas de alta tensdo (BARBA et al., 2015; BOUSSETTA
et al., 2012); processamento de alta pressao (CASAZZA et al., 2010, 2012) e a extracédo
acelerada de solventes (RAJHA et al., 2014); com intuito de recuperar e identificar os
compostos presentes neste subproduto.

A extracdo assistida por micro-ondas é uma técnica inovadora que se mostrou eficiente
na recuperacdo de 6leos essenciais e polifenois (CALINESCU et al., 2017; FERREIRA et al.,
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2020; PERINO et al., 2016). O aquecimento rapido produzido pelas micro-ondas com excelente
controle de temperatura evita gradientes e, consequentemente, a degradacdo térmica dos
compostos de interesse. Uma das aplicagdes mais inovadoras da extracdo por micro-ondas sem
solvente foi o processo MHG, desenvolvido para matrizes vegetais visando ainda mais 0s
limites do micro-ondas rumo a um processo mais verde. Além disso, pode ser aplicado a
extracdo verde de produtos de acordo com o conceito de biorrefinaria, oferecendo vantagens
operacionais derivadas da reducdo de solventes, energia, residuos e tempo (LOPEZ-HORTAS
et al., 2016; MORO et al., 2021a). A extracao e a recuperacao sdo realizadas em um Unico
estagio, envolvendo a aplicacdo de irradiagcdo por micro-ondas e gravidade da terra. Trata-se de
uma operacao simples que ndo demanda o uso de solventes e que permite a obtengéo extratos
seguros e de qualidade (BOUSBIA et al., 2009a, 2009b; MORO et al., 2021a). Uma larga escala
de compostos (por exemplo, 6leos essenciais, antioxidantes, pigmentos, aromas, Sucos e outros
compostos organicos) foram separados de forma eficiente através desta técnica. O MHG
representa uma tecnologia inovadora que atende os principios da “quimica verde” e vem sendo

aplicada em diferentes materiais vegetais ao longo dos ultimos anos (Figura 4).
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Figura 4 — Micro-ondas de hidrodifusdo e gravidade e suas aplicagdes em diferentes matrizes
vegetais nos ultimos anos (2008 a 2021).
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Fonte: Autoria pessoal.

2008: Horteld (Mentha spicata L.) e Poejo (Mentha pulegium L.) (VIAN et al., 2008).

2009: Alecrim (Rosmarinus officinalis) (BOUSBIA et al., 2009b), Flores de lavanda (Lavandula angustifélia M.)
(FARHAT et al., 2009), Casca de citrus (Citrus limon G. e Citrus sinensis L.) (BOUSBIA et al., 2009a) e Cebola
amarela (Allium cepa L.) (ZILL-E-HUMA et al., 2009).

2010: Sementes de cominho (Carum. caervi L.) (FARHAT et al., 2010) e Alecrim (Rosmarinus officinalis)
(OKOH; SADIMENKO; AFOLAYAN, 2010).

2011: Ameixa (Prunus domestica L., cv. President), Uva (Vitis vinifera L., cv. Muscat de Hambourg), Damasco
(Prunus ameniaca L.) (CENDRES et al., 2011), Subprodutos de cebola amarela (Allium cepa L.) (ZILL-E-HUMA
etal., 2011a), Cebola vermelha (Allium cepa L.) (ZILL-E-HUMA et al., 2011b) e Espinheiro maritimo (Hippophae
rhamnoides L.) (PERINO-ISSARTIER et al., 2011).

2012: Ameixa (Prunus domestica L., cv. Najbolia) (CENDRES et al., 2012).

2013: Lavandin (Lavandula intermedia, cv. Grosso) (PERINO-ISSARTIER et al., 2013) e Bagaco de suco de uva
(Vitis vinifera L., cv. Alphonse Lavallée) (AL BITTAR et al., 2013).

2014: Damasco (Prunus ameniaca L., A3844), Uva (Vitis vinifera L., cv. Muscat), Tomate cereja (Lycopersicon
esculentum L., cv. Doces 100F1), Ameixa (Prunus domestica L., cv. President) (CENDRES et al., 2014), Horteld
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(Mentha spicata L.) (CALINESCU et al., 2014), Lavanda (Lavandula angustifélia M.) (BINELLO et al., 2014) e
Algas marrons (Sargassum muticum) (PEREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2014).

2015: Cogumelo Juba de Ledo (Hericium erinaceus) (PARADA et al., 2015) e Casca de laranja (Citrus sinensis
L.) (BOUKROUFA et al., 2015).

2016: Espinheiro maritimo (Hippophae rhamnoides L.) (ASOFIEI et al., 2016), Flores de tojo (Ulex europaeus
L.) (LOPEZ-HORTAS et al., 2016), Alface (Lettuce sativa) (PERINO et al., 2016), Subprodutos de gengibre
(JACOTET-NAVARRO et al., 2016) e Cebola vermelha (Allium cepa L.) (KHAN et al., 2016).

2017: Tomilho (Thymus officinalis L.), Alecrim (Rosmarinus officinalis) (CALINESCU et al., 2017) e Morango
(Frafaria x ananassa, cv., Clery) (TURK et al., 2017).

2018: Mirtilo (Vaccinium myrtillus L.) (RAVI et al., 2018), alga marrom (Laminaria ochorleuca) (LOPEZ-
HORTAS et al., 2018), Alface (Lactuca Sativa L.) (ANGOY et al., 2018), brécolis (FERREIRA et al., 2018) e
sementes de cominho da Tunisia (Cuminum cyminum L.) (BENMOUSSA et al., 2018).

2019: Algas marrons (Laminaria ochorleuca e Undaria pinatifica) (LOPEZ-HORTAS; DOMINGUEZ; TORRES,
2019), cogumelos (Pleurotus eryngii) (RODRIGUEZ-SEOANE et al., 2019), Semente de funcho (Foeniculum
vulgare Mill.) (BENMOUSSA et al., 2019), casca de laranja (RAZZAGHI et al., 2019).

2020: Alecrim (Rosmarinus officinalis) (FERREIRA et al., 2020), Jabuticaba (Myrciaria cauliflora) (HECK et al.,
2020), cogumelo ostra (CHOUHAN et al., 2020), algas vermelhas (Mastocarpus stellatus) (BARRAL-
MARTINEZ et al., 2020), Folhas (Camellia sinensis) (SANZ et al., 2020), Flores de Acacia dealbata e de Erica
australis L. (LOPEZ-HORTAS et al., 2020a, 2020b).

2021: Uva (Vitis vinifera L., cv. ‘BRS Vitodria’) (FARIAS et al., 2021), Bagaco de maca (FERNANDES et al.,
2021) e Bagaco de uva (Vitis vinifera L.) (MORO et al., 2021b).

2.5.  MICRO-ONDAS DE HIDRODIFUSAO E GRAVIDADE

A técnica MHG foi desenvolvida em 2008 por Chemat; Vian; Visinoni (2008) e ajusta-
se as técnicas de extracdo verde, por ser um método de extracdo sem solventes que combina o
aquecimento por micro-ondas com a gravidade da terra a pressdo atmosférica (ASOFIEI et al.,
2016; LI et al., 2013). O sistema MHG foi concebido para aplicacdes em escala industrial e
laboratorial na extracdo de pigmentos, componentes aromaticos e antioxidantes de materiais
vegetais com um minimo de 60% de umidade inicial (FARHAT et al., 2010; LI et al., 2013),
sendo considerada uma tecnologia eficiente, econémica e ambientalmente correta
(BOUKROUFA et al., 2015; MORO et al., 2021a; RAVI et al., 2018; ZILL-E-HUMA et al.,
2011a).

O principio da técnica consiste em adicionar o material vegetal em um reator de micro-
ondas, sem adicionar nenhum solvente (CHEMAT et al.,, 2015). A técnica explora o
aquecimento dielétrico da agua e moléculas “in situ” presente nas células, aquecendo o material
vegetal imediatamente. O aumento da temperatura e pressao dentro das células promove o
alongamento da estrutura levando a ruptura fisica da membrana e da parede celular (MORO et
al., 2021a). Esse fendbmeno fisico, conhecido como hidrodifusdo, possibilita que o extrato
carregado de compostos fitoquimicos e agua das células se difunda do material vegetal e seja

carreado por gravidade e, em seguida, o extrato entra no sistema de resfriamento fora do formo
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de micro-ondas através de um disco perfurado de material Pyrex, onde é coletado em um baldo
especifico (Figura 5) (CENDRES et al., 2011; CHEMAT et al., 2015, 2019).

Figura 5 - Diagrama esquematico do aparelho MHG.
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Fonte: Autoria pessoal.

A viabilidade da técnica MHG vem sendo investigada em diferentes matrizes, como
mostra a Figura 4. Esse procedimento foi aplicado em produtos de origem vegetal, como plantas
aromaticas e citricas, para extracdo de 6leo essencial, a partir de folhas de alecrim (BOUSBIA
et al., 2009b; CALINESCU et al., 2017; FERREIRA et al., 2020), horteld, poejo (VIAN et al.,
2008), lavandin grosso (PERINO-ISSARTIER et al., 2013), salvia (BINELLO et al., 2014) e
flores de lavanda (FARHAT et al., 2009), como também em subprodutos, como cebola e bagaco
de uva e em macroalgas marinhas, para a obtencdo de compostos polifenolicos (AL BITTAR
etal., 2013; BOUKROUFA et al., 2015; FERREIRA et al., 2020; MORO et al., 2021b; PEREZ;
CONDE; DOMINGUEZ, 2014; ZILL-E-HUMA et al., 2011a), sendo também testada no
processo de secagem de cebolas, algas, brécolis, uvas e bagaco de maga (FARIAS et al., 2021;
FERNANDES et al., 2021; FERREIRA et al., 2018; KHAN et al., 2016; LOPEZ-HORTAS et
al., 2018), na elaboracédo de sucos de frutas a partir de uva, ameixa, damasco e morangos (AL
BITTAR et al., 2013; CENDRES et al., 2011, 2012; TURK et al., 2017) e mais recentemente
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na extracio de compostos bioativos para fins cosméticos (LOPEZ-HORTAS et al., 2020a,
2020b).

Na ultima década os polifenodis vem sendo investigados de forma substancial através da
técnica MHG, sendo aplicada em extracGes de escala industrial e laboratorial de diferentes
matrizes vegetais como: cebola (ZILL-E-HUMA et al., 2009), algas marrons (PEREZ;
CONDE; DOMINGUEZ, 2014), cogumelos (PARADA et al., 2015), alface (PERINO et al.,
2016), flores de tojo (LOPEZ-HORTAS et al., 2016), tomilho (CALINESCU et al., 2017),
mirtilo (RAVI et al., 2018) e alecrim (FERREIRA et al., 2020). Essa técnica inovadora também
vem sendo aplicada a extracdo de compostos antioxidantes de subprodutos.

Zill-e-Huma et al. (2009, 2011b) investigaram a tecnica MHG para extrair flavonois de
cebolas. Um poder de irradiacdo de 500 W para 500 g de material vegetal foi escolhido como
ideal pois em apenas 23 minutos foi possivel obter um extrato valioso, mantendo suas
propriedades organolépticas e com maior contetido fendlico (58,2 mg GAE g matéria seca).
Os autores evidenciaram ainda que juntamente com os flavondis (glicosideos de quercetina),
existem outros componentes nas cebolas responsaveis por sua atividade antioxidante, e 0 MHG
demostrou seu papel notavel no campo de extracao extraindo-os. Observaram também, que as
micro-ondas induzem rupturas de vacuolos e paredes celulares, promovendo a eficacia do
método.

O MHG também foi aplicado a subprodutos de espinheiro maritimo (Hippophae
rhamnoides), com o intuito de extrair antioxidantes especificos (PERINO-ISSARTIER et al.,
2011). Com poténcia otimizada em 400 W, o MHG apresentou vantagens importantes como
menor tempo de extracdo (15 minutos), recurso renovavel (sem solvente) e extracdo de
flavondides valiosos, tais como, isoranetina, isoranetina 3-O-glucosideo, isoranetina 3-O-
rutinosideo e quercetina 3-O-glucosideo. O extrato mostrou ainda um contetdo fenélico muito
maior (1147 mg GAE g!) contra a extragdo convencional por solvente (741 mg GAE g?), e
maior atividade antioxidante frente ao radical livre 2,2-difenil-a-picrilhidrazil (DPPH).

Este método também foi usado em etapas sequenciais para recuperacdo de fracdes.
Boukroufa et al. (2015) desenvolveram um novo conceito baseado na biorrefinaria de residuos
de cascas de laranja, com o objetivo de obter dleo essencial, polifendis e pectina através de
técnicas isentas de solventes (MHG e ultrassom). Os autores ndo observaram alteracoes
significativas no rendimento de extracdo do Oleo essencial ao comparar a técnica MHG a
extracdo por destilacdo a vapor. Apés a extracdo do 6leo essencial, a agua residual do material
vegetal obtida apds a extracdo MHG foi utilizada como solvente para a extracdo de polifenois

e pectina dos residuos do MHG. Os autores evidenciaram que sob condigdes otimizadas de
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poténcia (0,956 W cm?) e temperatura (59,8 °C), o ultrassom resultou em um rendimento de
polifenol de 50 mg 100 g matéria seca). A pectina extraida através da técnica MHG forneceu
um rendimento maximo de 24,2% para poténcia de 500 W em apenas 3 minutos ao ser
comparada com a extracdo convencional. Os autores concluiram que a combinacdo do MHG,
ultrassom e agua reciclada “in situ” das cascas de laranja permitiu obter compostos de alto valor
agregado em um ciclo fechado usando apenas recursos naturais fornecidos pelo proprio material
vegetal, o que intensifica 0 processo em termos de tempo e energia, reducdo de efluentes e
ambientalmente correto.

O subproduto do suco de uva integral foi investigado por Al Bittar et al. (2013), na
tentativa de desenvolver um suco de uva enriquecido com polifendis. O bagaco de uva foi
submetido a0 MHG a uma poténcia otimizada de 1 W g. O extrato obtido foi adicionado ao
suco de uva tradicional e analisado quanto ao perfil de antocianinas monomeéricas totais e
contetdo fendlico total. O extrato obtido por MHG apresentou maior contetido de antocianinas
(4,4 mg malvidina-3-glicosideo g 1) e polifendis (21,1 mg GAE g'), ademais o suco enriquecido
com polifendis apresentou os maiores valores de contetido fendlico total (6,7 mg GAE g?) e
antocianinas monoméricas totais (3,9 mg malvidina-3-glicosideo g*) ao ser comparado com o
suco tradicional (2,9 mg GAE g* e 3,6 mg malvidina-3-glicosideo g, respectivamente). Os
autores comprovam a eficiéncia do MHG na extracdo de polifendis e antocianinas de
subprodutos da uva e atribuiram ao suco de uva suplementado com o extrato MHG uma cor
mais atraente e maior teor de polifendis, mantendo as caracteristicas sensoriais do produto.

O MHG representa uma abordagem eficiente, econdmica e ambientalmente correta, pois
requer menos energia e nenhum solvente para operacdo. Entretanto, a técnica também foi
investigada com finalidade de reduzir possiveis processos de degradacdo. Zill-e-Huma et al.
(2011) evidenciaram uma necessidade intensiva de melhorar a técnica de extracdo com MHG
e exploraram em seus estudos a aplicacdo do sistema de vacuo na técnica de micro-ondas de
hidrodifuséo e gravidade (VMHG, do inglés, Vacuum Microwave Hydrodiffusion and Gravity)
em subprodutos de cebola. A bomba de vacuo montada entre o condensador e o frasco utilizado
para coletar o extrato, possibilitou um aumento de 57% na recuperagdo do conteudo total de
quercetina em comparacdo com o MHG, obtendo-se um extrato com propriedades antioxidantes
mais relevantes. O estudo citologico destes subprodutos apds o processo VMHG também
revelou a eficiéncia deste método para melhorar a desintegracdo da estrutura celular, o que
possibilitou 0 aumento da recuperagdo do conteudo celular.

Evidencia-se a potencialidade do método MHG, como forma de promover e intensificar

a valorizagéo de materiais vegetais e subprodutos de forma rapida, eficiente e amigavel ao meio
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ambiente. O bagaco de uva, refere-se a um expressivo residuo gerado pela cadeia vitivinicola,
com potencial para reaproveitamento e ganhos econdmicos. A utilizagdo de técnicas rapidas e
eficientes para diminuir este problema enfrentado pela industria pode ser bastante promissora,
com possibilidade de agregacdo de valor e desenvolvimento de produtos naturais, através de
um residuo rico ainda subaproveitado. Entretanto, apesar dos efeitos benéficos de extracdes que
seguem os principios da “quimica verde”, os polifendis sdo facilmente oxidados e sensiveis ao
calor e a luz, o que limita sua aplicacdo na industria de alimentos (AGUIAR; ESTEVINHO;
SANTOS, 2016; OZKAN et al., 2019). Neste contexto, a microencapsulacdo € uma técnica
confiavel que pode superar esses desafios, pois € capaz de melhorar o tempo de retencdo do
nutriente no alimento, permitir a liberacdo controlada e direcionada, preservar a estabilidade
dos polifendis durante o processamento e armazenamento, prevenir interacdes indesejaveis com
matriz alimentar, retardar os processos de degradacdo, mascarar mau gosto ou cheiro, aumentar
a biodisponibilidade e manter a funcionalidade do componente bioativo (AGUIAR et al., 2017
BALLESTEROS et al., 2017).

2.6.  MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo € um processo no qual pequenas quantidades de matéria solida,
liquida ou gasosa sdo revestidas por uma fina camada polimérica, formando capsulas de
pequeno tamanho, que protegem o composto encapsulado das condi¢cdes ambientais adversas
(DUBEY; SHAMI; BHASKER RAO, 2009; JYOTHI SRl et al., 2012; POSHADRI; KUNA,
2010). A finalidade béasica da microencapsulagdo na industria de alimentos é, portanto, proteger
os ingredientes encapsulados contra oxidacdo quimica e/ou de fatores do ambiente. O material
encapsulado é denominado de agente ativo, de recheio ou de nucleo (GONCALVES;
ESTEVINHO; ROCHA, 2016), enquanto o material de encapsulamento pode ser referido como
membrana, agente carreador, material transportador, revestimento ou material de parede
(DHAKAL; HE, 2020).

Dhakal; He (2020) afirmam que para inddstria de alimentos a microencapsulagdo tem
por objetivo preservar componentes valiosos e sensiveis, protegendo-os de condicGes
ambientais adversas, prolongando o prazo de validade e garantindo a entrega do material
encapsulado no local de destino no tempo desejado. Além disso, a microencapsulagao tem o
potencial de proteger compostos sensiveis, preservar sabores e aromas desejaveis ou mascarar
a aparéncia desagradavel (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; RIBEIRO;
ESTEVINHO; ROCHA, 2019; ROSA et al., 2019). Sendo que, nos ultimos anos, vem sendo
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amplamente explorada como alternativa de manutengdo e valorizacdo de extratos fenolicos
oriundos de subprodutos da industria de alimentos, com o objetivo de prolongar e potencializar
a acao benéfica destes extratos (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016; MAHDAVI et al., 2016;
MORENO; COCERO; RODRIGUEZ-R0OJO, 2018; REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN,
2018; ROSA et al., 2021; TSALI; GOULA, 2018). Neste contexto, a microencapsulagao
permite aumentar a estabilidade e biodisponibilidade dos produtos (KUCK; NORENA, 2016;
MORO et al., 2021a), e ainda promover sua liberacdo em condic6es especificas (MAHDAVI
et al., 2016). Além disso, permite aumentar o prazo de validade dos compostos encapsulados,
visto que, o material de revestimento protege o composto fendlico das reacdes de degradacéo
e, controla a liberacdo destes compostos (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016).

A microencapsulacdo de subprodutos da cadeia vitivinicola vem sendo investigada pela
comunidade cientifica, pois trata-se de uma fonte rica em polifendis que exibem uma ampla
gama de efeitos bioldgicos com propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antifingicas, anti-
inflamatorias, anticancer, antienvelhecimento e antidiabéticas (BREZOIU et al., 2019;
ROCHA; NORENA, 2020; TOLUN; ARTIK; ALTINTAS, 2020). Entretanto, as propriedades
que tornam os antioxidantes do bagaco de uva atraentes em uso nutracéuticos, também
apresentam limitacdes quando aplicadas no setor alimenticio. A estabilidade dos polifenois
depende de fatores ambientais e quimicos, como pH, ions metalicos, exposi¢do a luz,
temperatura, oxigénio e atividades enzimaticas (BALLESTEROS et al., 2017; YAMASHITA
etal., 2017). Além disso, a aplicacdo direta destes compostos aos alimentos promovem sabores
desagradaveis, baixa disponibilidade, devido a baixa solubilidade em agua, e sdo instaveis em
condices alcalinas encontradas nos fluidos biolégicos (AIZPURUA-OLAIZOLA et al., 2016;
OZKAN et al., 2019). As técnicas de microencapsulacdo oferecem uma solucdo para esses
problemas, melhorando a estabilidade e a biodisponibilidade dos polifendis. Estas promovem a
manutencdo de compostos sensiveis a fatores intrinsecos e extrinsecos do meio (MORO et al.,
2021a; TOLUN; ARTIK; ALTINTAS, 2020).

Existem diversas técnicas de microencapsulacdo, como secagem por pulverizacao,
resfriamento/resfriamento por pulverizagdo, extrusdo, revestimento em leito fluidizado,
coacervacao, aprisionamento de lipossomas, geleificacdo idnica, polimerizacdo interfacial,
complexacdo de inclusdo e liofilizagdo (OZKAN et al., 2019; TOLUN; ARTIK; ALTINTAS,
2020). Entre essas técnicas, a secagem por pulverizacdo é a mais utilizada, pois permite a
producdo continua com processos econdmicos que podem ser facilmente industrializados em
termos de equipamentos e materiais quando comparados a outras técnicas (TOLUN; ARTIK;

ALTINTAS, 2020). A secagem por pulverizacdo € especialmente usada para encapsular
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ingredientes alimentares sensiveis ao calor, pois a atomizacéo da mistura liquida em um fluxo
de ar quente dura apenas uma fracdo de segundos, mantendo a temperatura das particulas

relativamente baixa sem afetar significativamente sua qualidade (KALUSEVIC et al., 2017).

2.7. SECAGEM POR PULVERIZACAO

A secagem por pulverizagdo € atualmente o processo mais empregado de
microencapsulacdo sendo amplamente utilizada pelo setor alimenticio, por ser um processo
continuo, simples e rapido (NUNES et al., 2015; RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA, 2019;
TOLUN; ALTINTAS; ARTIK, 2016). Ozkan et al. (2019), relatam que as caracteristicas das
microcapsulas obtidas por este método estdo diretamente relacionadas aos fatores de
processamento como: temperatura de secagem, vazao do ar de secagem, vazao de alimentacdo,
velocidade do atomizador, tipo de agente transportador e sua concentracdo. Trata-se de uma
técnica flexivel, de baixo custo, de facil expansdo, e alta capacidade de processar uma ampla
gama de ingredientes (LABUSCHAGNE, 2018; RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA, 2019).
Este processo possibilita a diminuicdo da atividade de agua, a estabilidade microbioldgica, e a
diminuicao dos processos de degradagéo, assim como a redugdo dos custos de armazenamento
e transporte (RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA, 2019). A principal desvantagem é a formacao
de particulas com tamanhos e formas ndo uniformes. Além disso, é limitada a um ndmero
restrito de agentes encapsulantes, que devem ser soltveis em agua (LABUSCHAGNE, 2018;
RIBEIRO; ESTEVINHO; ROCHA, 2019). O principio do método consiste na dissolucédo do
nacleo, ou seja, 0 composto encapsulado, em um agente carreador, formando uma dispersao,
que entdo é atomizada em ar aquecido, promovendo a rapida remocdo do solvente, formando
assim, particulas na forma de poé instantaneamente que serdo separadas do ar de secagem
(Figura 6). Trata-se de um método altamente reprodutivel e apropriado para aplicacdes
industriais (ROSA et al., 2019; SIMEONI et al., 2014).

A técnica de secagem por pulverizacdo tem sido aplicada em extratos fenolicos
provenientes de subprodutos da cadeia vitivinicola como: extrato de semente de uva
(DAVIDOV-PARDO; AROZARENA; MARIN-ARROYO, 2013) e do bagaco de uva (cascas
e sementes) (KALUéEVIC et al., 2017; KUCK; NORENA, 2016; KUCK; WESOLOWSKI;
NORENA, 2017; MORENO; COCERO; RODRIGUEZ-R0OJO, 2018; SOUZA et al., 2014;
TOLUN; ARTIK; ALTINTAS, 2020). A microencapsulacdo do extrato fenolico do bagaco de
uva, utilizando goma arabica, polidextrose e goma guar parcialmente hidrolisada com agentes

encapsulantes foi testada com retencdo de fendlicos e antocianinas acima de 80% (KUCK;
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NORENA, 2016). A microencapsulacdo do extrato do bagaco de uva contendo polifendis
adquiriu maior estabilidade mesmo exposta a luz e sob diferentes temperaturas (AIZPURUA-
OLAIZOLA etal., 2016). Tolun et al. (2020) concluiram que a combinacdo de maltodextrina e
goma arabica resulta em maior estabilidade dos polifendis quando comparada as microcapsulas
obtidas apenas com maltodextrina, mesmo sob umidade relativa de 33%. A partir dos trabalhos
ja desenvolvidos, a microencapsulacdo se mostra eficaz na protecéo e liberacdo dos compostos
antioxidante (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

Figura 6 - Representacdo esquematica do processo de secagem por pulverizacao.
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Fonte: Autoria pessoal.

2.8. AGENTES ENCAPSULANTES

O primeiro passo para o processo de microencapsulacdo é a escolha do agente
encapsulante, que se baseia nas caracteristicas fisicas e quimicas do composto a ser encapsulado
(SUAVE et al., 2006). Para obter o encapsulamento desejavel, a estabilidade de microcapsulas
e as caracteristicas exigidas no produto final, é necessario realizar uma selecdo apropriada do
método de encapsulamento e do agente encapsulante por se tratar de uma operagdo
interdependente  (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; RIBEIRO; ESTEVINHO;
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ROCHA, 2019). Os agentes encapsulantes devem possibilitar liberac&o satisfatoria, ser atoxicos
e ndo apresentar reatividade com o agente ativo (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA,
2008).

Os materiais mais utilizados na indudstria de alimentos sdo os polissacarideos, gomas,
celulose, lipideos e proteinas, além de misturas destes materiais (AGUIAR; ESTEVINHO,;
SANTOS, 2016; BALLESTEROS et al., 2017; MAHDAVI et al., 2016). A selecdo do agente
encapsulante baseia-se nas propriedades fisico-quimicas como a solubilidade, o peso molecular,
a cristalinidade, a difusibilidade, a formacéo de pelicula, a propriedade emulsificante, a baixa
viscosidade e a resisténcia ao trato gastrointestinal (REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN,
2018).

Os carboidratos sdo amplamente utilizados como agentes carreadores, devido ao baixo
custo (dependendo da disponibilidade) e baixos valores de viscosidade (por exemplo,
maltodextrina e goma arabica) (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; LABUSCHAGNE,
2018). As maltodextrinas sdo um dos polimeros mais utilizados em microencapsulacao de sucos
e extratos de frutas devido a sua ndo toxicidade, alta solubilidade e baixa viscosidade, além do
mais, sdo inodoras e de baixo custo (TOLUN; ARTIK; ALTINTAS, 2020). Dentre as gomas,
a goma arabica é a mais utilizada devido as suas propriedades de solubilidade, viscosidade e
emulsificacdo, além da boa retencdo de compostos volateis (LABUSCHAGNE, 2018;
REZENDE; NOGUEIRA; NARAIN, 2018).

Os amidos sdo substancias importantes em processos de microencapsulacao, dentre eles
0 hi-maize vem sendo estudado e caracterizado na microencapsulacdo de polifendis.
Denominado como amido resistente, possui caracteristicas desejaveis como agente
encapsulante de qualidade alimentar devido a sua cor branca, sabor suave, baixa capacidade de
retencdo de agua e propriedades termo protetoras (NUNES et al., 2018; ROSA et al., 2019). A
inulina é uma mistura de polissacarideos formados por cadeias de frutose unidas por ligacdes
B-(2-1) com uma unidade terminal de glicose, apresenta beneficios fisiolégicos para o ser
humano e propriedades funcionais (ARAUJO-DIAZ et al., 2017; LEYVA-PORRAS et al.,
2017), além do mais, vem sendo investigada na microencapsulagéo de sucos e extratos de frutas
apresentando resultados promissores (ARAUJO-DIAZ et al., 2017; ROSA et al., 2021;
SAAVEDRA-LEOS et al.,, 2014). No entanto, apesar das boas propriedades, um agente
encapsulante pode dificilmente apresentar todas as caracteristicas necessarias. Assim, 0 uso de
mistura de materias de parede é uma alternativa para aumentar ainda mais a eficiéncia do
processo de encapsulamento (KUCK; NORENA, 2016).
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Nos ultimos anos, varios estudos buscaram encapsular polifendis oriundos de
subprodutos vitivinicolas. Neste sentido, misturas de alginato e quitosana, gelatina,
maltodextrina, carboximetilcelulose, proteinas, goma arabica, leite em pd desnatado,
concentrado do soro de leite, pectina e outras foram utilizadas como agentes carreadores
(AIZPURUA-OLAIZOLA et al.,, 2016; BOONCHU; UTAMA-ANG, 2013; RIBEIRO;
ESTEVINHO; ROCHA, 2019; ROCHA; NORENA, 2020; TOLUN; ARTIK; ALTINTAS,
2020; TSALI; GOULA, 2018).

Embora a microencapsulacao de polifendis provenientes de residuos vitivinicolas seja
amplamente investigada pela comunidade académica, visando estabelecer o melhor método de
encapsulamento e os materias de parede mais eficientes, poucos estudos buscam associar 0s
principios da “quimica verde” aos processos de microencapsulagdo. Tsali; Goula (2018),
utilizaram o método de extracdo assistida por micro-ondas (MAE, do inglés, Microwave
Assisted Extraction) seguido de microencapsulacdo de secagem por pulverizagdo para valorizar
0 bagaco de uva, e obtiveram eficiéncia (92,4%) e rendimento (37,2%) dos extratos obtidos e
observaram que o extrato bruto degrada mais rapido que no produto encapsulado. Extratos do
bagaco de uva oriundos do método MAE e microencapsulados em secagem por pulverizacéo
utilizando isolado de proteina de soro de leite e goma arabica como agentes carreadores
permitiu a liberacdo controlada de compostos bioativos com significativa atividade antioxidante
(ROCHA; NORENA, 2020). Por outro lado, quando utilizado goma arébica e pectina como
agente carreador, as microcapsulas apresentaram maior capacidade de retencdo de antocianinas
se comparado ao agente carreador isolado de proteina de soro de leite (ROCHA; NORENA,
2020). Os fendlicos obtidos do bagaco de uva por extracao limpa possuem um grande potencial
e demandam de mais atencdo da comunidade cientifica para otimizacéo de sua obtencdo para
posteriormente ser incorporados pela industria de alimentos.

Para o processo de microencapsulacdo ser bem-sucedido, a sua incorporacdo na
indUstria de alimentos deve ser levada em consideragdo. Ao aliarmos produtividade com
eficiéncia alimentar, estamos promovendo um ganho a nivel ambiental e possibilitando resgatar
compostos ricos em propriedades antioxidantes de um subproduto abundante como o bagaco
de uva. Portanto, o primeiro passo é a escolha do método de extragdo dos compostos, seguido
da identificacdo do ndcleo e por fim, a selecdo do agente encapsulante e da técnica de

microencapsulacao que tem como funcao proteger e disponibilizar os compostos de interesse.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Reaproveitar polifentis do bagaco de uva através da técnica de extracdo por micro-
ondas de hidrodifusdo e gravidade, seguida de microencapsulacdo através do processo de

secagem por pulverizacéo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estudar tecnologias extrativas que atendam aos principios da “quimica verde”, para
recuperacdo de polifendis do bagaco de uva de forma inovadora, eficiente, econdmica e
ambientalmente menos agressiva.

- Avaliar o efeito da tecnologia extrativa, por micro-ondas de hidrodifusdo e gravidade,
sobre as condi¢bes de extracdo do bagaco de uva. Quantificar o extrato quanto ao conteido
fenolico total, antocianinas monoméricas totais, atividade antioxidante e investigar a influéncia
do processo de extracdo, sobre o bagaco de uva remanescente, coproduto, através das
propriedades fisico-quimicas, fendlicas e antioxidantes.

- Investigar a microencapsulagéo do extrato do bagaco de uva, obtido por micro-ondas
de hidrodifusdo e gravidade, através da técnica de secagem por pulverizacdo utilizando
diferentes combinacbes de agentes carreadores e avaliar a influéncia da inclusdo do extrato
sobre a viabilidade bioativa das microcapsulas, em diferentes temperaturas de armazenamento,
e resisténcia dos compostos antocianicos em condicbes que simulam o ambiente gastrico e

intestinal.
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4, MATERIAIS E METODOS
4.1. PREPARACAO DAS AMOSTRAS
4.1.1. Obtencéo do bagaco de uva

O bagaco de uva, proveniente da vinificacdo da cultivar Merlot e Cabernet Sauvignon
(Vitis vinifera L.), de duas regides distintas do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, na safra
2018/2019 (Figura 7), foi obtido apds as etapas de fermentacdo e prensagem. O bagaco foi entdo
coletado, acondicionado em sacos de polietileno de baixa densidade e congelado a -18 + 0,1
°C. Posteriormente, parte do material foi liofilizado, moido e armazenado a -18 £ 0,1 °C, até o

momento de realizacdo das analises.

Figura 7 - Amostras do bagaco de uva das duas regifes vitivinicola do estudo.

a8 I

K Merlot / k Cabernet Sauvignon j \ Merlot J K Cabernet Sauvignon /

Regido Central Regiio Campanha

Fonte: Autoria pessoal.

4.2. CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A caracterizacdo foi realizada no bagaco de uva, previamente seco, moido em micro

moinho (particulas < 1,0 mm) e armazenado a -18 £ 0,1 °C.
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4.2.1. Composicdo centesimal e contetdo de minerais

As amostras foram analisadas quanto a composic¢éo centesimal — matéria seca (105
°C/12 horas), matéria mineral (550 °C/5 horas), proteina bruta (PB), através da determinacéo
de nitrogénio pelo método de Kjeldahl (N x 6,25), de acordo com as técnicas descritas pela
AOAC (1995); lipideos pelo método de Bligh; Dyer (1959) e o teor de fibra alimentar total,
solavel e insoluvel foram estimados atraves do método enzimatico-gravimeétrico da AOAC
(1995). Os resultados da composicdo centesimal foram expressos em g por 100 g de amostra
seca.

Os minerais (potéassio, magnésio, calcio, manganés, ferro, zinco, cobre, fosforo, enxofre
e boro) foram quantificados através da metodologia descrita por Malavolta; Vitti; De Oliveira

(1987). Os resultados foram expressos em mg por kg de amostra em base seca.

4.2.2. Composicdo fisico-quimica

A capacidade de retencdo de agua (CRA) e a capacidade de ligacdo ao 6leo (CLO) foram
determinadas segundo Raghavendra et al. (2004), com algumas modificagdes. A amostra (1 g)
foram adicionados 15 mL de 4gua destilada (para CRA) ou 6leo de soja (para CLO). Apos 24
horas de repouso em temperatura ambiente (16,5 £ 4 °C), o sobrenadante foi descartado
posteriormente a centrifugacdo (3000 rpm/15 minutos). Os resultados foram expressos em
gramas de agua/éleo retidos em um grama de amostra seca, respectivamente.

A densidade aparente (DA) foi calculada segundo Chau, Wang; Wen (2007). Uma
quantidade estabelecida de amostra foi adicionada a um cilindro graduado de 10 mL. Os
resultados foram expressos como quantidade de amostra (em matéria seca) ocupada por
mililitro de amostra (g mL™).

O pH das amostras foi determinado com pHmetro ap6s mistura da amostra (1 g) com
agua destilada (10 mL).

4.2.3. Compostos fenodlicos e atividade antioxidante

4.2.3.1. Obtencao do extrato

A extracdo dos polifendis foi realizada segundo metodologia proposta por Melo et al.

(2011). A amostra (1 g) foi adicionada na solugdo etanol/agua (80: 20, v/v) (10mL). Ap6s
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agitacdo (5 minutos) a extracao foi conduzida em banho de ultrassom, a temperatura ambiente
(16,5 £ 4 °C), durante 15 minutos, o extrato foi centrifugado (3000 rpm/15 minutos) e o
sobrenadante foi coletado. O extrato obtido foi utilizado para a determinacdo do contetdo de

fendlicos totais, antocianinas monomeéricas totais e atividade antioxidante.

4.2.3.2. Determinacéo do contetdo de fendlicos totais

A determinacdo do contetdo de fendlicos totais foi realizada seguindo metodologia
proposta por Singleton; Rossi (1965), adaptada para microplaca. Ao extrato da amostra (20 pL)
foram adicionados 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (1 N) e 80 pL de carbonato de sodio
7,5%. ApoOs 2 horas de repouso a temperatura ambiente (16,5 £ 4 °C), a absorbancia foi
mensurada a 765 nm em leitora de microplacas (Eppendorf, modelo AF2200, Hamburgo,
Alemanha). A curva de calibragdo foi construida utilizando &cido galico nas concentragdes de
30 a 170 pug mL2. Os resultados foram expressos em mg equivalente em acido galico por 100

g de amostra em base seca.

4.2.3.3. Determinagdo das antocianinas monoméricas totais

As antocianinas monomeéricas totais foram determinadas através da metodologia de pH
diferencial, proposta por Giusti; Wrolstad (2001). O extrato da amostra foi diluido diretamente
em tampdo cloreto de potassio 0,025 M (pH 1) e em tampdo acetado de sédio 0,4 M (pH 4,5).
A absorbancia foi medida a 515 nm e 700 nm apds 15 minutos de reacdo, em espectrofotdmetro
UV-VIS (Bioespectro, SP-220, Brasil). O conteudo de antocianinas monoméricas totais foi
calculado utilizando o peso molecular (493,5) e o coeficiente de extin¢do molar da malvidina-
3-glicosideo (29.500). Os resultados obtidos foram expressos em mg equivalentes de

malvidina-3-glicosideo em 100 g de amostra em base seca.

4.2.3.4. Determinacéo da atividade antioxidante

A capacidade de remocdo do radical 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS™) foi avaliada segundo metodologia descrita por Re et al. (1999), adaptada
para microplaca. Em microplaca, foram pipetados 270 pL da solucdo de ABTS e a leitura foi
realizada a 750 nm em leitora de microplacas (Eppendorf, modelo AF2200, Hamburgo,

Alemanha). Logo apos, foram adicionados 30 pL do extrato da amostra e monitorou-se a
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absorbancia a 750 nm por 15 min. A curva padrdo foi construida utilizando Trolox nas
concentragdes de 20 a 120 uM. Os resultados foram expressos em mmol equivalentes de Trolox
em 100 g de amostra em base seca.

O poder antioxidante de reducéo do ferro (FRAP), foi determinado conforme descrito
por Benzie; Strain (1996), adaptada para microplaca. Uma aliquota de 20 pL do extrato da
amostra, previamente diluida, foi adicionada ao reagente FRAP (180 pL) e incubou-se a 37 °C
por 30 minutos. Subsequentemente, a absorbancia foi mensurada a 593 nm, em leitora de
microplacas (Eppendorf, modelo AF2200, Hamburgo, Alemanha). A curva padrdo foi
construida utilizando Trolox nas concentracdes de 25 a 250 UM e os resultados foram expressos
como mmol equivalentes de Trolox por 100 g de amostra em base seca.

A capacidade de absorcdo do radical oxigénio foi estimada pelo método de Ou;
Hampsch-Woodill; Prior (2001). Solucéo de fluoresceina 81 nM (150 pL) foi adicionada ao
extrato da amostra (25 L) e incubou-se a 37 °C por 10 minutos. Sucessivamente, solucdo de
AAPH [dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)] 152 nM (25 pL) foi acrescida e a redugéo
da fluorescéncia foi medida durante 90 min em 485 nm (excitacdo) e 528 nm (emissdo) em
leitora de microplacas (Eppendorf, modelo AF2200, Hamburgo, Alemanha). SolucGes padrdes
de Trolox, nas concentracGes de 96 a 8 uM, foram utilizadas para a construcdo da curva de
calibracdo e os resultados foram expressos em mmol equivalentes de Trolox em 100 g de

amostra em base seca.
43. MICRO-ONDAS DE HIDRODIFUSAO E GRAVIDADE
4.3.1. Testes Preliminares

A fim de determinar as condicdes 6timas de extracdo, o ensaio foi realizado utilizando
diferentes poténcias do micro-ondas. Para determinar o estudo cinético de extracdo, o volume
de extrato (mL) obtido nas diferentes poténcias (200, 300, 400 e 500 W) foi plotado em fungéo

do tempo (minutos), logo foi definida a melhor condicéo de extragdo, considerando-se o tempo

requerido e o volume obtido.

4.3.2. Obtencao do extrato

O processo de extragdo por MHG, foi realizado em um equipamento de micro-ondas

NEOS-GR multimodo (Milestone, Bergamo, Italia) operando a 2450 MHz e uma poténcia



53

maxima de 900 + 10 W. O procedimento MHG foi realizado a presséo atmosférica em um vaso
de extracdo Pyrex de 1,5 L com 200 g de amostra congelada (-18 £ 0,1 °C). A amostra foi
umidificada antes da extracdo (40 mL de agua destilada por 5 minutos), permitindo a absorcao
completa do liquido. O ensaio foi realizado a uma poténcia fixa de 2 W g%, estabelecida através
de testes preliminares. Durante a extracdo a temperatura foi monitorada por sensor de
infravermelho interno do equipamento. Os compostos liberados da amostra foram drenados por
gravidade através de um condensador externo a cavidade de micro-ondas e coletados em um
baldo acoplado ao sistema (Figura 5). A partir das analises preliminares, verificou-se que ao
submeter as amostras ao MHG, estas produziram duas fragdes: a primeira colorida e a segunda
incolor. Conforme proposto por Ravi et al. (2018), coletou-se somente a primeira fracdo e o
rendimento foi mensurado ao final de cada extracdo. Todas as extracfes foram realizadas em
triplicata e os valores médios foram relatados. Os extratos obtidos foram congelados,
liofilizados e reconstituidos em etanol/agua (80: 20, v/v) antes de todas as analises.

A amostra, remanescente no frasco apds o processo de extracdo, foi denominada de
coproduto (CP), este material foi coletado, liofilizado e armazenado a -18 + 0,1 °C para

posteriormente ser analisado.

4.3.3. Caracterizagdo do extrato

4.3.3.1. Determinacéo do contetdo de fendlicos totais

Para a extracdo dos polifendis provenientes do extrato bioativo do bagaco de uva, obtido
na extracdo em MHG, foi utilizada metodologia proposta por Melo et al. (2011). Inicialmente,
pesou-se 1 g de amostra liofilizada e adicionou-se 10 mL de solvente etanol/agua (80: 20, v/v).
A extracdo foi conduzida em ultrassom, a temperatura ambiente (16,5 + 4 °C), durante 15
minutos. Apos isso, o extrato foi centrifugado a 3000 rpm/15 minutos e o sobrenadante utilizado
para as analises.

A determinagdo do contetdo de fendlicos totais foi determinada como descrito em
4.2.3.2.
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4.3.3.2. Identificac@o e quantificacdo dos polifendis por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

A identificacdo e a quantificacdo dos polifenois foram realizadas de acordo com o
método descrito por Melo et al. (2015). As amostras foram submetas ao processo de extracdo
com solucdo metanol/agua (80: 20, v/v) e filtradas em filtro PTFE (politetrafluoroetileno) de
0,22 um antes de serem analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Acidos fendlico, flavandis e flavonéis foram quantificados em um sistema de CLAE (Shimadzu
Co., Kyoto, Japdo) equipado com bombas quaternarias LC-6AD, injetor automatico SIL-10AF,
desgaseificador DGU-2A, modulo de comunicagdo SCL-10AVP e forno de coluna CTO-
10ASVP. O sistema foi acoplado a uma coluna de fase reversa Agilent C18 ODS-A (4,6 mm x
250 mm; 5 um) acoplada a um detector de arranjo de diodos (SPD-M10AVp, Shimadzu Co.,
Kyoto, Jap3o). Aliquotas do extrato (20 pL) foram injetadas em fluxo de 1 mL min™ a 28 °C.
A fase movel consistiu de: Fase A (&gua/acido férmico, 99,9: 0,1, v/iv) e fase B
(acetonitrila/acido férmico, 99,9: 0,1, v/v). Iniciando com 5% de B e aumentando para 7% de
B (7 min), 20% de B (50 min), 45% de B (70 min), 100% de B (85 min), mantendo 100% de B
(10 min) e diminuindo para 5% de B (100 min). Os compostos foram identificados pelo espectro
de absorcao na regido ultravioleta, utilizando os recursos do detector de arranjo de fotodiodos
(DAD), pela comparagdo do tempo de retencdo e cocromatografia de padrdes. Neste trabalho
foram utilizados os seguintes padrdes auténticos de acidos fendlicos e flavonoide: acido galico,
acido cafeico, acido ferulico, &cido sinapico, acido trans-cinamico, acido p-cumarico, acido
siringico, acido vanilico, (-)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina galato, crisina,
luteolina, mirecetina, polidatina, quercetina, quercetina-3-p-D-glucosideo, rutina, hesperidina,

hesperitina, procianidina B1, procianidina B2, resveratrol e vitexina.

4.3.3.3. Antocianinas monoméricas totais

A extracdo das antocianinas monomeéricas totais dos extratos bioativos do bagago de
uva, provenientes do procedimento MHG, seguiu a metodologia proposta por Melo et al.
(2011), descrita no item 4.3.3.1.

As antocianinas monomericas totais foram determinadas atraves da metodologia de pH
diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001) nos extratos proveniente do processo MHG.
Previamente, o extrato das amostras foi diluido diretamente em tampéo cloreto de potassio
0,025 M (pH 1) e em tampéo acetado de sodio 0,4 M (pH 4,5). A absorbancia foi medida a 515
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nm e 700 nm apds 15 minutos de reacdo, em espectrofotébmetro UV-VIS (Bioespectro, SP-220,
Brasil). O contetdo de antocianinas monoméricas totais foi calculado utilizando o peso
molecular (493,5) e o coeficiente de extingdo molar da malvidina-3-glicosideo (29.500). Os
resultados obtidos foram expressos em mg equivalentes de malvidina-3-glicosideo em 100 g de

extrato liofilizado.

4.3.3.4. Atividade antioxidante

Para obtencdo do extrato, prosseguiu-se a extragdo como descrito em 4.3.3.1.
A atividade antioxidante foi avaliada através da capacidade de remoc¢do do radical
ABTS"", poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) e capacidade de absorcdo do radical

oxigénio (ORAC) como descrito em 4.2.3.4.

4.3.4. Caracterizagdo do coproduto

O residuo remanescente, bagaco de uva, proveniente do processo MHG, foi coletado
apos a extracdo e congelado a -18 £+ 0,1 °C. Posteriormente, o material foi liofilizado, moido e
armazenado a -18 + 0,1 °C, até o momento de realizacdo das analises.

4.3.4.1. Composicao centesimal e conteudo de minerais

As amostras previamente moidas e padronizadas quanto ao tamanho de particula (< 1

mm), foram avaliadas quanto a composi¢do centesimal e de minerais, como descrito em 4.2.1.

4.3.4.2. Cor

O bagaco de uva e o coproduto foram avaliados quando a cor objetiva (L*, a*, b*)
através de colorimetro CM-700d (Konica Minolta, Osaka, Japao), utilizando iluminante D65 e
angulo de 10°. A partir deste, foram obtidos os parametros de luminosidade L* [0 (preto) a 100
(branco)], a* [cromaticidade do verde (-60) a vermelho (+60)] e b* [cromaticidade do azul (-
60) a amarelo (+60)]. As leituras foram realizadas em diferentes pontos da amostra,
previamente moida e padronizada quanto ao tamanho de particula (< 1 mm) como recomendado

por Selani et al.(2014), totalizando 6 medic¢Oes por amostra.
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4.3.4.3. Composicdao fisico-quimica

A composicao fisico-quimica dos coprodutos prosseguiu-se como descrito em 4.2.2.

4344, Contetdo de fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais e atividade

antioxidante

Para obtencao do extrato, prosseguiu-se a extragdo como descrito em 4.2.3.1.

A determinacdo do contedo de fendlicos totais foi realizada seguindo a metodologia
proposta por Singleton; Rossi (1965), como descrito em 4.2.3.2.

As antocianinas monomericas totais foram determinadas através da metodologia de pH
diferencial proposta por Giusti; Wrolstad (2001), como descrito em 4.2.3.3.

A atividade antioxidante foi avaliada através das técnicas ABTS™", FRAP e ORAC,
conforme descrito em 4.2.3.4.

4.3.4.5. Atividade de 4gua

A atividade de &gua foi mensurada a 20 + 0,1 °C em equipamento 4TEV Aqualab®
(Meter group Inc., Estados Unidos), previamente calibrado.

4.4. MICROENCAPSULACAO

4.4.1. Producdo das microcapsulas em secagem por pulverizagédo

As microcapsulas foram produzidas em spray drying de laboratério (MSD 1.0 Labmag,
S4o Paulo, Brasil), com bico de alimentagdo de 1,2 mm com vazéo de 0,4 L h* (Figura 5).

As solucdes de alimentacdo foram preparadas juntamente com o extrato do bagago de
uva obtido no processo MHG que apresentou os melhores resultados de teor polifendlico e
atividade antioxidante. As solugdes variaram de acordo com a concentracdo de Maltodextrina
MOR-REX®1920, Goma Arabica, Hi-maize® 260 (22000B00) e Inulina, compondo 0s
seguintes tratamentos: Tratamento padrdo (S), 10% de maltodextrina DE20 e 10% de goma
arabica; Tratamento 1 (T1), 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de goma arabica e 5% de hi-

maize; Tratamento 2 (T>), 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de goma ardbica e 5% de inulina;
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Tratamento 3 (T3), 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de goma arabica, 2,5% de hi-maize e

2,5% de inulina (Tabela 1). A temperatura do ar de secagem empregada foi de 140 °C.

Tabela 1 - Composicao do tratamento padrdo (S) e dos tratamentos T1, T2 e Tz aplicados ao

extrato do bagaco de uva obtido por Micro-ondas de Hidrodifusdo e Gravidade.

Tratamentos

Agente carreador (%)

T1 T2 T3
Maltodextrina DE20 10 7,5 7,5 75
Goma ardbica 10 7,5 7,5 7,5
Hi-maize - 5 - 2,5
Inulina - - 5 2,5
Total 20% 20% 20% 20%

As microcapsulas foram armazenadas em tubos Falcon sob congelamento (-18 + 0,1 °C)

protegidas da luz até 0 momento das analises.

4.4.2. Caracterizacdo das microcapsulas

4.4.2.1. Determinacéo do contetdo de fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais

e atividade antioxidante

As microcépsulas foram dissolvidas pelo método proposto por Tolun; Altintas; Artik
(2016), com modificacbes. A amostra (250 mg) foi adicionada em solucdo metanol/acido
acetico/agua (50: 8: 42, viviv) (5 mL). Apds agitacdo (2 minutos) e centrifugacdo (3500 rpm/15
minutos/15 °C), o sobrenadante foi coletado. O extrato obtido foi utilizado para a determinacéo
do conteudo de fendlicos totais, antocianinas monomeéricas totais e atividade antioxidante.

A determinacdo do contetdo de fendlicos totais foi realizada seguindo a metodologia
proposta por Singleton; Rossi (1965) adaptada para microplaca. Ao extrato da amostra (20 pL)
foram adicionados 100 pL do reagente Folin-Ciocalteu 1N e 80 pL de carbonato de sodio 7,5%.
Apbs 2 horas de repouso a temperatura ambiente (16,5 + 4 °C), a absorbancia foi mensurada a
765 nm em leitora de microplacas. O resultado foi expresso em mg equivalentes em acido galico

por 100 g de amostra em base seca.
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As antocianinas monomeéricas totais foram determinadas através da metodologia de pH
diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). Previamente, o extrato da amostra foi diluido
diretamente em tampao cloreto de potassio 0,025 M (pH 1) e em tampéo acetato de sodio 0,4
M (pH 4,5). A absorbancia foi medida a 515 nm e 700 nm apds 15 minutos de reacdo, em
espectrofotbmetro UV-VIS (Bioespectro, SP-220, Brasil). O conteddo de antocianinas
monoméricas totais foi calculado utilizando o peso molecular (493,5) e o coeficiente de
extincdo da malvidina-3-glicosideo (29.500). Os resultados obtidos foram expressos em mg
equivalente de malvidina-3-glicosideo em 100 g de amostra seca.

A atividade antioxidante foi avaliada através da capacidade de absor¢do do radical
oxigénio proposto por Ou; Hampsch-Woodill; Prior (2001). Solucéo de fluoresceina 81 nM
(150 pL) foi adicionada ao extrato da amostra (25 pL) e incubou-se a 37 °C por 10 minutos.
Subsequentemente, solugdo de AAPH [(dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)] 152 nM
(25 pL) foi acrescida e a reducédo da fluoresceina foi medida durante 90 minutos em 485 nm
(excitagdo) e 528 nm (emisséo) em leitora de microplacas. Solugdes de Trolox foram utilizadas
para construcdo da curva de calibracdo e os resultados foram expressos em mmol de

equivalentes de Trolox em 100 g de amostra seca.
4.4.2.2. Tamanho médio das microcapsulas

O tamanho médio (d 0,5) das microcapsulas secas no processo de secagem por
pulverizacdo foi avaliada em equipamento Mastersizer 2000 (Malvem, Alemanha), unidade de
amostragem Hydro 2000S (Malvem, Alemanha).
4.4.2.3. Microscopia eletronica de varredura (MEVS)

A morfologia das microcépsulas foi realizada em microscopio eletrdnico de varredura
Jeol, modelo JSM 6510LV. As amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro e as
imagens foram obtidas no modo de deteccao de elétrons secundarios com 10kV de energia no
filamento, com ampliagdes de 2000X.

4.4.2.4. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um equipamento Perkin Elmer

Spectrum Two (Waltham, EUA), com acessorio de reflectancia universal atenuada (UATR). O
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espectro foi coletado com 4 repeticOes entre 4000 e 450 cm™ e com resolugdo de 4 cm™. Para
esta analise ndo ha preparacdo, pois, a amostra é depositada diretamente sobre o cristal de
UATR.

4.4.25. Eficiéncia e rendimento de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (Ef ) foi determinada de acordo com Yinbin et al. (2018).
A eficiéncia de microencapsulacdo € definida pela Eg. (1) como a razdo entre os fenolicos
microencapsulados e de superficie no produto seco por pulverizagdo. O método Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton; Rossi (1965), conforme descrito na Sec¢do 4.4.2.1, foi usado para
determinar o conteudo fendlico total do extrato microencapsulado. Para realizar a avaliacdo, as
microcapsulas foram rompidas de acordo com o método proposto por Tolun; Altintas; Artik
(2016), descrito na Secdo 4.4.2.1. A determinacdo do conteudo fenolico de superficie seguiu o
método proposto por Robert et al. (2010), com modificacdes. A amostra (0,2 g) foi adicionada
solucdo etanol/metanol (1: 1, v/v) (2 mL). Apos agitacdo (2 minutos) a amostra foi centrifugada
(Eppendorf 5810R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) a 3500 rpm, durante 15 minutos a
15 °C e o sobrenadante foi coletado.

O rendimento da encapsulacdo (Y) foi calculado dividindo o peso da massa solida das
microcépsulas com a quantidade total de massa solida a ser seca por pulverizacao (Eqg. 2).

. eA Fenolicos na superfice da microcipsula
Eficiéncia (%) = (1 - o na supertee S8 Soipe?) x 100 (1)
Fenolicos totais da microcapsula
. Massa de microcapsula
Rendimento (%) = psula(®) _ 100 (2)

Massa inicial das substancias (g)

4.4.2.6. Teor de umidade e atividade de agua

O teor de umidade foi determinado através da secagem em estufa a 105 °C, até atingir
peso constante conforme AOAC (1995). O teor de umidade foi calculado como a perda de peso
apos a secagem da amostra até que o peso constante fosse obtido, conforme demonstrado na
Eg. (3). A determinacéo da atividade de agua foi mensurada em aparelho Aqualab®, modelo
ATEV (Decagon Devices, Pullman WA, EUA), a temperatura de 20 £ 0,1 °C.
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Peso da amostra imida (g) - Peso da amostra seca (g)

Teor de umidade (%)=

x100 ©)

Peso da amostra imida (g)

4.4.2.7. Tempo de dissolugao

A determinacgdo do tempo de dissolucdo das microcapsulas bioativas foi estabelecida
conforme o método proposto por El-Tinay; Ismail (1985) com modificacdes. A amostra (1 g)
foram adicionados agua destilada (25 mL). Apds foram solubilizadas com barra de agitacédo
magnética (2mm x 7 mm/892 rpm). O tempo foi determinado através da dissolu¢do completa

(clareza da solugdo) da amostra.

4.4.28. Solubilidade

A solubilidade foi avaliada pelo método descrito por Cano-Chauca et al. (2005),
modificado por Oliveira et al. (2013). A amostra (0,2 g) foram adicionados agua destilada (20
mL). Apos foram submetidos a agitacdo magnética (1000 rpm/5 minutos), seguida por
centrifugacdo (3500 rpm/5 minutos). Posteriormente, uma aliquota (5 mL) do sobrenadante foi
levada a estufa a 105 °C, até peso constante, e a solubilidade foi calculada pela diferenca de
peso, Eq. (4).

Massa de p6 no sobrenadante

Solubilidade (%) = x 100 (4)

Massa de p¢ total
4.4.2.9. Higroscopicidade

A higroscopicidade das microcapsulas bioativas foi mensurada pelo método proposto
por Cai; Corke (2000), com modifica¢Oes propostas por Subtil et al. (2014). A amostra (2 g) foi
adicionada em placa de Petri e mantida a 25 °C em um recipiente vedado contendo solucgéo
saturada de sulfato de sodio (Na:SOs). Apds 7 dias, as amostras foram pesadas e a

higroscopicidade expressa em g de dgua absorvida por 100 g de amostra seca, Eq. (5).

) __ Umidade absorvida (g)

Higroscopicidade (% x 100 (5)

Peso da amostra (g)
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4.4.2.10. Cor

As microcapsulas bioativas foram colocadas em uma célula de vidro contra a fonte de
luz e avaliadas quanto a cor objetiva (L*, a*, b*) através do colorimetro CM-700d (Konica
Minolta, Osaka, Japdo), utilizando iluminante D65 e angulo de 10°. A partir deste, foram
obtidos os parametros de luminosidade L* [0 (preto) a 100 (branco)], a* [cromaticidade do
verde (-60) a vermelho (+60)] e b* [cromaticidade do azul (-60) a amarelo (+60)]. Angulo de
matiz (H° = tan™* b*/a*) foi calculado, o que indica a cor da amostra (0 ° ou 360 ° = vermelho,
90 ° = amarelo, 180 ° = verde e 270 ° = azul), enquanto croma (C* = [a*2 + b*2]"?) indica a
pureza ou saturacdo da cor. Trés leituras foram realizadas em 5 pontos distintos da amostra,

totalizando 15 medicdes por amostra.

4.4.2.11. Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas TGA foram obtidas em equipamento Shimadzu, modelo TGA 51H, na
seguinte condicgdo: temperatura ambiente até 600 °C com taxa de aquecimento de 10 °C min

em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™.

4.4.2.12. Teste de estabilidade frente ao armazenamento

4.4.2.12.1. Estabilidade de compostos antocianicos

As microcapsulas obtidas, foram adicionadas em frascos &mbar de 15 mL e armazenadas
em diferentes condicGes de temperatura. As analises de tempo zero foram concluidas dentro de
1 dia ap0ds a secagem. Para a analises de estabilidade de armazenamento, as amostras (5 @)
foram mantidas nas seguintes condicGes de temperatura: temperatura ambiente (16,5 + 4 °C),
de refrigeracdo (3 £ 4 °C) e de congelamento (-18 + 0,1 °C). As amostras foram armazenadas
nessas condi¢des durante 120 dias e analisadas a cada 15 dias para determinar o efeito da
temperatura e do tempo na estabilidade dos compostos antocianicos por meio de medicdo da
concentragdo de antocianinas monomeéricas totais. Os resultados obtidos foram calculados e

expressos seguindo a Eq. 6.

In (Ct/Co) (6)
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Onde In é o logaritmo natural, Cté a concentracdo de antocianinas no tempot, e Coé a
concentracgdo inicial de antocianinas (extrato puro/livre).

A constante de degradacdo (k) e os tempos de meia-vida (t¥2) foram calculados
conforme descrito em Tolun; Artik; Altintas (2020), como modificacGes, de acordo com as Eq.
7e8.

In (C/Ci) = — kt (7
t = In(2)/k (8)

Onde In é o logaritmo natural, C; é a concentracéo inicial de antocianinas (dia 1), k é a
constante de degradacdo cinética, t é o tempo em dias e t¥2 é 0 tempo de meia-vida em dias.

A perda total de antocianinas no periodo de armazenamento foi determinada pela
relacdo entre 0s compostos antocidnicos no ultimo dia de armazenamento (Cix) e a

concentracéo inicial (Co) de acordo com a Eq. 9.

Perda total (%) = (1 - %)X 100 9)

As antocianinas monoméricas totais foram avaliadas de acordo com a metodologia de
pH diferencial, descrita por Giusti; Wrolstad (2001). O método é baseado nas alteracdes
estruturais sofridas pela antocianina na faixa de pH entre 1 e 4,5 e podem ser observadas por
espectroscopia Optica. Os extratos foram diluidos em tampao de cloreto de potassio (KCI) 0,025
M (pH 1) e tampéao acetato de sédio (C2H3zNaO) 0,4 M (pH 4,5). A absorbancia foi medida a
518 e 700 nm ap6s 15 minutos de reacdo em espectrofotdmetro UV-VIS (Bioespectro, SP-220,
Brasil). Em seguida, o contetdo total de antocianinas monoméricas foi calculado usando o peso
molecular (493,5) e o coeficiente de extingdo molar da malvidina-3-glicosideo (29.500). Os
resultados foram expressos como mg equivalente de malvidina-3-glicosideo por g de amostra

em peso Seco.
4.4.2.13. Avaliacédo em condicdes gastrointestinais simuladas

O método proposto por Madureira et al. (2011), adaptado por Rosa et al. (2019), foi

utilizado para avaliar as microcapsulas bioativas a condi¢fes gastrointestinais simuladas. A
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viabilidade de antocianinas monoméricas totais foi determinada em meios que simulam as
diferentes se¢des do trato gastrointestinal, sendo eles, es6fago/estomago, duodeno e ileo. Pesou-
se uma quantidade de 1 g de microcapsula e adicionou-se 9 ml de agua destilada, para o extrato
puro/livre a mesma diluicdo foi mantida. A viabilidade das antocianinas foi determinada
continuamente em meio simulando as diferentes se¢Oes do trato gastrointestinal; no final de
cada estagio, aliquotas de 1,5 mL foram removidas para anélise posterior.

Na etapa esofago/estomago foi utilizado 20 mg mL™ de pepsina, preparada em &cido
cloridrico (HCI) 0,1 N, esté solucao foi adicionada, em aliquotas iguais (0,05 mL mL™?), durante
toda a fase gastrica (90 minutos), sendo pH ajustado até 2 utilizando HCI 1 M. Na etapa
referente ao duodeno foi utilizada, uma concentragdo (0,25 mL mL™), uma solugdo (2 g L) de
pancreatina e sais biliares bovinos (12 g L), preparada em bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0,1
M, sendo o pH ajustado para 5 por 20 min. Finalmente, a etapa referente ao ileo foi realizada
por um aumento do pH para 7,5 utilizando uma solugdo de NaHCO3 0,1 M, por 90 min. Todas
as solucBes foram preparadas no momento da utilizacéo. A analise foi conduzida em incubadora
refrigerada tipo Shaker TE-421 (Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) mantida a 37 °C com o
intuito de simular a temperatura do corpo humano e a agitacdo mecanica utilizada em paralelo
para simular os movimentos peristalticos intestinais, com intensidades semelhantes as
alcancadas em sec¢do do trato digestivo. Ao final de cada etapa, foram retiradas aliquotas para
a determinar as antocianinas monoméricas totais, 0 método do pH diferencial foi seguido
(GIUSTI; WROLSTAD, 2001), conforme descrito no item 4.4.2.1.
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Abstract

Background Grape pomace, the main winemaking by-product of the wine chain generated after the pressing of grapes
in the production of white wine and/or after the fermentation stage in red winemaking. Grape pomace is rich in phenolic
compounds, which possess several physiological effects, directly linked to their pharmacological, technological, antioxidant
and antimicrobial properties. Here we address the most relevant techniques to extract and conserve phenolic compounds
and reuse grape pomace.

Scope and approach Specifically, in this review we discuss the importance of the extractive technologies applied to grape
pomace that make up the principles of green chemistry such as supercritical fluid extraction (SFE), microwave-assisted
extraction (MAE), microwave hydrodiffusion and gravity (MHG), ultrasound-assisted extraction (UAE), pulsed electric field
(PEF), and ohmic heating (OH) for food industry as they are environmental-friendly processes more ecologic, economic
and innovative. These techniques show benefits like reduction at the extraction time, number of unit operations, energy
consumption, environmental impacts, economical costs, quantity of solvent and waste production, aiming to guarantee safe
and quality extracts and/or products. Summed to the green extraction methods the microencapsulation technologies spray
drying, spray cooling, lyophilization, extrusion, and coacervation can be applied to the obtained extracts to improve their
shelf life, giving a wider and more sustainable use of them.

Key findings and conclusions Therefore, here we address the importance of reusing and valuing grape pomace, as well as
describing extractive technologies that make up the principles of green chemistry and show a wide range of alternatives for
preserving these compounds, sensitive to heat, light and oxygen through microencapsulation techniques.

Keywords Agro-industrial residue - Winemaking by-product - Bioactive compounds - Polyphenols - Sustainability -
Compound preservation

Introduction

In the last decades, the academic community has sought to spread
the importance of reusing agro-industrial by-products from the
wine chain, making bio-products, biofuels, or food ingredients
with high added value (Bender et al., 2020; Mékeld et al., 2017,
Muhlack et al., 2018; Pedras et al., 2017; Peixoto et al., 2018;
Silva et al., 2018). In addition, research has been done combining
waste recovery processes with sustainable techniques, applying
the principles of green chemistry (Al Bittar et al., 2013; Caldas
et al., 2018; Casazza et al., 2010; Goula et al., 2016).

The grape (Vitis sp.) is one of the most cultivated fruits
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wines and derivatives and, consequently, large amounts
of grape pomace are generated (Beres et al., 2017; Gruz
etal., 2013).

Grape pomace is the main solid organic winemaking
by-product and represents 20 to 30% of the total volume of
vinified grapes, and it consists mostly of peels, seeds, and
pulp residues (Bender et al., 2020; Brenes et al., 2016; Silva
et al., 2018). Due to high levels of fibers and phenolic com-
pounds (anthocyanins, flavonols, flavanols, resveratrol and
phenolic acids), coming from secondary plant metabolites
(Barcia et al., 2014), and which have antioxidant and radical
scavenging properties, with potential health benefits (Caldas
et al., 2018; Garrido et al., 2019), the reuse of grape pomace
allows combining environmental, economic and social gains.
The interest in using this by-product is related to its pharmaco-
logical, technological, antioxidant, and antimicrobial proper-
ties (Aguiar et al., 2016; Caldas et al., 2018; Melo et al., 2015).

In the search for products with natural properties, efforts
have been made to scale, structure, and disseminate tech-
nological solutions, to replace or reduce the excessive use
of organic solvents, energy, and time (Zill-e-Huma et al.,
2011). The Green Chemistry aims to use innovative tech-
niques that are less harmful to the environment (Boukroufa
et al., 2015; Wijngaard et al., 2012). In this way, faster and
more automated methods have been used, for example,
supercritical fluid extraction (SFE), microwave-assisted
extraction (MAE), ultrasound-assisted extraction (UAE), and
pulsed electric field (PEF). According to Barba et al. (2016),
the concentration of phenolic compounds in the extract is
dependent on the food matrix and the technology applied
in the extraction. These new methods have advantages
compared to conventional methods, as they require shorter
extraction periods and consume less solvent, as they work
at high temperatures and/or pressures in inert atmospheres
(Sgltoft et al., 2009; Zill-e-Huma et al., 2011). Therefore,
green extraction based on the design of processes that reduce
energy consumption allows the use of alternative, renew-
able solvents and that guarantees safe and quality products
(Bubalo et al., 2016; Chemat et al., 2019).

Despite the benefits provided by extractions that follow the
principles of green chemistry, polyphenols are easily oxidized
and sensitive to heat and light, which limits their application
in the food industry (Aguiar et al., 2016; Ozkan et al., 2019).
In this context, microencapsulation is an alternative to over-
come these challenges. This technique allows longer reten-
tion time of the nutrient in the food and its controlled and
targeted release, preserves the stability of polyphenols during
processing and storage, and prevents undesirable interactions
with the food matrix. Therefore, microencapsulation delays
degradation processes, masks flavors and/or unpleasant odors,
increases bioavailability, and maintains the functionality of
the bioactive component (Aguiar et al., 2017; Ballesteros
et al., 2017). Several techniques have been studied aiming to
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the microencapsulation of the phenolic compounds of grape
pomace, such as the physical encapsulation methods (spray
drying, spray cooling, lyophilization, and extrusion).

The treatment and destination of grape pomace represents an
economic and environmental challenge for the wine industry;
however, through extraction and preservation techniques of its
compounds, it can become a nutritional and economic source
with great interest for the food industry. Thus, this work aims
to address the methods of green extraction and the techniques
of microencapsulation of phenolic compounds as possibili-
ties for using in the reuse of grape pomace. Therefore, studies
investigating extraction technologies that follow the principles
of green chemistry and microencapsulation processes for the
preservation of phenolic compounds are reported.

Grape Pomace: The Most Expressive
Winemaking By-product

The grape Vitis vinifera L. is one of the most cultivated fruit
crops in the world, with great representation in Europe, Asia,
and America (Pedras et al., 2017; Silva et al., 2018). It is used
mostly for wine production, and the processing generates 20
to 30% of the grape weight in by-product, the grape pomace
(Bender et al., 2020; Beres et al., 2017; Mikeli et al., 2017,
Muhlack et al., 2018; Pedras et al., 2017; Silva et al., 2018).

Grape pomace is mainly composed of peels, seeds, and
pulp residues and is the main solid by-product of the wine
chain generated after the pressing of grapes in the production
of white wine and/or after the fermentation stage in red wine-
making (Barcia et al., 2014; Bender et al., 2020). The crushing
and pressing stages of the grapes do not cause changes in the
chemical composition, which occur during fermentation in the
preparation of red wines (Beres et al., 2017). Moreover, fer-
mentation does not alter the content of bioactive compounds
in grape pomace, as these are maintained in both the red and
white vinification processes (Denny et al., 2014).

Regarding the monosaccharide composition, grape pom-
ace has 30% neutral polysaccharides (cellulose, xyloglucan,
arabinan, galactan, xylan, and mannan), 20% of acidic pec-
tic substances, 15% of insoluble proanthocyanidins, lignin,
proteins, and structural phenols, these linked to the structure
of carbohydrate-lignin and essential fatty acids from grape
seeds (Chamorro et al., 2012; Chemat et al., 2019). Thus,
grape pomace is an excellent source to be used in differ-
ent processes and with potential benefits to human health
as natural antioxidants and food supplements (Chamorro
et al., 2012; Garrido et al., 2019; Martins et al., 2016).

The treatment and disposal of this by-product of the wine
chain represents an economic and environmental challenge
(Mékeld et al., 2017). It is estimated that only 3% of this waste is
recovered (Brenes et al., 2016; Garrido et al., 2019). Therefore,
the reuse of the main winemaking by-product can contribute
to the sustainability of the wine chain (Rondeau et al., 2013).
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Main Phenolic Compounds in Grape Pomace

Phenolic compounds comprise a group of secondary plant
metabolites (Muhlack et al., 2018) with great structural diver-
sity, having an aromatic ring, with one or more hydroxyl
substituents associated with the ring structure and vary from
a single phenol to highly polymerized compounds (Zhu
et al., 2012). Polymeric polyphenols (proanthocyanidins) pre-
sent in grape peels and seeds are often described as tannins (or
condensed tannins) while monomeric flavonoids, present in red
grape peels, are known as anthocyanins (Muhlack et al., 2018).

The phenolic compounds present in grapes can be classi-
fied into phenolic acids (hydroxybenzoic and hydroxycinnamic
acids), flavonoids (catechins, flavonols, and anthocyanins), and
proanthocyanidins (Peixoto et al., 2018; Rebello et al., 2013;
Singh et al., 2016). Around 70% of the content of phenolic com-
pounds present in grapes remains in the grape pomace after
processing (Dwyer et al., 2014; Gonzalez-Centeno et al., 2010).
With an emphasis on anthocyanins, catechins, flavonols, stil-
benes, and phenolic acids, the most abundant of which are
anthocyanins and flavonols concentrated in the peels and seeds,
respectively (Makris et al., 2007; Teixeira et al., 2014). These
compounds have several physiological effects such as antioxi-
dant, antiallergic, anti-inflammatory, antimicrobial, antithrom-
botic, anticarcinogenic and cardioprotective (Silva et al., 2018).

The chemical composition and antioxidant content of grape
pomace is related to edaphoclimatic factors, the grape variety
(white or red), the type of tissue used (peel or seed), the condi-
tions of winemaking (contact or not with the peel during the
fermentation process) and the health status of the grapes at the
time of harvest (Brenes et al., 2016; Melo et al., 2015; Rondeau
et al., 2013). The antioxidant and functional properties of grape
pomace can provide protection against oxidative damage as
they interact with free radicals to inhibit oxidation reactions
(Ribeiro et al., 2019) and stimulate the neural system (Aguiar
et al., 2016) and the intestinal metabolism (Bender et al., 2020).

Anthocyanins, which represent red vegetable pigments,
are the main phenolic compounds found in grape pom-
ace from red cultivars (Beres et al., 2017; Ignat et al., 2011;
Souza et al., 2015). They are recognized as antioxidant sub-
stances (Rockenbach et al., 2011) and antimicrobials (Caldas
et al., 2018), can eliminate reactive oxygen species and elec-
trolytes, inhibit nitrosation, chelate metals, and modulate the
activities of some enzymes (Souza et al., 2015). They are water-
soluble compounds and susceptible to the action of pH, light,
presence of oxygen, enzymes, ascorbic acid, sulfur dioxide or
sulfite, metal ions, and co-pigments (Beres et al., 2017). Its
instability makes it difficult to use in the food sector, becoming
the object of studies due to its great antioxidant potential for the
food industry, and for its health benefits (Souza et al., 2015).
The main anthocyanins found in grape pomace are cyanidin,
peonidin, delphinidin, petunidin, and malvidin 3-O-glycosides
(Burin et al., 2011; Melo et al., 2015).

Phenolic acids are divided into hydroxycinnamic acids and
hydroxybenzoic acids (Yu & Ahmedna, 2013). Hydroxycin-
namic acids are more abundant in wine by-products, and the
grape genotype influences the concentrations of phenolic com-
pounds (Teixeira et al., 2014).

The flavan-3-ols (proanthocyanidins and catechins) are the
most complex group of flavonoids and easily found in fruits
and vegetables (Beres et al., 2017). These compounds act
on quality parameters of wine products, such as astringency,
bitterness, acidity, sweetness, viscosity, aroma, color forma-
tion, and structure (Teixeira et al., 2014). The flavon-3-ols
condense into oligomeric procyanidins and polymeric com-
pounds, known as condensed tannins. The wine by-products
of red and white cultivars have different concentrations of
flavon-3-ols, catechins, galocatechins, and proanthocyanidins
and are often found in the peels, while the seeds contain
catechins and procyanidins (Beres et al., 2017).

The stilbenes are phytoalexins, that is, compounds produced
by plants in response to stress (Beres et al., 2017) and consisting
of two aromatic rings connected by an ethylene bridge (Teixeira
et al., 2014). They can be found in winemaking by-products
(peels), but also in stems and seeds. Resveratrol is the most com-
mon stilbene found in grapes, wine, and winemaking by-product.
The stilbene content varies between grape cultivars (white or
red), with the highest prevalence occurring in red cultivars, due
to biotic and abiotic factors and with the processing method.

Flavonols are the flavonoids generally present in seeds (56
to 65% of total flavonol), they can be colorless or yellow, and
are represented by myricetin, quercetin and kaempferol (Fraga,
2009). Winemaking by-products from red cultivars have a higher
concentration of flavonols compared to white cultivars (Teixeira
et al., 2014). Flavonols are associated with co-pigmentation, pro-
viding color stability of anthocyanins in grapes and consequently
in their by-products (Beres et al., 2017).

The content of phenolic compounds and antioxidant activity
of grape pomace (pulp, peels, and seeds) have been extensively
investigated in recent years. Considering the variety of phenolic
compounds found in grapes, it is essential to adapt extraction
methods to the food matrix (Medouni-Adrar et al., 2015). How-
ever, the recovery of phenolic compounds from grape pomace
is still costly, time consuming, and environmentally aggressive.
Thus, the green extraction methods applied to grape pomace are
presented as an alternative for adding value and enable its use
as a source of compounds for applications in the food industry.

Green Extraction Methods of Phenolic
Compounds From Grape Pomace

Green extraction is based on processes that reduce energy
consumption, allow the use of alternative solvents and
guarantee safe and quality extracts and/or products (Singla
& Sit, 2021). Extraction is the most important step in
the recovery, isolation, and identification of compounds

@ Springer



1410

Food and Bioprocess Technology (2021) 14:1407-1431

present in extracts, and the choice of solvent is crucial in
green extraction processes. These must be 100% natural,
nontoxic, biodegradable, suitable for installations, with
low emissions of volatile organic compounds and that
at the end of the process, allow their recovery (Chemat
et al., 2019). As a result, the application of a solvent-free
extraction process is of great interest. The advantages
attributed to solvent-free conditions are evident such as
increased purity of the extract and/or product, reduced
costs and risks attributed to the solvents, greater safety due
to the reduction of the risks of explosions, and facilitated
expansion (Vian et al., 2014). In addition, these methods
make it possible to reduce the extraction time from hours
(h) to minutes (min) and obtain pure or inert extracts, with
the physicochemical characteristics of the target molecules
determining the use of different methodologies to be
adopted (Fontana et al., 2013). Furthermore, the extrac-
tion efficiency depends on the distribution and nature of
the compounds present in the matrix (Nayak et al., 2018).

New extraction methods have been proposed for phenolic
compounds of by-products, in a reduced time and with greater
recovery capacity (Caldas et al., 2018). The grape pomace
has been used in extraction techniques, such as supercritical
fluid extraction (Casas et al., 2010; Da Porto & Natolino,
2017; Da Porto et al., 2015), microwave assisted extraction
(Brahim et al., 2014; Garrido et al., 2019; Medouni-Adrar
et al., 2015), microwave hydrodiffusion and gravity (Al
Bittar et al., 2013; Farias et al., 2021), ultrasound-assisted
extraction (Caldas et al., 2018; Da Porto et al., 2013, 2015;
Goula et al., 2016), pulsed electric field (Barba et al., 2015;
Brianceau et al., 2015; Delsart et al., 2014), pulsed ohmic
heating (El Darra et al., 2013a, b), high voltage electrical
discharges (Barba et al., 2015; Boussetta et al., 2012), high
pressure (Casazza et al., 2010, 2012), and accelerated solvent
extraction (Rajha et al., 2014), in order to recover and identify
the compounds present in this by-product (Table 1).

The use of unconventional technologies that meet the
principles of green chemistry for the extraction of phe-
nolic compounds from the winemaking by-products show
promising results. The main advantages are reduced pro-
cessing time and energy consumption and the nonuse of
solvents harmful to health and the environment. Among
the benefits of using green extraction technologies are the
ability to selectively extract intracellular molecules with-
out fragmenting the matrix, avoiding the need for subse-
quent steps such as purification. The choice of technique
must consider the type of by-product and the compounds
of interest. Clean techniques have been disseminated and
widely studied by the academic community in order to
make them safe, reproducible, applicable, and sustainable
for the food industries. In addition, they allow the devel-
opment of products with high added value that promote
benefits to consumers.

@ Springer

Supercritical Fluid Extraction

The supercritical fluid extraction (SFE) has attracted great
scientific interest since its discovery and has been used in
environmental, pharmaceutical, polymer, and food analysis
applications (Azmir et al., 2013). In the industries of the
food sector, this technique has several applications such as
decaffeination of teas and coffee, production of food ingre-
dients (hops, aromas, dyes, and extracts rich in vitamins),
nutraceuticals, and in the removal of pesticides present in
rice (Bubalo et al., 2018). In addition, bioactive compounds
from agro-industrial residues and the extraction of oils from
seeds, fruits, leaves, and flowers have also been applied in
the extraction of organic solvent-free extracts, allowing
its use in food and pharmaceutical products (Basegmez
et al., 2017; Calinescu et al., 2017; Knez et al., 2014; Morsy,
2020; Tamkuté et al., 2020; Valadez-Carmona et al., 2018).

A supercritical fluid (SCF) is any substance subjected
to temperature and pressure above critical values, where
different liquid and gas phases do not exist (Ahangari
et al., 2021). SFE uses SCFs, which above their critical
point, exhibit properties similar to liquid (solvent power
and negligible surface tension), and to gases (high diffu-
sivity and low viscosity). These properties allow to extract
compounds in a short time with high yields, being an excel-
lent solvent for several applications (Bubalo et al., 2018;
Knez et al., 2014).

Carbon dioxide (CO,) is considered an ideal solvent for
SFE. Generally used due to be inert, non-toxic and allows
extraction at low critical temperature (Da Porto & Natolino,
2017). In addition, CO, is a solvent Generally Recognized
As Safe (GRAS) by the United States Food and Drug
Administration (FDA-USA). Thus, products extracted with
supercritical CO, are considered safe for human health
(Bubalo et al., 2018). The critical temperature of CO,
(31 °C) is close to the room temperature, and the low criti-
cal pressure (74 bar) offers the possibility to operate at mod-
erate pressures, usually between 100 and 450 bar (Azmir
et al., 2013). On the other hand, the nonpolar character of
supercritical CO, reduced the capacity to dissolve polar
compounds such as polyphenols present in grape pomace.
To overcome this limitation, polar modifiers such as etha-
nol, methanol, acetone, or water are added, which act as co-
solvent in order to increase the extraction yield of the phe-
nolic compounds (Farias-Campomanes et al., 2013; Gallego
et al., 2019). The sample properties, the target compounds,
and the experimental result are the main basis for the selec-
tion of the best modifier (Azmir et al., 2013). In addition,
the extracts obtained by the SFE are not exposed to light
and air, thus minimizing degradation reactions and increas-
ing the quality of the extracts (Barba et al., 2016; Da Porto
et al., 2015). More details about the operational principle of
the SFE were reviewed by Ahangari et al. (2021).
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Table 1 (continued)

(5

(Rajha et al., 2014)

References

Mix of ethanol/water at 140 °C/70%,

Main conclusions

60 to 140 °C, % ethanol/water (30:70;

Ideal treatment conditions
70:30, v/v)

Extracted compounds

Polyphenols

Vegetable matrix/cultivar
GP/cv. Cabernet Sauvignon

Springer

promoted a significant increase in the

recovery of polyphenols in the extracts

of wet GP (16.2 g GAE/100 g DW) and

dry (7.28 g GAE/100 g DW)

GP grape pomace, CV cultivar, DW dry weight, mg CE/g DW milligrams of catechin equivalent per gram of dry weight, mg GAE/g DW milligrams of gallic acid equivalent per gram of dry

weight

In the last decades, a lot of studies have addressed the
technique of supercritical extraction showing the potential
for recovery and reuse of polyphenols from the winemak-
ing by-products such as grape pomace (Casas et al., 2010;
Da Porto et al., 2015; Da Porto et al., 2014; Da Porto et al.,
2014; Farfas-Campomanes et al., 2013; Ghafoor et al., 2010;
Murga et al., 2000; Oliveira et al., 2013; Pinelo et al., 2007).
SFE is an alternative to be implemented in the wine chain
industry due to allow obtaining several compounds of inter-
est without chemical residues and due to the possibility of
automation (Ahangari et al., 2021; Morsy, 2020). CO, has
been used to isolate and purify antioxidants, phenolic com-
pounds, and proanthocyanins from grape seed oil (Duba &
Fiori, 2015; Sirohi et al., 2020) and in the recovery of resver-
atrol from grape pomace (Casas et al., 2010). Additionally,
extracts from grape pomace obtained through SFE showed
antibacterial and antifungal activity (Oliveira et al., 2013),
demonstrating the extraction efficiency of the bioactive sub-
stances. However, the application of the technique is still
incipient in the wine industry, although its use proves to be
promising. The adoption of the technique demands optimi-
zation of parameters such as temperature, pressure, particle
size and initial moisture content of the matrix, extraction
time, CO, flow rate, and solvent ratio, which are directly
related to the final yield. Another barrier in adopting the
technique is the high cost of implementation and the use of
high pressures, which are challenges to be overcome for the
implementation of SFE at the industrial level (main char-
acteristics, advantages, and disadvantages of the SFE are
shown in Table 2).

Microwave-Assisted Extraction

Used mainly for food processing, the microwave belongs to
the class of non-ionizing radiation, with a frequency range
of 300 MHz to 300 GHz (Picot-Allain et al., 2021). They
are formed by two perpendicular oscillating fields, such as
the electric field and the magnetic field, and operate accord-
ing to a principle in which microwaves have a direct impact
on the molecule by the action of dipole rotation and ionic
conduction, responsible for converting heat into electromag-
netic energy (Azmir et al., 2013; Chemat et al., 2015; Sirohi
et al., 2020). The microwave heating principle is based on its
impacts on polar materials, without affecting the molecular
structure of the matrix (Sirohi et al., 2020).

Among the green extraction techniques, microwave-
assisted extraction (MAE) is the most widespread method
for the recovery of food constituents. The extraction involves
three sequential steps: first, releasing the solutes present in
the active sites of the plant matrix under increased tem-
perature and pressure; second, diffusion of solvent through
the plant matrix; and third, solute release, cellular content,
from the matrix to the solvent (Azmir et al., 2013). Its main
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Table 2 Advantages and disadvantages of green extraction methods SFE, MAE, MHG, UAE, PEF, and OH

Extraction technique

Advantages

Disadvantages

Supercritical fluid extraction (SFE)

Microwave assisted extraction (MAE)

Microwave hydrodiffusion and gravity (MHG)

Due to low viscosity and relatively high dif-
fusivity, supercritical CO, have enhanced
transport properties than liquids, can diffuse
easily through solid materials and can there-
fore give faster extraction rates.

The repeated reflux of supercritical fluid
(SCF) to the sample provides complete
extraction.

The selectivity of SCF is higher than liquid
solvent as its solvation power can be tuned
either by changing temperature and/or pres-
sure.

SFE is operated at room temperature, so an
ideal method for thermos labile compound
extraction.

SFE uses little amount of organic solvent and
considered as environment friendly.

The recycling and reuse of SCF is possible,
which minimizing waste generation.

Operation on laboratory and industrial scale.

SFE process provides information regarding
extraction process and mechanism, which
can be adjusted to optimize extraction
process.

Continual process with no intermittence.

Solvent-free products.

CO, as solvent does not cause environmental
problems and is physiologically harmless,
and not flammable.

CO, is a Generally Recognized As Safe
(GRAS) solvent.

CO, is inexpensive.

Pure extracts.

Quicker heating for the extraction of bioactive
substances from plant materials.

Reduced thermal gradients.

Reduced equipment size and increased extract
yield.

Fast heating.

Higher reproducibility.

Extract purity and quality.

Decreasing number of unit operations,
environmental impacts, economical costs,
quantity of solvent and total waste.

Avoidance of loss of volatile substances.

Less solvent requirement due to absence of
evaporation phenomenon.

Solvent-free extraction.

Fast heating.

Extraction and recovery are carried out in a
single stage.

Extract purity and quality.

Decreasing number of unit operations, envi-
ronmental impacts, economical costs, and
total waste.

Production of co-products instead of waste.

Products according to the bio-refinery concept

High pressures.

High investment cost.

Phase equilibrium of the solvent/solute system
in complex, making design of extraction
conditions difficult.

Imprecise modeling can affect efficiency of
SFE.

High polar substances are insoluble.

Application of high pressure poses safety risks.

Handling and processing of limited sample
volumes.

Requirement of cooling step after each treat-
ment for further processing.

Prolonged exposure with high potency: degra-
dation of phenolic compounds.

Handling and processing of limited sample
volumes.

Plant materials with a minimum of 60% initial
moisture

@ Springer
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Table 2 (continued)

Extraction technique Advantages

Disadvantages

Ultrasound-assisted extraction (UAE)

Easy to use due to simplicity of technique.
Increased extraction throughput of extracted
materials and rapid extraction rate of ther-

Auvailability of solvent is necessary in order to
carry out optimum extraction of bioactive
compounds.

mos labile components at mild/low tempera- Non-selective
ture ranges during processing.

Low cost and economically viable choice for
green extraction of polyphenols.

Decreasing number of unit operations.

Faster energy transfer.

Advantageous due to diminishing laboratory

wastes.

Maximum compatibility of UAE with GRAS

solutions
Pulsed electric field (PEF)

Energetically efficient.
Short processing time.

High cost, depend on medium composition
(conductivity)

Non-destructive technology.

Selective.

Non-thermal technology.

Low operation cost.

Low energy consumption.

Easy scaling up.
Waste-free process.

Continuous operability

Ohmic heating (OH)

Can be applied to a broad variety of foods,
including liquids and semi-solid and solid

Little awareness of the method.
High initial costs of the technology

foods accompanied by a suitable carrier

liquid.

Reduced energy requirements.
Can be applied to food wastes

advantages are the significant reduction in extraction times,
lower amount of solvent and the high extraction rate (Brahim
et al., 2014; Garrido et al., 2019). However, the prolonged
exposure of microwaves with high potency can lead to the
degradation of phenolic compounds found in a low recov-
ery, being considered the main disadvantage of MAE (more
details in Table 2).

MAE represents an efficient technique in obtaining pure
extracts from plant matrices without producing residues in
a short period of time (Abugabr Elhag et al., 2020). This
green extraction technique represents an important technol-
ogy and has been widely used to extract different bioactive
components, such as curcumin (Doldolova et al., 2021),
hypericin (Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2019), essen-
tial oils (Gonzalez-Rivera et al., 2021; Liu et al., 2021),
flavonoids (Yedhu Krishnan & Rajan, 2016), phenolic com-
pounds (Bachtler & Bart, 2021; Sarfarazi et al., 2020), and
natural dyes (Qadariyah et al., 2017).

In winemaking by-products, the technique has been
applied showing promising results (Drevelegka & Goula,
2020; Jiaet al., 2021). Alvarez et al. (2017) used the MAE
as a pretreatment and found 57% of improvement in the
extraction efficiency of polyphenols from grape pomace.
This technology applied to grape pomace proved to be

@ Springer

efficient in allowing greater phenolic recovery in less
time (Caldas et al., 2018; Medouni-Adrar et al., 2015).
Parameters such as choice of solvent, solvent/solid ratio,
applied power and temperature, and extraction times must
be considered using the MAE method. The individual or
combined effects on the yield of the extracts and their
composition are considered fundamental factors to maxi-
mize the extraction process (Garrido et al., 2019; Kumar
et al., 2021). The efficiency, selectivity, and speed of
obtaining organic compounds are desired characteristics
found in the MAE, and studies have shown its implementa-
tion and operational capacity (Drevelegka & Goula, 2020;
Tsali & Goula, 2018).

Microwave Hydrodiffusion and Gravity

The microwave hydrodiffusion and gravity (MHG) tech-
nique was developed by Chemat et al. (2008), and it is a
solvent-free extraction method that combines microwave
heating with earth gravity at atmospheric pressure (Asofiei
et al., 2016; Li et al., 2013). The MHG system was designed
for industrial and laboratory-scale applications in the extrac-
tion of pigments, aromatic components, and antioxidants
from plant materials with a minimum of 60% of initial
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moisture (Farhat et al., 2010; Li et al., 2013). It is consid-
ered an efficient, economical, and environmentally friendly
technology (Boukroufa et al., 2015; Bousbia et al., 2009a, b;
Périno-Issartier et al., 2011; Ravi et al., 2018; Zill-e-Huma
etal., 2011).

MHG produces microwaves with precise tempera-
ture control, avoiding gradients and thermal degradation
of the compounds of interest. The addition of solvents is
not required, which represents the main advantage to the
method. In addition, the concept of bio-refinery can be
applied, offering operational advantages derived from the
reduction of solvents, energy, waste and time (Table 2)
(Boukroufa et al., 2015; Lépez-Hortas et al., 2016). One
of the main advantages of the technique is the extraction
and recovery in a single stage, involving the application
of microwave irradiation and gravity without the demand
for solvents, promoting safe and quality extracts (Bousbia
et al., 2009a, b). A wide range of compounds (for example,
essential oils, antioxidants, pigments, flavors, juices, and
other organic compounds) has been efficiently separated
using this technique.

The principle of the technique is to add the plant material
in a microwave reactor, without adding any solvent or water
(Chemat et al., 2015). The technique explores the dielectric
heating of water and molecules “in situ” present in the cells,
heating the plant material immediately. The increase in tem-
perature and pressure inside the cells promotes the physical
rupture of the membrane and cell wall (Ferreira et al., 2020).
This physical phenomenon, known as hydrodiffusion, allows
the extract loaded with phytochemical compounds and water
from the cells to diffuse from the plant material and be car-
ried by gravity. Thus, the extract enters the cooling system
outside the microwave oven through a holed disk of Pyrex
material, where it is collected in a specific flask (Cendres
et al., 2011; Chemat et al., 2015, 2019).

The viability of the MHG technique has been investi-
gated in different matrices. This procedure was applied
to products of plant origin, such as aromatic and citrus
plants, for the extraction of essential oil, as well as by-
products, such as onions (Allium cepa L.), grape pom-
ace (Vitis vinifera), and marine macroalgae (Sargassum
muticum), to obtain polyphenolic compounds (Al Bittar
et al., 2013; Boukroufa et al., 2015; Ferreira et al., 2020;
Pérez et al., 2014; Zill-e-Huma et al., 2011). It was also
tested as a drying technique (Farias et al., 2021; Fernandes
et al., 2021; Ferreira et al., 2018; Khan et al. 2016; Lopez-
Hortas et al., 2018) and in the preparation of fruit juices
(Cendres et al., 2011; Turk et al., 2017).

The MHG technique was initially applied to grape pom-
ace to produce polyphenols enriched grape juice; it demon-
strated that the extraction occurred in a short time (20 min),
with low energy consumption and without solvents (Al Bittar
etal., 2013). Recently, Farias et al. (2021) verified the efficiency

of the MHG technique by partially removing water from grapes
and simultaneously obtained an extract rich in phenolic com-
pounds. The authors showed a 50% reduction in grapes mois-
ture content and a significant reduction in processing time when
comparing the MHG (10 min) with the methods of drying oven
(17.83 h) and lyophilization (149.9 h). Furthermore, MHG
made it possible to preserve the antioxidant activity and phe-
nolic compounds present in the fruit. Simultaneously with the
drying process, MHG promoted the recovery of an extract rich
in phenolic compounds with high antioxidant capacity.

Many advantages are offered by the method, such as
greater safety, as it does not require solvents and its ability
to separate extracts from the co-product generated (details in
Table 2). However, the MHG method is still in its infancy at
the industrial scale and required adjustments. Further stud-
ies should focus on the use of co-products, as this allows the
total reuse of the waste generated by the wine chain. Due to
its characteristics and advantages, MHG is positioned as one
of the most promising methods for adoption at an industrial
level.

Ultrasound-Assisted Extraction

Ultrasound-assisted extraction (UAE) is another emerging
unconventional method with great potential for application
in foods capable of reducing extraction time and increas-
ing extraction yield and quality of extracts (Singla & Sit,
2021). Several classes of food components, such as flavors,
pigments, antioxidants, and other organic and mineral com-
pounds, have been efficiently extracted and analyzed from
a variety of matrices (Chemat et al., 2017). Ultrasound is
a special type of sound wave superior to the audible fre-
quency range of human hearing (20 Hz to 20 kHz) (Azmir
et al., 2013). Ultrasound waves are able to propagate by any
means as a mechanical wave within a frequency range of
20 kHz to 100 MHz, generating phases of expansions and
compressions that can propagate in solid, liquid, or gase-
ous media, inducing displacement molecules from their
original positions (Kumar et al., 2021; Singla & Sit, 2021).
Ultrasound has been used in a wide range of applications,
including processes such as fermentation, emulsification,
crystallization, reaction kinetics, and extraction technique
(Singla & Sit, 2021).

The extraction is attributed to cavitation, which generates
high shear forces and microbubbles in the liquid medium,
which increases surface erosion, fragmentation, and mass
transfers between the solid and liquid phase. The principle
of shearing damages the cell walls of the plant matrix and
therefore contributes to the release of bioactive compounds
in the solvent (Caldas et al., 2018; Kumar et al., 2021),
but only liquids and liquids containing solid materials
have a cavitation effect (Azmir et al., 2013). Additionally,
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parameters such as solvent concentration, solvent/sample
ratio, time, temperature, and sonication time can vary and
need to be optimized according to the type of matrix used
(Kumar et al., 2021). The advantages of UAE include greater
penetration of the solvent into the cellular material, thus
reducing the processing time and permanence, increasing the
yield of the product, reducing the consumption of solvents
and energy for processing (Table 2) (Barba et al., 2016).

UAE exhibits to be an efficient extraction method to iso-
late phenolic compounds from grape pomace (Drevelegka &
Goula, 2020). Poveda et al. (2018) point out that UAE with
hydroalcoholic solution (44% ethanol) provides extracts with
greater antioxidant and antimicrobial properties compared
to aqueous extracts from accelerated solvent extraction. The
UAE applied to grape seed oil reduced the extraction time
with satisfactory results of polyphenol recovery (Da Porto
et al., 2013; Drevelegka & Goula, 2020), applied to grape
skins allowed the extraction of anthocyanins and phenolic
compounds (Ghafoor et al., 2011). However, the technique
must be used with caution. Kumar et al. (2021) showed that
deterioration of phenolic compounds can occur due to the gen-
eration of hydroxyl radicals with the formation of cavitation
bubbles, being the thermal degradation of the compounds of
interest a disadvantage of the technique (Chemat et al., 2020).
UAE represents a technique widely used in the food sector
due to its easy use, speed of extraction, and increase in the
volume of extract. Few studies has been reported the use of
the method for the winemaking by-products, which represents
a promissing area for investigation.

Pulsed Electric Field

Treatment with pulsed electric field (PEF) is considered an
emerging non-thermal, ecological and economical technol-
ogy to inactivate microorganisms, enzymes, extract bioactive
compounds (anthocyanins, polyphenols, and pigments) from
plant matrices and by-products and improve mass transfer
in food products (Zhang et al., 2019; Zhang et al., 2019). It
is also applied to plant materials as a pretreatment (Lopez
et al., 2008; Zhang et al., 2021). The PEF treatment makes it
possible to increase the permeabilization of cell membranes
via electroporation (Brianceau et al., 2015). In other words,
when plant cells are exposed to a certain electric field, their
cell membranes may form reversible or irreversible electropo-
ration, which may result an increase in the permeability of
the cell membrane to ions and macromolecules, thus promot-
ing the release of intracellular content (Chemat et al., 2020;
Niu et al., 2021). PEF can minimize the degradation of heat-
sensitive compounds, using a moderate electric field (500 and
1000 V/em; for 107 to 107% s) (Azmir et al., 2013). How-
ever, the concentration of recovered antioxidant compounds
is variable and depends on the food matrix and the applied
PEF treatment conditions.
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PEF technology has been used to recover antioxidant com-
pounds in agro-industrial and winemaking by-products (Barba
et al., 2015; Brianceau et al., 2015; Delsart et al., 2014).
Usually, treatment with PEF occurs at room temperature
(23 +1 °C) or slightly above room temperature for less than
1 s (Barba et al., 2016). The main advantage is related to its
selectivity and nonthermal mechanism (Table 2) (El Darra
et al., 2013a, b). PEF has been shown to be effective in
extracting natural components from grapes, grape pomace,
and vine sprouts. The results showed increased extraction
yields of polyphenols, anthocyanins, and proteins (Barba et al.
2016). The PEF application (1 to 7 kV/cm), as a pretreatment
before the maceration step, significantly increased the extrac-
tion rate of anthocyanins and total phenols from red cultivars,
reducing the maceration time and increasing the color inten-
sity, throughout the winemaking process (Delsart et al., 2014;
El Darra et al., 2013a, b; V. J. Ferreira et al., 2019; Lépez
et al., 2008; Puértolas et al., 2010). The PEF treatment was
also used to decontaminate mycotoxins in grape juice, reduc-
ing 72% of the AFB2 (aflatoxin B2) and 84% of the AFG1
(aflatoxin G1) present in the juice. In addition, to the men-
tioned benefits, the nonthermal treatment of PEF maintained
organoleptic and nutritional properties, such as the retention
of heat-sensitive vitamins, aromatic compounds, and sensory
attributes (Pallarés et al., 2021).

The PEF is a sustainable food processing technique with
the main advantages of not compromising the safety or qual-
ity of products. Additionally, the nondestructive character,
for not producing waste, for the fast processing and reduced
energy spending, this method proves to be viable and with
great potential to be implemented in the industry. Although
the high cost of implementation is still one of the impedi-
ments in its implementation, PEF can be considered a useful
technology in food processing especially in the wine chain.

Ohmic Heating

Ohmic heating (OH), or Joule heating, is the thermal pro-
cess in which heat is generated internally by the passage
of an alternating electrical current through a body (matrix/
food), which functions as an electrical resistance (Chemat
et al., 2020). The components of food become part of the
electrical circuit through the alternating current flows,
generating heat from the intrinsic properties of the electri-
cal resistance of the matrix (Moreno et al., 2016). Factors
such as electrical conductivity, field strength, particle size,
concentration, ionic concentration, and electrodes influ-
ence the OH rate of foods (Chemat et al., 2020).

OH differs from other electrical heating methods by
the presence of electrodes in direct contact with food (as
opposed to microwave heating, where the electrodes are
absent) or by the frequency and waveforms used. In gen-
eral, the frequencies for OH tend to be those provided by
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the power supply (50 or 60 Hz); however, a wide range
of potential frequencies can be used, depending on the
nature of the application (Sarkis et al., 2013; Sarkis et al.,
2013). The technique offers advantages such as heating
uniformity and improvements in quality with a minimum
of structural, nutritional, or organoleptic changes. OH has
a wide application potential in the food industry; it has
been proven efficient in the extraction of pectin (Saberian
et al., 2017), juices, (Darvishi et al., 2011, 2013), essential
oils (Aamir & Jittanit, 2017; Pootao & Kanjanapongkul,
2016; Seidi Damyeh & Niakousari, 2017), and phenolic
compounds (Pereira et al., 2020; Sangpradab et al., 2021;
Sarki et al., 2013; Sarkis et al., 2013).

The combination of thermal effects and pulsed electrical
applications through pulsed ohmic heating (POH) treatments
has been gaining expression, especially in extraction pro-
cesses, increasing the recovery of phytochemicals in differ-
ent matrices, with low energy costs and improving the qual-
ity of the extract/product (El Darra et al., 2013a, b; Maroun
et al., 2017; Puértolas et al., 2010; Rocha et al., 2018).
Extraction processes can be improved by combining moder-
ate or high temperatures with the effects of electroporation
(Parniakov et al., 2014, 2016; Puértolas & Barba, 2016).
Recent studies show good results in the pretreatment and
in the extraction of biological materials with POH (Pereira
et al., 2016, 2020; Saberian et al., 2017).

The POH method was applied to by-products, such as
grape pomace, showing a recovery of polyphenols above
600 mg of GAE/100 g in 60 min, with energy consump-
tion of W =38 kl/kg (El Darra et al., 2013a, b), revealing
the potential application of technology in the extraction of
phenolic compounds. The use of the technique as a pretreat-
ment in grape skins increased the levels of extraction by
increasing the concentration of total phenolic compounds,
conductivity, soluble solids, intensity of the red color of the
extracts, and concentration of anthocyanins (from 756 to
1349 pg/g) (Pereira et al., 2020). The treatment with POH
has great potential and several applications; however, the
high cost of implementation and the lack of technical charac-
terization of the method are among its main disadvantages.

Phenolic Compounds Microencapsulation
Technologies

General Aspects of Microencapsulation

Microencapsulation is a process in which small amounts
of solid, liquid, or gaseous matter are coated with a thin
polymeric layer, forming small capsules, which protect the
encapsulated compound (Dubey et al., 2009; Poshadri &
Kuna, 2010; Sri et al., 2012). The basic purpose is to protect
the encapsulated ingredients against chemical oxidation and/

or environmental factors. The encapsulated material is called
an active agent, filling, or core (Gongalves et al., 2016),
while the encapsulation material can be referred to as a
membrane, carrier material, coating, or wall material with
microencapsulation aiming to preserve valuable components
and sensitive to adverse environmental conditions, extending
the product’s shelf life (Dhakal & He, 2020).

An example of the application of microencapsulation is
the protection of probiotic microorganisms and vitamins in
gastric transit (Dhakal & He, 2020; Gongalves et al., 2016;
Nunes et al., 2018). In addition, microencapsulation has
the potential to preserve desirable flavors and aromas or to
mask the unpleasant appearance (Aguiar et al., 2016; Ribeiro
etal., 2019; Rosa et al., 2019). In recent years, this technol-
ogy has been widely explored as an alternative for maintain-
ing and enhancing phenolic extracts from by-products of the
food industry, with the aim of prolonging and enhancing
the beneficial action of these extracts (Aizpurua-Olaizola
et al., 2016; Mahdavi et al., 2016; T. Moreno et al., 2018;
Rezende et al., 2018; Tsali & Goula, 2018).

The microencapsulation of winemaking by-products has
been investigated, as it is a source rich in phenolic compounds
that exhibit a wide range of biological effects such as its anti-
oxidant, antimicrobial, antifungal, anti-inflammatory, anti-
inflammatory, antiaging, and antidiabetic properties (Brezoiu
et al., 2019; Rocha & Noreiia, 2020; Tolun et al., 2020). How-
ever, the properties that make antioxidant compounds from
grape pomace attractive for nutraceutical use have limitations
when applied in the food sector. The stability of polyphe-
nols depends on environmental and chemical factors, such
as pH, metal ions, exposure to light, temperature, oxygen,
and enzymatic activities (Ballesteros et al., 2017; Yamashita
et al., 2017). In addition, the direct application of these com-
pounds to foods can promote unpleasant flavors and cause
low availability, due to low water solubility, and instability
in alkaline conditions found in biological fluids (Aizpurua-
Olaizola et al., 2016; Ozkan et al., 2019).

In this context, microencapsulation allows to increase
the stability and bioavailability of phenolic compounds,
since the coating material protects the phenolic compound
from degradation reactions, in addition to promoting its
release under specific conditions (Aizpurua-Olaizola
et al., 2016; Kuck & Noreiia, 2016). The choice of the
microencapsulation method must consider the particle
size, physicochemical properties of the core, coating mate-
rials, release mechanisms, and cost (Mahdavi et al., 2016).

Encapsulating Agent
The crucial point for the microencapsulation process is
the choice of the encapsulating agent, which is based on

the physicochemical characteristics of the compound to be
encapsulated (Suave et al., 2006). To obtain the desirable
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encapsulation, the stability of microparticles, and the charac-
teristics required in the final product, it is necessary to carry
out an appropriate selection of the encapsulation method and
the encapsulating agent, as it is an interdependent operation
(Aguiar et al., 2016; Ribeiro et al., 2019). Encapsulating
agents must enable satisfactory release, be nontoxic, and
have no reactivity with the active agent (Favaro-Trindade
et al., 2008).

The most used materials in the food industry as encap-
sulating agents are polysaccharides, gums, cellulose,
lipids, proteins, and mixtures of these materials (Aguiar
et al., 2016; Ballesteros et al., 2017; Mahdavi et al., 2016).
The selection of the encapsulating agent is based on phys-
icochemical properties such as solubility, molecular weight,
crystallinity, diffusibility, film formation, emulsifying prop-
erty, low viscosity, and resistance to the gastrointestinal tract
(Rezende et al., 2018).

Carbohydrates are widely used as wall material due to
their low cost (depending on availability) and low viscosity
values (for example, maltodextrin, and gum arabic) (Aguiar
et al., 2016; Labuschagne, 2018). Among the gums, gum
arabic is the most used due to its solubility, viscosity, and
emulsification properties, in addition to the good retention
of volatile compounds. However, due to its high cost, total
or partial replacement of this encapsulating agent has been
sought. One solution found was to replace gum arabic with
maltodextrin (Labuschagne, 2018; Rezende et al., 2018).
Another potential carbohydrate is inulin, which has physi-
ological benefits for humans and functional properties
(Araujo-Diaz et al., 2017; Leyva-Porras et al., 2017), and it
has been used in the microencapsulation of propolis, juices,
and fruit extracts presenting promising results (Araujo-Diaz
et al., 2017; Rosa et al., 2021; Saavedra-Leos et al., 2014,
Sturm et al., 2019).

Starches are important substances in microencapsulation
processes, among them hi-maize has been used in the micro-
encapsulation of phenolic compounds. Named as resistant
starch, it has desirable characteristics as encapsulating agent
of food quality due to its white color, mild flavor, low water-
holding capacity, and thermo-protective properties (Nunes
et al., 2018; Rosa et al., 2019, 2021).

Proteins and protein-containing isolates (for example,
whey, soybean, casein, gelatin) consist of a wide range
of functional groups that confer amphiphilic properties
and have good emulsion properties (Aguiar et al., 2016;
Labuschagne, 2018). The main disadvantage of using pro-
teins is their low solubility in cold water (Labuschagne,
2018).

An encapsulating agent rarely has all the required char-
acteristics. Thus, the use of a mixture of wall materials
is a viable option to increase the efficiency of the encap-
sulation process (Kuck & Norefia, 2016). In this context,
mixtures of alginate and chitosan, gelatin, maltodextrin,
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carboxymethylcellulose, proteins, gum arabic, skimmed
milk powder, whey concentrate, pectin, and others were used
as wall materials (Aizpurua-Olaizola et al., 2016; Boonchu
& Utama-Ang, 2013; Ribeiro et al., 2019; Rocha & Norefia,
2020; Tolun et al., 2020; Tsali & Goula, 2018).

Microencapsulation Methods

The methods used for microencapsulation can be classified
into three groups: chemical (complexation of molecular
inclusion and interfacial polymerization), physical (spray
drying, spray cooling, lyophilization, and extrusion), or
physicochemical (simple and complex coacervation, lipo-
somal involvement, and ionic gelation) (Ozkan et al., 2019;
Tolun et al., 2016). Among these, physical methods have
been used more in microencapsulation processes.

Effects such as stability, solubility, and retention of
bioactive compounds are attributed to microencapsulation
methods. These promote the maintenance of compounds
sensitive to intrinsic and extrinsic factors of the environ-
ment. The method used and the wall material have a great
impact on the characteristics of the final product, including
the retention of the active agent, stability, solubility and
antioxidant power. These are procedures with advantages
and disadvantages in different aspects and the selection
of the microencapsulation process should be linked to
the thermosensitivity and solubility of the compounds of
interest.

Spray Drying

Spray drying (Fig. 1) is currently the most widely micro-
encapsulation process used by the food sector (Nunes
et al., 2015; Ribeiro et al., 2019). Ozkan et al. (2019) reported
that the characteristics of the microparticles obtained by this
method are directly related to the processing factors such
as drying temperature, drying air flow, feed flow, atomizer
speed, type of carrier, and its concentration. This is a sim-
ple, flexible, fast, low-cost and easy expansion technique,
and high processing capacity for a wide range of ingredients
(Labuschagne, 2018; Ribeiro et al., 2019). The method con-
sists in dissolving the core, that is, the encapsulated com-
pound, in a wall material, forming a dispersion, which is
then atomized in heated air, promoting the rapid removal
of the solvent, and forming particles in the form of powder
instantly that will be separated from the drying air (Fig. 1).
It is a highly reproducible and appropriate method for indus-
trial applications (Rosa et al., 2019; Simeoni et al., 2014).
This process makes it possible to decrease water activity,
microbiological stability, and decrease degradation pro-
cesses, as well as reducing storage and transportation costs
(Ribeiro et al., 2019). The conservation of bioactive com-
pounds (anthocyanins, polyphenols, pigments, and vitamins)
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Fig. 1 Schematic representation
of the spray drying process
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has been widely spread through the spray drying technique.
Recent studies show the potential of the method in preserv-
ing high-value compounds such as anthocyanins (Rosa
et al., 2021), natural pigments (Rubio et al., 2020), phenolic
acids, and flavonoid compounds (Dadi et al., 2020). The
formation of particles with nonuniform size and shapes is
the main disadvantage of the spray drying method. In addi-
tion, it is limited to water-soluble encapsulating agents
(Labuschagne, 2018; Ribeiro et al., 2019).

Spray Cooling

The spray cooling microencapsulation method is widely
used in the coating of bioactive compounds. This technique
uses hydrophobic compounds as a wall material, in order
to microencapsulate materials that can be soluble in water
and, thus, delay or inhibit the release of these compounds in
humid environments. The carriers generally used are lipids,
such as fatty acids, oils, triacylglycerols, wax, or mixtures
of these materials (Consoli et al., 2016). The concentration
of the active ingredient and the viscosity of the alimenta-
tion are directly related to the size of the particles produced.
The final characteristics of the particles are affected by
parameters such as the atomizer orifice size, alimentation
flow rate, temperature, compressed air pressure, air flow
rate, and viscosity of the emulsion to be atomized (Ribeiro

Stage 1 Wall material and active agent

|

v

Stage 2 Atomizer + hot air
A 4

Stage 3 Drying chamber
\

v

Stage 4
!

Stage S Microcapsules

Cyclone

et al., 2019). Consoli et al. (2016) emphasized the viability
of the process in producing microcapsules loaded with phe-
nolic compounds.

Lyophilization

Lyophilization (Fig. 2) is used to dry heat-sensitive and
unstable compounds, such as aromas and microorgan-
isms (Yamashita et al., 2017), and is a process that keeps
the initial functional properties of the encapsulated com-
pounds practically intact (Ballesteros et al., 2017). Among
the advantages of the lyophilization process is the genera-
tion of products with excellent quality, resulting from the
use of low temperatures, absence of air and liquid water.
In addition, product deterioration due to microbial, oxi-
dation, and other chemical reactions is avoided or limited
(Labuschagne, 2018; Ratti, 2001). Lyophilization is con-
sidered an appropriate method for encapsulating heat-
sensitive pigments (Cai et al., 2019). However, the high
cost of operation is among the main disadvantages of the
process, which can be 50 times higher than the spray dry-
ing process (Labuschagne, 2018). The storage and transport
of the particles produced are extremely expensive, and the
commercial applicability is also severely restricted by the
long processing time (more than 20 h) (Madene et al., 2006;
Ozkan et al., 2019).
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Fig.2 Schematic representation
of the lyophilization process,
observation of the formation

of pores in the wall material.
Adapted from Labuschagne
(2018)

L)
B

Extrusion

Extrusion (Fig. 3) is the most common physical technique
for transforming hydrocolloids into microcapsules (Simeoni
et al., 2014). The size of the capsules formed depends on the
viscosity of the mixture, the diameter of the drip hole, and
the distance between its outlet and the hardening solution,
which can vary from 0.5 to 3 mm (Etchepare et al., 2015).
The main factor that determines the size of the droplets is the
orifice diameter, which can also be influenced by the com-
position, viscosity, and surface tension of the solution, as
well as by the operational parameters (Ribeiro et al., 2019).
It is a simple, inexpensive technique and with mild condi-
tions, both in terms of temperature and solvents, the integrity
of the material to be encapsulated (Etchepare et al., 2015).
However, this encapsulation technology does not promote
sufficient yields for industrial applications and the micropar-
ticles obtained generally have very high diameters (greater
than 2 mm), which can be sensorial sensed when integrating
food products (Ribeiro et al., 2019).

1.Wall material

2. Active agent

3.Wall material and active agent
4.Extrusion

5.Drops

6.Solidifying solution I

S

Fig.3 Scheme of the extrusion method used for phenolic compounds
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Coacervation

The coacervation technique (Fig. 4) consists of the separa-
tion of phases between biopolymers charged with opposite
charges through electrostatic interaction. Coacervates are
generally produced from proteins and polysaccharides and
have a wide range of functionality in various products. The
interaction power between biopolymers depends on factors
such as the type of biopolymer (molar mass, flexibility, and
charge), pH, ionic strength, concentration, and proportion of
biopolymers (Ozkan et al., 2019). The coacervation process
can be simple or complex, depending on the number of poly-
mers used (Ozkan et al., 2019). The coacervation technique
has advantages when compared to other techniques such as
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Fig.4 Schematic representation of the microcapsule formation pro-
cess by the complex coacervation method. Adapted from Ozkan et al.
(2019)
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versatility, efficient control in particle size, possibility of
operation with biopolymers with no organic solvents and
mild processing conditions (Assis et al., 2012). Depending
on the required use, drying the coacervates can prolong their
shelf life. This drying can be carried out through atomiza-
tion, lyophilization, oven drying, solvent water removal and
drying in ambient conditions (Alvim & Grosso, 2010).

Microencapsulation of Grape Pomace
Compounds

The encapsulation of phenolic compounds from winemak-
ing by-products has been addressed by several authors,
who pointed out satisfactory results (Aizpurua-Olaizola
et al., 2016; Kuck & Noreiia, 2016; Kuck et al., 2017; Tsali
& Goula, 2018). The studies sought to establish techniques
and encapsulating agents capable of preserving and main-
taining the stability of antioxidant compounds during the
microencapsulation process and under adverse conditions
of storage, transport and resistance to the gastrointestinal
tract. The prevalent techniques are based on spray drying
due to its simplicity, flexibility, cost-benefit, and possibility
of application at an industrial level.

The microencapsulation has been applied to several phenolic
extracts from by-products of the wine chain such as stem (Prozil
et al., 2012), seed (Davidov-Pardo et al., 2013), and pomace
(peels and seeds) (Aizpurua-Olaizola et al., 2016; KaluSevi¢
et al., 2017; Kuck & Norefia, 2016; Kuck et al., 2017; Moreno
et al., 2018; Souza et al., 2014; Tolun et al., 2020).

The microencapsulation of the phenolic extract of
grape pomace, using gum arabic, polydextrose, and par-
tially hydrolyzed guar gum as encapsulating agents, ena-
bled phenolic and anthocyanin retention above 80% (Kuck
& Norefia, 2016), with greater stability even exposed to
light and under different temperatures (Aizpurua-Olaizola
et al., 2016). Tolun et al. (2020) concluded that the combi-
nation of maltodextrin and gum arabic resulted in greater
stability of polyphenols when compared to microcapsules
obtained with maltodextrin only under relative humidity of
33%. Based on the work already developed, microencap-
sulation is effective in protecting and releasing antioxidant
compounds (Aguiar et al., 2016).

Rubio et al. (2020) used the residual brewer’s yeast Sac-
charomyces cerevisiae as a vehicle for encapsulating and
protecting phenolic compounds from Cabernet Sauvi-
gnon and Bordeaux grape pomace extracts. The obtained
microcapsules offer satisfactory characteristics for stor-
age, such as low water activity (<0.289), hygroscopicity
(<13.71 g/100 g), and humidity (<7.10%) and granulometry
inferior to the sensory sensibility (< 11.45 um). In addition,
the bioaccessibility of the encapsulated phenolic compounds
from the Bordeaux and Cabernet Sauvignon extracts was
34.96% and 14.25% higher than to their respective free

extracts. Zhang et al. (2020) characterized the stability and
bioaccessibility of anthocyanins extracted from grape skins
by internal emulsification/gelling followed by spray drying
and lyophilization techniques. The authors demonstrated that
spray drying showed greater anthocyanin encapsulation effi-
ciency compared to the lyophilization technique, increasing
thermal stability, and bioaccessibility.

Microencapsulation Combined with Green
Extraction of Grape Pomace Compounds

Although the microencapsulation of phenolic compounds
from winemaking by-products is widely investigated by the
academic community, few studies associate the principles of
green chemistry with microencapsulation processes. Tsali
and Goula (2018) used the MAE followed by spray dry-
ing as a microencapsulation method to enhance the grape
pomace compounds. The results showed good efficiency
(92.49%), good yield (37.28%), and slower degradation
compared to crude extract. In another study using the MAE
techniques followed by spray drying, the mixture of whey
protein isolate and gum arabic as wall materials, allowed the
controlled release of bioactive compounds with significant
antioxidant capacity (Rocha & Norefia, 2020). On the other
hand, when using gum arabic and pectin as the wall mate-
rial, the microcapsules showed greater anthocyanin retention
capacity when compared to the wall material isolated from
whey protein (Rocha & Norefia, 2020). Given the above, it
is noted that the phenolic compounds obtained from grape
pomace by clean extraction have great potential for use in
the food industry. Therefore, they demand greater attention
from the scientific community to optimize their acquisition
for later incorporation into food products.

The success of the microencapsulation process depends
on the correct choice of the method of extracting the com-
pounds, followed by the identification of the nucleus, selec-
tion of the encapsulating agent and the microencapsulation
technique. Green extraction methods demand to be opti-
mized and improved to obtain extracts and/or products of
great interest and relevance for the food and pharmaceuti-
cal sector. By combining productivity with food efficiency,
environmental gains are promoted and it is possible to
recover antioxidant compounds still present in by-products,
such as grape pomace. Therefore, enabling the development
of products with high added value, with beneficial and sat-
isfactory properties for both the consumer and the industry.

Conclusion and Future Prospects
The wine chain generates environmental problems due to the

significant generation of by-products, mainly grape pomace.
Winemaking by-products are rich in polyphenols and their
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use in the food industry as a natural source has received
much attention in recent decades. In order to enhance this
source of phenolic compounds, the technologies that meet
the principles of green chemistry become convenient for use
by the food industry, in the preparation and availability of
products with natural properties.

The use of green extraction techniques such as SFE,
MAE, MHG, UAE, PEF, and OH/POH enable the recovery
of bioactive from plant matrices, such as grape pomace, and
promote a considerable reduction in extraction time, energy
consumed, and utilization of solvents. For example, UAE and
PEF allow high disruption of the cell that allows the accelera-
tion of mass transfer, recovering lipids in a short time. On the
other hand, MAE and MHG induce the combined transfer of
mass and heating that allows the destruction of cells and the
release of primary and secondary metabolites. The no use of
solvents of MHG allows full recovery of the matrix, being a
viable example of the bio-refinery principle. Extraction with
pulsed ohmic heating and with supercritical fluid also repre-
sents viable techniques for extracting bioactive compounds.

In addition to green methods, for the recovery of bio-
active compounds microencapsulation can be applied to
extracts to increase the bioavailability of these compounds.
The success of microencapsulation depends on the selec-
tion of an appropriate encapsulating agent and the method
of microencapsulation. The encapsulating agent will deter-
mine the encapsulation efficiency, the microparticle stabil-
ity, and the characteristics of the final product, while the
microencapsulation method should be selected according
to the physical and chemical properties of the core material
and the encapsulating agent, the size and desirable shape of
the microparticles, and controlled release profile. The spray
drying technique is currently the most widely used method
for preserving phenolic compounds. At the industrial level,
it represents one of the most used techniques due to its sim-
plicity, flexibility, low operating cost, and high encapsulation
efficiency. Considering the thermosensitivity and instabil-
ity of phenolic compounds, lyophilization is highly recom-
mended; however, its high operational cost restricts its use.

Although a large number of publications and patents are
available on modern methods, the industrial-scale application
of these techniques alone or in combination is still insufficient
and underutilized. The redirection of the food industry toward
clean production, aiming to minimize the generation of waste
and maximize the use of the resources employed is a concern
of several sectors. Data point out that the investment in these
technologies allows a return in less than 3 years, with the
availability of safe and high added value products (Chemat
et al., 2020). This redirection involves the availability of the
installation of suitable pilots and tests, equipment suppliers,
and qualified professionals familiar with the processes. The
reduced number of technological incubators and startups with
a focus on these technologies is a thermometer and represents

@ Springer

an obstacle to redirection, reducing the interest of consoli-
dated industries in expanding their horizons.

Research combining green extraction techniques with
microencapsulation methods in the wine industry are very
promising, due to the high potential that grape pomace
presents as a source of phenolic compounds. Forthcoming
research must focus on the optimization of these processes
to achieve high quality of this by-product. In the future, the
amount of grape pomace being composted may be reduced
as the more profitable use of bioactive compounds from
grape pomace is used. In addition, part of the consumers is
looking for foods that are safe, nutritious and have natural
properties. One way to improve the quality of life is to incor-
porate natural compounds (such as polyphenols) into food
products, combining health benefits with technological use.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Winemaking by-product

cv. Merlot and Cabernet Sauvignon
Green extraction

Co-product

Antioxidant activity

Food processing has been gradually adopting the use of clean technologies that aim to minimize the generation of
by-products. The use of winemaking by-products for the extraction of phenolic compounds is still incipient due to
the lack of fast and efficient techniques. Thus, the aim of this study was to use the Microwave Hydrodiffusion and
Gravity (MHG) technique to extract phenolic compounds from a winemaking by-product, the grape pomace (GP).
The phenolic content of the extracts was analyzed by High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Physicochemical and antioxidant properties were evaluated in the MHG extracts and in the GP before and after
(co-product - CP) extraction. The GP had significant antioxidant properties and good yields in operating con-
ditions of 2 W/g. Hydroxybenzoic acid, procyanidins, flavan-3-ols, and one flavanol were the phenolic com-
pounds identified. The CP maintained the physicochemical and antioxidant properties similar to the GP.

1. Introduction

Food processing has gradually adopted the use of “clean” or “green”
technologies, which aim to minimize the generation of by-products and
maximize the efficient use of resources. The better use of by-products
from the food industry through new processes allows the combination
of productivity with environmental efficiency (Chemat et al., 2019;
Moro, Bender, da Silva, & Penna, 2021).

Green Chemistry aims to use innovative techniques that are less
harmful to the environment. In this sense, many ecofriendly techniques
have been tested to optimize the extraction of phenolic compounds from
agroindustrial by-products (Moro et al., 2021; Wijngaard, Hossain, Rai,
& Brunton, 2012). According to Barba, Zhu, Koubaa, Sant’Ana, and
Orlien (2016), the concentration of phenolic compounds in the extract
depends on the food matrix and the technology applied for the extrac-
tion. The type of matrix used is a decisive condition for analyzing and
exploring these compounds. An extraction method should be quantita-
tive, not destructive and performed in a shorter time (Crupi, Dipalmo,
Clodoveo, Toci, & Coletta, 2018). Therefore, the “green” extraction is
based on the design of processes that reduce energy consumption and
allow the use of alternative, renewable solvents that ensure safe and
quality products (Moro et al., 2021).

* Corresponding author.

Grape (Vitis sp.) is one of the most produced fruits worldwide with a
production over 75 milions of tons every year (OIV, 2020). Grape is rich
in carbohydrates, organic acids, vitamins, minerals, and phenolic com-
pounds (Moro et al., 2021; Pintac et al., 2018). In the grape berry, some
polyphenols, such flavanols, flavonols, anthocyanins and stilbens, are
mainly located in the skins, while others, such as catechins and pro-
cyanidins, are present only in the seeds (Beres et al., 2017; Silva et al.,
2018) in concentrations that vary according to the terroir (Crupi et al.,
2018). Grape phenolic compounds are known for their biological effects
as antioxidants, antimicrobials, and enzyme modulators (Silva et al.,
2018). The antioxidant properties of these compounds have beneficial
biological activities, for example, anti-inflammatory (Maurer et al.,
2019; Toaldo et al.,, 2016), antiproliferactive (Martins, Macedo, &
Macedo, 2020), antimicrobial, anti-carcinogenic and anti-mutagenic
(Beres et al., 2017; Silva et al., 2018).

Around 80% of the world grape production is manufactured as wine
and derivatives and, consequently, large amounts of by-products are
generated annually (Beres et al., 2017). Grape pomace (GP, hereafter) is
the main solid residue in the wine chain, representing 20% to 30% of the
total volume of vinified grapes, consisting mainly of skin, seeds and pulp
residues (Moro et al., 2021; Silva et al., 2018). The treatment and
disposal of the by-product represents an economic and environmental
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challenge since only 3% of this waste is recovered or reused (Garrido
et al., 2019). The reuse of this by-product has a great impact on waste
reduction of nutrients (Beres et al., 2017; Melo et al., 2011), allowing to
combine environmental, economic and social gains. Winemaking
by-products are recognized sources of phenolic compounds and, it is
estimated that, about, 70% of the content remains in the by-product
(Beres et al., 2017). Therefore, the potential use of this by-product can
be a promising alternative, but it is still incipient at the industrial level
due to the lack of fast and effective techniques for extracting these
compounds (Wijngaard et al., 2012).

The Microwave Hydrodiffusion and Gravity (MHG) technique com-
bines microwave and gravity, and it has the potential for many extrac-
tive applications (Zill-e-Huma, Abert-Vian, Elmaataouri, & Chemat,
2011a). The MHG represents an efficient, economical, and clean alter-
native since it requires less energy and little or no use of solvents (Cal-
inescu et al., 2017; Chemat et al., 2019; Moro et al., 2021; Zill-e-Huma,
Abert Vian, Maingonnat, & Chemat, 2009). The microwaves interact
with polar molecules such as those of water (generating heat) and allow
to access the biological matrices (Chemat et al., 2019; Wijngaard et al.,
2012). This interaction triggers the extravasation of cellular content
(phytochemicals), the extract undergoes gravity action and is collected
in a collection flask (Ferreira et al., 2020; Moro et al., 2021). The MHG
system can be applied on an industrial and laboratory scale to extract
pigments, aromatic components and antioxidants from plant materials
(Li, Fabiano-Tixier, Vian, & Chemat, 2013; Périno, Pierson, Ruiz, Cra-
vottto, & Chemat, 2016; Ravi, Breil, Vian, Chemat, & Venskutonis,
2018).

MHG has been used for extraction in different food matrices, such as
aromatic and citric plants, for the extraction of essential oil, in by-
products, such as onion (Allium cepa L.), ginger (Zingiber officinale
Roscoe) and in marine macroalgae (Sargassum muticum (Yendo) Fen-
sholt), in order to obtain phenolic compounds (Ferreira et al., 2020;
Jacotet-Navarro et al., 2016; Pérez, Conde, & Dominguez, 2014; Zil-
l-e-Huma, Abert-Vian, Elmaataoui, & Chemat, 2011b). However, to our
knowledge, the use of this technique to extract phenolic compounds
from the GP, the winemaking by-product, has not yet been investigated.
In this context, the aim of the present study was to use the MHG tech-
nique to extract phenolic compounds from the GP, and evaluate the
phenolic content in the extracts, the physicochemical properties and
antioxidant activity of by-products before (GP) and after (CP) MHG
extraction.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

Gallic acid, 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
(ABTS), 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ), 6-hydroxy-2,5,7,8-tet-
ramethylchroman-2-carboxylix acid (Trolox), 2,2'-azobis(2-amidino-
propane) dihydrochloride (AAPH) and fluorescein were obtained from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Folin-Ciocalteau reagent was ob-
tained from Merck (Darmstadt, Germany). For the chromatography
analysis the analytical standards Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
were used. Acetonitrile and methanol were purchased from J.T. Baker
(Phillipsburg, NJ, USA). Formic acid was purchased from Tedia (Fair-
field, OH, USA). Water was obtained from a Mil-lipore Milli-Q System
(Millipore SAS, Molsheim, France).

2.2. Plant material

GP from red Merlot and Cabernet Sauvignon cultivars were supplied
by Vinicola Velho Amancio [Central region/Itaara, RS, Brazil (—29° 39’
16.7" S; —53° 46’ 37.9” W)] and Vinicola Guatambu Estancia do Vinho
[Campaign region/Dom Pedrito, RS, Brazil (—30° 55’ 03.2" S; —54° 47’
40.7"” W)], in the 2018/2019 harvest. After fermenting for 2-3 weeks,
the pomace was pressed (= 150 kg) and, = 30 kg collected at different
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points on the press and, stored at —18 °C for further analysis. Four
distinct samples of GP, coded as: sample I, Merlot cultivar (Central re-
gion); sample II, Cabernet Sauvignon cultivar (Central region); sample
ITI, Merlot cultivar (Campaign region); Sample IV, Cabernet Sauvignon
cultivar (Campaign region) were used in this study.

2.3. Microwave Hydrodiffusion and Gravity (MHG) extraction

The MHG extraction was performed in a NEOS-GR microwave oven
(Milestone, Bergamo, Italy) at a frequency of 2.4 GHz and a maximum
power of 900 W £ 10 W (Fig. 1). The extraction of phenolic compounds
was performed with 40 mL of distilled water added to 200 g of frozen GP
(—18 °C). The sample was homogenized and then, was placed in the
extraction vessel and submitted to powers of 200, 300, 400 and, 500 W,
respectively, under atmospheric pressure. A preliminary study was
carried out to determine the ideal extraction conditions for the GP used,
based on the extraction time and the yield obtained. During the
extraction, the temperature was monitored by an internal infrared
sensor (coupled to the MHG), reaching approximately 80 °C at the end of
each extraction. When the samples were submitted to the MHG, they
produced two extracts: the first colored and the second colorless. As
proposed by Ravi et al. (2018), only the first extract was collected, and
the yield was measured by the monitoring of volumes in a measuring
cylinder (collored and non colored extracts). Afterwards, the colored
fraction was lyophilized (TERRONI, LS 3000 model, Brazil) and the
resulting powder stored at —18 °C for further analysis. The GP remained
in the flask after the extraction process, called co-product (CP, here-
after), was also collected, lyophilized and stored at —18 °C for later
analysis. The extractions of each sample were performed in triplicates
and the mean values were reported.

Microwave oven

Plant material

Extraction vessel

Condenser

Ultra-thermostatic bath

MHG extract

Fig. 1. Microwave Hydrodiffusion and Gravity (MHG) apparatus.
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2.4. Phenolic composition and antioxidant activity of GP extracts and CP
from MHG extraction

2.4.1. Phenolic compounds extraction

The phenolic compounds were extracted according to Melo et al.
(2015) with modifications. Initially, 1 g of the sample (in dry weight)
(extract MHG, GP or CP) was weighed and 10 mL of the ethanol/water
solution (80:20, v/v) was added. Then, the mixture was conducted in
ultrasound bath (MaxiClean, model 1600A, Brazil) at room temperature
(23 + 1 °C) for 15 min. Subsequently, the mixture was centrifuged at
3000 g/15 min at room temperature (23 + 1 °C), the supernatant was
collected, and immediately stored at —18 °C to sequentially evaluate the
total phenolic compounds, phenolic compounds profile (HPLC), mono-
meric anthocyanins and antioxidant activity (ABTS, FRAP, and ORAC
assays).

2.4.2. Total phenolic content (TPC)

The analysis was performed according to the Folin-Ciocalteu spec-
trophotometric method modified from Singleton and Rossi (1965).
Twenty microliters of the standard (gallic acid) or sample diluted with
80% ethanol (v/v), 100 pL of Folin-Ciocalteu phenol reagent solution,
and 80 pL of 7.5% (w/v) sodium carbonate solution were added into a
microplate. The reading was taken at 765 nm after 2 h of reaction in a
microplate reader (Eppendorf, model AF2200, Hamburg, Germany). The
results were expressed as mg gallic acid equivalents (GAE) per 100 g of
sample in dry weight (DW).

2.4.3. Determination of phenolic acids, flavanols, and flavonols by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)

The identification and quantification of phenolic compounds follow
the method proposed by Melo et al. (2015) only in the extracts obtained
by MHG extraction. The samples were extracted with methanol/water
solution (80:20, v/v) and the extracts were filtered (0.22 pm, poly-
tetrafluoroethylene - PTFE) before High Performance Liquid Chroma-
tography (HPLC) analysis.

Phenolic compounds were quantified in an HPLC system (Shimadzu,
Japan Co., Kyoto, Japan) equipped with LC-6AD quaternary pumps, SIL-
10AF auto injector, DGU-2A degasser, SCL-10AVP communication
module, CTO-10ASVP column oven and, SPD-M10AVP photodiode
array detector. The system was coupled to a reversed phase column
Agilent C18 ODS (5 pm; 4.6 x 250 mm). Compound phenolic extracts
aliquots (20 pL) were injected at a flow rate of 1 mL/min at 28 °C. The
mobile phase consisted of water/formic acid (99.9/0.1, v/v) (mobile
phase A) and acetonitrile/formic acid (99.9/0.1, v/v) (mobile phase B).
The gradient started with 5% of solvent B to 7% of B in 7 min, 20% of B
in 50 min, 45% of B in 70 min, 100% of B in 85 min, maintained at 100%
of B for 10 min, and decreasing to 5% of B in 100 min.

There was monitored 24 phenolic compounds. All the compounds
were compared to authentic standards (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA, 99% purity). The vanillic acid was quantified at 260 nm. Catechin,
epicatechin, epicatechin gallate, chrysin, hesperidin, hesperitin, pro-
cyanidin B1, procyanidin B2 and the gallic, ferulic, trans-cinnamic,
syringic acids were quantified at 280 nm. The coumaric acid, polydatin,
resveratrol, were quantified at 310 nm. The synapic acid were quantified
at 315 nm. The caffeic acid were quantified at 320 nm against. The
vitexin was quantified at 340 nm. Luteolin, quercetin-3-f-D-glucoside
and rutin were quantified at 350 nm. Myricetin and quercetin were
quantified at 370 nm.

2.4.4. Determination of the total monomeric anthocyanin

The total monomeric anthocyanin was evaluated according to the
differential pH methodology described by Giusti and Wrolstad (2001).
The method is based on the structural changes suffered by anthocyanin
in the pH range between 1.0 and 4.5 and can be observed by optical
spectroscopy. The extracts were diluted in 0.025 mol/L potassium
chloride buffer (KCI) (pH 1.0) and 0.4 mol/L sodium acetate buffer (pH
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4.5), with measurements conducted at 515 and 700 nm using a spec-
trophotometer UV-VIS (Bioespectro, SP-220, Brazil). The results were
expressed as mg equivalent malvidin-3-glucoside per 100 g of sample in
dry weight (DW).

2.4.5. Antioxidant activity

There is no universal assay that estimates accurately all the antiox-
idant activity of a complex system.The antioxidant activity, analyzed by
different methods, has different characteristics and mechanisms of ac-
tion. Thus, it is necessary to use at least two complementary methods to
assess the in vitro antioxidant activity of a sample. Therefore, the anti-
oxidant activity was evaluated in the GP extracts and CP from MHG
extraction using the ABTS, FRAP and, ORAC assays.

2.4.5.1. Scavenging activity of the ABTS®'. The scavenging activity of
the ABTS®" (2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) was
determined according to Re et al. (1999) with slight modifications. The
ABTS radical cation is generated prior to oxidation with persulfate so-
lution and is reduced in the presence of antioxidants, applicable to the
study of both water-soluble antioxidants, pure compounds, and food
extracts (Re et al., 1999). A total of 270 pL of the ABTS"" solution was
pipetted to a microplate and the reading was performed at 750 nm in a
microplate reader (Eppendorf, model AF2200, Hamburg, Germany).
After, 30 pL of the standard (Trolox) or extract was added, and the
absorbance at 750 nm was monitored for 15 min. The results were
expressed as mmol equivalents of Trolox (TE) per 100 g of sample in dry
weight (DW).

2.4.5.2. Ferric reduction antioxidant power (FRAP) assay. The method is
based on the capacity of the sample to reduce ferric ion (Fe3*) to ferrous
ion (Fe?"), which is complexed with TPTZ (TPTZ-Fe?"), as described by
Benzie and Strain (1996). Aliquots (20 pL) of the standard (Trolox) or
extract were pipetted into a microplate and, immediately, 180 pL of
FRAP reagent was added. The microplate was incubated at 37 °C for 30
min. The absorbance was measured at 593 nm in a microplate reader
(Eppendorf, model AF2200, Hamburg, Germany). The results were
expressed as mmol TE per 100 g of sample in dry weight (DW).

2.4.5.3. Oxygen radical absorbance capacity assay. The Oxygen Radical
Absorbance Capacity (ORAC) is based on the generation of peroxyl
radical by reacting oxygen with AAPH (2,2'-azobis dichloride (2-ami-
dinopropane)). The compound reacts with the fluorescent indicator
(fluorescein) to form a non-fluorescent product. The antioxidant activity
is assessed by inhibiting the peroxyl radical-induced oxidation through
hydrogen transfer. The analysis was performed as described by Ou,
Hampsch-Woodill, and Prior (2001). Extracts aliquots (25 pL) of the
standard (Trolox) or extract were pipetted into a microplate, added with
150 pL of fluorescein solution (0.081 pmol/L), and incubated for 10 min
at 37 °C. Subsequently, 25 pL of AAPH solution (0.152 pmol/L) was
added. The reduction of the fluorescence was measured by 90 min at
485 nm excitation and 528 nm emission in a microplate reader
(Eppendorf, model AF2200, Hamburg, Germany). The results were
expressed as mmol TE per 100 g of sample in dry weight (DW).

2.5. Proximate composition, physicochemical and mineral content
analyses of GP and CP from MHG extraction

GP and CP from the MHG extraction were lyophilized and milled to a
average particle size of 0.59 mm. The samples were evaluated for
proximate composition - dry matter, ash, crude protein (N x 6.25), total
dietary fiber (TDF), soluble fiber (SF), and insoluble fiber (IF) according
to AOAC (1995) methods. The lipid content was measured according to
the method described by Bligh and Dyer (1959).

The physicochemical analyses - Water Retention Capacity (WRC)
and Oil Binding Capacity (OBC) - were determined according to
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Femenia, Lefebvre, Thebaudin, Robertson, and Bourgeois (1997) with
slight modifications. Initially, 1 g of the sample was weighed and mixed
with 15 mL distilled water (for WRC) and 15 mL of soybean oil (for
OBCQ). After hydrating for 24 h and centrifugation (3000 g/15 min) at
room temperature (23 + 1 °C), the supernatant was discarded. The re-
sults were expressed as grams of water/oil held by 1 g of sample (DW),
respectively.

The Bulk Density (BD — g/mL) was estimated following Chau, Wang,
and Wen (2007), in a 10 mL graduated cylinder, which was filled with a
known volume of milled sample and gently tapped on the bench to
better dispose the sample.

The pH analysis was performed according to Zenebon, Pascuet, and
Tiglea (2008). The water activity (aw) was measured at 20 °C in a
previously calibrated 4TEV Aqualab® (Meter group Inc., USA) appa-
ratus, using 0.92 and 1.00 aw.

The mineral content were analyzed following methods proposed by
Malavolta, Vitti, and De Oliveira (1987). Initially, 0.5 g of the sample
were digested with 6 mL of nitro-perchloric solution (a mixture of nitric
and perchloric acid at (4:0.5, v/v) ratio in a TE-040/25 digester block
(Tecnal, Sao Paulo, Brazil). Phosphorus (P), potassium (K), calcium (Ca),
magnesium (Mg), sulfur (S), copper (Cu), iron (Fe), manganese (Mn)
and, zinc (Zn) were quantified by flame atomic absorption spectrometry
(FAAS) Analyst 3110 (Perkin Elmer, Norwalk, USA), according to
methodology. The content of boron (B) was quantified after incineration
of the sample (0.2 g), in a muffle at 550 °C for 3 h. The determination is
based on the formation of a colored complex by the reaction of boric acid
with the reagent azomethine H 0.45% (containing 1% ascorbic acid).
The results were expressed as mg/kg of sample in dry weight (DW).

2.6. Statistical analysis

The extraction experiment (MHG) was replicated three times for
each sample, and all subsequent analyzes were performed in triplicates.
One-way ANOVA was conducted for the results obtained. Means were
compared by Tukey’s test and expressed as mean + standard error.
Differences were considered statistically significant at p < 0.05.

3. Results and discussion
3.1. Extraction kinetics and power optimization

A preliminary study was carried out to determine the ideal extraction
conditions for the GP used, based on the extraction time and the yield
obtained.

In order to determine the kinetics of extraction, the volume of extract
obtained under different powers (200, 300, 400 and, 500 W) was plotted
as a function of time. The extraction curves were obtained applying to
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Fig. 2. Extraction curves of grape pomace Vitis vinifera L., cv. Merlot from
Central region (200 g). Powers evaluated (W): 200, 300, 400 and, 500, with the
extract yield profiles (mL) as a function of the grape pomace extraction time
(min) by MHG technique.
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the sample I different powers (200, 300, 400 and, 500 W) as shown in
(Fig. 2). The extraction process begins with the induction time (without
any extract recovery), it ends with the appearance of the first colored
drop of the extract. After, constant increasing in the extraction flow rate
occurs, ending with the appearance of the first colorless drop of the
extract. The end of the extraction process occus when the extract
collected became colorless thus, the extraction has broken off. The
power of 400 W (2 W/g) for 200 g of plant material was defined as
optimal because it allows extracting the entire colored fraction of the GP
(94 mL), in less than 10 min.

The atmospheric pressure and operating conditions of 2 W/g were
applied to the samples (I, II, III and IV). This extraction condition also
proved to be efficient in the preservation of the phenolic compounds
during extraction of Sargassum muticum extracts (Pérez et al., 2014).
Powers lower than 1.5 W/g are inefficient for the complete extraction of
flavonoids and powers higher than 2.5 W/g can damage phenolic
compounds (Zill-e-Huma et al., 2009). In addition, the efficient perfor-
mance of the MHG depends on the humidity of the plant material,
sample integrity, temperature and extraction time (Barba, Zhu, Koubaa,
Sant’Ana, & Orlien, 2016; Zill-e-Huma et al., 2009). The aqueous system
absorbs more energy than it can dissipate. This phenomenon increases
the temperature and induce changes in the material structure allowing
the extravasation of cellular content followed by the release of water
enriched with phenolic compounds (Caldas et al., 2018; Pérez et al.,
2014). In the present study, water was the only solvent added because, it
is a naturally abundant, easily available and is considered the greenest
solvent, as it is safe, non-toxic, non-corrosive, non-flammable and
environmentally friendly (Chemat et al., 2019).

3.2. Identification and quantification of phenolic compounds by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Seven phenolic compounds of four distinct classes were identified in
the present study: gallic, syringic and vanillic acids (hydroxybenzoic
acids), procyanidin B2 (proanthocyanidin), catechin and epicatechin
(flavan-3-ols), and quercetin (flavonol) (Table 1 and Supplementary
material). The quantified levels of phenolic compounds were lower than
those reported in GP of red cultivars (Peixoto et al., 2018), and in the
cultivars Merlot and Cabernet Sauvignon (Panceri, Gomes, De Gois,
Borges, & Bordignon-Luiz, 2013). The different quantified levels of
extractable phenolic compounds may be related to the terroir and the
enological practices to which the grapes were subjected or MHG
extraction may not released certain compounds from food matrix. From
these initial data, more detailed studies on the phenolic profile and its
relation with MHG extraction technique should be made (Melo et al.,
2015). Catechin, quercetin, and gallic, syringic and vanillic acids were
identified and quantified in all extracts obtained. Vanillic and gallic
acids have shown beneficial effects such as, antimicrobial, anti-
mutagenic and anticancer (Oliveira et al., 2013). Epicatechin was found
in all samples, except for the sample IV, and its presence should be
highlighted because it has antibacterial activity (Peixoto et al., 2018).
The total content of phenolic compounds identified and quantified in the
extracts, in the present study, ranged between samples from 4.4 to 1.1
pg/mg of extract.

Although the phenolic compounds are transferred to the must during
the winemaking process, a significant amount remains in the by-
products (Melo et al., 2015; Oliveira et al., 2013) such as hydrox-
ybenzoic acids, proanthocyanidins, flavan-3-ols, flavonols and stilbenes
(Beres et al., 2017). The compounds identified in the present study
reveal the potential of MHG for recovering phenolic compounds from
GP, with possible industrial applications and generation of products
with high added value.
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Table 1
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Identification and quantification of phenolic compounds, total phenolic content and total monomeric anthocyanin on extracts obtained by MHG extraction.

Phenolic compounds (ug/mg DW) Sample Central region

Campaign region Validation parameters

1 11 11 v LOD (pg) LOQ (ng) Linearity (Rz)
Hydroxybenzoic acids
Gallic acid 0.99 + 0.1% 0.61 + 0.0° 0.24 + 0.0¢ 0.40 + 0.0° 0.00522 0.0158 0.997
Syringic acid 0.05 + 0.04 0.12 + 0.0° 0.53 + 0.5 0.25 + 0.0° 0.000743 0.00225 0.998
Vanillic acid 0.12 + 0.0° 0.08 + 0.0° 0.15 + 0.0° 0.09 + 0.0° 0.00607 0.0184 0.999
Proanthocyanidins
Procyanidin B2 0.30 + 0.0 ND ND ND 0.00592 0.0179 0.999
Flavan-3-ols
Catechin 1.37 + 0.3° 0.23 + 0.0° 0.09 + 0.0° 0.10 + 0.1° 0.0088 0.0267 0.999
Epicatechin 0.87 + 0.1° 0.08 + 0.0° 0.07 + 0.0° ND 0.00867 0.0263 0.999
Flavonol
Quercetin 0.68 + 0.1° 0.31 + 0.0° 0.44 + 0.0°° 0.25 + 0.0° 0.00469 0.0142 0.999
TPC (mg GAE/g DW) 118.1 + 5.0° 35.4 +9.9° 8.0 £ 0.0° 26.1 + 3.3%
TMA (mg eq malvidin-3-glucosyde/g DW) 11.1 £ 0.9% 13.1 +£1.3% 4.7 £2.9° 7.3 + 0.7

Values followed by different letters on the same line differed by Tukey’s test (p < 0.05). TPC: total phenolic content; GAE: gallic acid equivalent; TMA: total monomeric
anthocyanin; DW: dry weight; LOD: limit of detection; LOQ: limit of quantification. ND: not detected. Sample I: cv. Merlot (Central region); Sample II: cv. Cabernet

Sauvignon (Central region); Sample III: cv. Merlot (Campaign region); Sample IV: cv. Cabernet Sauvignon (Campaign region).

Results are expressed as mean + standard error (n = 3).

3.3. Phenolic compounds and antioxidant activity of the extracts obtained
by MHG extraction

The Total Phenolic Content (TPC) varied between cultivars and re-
gions studied (Table 1). The highest TPC (118.1 mg GAE/g DW) was
found for the sample I, while the lowest TPC (8.0 mg GAE/g DW) was
noted for the sample III, both samples from the cultivar Merlot. The
results indicate that the origin of the pomace greatly influences the TPC.
The sample I showed higher values of TPC than those reported by Al
Bittar, Périno-Issartier, Dangles, and Chemat (2013), in the phenolic
extraction of GP by MHG (1 W/g for 20 min). This value was also higher
than that obtained by Tournour et al. (2015) in 80% ethanol extraction
of a mix of red grape cultivars for 48 h (104.1 mg GAE/g). The content
reported here was also higher than those results found by using the
conventional extraction method (Caldas et al., 2018; Panceri et al.,
2013). Moreover, the TPC content was higher when compared to the
microwave assisted extraction method and the combined ultrasound
method to liquid-solid extraction for GP (Nayak, Bhushan, Rosales,
Turienzo, & Cortina, 2018). In addition, the grape cultivars, enological
practices, and the extraction proceses can have a great influence on the
TPC values (Bender et al., 2020; Beres et al., 2017; Caldas et al., 2018).

The Total Monomeric Anthocyanins (TMA) content varied according
to the region of each cultivar. The cultivars from the Central region had
the highest TMA (11.1 and 13.1 mg eq malvidin-3-glucoside/g DW,
respectively), reaching values higher than those found in cultivars from
the Campanha region (Table 1). Bender et al. (2020), who also use
conventional extraction method and different cultivar, found lower
content than those of the present study (5.69 mg eq
malvidin-3-glucoside/g DW). In the study carried out by Al Bittar et al.
(2013), who use the MHG extraction in GP reported 4.49 mg eq
malvidin-3-glucoside/g DW in their extracts. Thus, it is possible to
consider that the geographical origin, the extraction method and the
winemaking processes influence the concentration of TMA in the ex-
tracts from GP.

The sample I extracts showed higher antioxidant activity among
cultivars and regions studied, by the FRAP and ABTS methods (p < 0.05;
Fig. 3A). Regarding the ABTS assay, the values found in the present
study were lower than those reported by Panceri et al. (2013) in the
same cultivars, demonstrating that the antoxidant activity values can
vary according to the terroir. In addition, studies have shown a positive
correlation between TPC and FRAP assay (Ferri et al., 2016; Ky, Lorrain,
Kolbas, Crozier, & Teissedre, 2014; Zhu et al., 2019), which could
explain the higher capacity to reduce Fe>* of the sample I. The ORAC
values ranged of 1318 to 336.2 mmol TE/100 g DM (Fig. 3B). Although
the ORAC assay is not usual to evaluate the antioxidant activity of
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Fig. 3. Antioxidant activity of extracts obtained by MHG extraction. A) FRAP
and ABTS methods. B) ORAC method.

Values followed by different letters differed by Tukey’s test (p < 0.05). Sample
I: cv. Merlot (Central region); Sample II: cv. Cabernet Sauvignon (Central re-
gion); Sample III: cv. Merlot (Campaign region); Sample IV: cv. Cabernet Sau-
vignon (Campaign region).

Results are expressed as mean =+ standard error (n = 3).



K.I.B. Moro et al.

extracts obtained by clean technologies, as MHG, its measurement is
important since it represents the ability to remove peroxyl radicals,
which are generated in biological oxidative processes (Ou et al., 2001).
The sample I also showed the highest peroxyl radical scavenging activity
(1318 mmol TE/100 g DW), followed by samples IV (572.5 mmol
TE/100 g DW), II (522.2 mmol TE/100 g DW) and III (336.2 mmol
TE/100 g DW). The ORAC and FRAP methods have been related with a
greater reduction in the activation of NF-kb, which is a mediator of in-
flammatory responses (Camargo et al., 2019). Therefore, MHG extrac-
tion is shown to be an important method to recover phenolic compounds
from GP with significant phenolic content and antioxidant activity,
which can be incorporated into the human diet and promote promising
health effects.

3.4. Total phenolic compounds and antioxidant activity of GP and CP

Regarding the ethanol/water extracts (80% v/v), from GP and CP,
the TPC varied between the cultivars studied showing significant dif-
ferences (p < 0.05) (Table 2). The results for GP ranged of 5706 to 1517
mg GAE/100 g DW and 4992 to 2261 mg GAE/100 g DW for CP, values
higher than those reported by Lingua, Fabani, Wunderlin, and Baroni
(2016), in the same cultivars. For the sample I, the TPC was most
expressive (5706 and 4992 mg GAE/100 g DW, GP and CP, respectively)
in both by-products, showing that although the GP was submitted to the
winemaking process and the MHG extraction, a significant fraction of
TPC remained in the CP. This suggest that some phenolic compounds
may be linked to the matrix or have not migrated to the colored extract,
since the extraction was interrupted with the appearance of the first
colorless drop of the extract, thus, remaining in CP.

The sample I showed higher anti-radical activity by the FRAP method
(Fig. 4A), with values ranging of 41.9 to 37.2 mmol TE/100 g DW for GP
and CP, respectively. By the ORAC assay, the extraction process showed
no significant differences between GP and CP, except from the sample III
(p < 0.05; Fig. 4C). The highest ORAC values of GP and CP (444.7 and
446.2 mmol TE/100 g DW, respectively) from the sample I showed the
highest bioactive potentitable al, similar to those reported by Caldas
et al. (2018) for GP extracts from red cultivars and higher than those
showed by Bender et al. (2020), in the Malbec cultivar. The high

Table 2
Influence of MHG extraction on the total phenolic content and total monomeric
anthocyanin of grape pomaces and co-products.

Sample  Grape Co-product
pomace
TPC (mg GAE/100g DW) I 5706 + 76.0% 4992 + 16.8%
A B
hi§ 3549 + 13.4> 3642 + 1.2
B
I 1517 + 422 2261 + 8.4%
B
v 3754 + 57.9> 3979 + 47.7>
B A
TMA (mg eq malvidin-3-glucoside/ I 396.2 + 6.4% 318.8 + 0.3%
100g DW) A B
i 365.8 + 1.7>  289.0 +
A 11 .Zb‘B
11 90.2 +9.4%A  87.6 + 1.3%A
v 349.8 + 218.5+8.1%8
15.7>4A

Values followed by different lower case letters in the same column indicate
differences between them and values followed by different upper case letters in
the same row, differing by Tukey’s tests (p < 0.05). TPC: total phenolic content;
GAE: gallic acid equivalents; TMA: total monomeric anthocyanin; DW: dry
weight. Sample I: cv. Merlot (Central region); Sample II: cv. Cabernet Sauvignon
(Central region); Sample III: cv. Merlot (Campaign region); Sample IV: cv.
Cabernet Sauvignon (Campaign region).

Results are expressed as mean =+ standard error (n = 3).
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Fig. 4. Antioxidant activity of winemaking by-products, grape pomace and co-
product, from Merlot and Cabernet Sauvignon cultivars. A) FRAP method. B)
ABTS method. C) ORAC method.

Values followed by different letters differed by Tukey’s test (p < 0.05). Sample
I: cv. Merlot (Central region); Sample II: cv. Cabernet Sauvignon (Central re-
gion); Sample III: cv. Merlot (Campaign region); Sample IV: cv. Cabernet Sau-
vignon (Campaign region).Results are expressed as mean + standard error (n
= 3).

antioxidant potential of CP is of great interest as peroxyl is a biologically
relevant radical, in addition to being the prevalent free radical in human
body (Prior, 2015). Thus, like GP, CP can be incorporated into food
matrices enabling the development of healthy products and with po-
tential benefits to the human health. Regarding the ABTS method, no
significant differences were observed between regions and cultivars (p
< 0.05; Fig. 4B). The ABTS values found were lower than those reported
by Bennemann et al. (2018), for the same cultivars. The antioxidant
activity of GP and CP suggests that the phenolic compounds present in
the by-products showed significant scavenging free radical capacity and,
therefore, are promising sources of primary antioxidant agents, of great
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importance for the food industry (Bennemann et al., 2018). In addition,
it was possible to determine that the antioxidant activity from both GP
and CP was relevant considering the mechanism of reaction through
hydrogen atom transfer when compared to electron transfer (Beres et al.,
2019), as measured by ORAC, ABTS and, FRAP assays, respectively.

The results from GP and CP by different methods of anti-radical ac-
tivity expressed variation, which suggests that the phenolic compounds
of these by-products can exert this activity through different mecha-
nisms, depending on the polarity of the reaction medium (Melo et al.,
2011). The findings for CP should be highlighted since it showed an
anti-radical capacity similar to GP, making feasible to include this
by-product in human food, as an alternative for nutritional enrichment.

The total monomeric anthocyanin (TMA) ranged of 396.2 to 90.2 mg
equivalent of malvidin-3-glucoside/100 g DM for GP (Table 2). The GP
from samples I, II and IV showed the highest levels of TMA regardless of
the cultivar and region. On the other hand, for the cultivar Merlot,
higher TMA content was found for the Central region compared to the
Campaign region. The results for the Campaign region are in agreement
to Bennemann et al. (2018), who observed higher levels of TMA in the
cultivar Cabernet Sauvignon compared to the cultivar Merlot.

In general, only 30% of the phenolic compounds are transfer to the
wine during the winemaking, thus, remaining an expressive amount of
the phenolic compounds in the GP after processing (Beres et al., 2017).
However, the anthocyanins transfer from grapes during this process
tends to be more efficient (Melo et al., 2015), since low amounts of
anthocyanins remain in the GP in this study. Although submitted to the
MHG extraction, the TMA content for CP was similar to GP, with values
between 318.8 and 87.6 mg equivalent of malvidin-3-glucoside/100 g
DW. The CP showed lower values compared to GP and, samples from the
Central region showed higher TMA content compared to the Campaign
region (Table 2). Anthocyanins have recognized beneficial effects in
human health such as antioxidant substances, antimicrobials and
capable of eliminating reactive oxygen species (Caldas et al., 2018;
Rockenbach et al., 2011). The stability of monomeric anthocyanins is

Table 3
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influenced by intrinsic and extrinsic factors of the medium. Thus, the CP
had lower TMA values possibly due to the heat to which it was subjected
in the MHG system. However, expressive levels of anthocyanins are still
present in CP enabling to use this by-product as a source of antioxidant
agents.

3.5. Proximate composition, physicochemical and mineral content
properties of GP and CP from MHG extraction

The ash content was significant different in GP and CP (p < 0.05), for
regions and cultivars studied (Table 3). The Merlot cultivar from the
Central region showed lower values than Campaign region. However, a
different behavior was observed for the Cabernet Sauvignon cultivar.
According to Bender et al. (2016), changes in ash content may be
associated with the cultivar, mineral availability in the soil, climate,
irrigation, grape sanitary state at harvest time, among other factors.

The MHG extraction affected significantly the protein content for
Merlot (Central region) and Cabernet Sauvignon (Campaign region)
(Table 3). This constituent was the second largest component from GP.
Lipid content was different in cultivars from the Central region (p <
0.05). However, the content was higher in CP from Campaign region
than GP. Lipid content presents in winemaking by-products ranges of
10-20% and is associated with the presence of seeds (Bender et al.,
2016). The main constituent of GP was dietary fiber (soluble and
insoluble) and the content ranged between cultivars and regions studied.
The GP and CP showed similar content, which demonstrate that the
MHG extraction does not change the fibrous matrix and acts on the
aqueous fraction (Zill-e-Huma et al., 2009), maintaining the cellular
structure of winemaking by-products. Dietary fiber has been recognized
by its physiological effects on the human organism (Benitez, Molla,
Martin-Cabrejas, Aguilera, & Esteban, 2017). Thus, even after the MHG
extraction, the CP has similar potential to GP for using in the develop-
ment of products rich in dietary fiber.

In the winemaking by-products, the physicochemical properties

Proximate composition and physicochemical parameters of grape pomaces and co-products.

Central region

Campaign region

I i 11 v
GP cP GP cP GP cp GP cP

Proximate composition (g/100 g DW)
Ash 7.3 £ 0.6¢ 3.7 £0.1° 10.3 +0.3° 9.1+ 0.2 10.4 + 0.0° 11.8 +0.3° 8.6 + 0.2° 4.4 £0.0°
Crude protein 12.1 + 0.2° 10.8 + 0.2¢ 11.9 + 0.2° 12.1 + 0.2° 14.3 +0.2° 14.9 + 0.1 14.4 + 0.2° 13.6 + 0.2°
Fat 11.7 +£ 0.1° 11.7 + 0.4 8.2+ 0.3 8.4 + 0.4% 8.5 + 0.5% 9.8 +0.1% 9.4 + 0.3 10.9 + 0.2%°
Total dietary fiber 69.1 + 1.9° 76.0 + 1.9% 63.8 +1.3° 63.8 +1.3° 60.5 + 1.5¢ 62.2 + 1.4%¢ 53.5 + 2.2° 69.3 + 2.8°

Insoluble fiber 63.7 + 1.5° 70.4 + 1.4 58.6 + 1.2° 57.4 + 1.4° 55.5 + 1.5¢ 57.3 + 1.4° 49.8 +2.1° 64.9 + 2.6"

Soluble fiber 5.4 +1.3% 5.6+ 1.2° 5.3 +0.3% 6.4 +1.2° 5.0 £ 0.4 4.9+ 0.3° 3.7 £0.7% 45+0.2°
Physicochemical analyses
WRC (g/g DW) 3.7 £ 0.0° 3.5+ 0.1¢ 4.4+0.1° 4.2 + 0.0° 4.1 +0.1% 4.2 4+ 0.0° 4.2 £ 0.0% 3.8 £0.1%¢
OBC (g/g DW) 3.0 + 0.0% 2.8 +0.1%° 3.2+0.1° 3.1+ 0.0° 3.1+0.1° 3.1+ 0.0° 3.4 + 0.06° 2.4 +0.3°
BD (g/mL) 0.4 + 0.0 0.4 + 0.0% 0.4 + 0.0% 0.4 +0.0° 0.4 + 0.0° 0.5 + 0.0° 0.4 + 0.0¢ 0.5 £ 0.0
pH 3.9 + 0.0% 3.9 + 0.0 3.6 + 0.0 3.7 + 0.0° 3.8 + 0.0 3.8 + 0.0%¢ 3.7 + 0.0% 3.8 + 0.0%
aw 0.4 + 0.0° 0.2 + 0.0 0.4 + 0.0° 0.2 4+ 0.0° 0.3 +0.04 0.2 + 0.0f 0.6 + 0.0 0.5 £ 0.0°
Macrominerals (mg/kg DW)
Phosphor 3511 + 0.0° 3222 + 0.0° 3167 + 0.1 2905 =+ 0.08 4131 + 0.0° 3823 + 0.1° 3354 + 0.1¢ 2820 + 0.0"
Potassium 21101 + 0.0° 18470 + 0.1" 33004 + 0.1° 20858 + 0.1° 64523 + 0.2° 29164 + 0.0¢ 31438 + 0.0° 20384 + 0.0¢
Calcium 5729 + 0.0% 5352 + 0.1% 3778 + 0.0°° 3660 + 0.2% 4238 + 0.1° 4405 + 0.1 5630 + 0.1% 4485 + 0.0%°
Magnesium 1061 + 0.1° 881.5 + 0.1¢ 589.2 + 0.18 545.3 + 0.1 851.8 + 0.1° 974.3 + 0.1° 888.4 + 0.3° 710.6 + 0.2
Sulfur 1156 + 0.1° 1186 + 0.2° 1231 +0.1¢ 1185 + 0.1° 1884 + 0.0° 1493 + 0.0° 2232 + 0.1% 387.8 £ 0.18
Microminerals (mg/kg DW)
Boron 38.8 + 0.0° 38.8 +0.1° 32.6 + 0.0 29.1 + 0.08 68.3 + 0.0° 58.9 + 0.0° 51.3 + 0.0° 46.4 + 0.0¢
Copper 33.1 + 0.0 37.1 +0.0° 53.0 + 0.1° 46.2 +0.1d 76.0 + 0.0° 75.6 + 0.0° 76.6 + 0.0° 64.6 + 0.0°
Iron 45.8 + 0.0° 52.0 + 0.2° 46.3 + 0.0° 42.4 £ 0.0¢ 57.5 + 0.0 57.2 + 0.1 59.5 + 0.0° 49.7 +0.1°
Manganese 73.1 + 0.0° 67.5 + 0.0° 25.3 + 0.0° 23.9 + 0.0° 43.6 +0.1° 43.4 4 0.0° 42,6 +0.1° 36.1 + 0.0¢
Zinc 24.8 +0.1° 18.9 + 0.2 21.5 + 0.0° 17.0 +0.2¢ 28.1 + 0.0° 29.9 + 0.3 20.0 + 0.3° 14.0 + 0.1¢

Values followed by lower case letters indicate differences between samples (grape pomace and co-product) by Tukey’s test (p < 0.05). Sample I: cv. Merlot (Central
region); Sample II: cv. Cabernet Sauvignon (Central region); Sample III: cv. Merlot (Campaign region); Sample IV: cv. Cabernet Sauvignon (Campaign region).
GP: grape pomace; CP: co-product; WRC: water retention capacity; OBC: oil binding capacity; BD: bulk density; aw: water activity; DW: dry weight.

Results are expressed as mean =+ standard error (n = 3).
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were significant different between cultivar and origin, only for the CP of
the sample IV (Table 3). However, Sheng et al. (2017) reported similar
values for WRC. The WRC is related to the chemical structure of poly-
saccharides, porosity, particle size, and pH (Elleuch et al., 2011). In GP
and CP, this property may be related to the high dietary fiber content. In
addition to increasing nutritional value, this characteristic enables the
technological use in food products by modifying their viscosity and
texture of products (Chau, Chen, & Lin, 2004). Sheng et al. (2017) found
higher OBC and BD than found is this study. The OBC is dependent on
bulk density, as particles with lower bulk density have larger surface
area, allowing oil binding (Benitez et al., 2017). The physicochemical
property of OBC is related to its use for stabilizing high-lipid products,
such as meat derivatives (Elleuch et al., 2011).

The pH value found for GP and CP was lower than 4.0 (Table 3),
which is consistent whit an acidic food (Azeredo et al., 2012), with lower
susceptibility for microbial spoilage. Furthermore, the emission of
electromagnetic waves during the MHG extraction reduced the micro-
biological load of this by-product and, consequently, the risk of micro-
organism development, even being a nutrient-rich substrate (Heck et al.,
2020).

In foods with a low water activity (aw < 0.6), there is no microor-
ganism growth, although they can survive under these conditions
(Azeredo et al., 2012). The winemaking by-products may be classified as
low aw for showing values lower than 0.6 (Table 3). The CP of all cul-
tivars and regions studied had low aw, even though differences from
each other were observed. This fact becomes relevant for using these
ingredients in food formulations since have a lower susceptibility for
microbial development. Its determination describes the degree of
availability of the molecule to act as a solvent and participate in
chemical and biochemical reactions (Azeredo et al., 2012).

The mineral content of GP is associated with the cultivar’s
geographical origin, since it is associated with the soil type, edaphocli-
matic factors, wine practices and the winemaking process (Beres et al.,
2019; Garcia-Lomillo & Gonzdlez-SanJosé, 2017). The grape varieties
do not differ in their mineral content (Table 3). However, a variation
between GP and CP was observed in response to the MHG extraction
process. Among the macronutrients, the main element found in GP and
CP was potassium (64523 and 29164 mg/kg DW, respectively), were GP
presented higher levels in relation to CP. The second major constituent
found was calcium (GP: 5729 and CP: 5352 mg/kg DW), followed by
phosphorus (GP: 4131 and CP: 3823 mg/kg DW). The elements potas-
sium, phosphorus, sulfur and magnesium are mobile in the plant and
during the ripening of the grape concentrate mainly in the peel (Gar-
cia-Lomillo & Gonzalez-SanJosé, 2017).

The oxidation processes, color changes and stability of wines corre-
late with the micronutrients present (Panceri et al., 2013). The results
for B, Cu, Fe, Mn and Zn contents (Table 3), show that the relationship
between GP and CP vary little in micronutrient content. The sample I
showed a higher Mn content, on the other hand, samples III and IV had
higher Fe and Cu contents.

According to Beres et al. (2019), around 60% of the world population
has Fe deficiency and has a poor diet in Zn because of its low bioavail-
ability. Here we show that CP, a product obtained after the MHG
extraction process, has considerable Fe and Zn content and has the po-
tential to be incorporated into food products for mineral supplementa-
tion purposes. The mineral content of food is not only restricted by
technological issues, but also because they perform fundamental func-
tions in the human organism, such as bone formation and teeth, enzy-
matic structuring, renal performance, cardiac regulation, nerve
signaling, hormonal and immune balance, among others (Beres et al.,
2019).

3.6. Feasibility and application of the method

The MHG extraction method is clearly advantageous and our study
proves that in less than 10 min of irradiation it is possible to obtain
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satisfactory extraction results. Conventional extractions mostly require
the use of organic solvents, long extraction periods and the solvent
evaporation. The method proposed here is a clean method and it fits the
principles of green chemistry as it does not require the use of organic
solvents and, meets the consumer demand for healthier food products
with a natural character. In addition, we demonstrate that the remaining
by-product of this process, the CP, has relevant physicochemical and
technological properties, being a potential ingredient in the food in-
dustry. The extract obtained, can be incorporated in food formulations
with the objective of phenolic enrichment, since it is a source rich in
phenolic compounds and with significant antioxidant activity. We thus
promote a complete recovery of the most significant by-product in the
wine chain. Moreover, the MHG has already been tested in semi-
industrial scale and provided very promising results with higher total
phenolic compounds content yield when compared to the laboratory
scale (Périno, Pierson, Ruiz, Cravotto, & Chemat, 2016). Therefore, this
method can be adapted and transferred on a large scale to reuse GP,
reducing environmental and economic impacts and promoting benefi-
cial effects on human health.

4. Conclusions

Microwave Hydrodiffusion and Gravity extraction is able to achieve
satisfactory results in the extraction of phenolic compounds from GP, the
main by-product of the wine chain in addition to meeting the principles
of green chemistry. In our study, for the first time the technique was
applied to GP and it was possible to extract 118.1 mg GAE/g of total
phenolic compounds from 200 g of plant material (GP) subjected to 2 W/
g. In addition, the remaining residue (CP) maintained significant phys-
icochemical, technological and antioxidant properties, offering to the
food processing industries opportunities to meet the demand for healthy
food products with high added value. The results demonstrate that, in
the optimized extraction condition, it is possible to obtain sustainable
and fast production of phenolic compounds and CP from GP. Thus, pilot
large-scale studies need to be carried out to adapt and dimension the
MHG extraction to the food industry. Furthermore, research should be
perform aiming the stability and biovailability of the phenolic compunds
present in the extracts, for later incorporation into food products. In
addition, the CP can be incorporated individually or together with the
extract, in food products such as breads, cakes, cookies, snacks, cereal
bars, etc. Therefore, enabling a complete recovery of the GP and
allowing the development of natural and healthy products.
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Figure S1. HPLC-DAD chromatograms of MHG extract. Sample I: cv. Merlot (Central region).
Numbers refer to the phenolic compounds, identified as: 1 — Gallic acid, 2 — Catechin, 3 — Vanillic

acid, 4 — Syringic acid, 5 - Procyanidin B2, 6 — Epicatechin, 7 — Quercetin.
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Figure S2. HPLC-DAD chromatograms of MHG extract. Sample II: cv. Cabernet Sauvignon
(Central region). Numbers refer to the phenolic compounds, identified as: 1 — Gallic acid, 2 —

Catechin, 3 — Vanillic acid, 4 — Syringic acid, 5 — Epicatechin, 6 — Quercetin.
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Figure S3. HPLC-DAD chromatograms of MHG extract. Sample I11: cv. Merlot (Campaign region).
Numbers refer to the phenolic compounds, identified as: 1 — Gallic acid, 2 — Catechin, 3 — Vanillic

acid, 4 — Syringic acid, 5 — Epicatechin, 6 — Quercetin.
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Figure S4. HPLC-DAD chromatograms of MHG extract. Sample IV: cv. Cabernet Sauvignon
(Campaign region). Numbers refer to the phenolic compounds, identified as: 1 — Gallic acid, 2 —

Catechin, 3 — Vanillic acid, 4 — Syringic acid, 5 — Quercetin.
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53 MANUSCRITO 1 - Efeito da combinacdo de diferentes agentes carreadores na
microencapsulacéo de polifendis do bagago de uva (Vitis vinifera L. ‘Merlot’) usando o método

de secagem por pulverizagédo

Esta é uma versdo pré-revisdo por pares de um artigo configurado nas normas do periédico
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Resumo

Este trabalho tem como objetivo investigar diferentes combinagfes de agentes carreadores,
maltodextrina (MD) e goma arabica (GA) combinados com hi-maize (HM) e inulina (IN) na
microencapsulacao de polifendis, extraidos a partir do bagaco de uva (Vitis vinifera L. ‘Merlot’)
em micro-ondas de hidrodifuséo e gravidade (MHG). Sendo que, a técnica de secagem por
pulverizacdo, foi utilizada com o propdsito de, prolongar a estabilidade de armazenamento e
biodisponibilidade destes compostos. A eficiéncia de encapsulacdo dos polifenois variou de
95,9 a 97,4%. Micrografias eletronicas de varredura mostraram formas lisas, esféricas e sem
fissuras nas superficies e o espectro FT-IR indicou picos caracteristicos de polifendis. As
microcépsulas apresentaram caracteristicas adequadas para armazenamento, como baixa
atividade de agua (0,045 a 0,078), higroscopicidade (10,2 a 12,9%) e umidade (1,8 a 2,1%) e
granulometria inferior a perceptivel sensorial (7,4 a 11,4 um). A associagdo de MD, GA e HM
apresentou a menor perda de compostos antocianicos em todas condi¢des de armazenamento
(6,5% em temperatura ambiente, 3,7% sob refrigeracédo e 2% sob congelamento) e, a meia-vida
mais longa (1233 dias em temperatura ambiente, 2240 dias sob refrigeracdo e 4088 dias sob
congelamento). Além disso, a microencapsulacdo favoreceu a retencdo de compostos
antocianicos e melhorou a liberagéo prolongada de antocianinas na digestdo gastrointestinal
simulada. Esses resultados sdo achados importantes quanto a qualidade, preservacdo e ao
aumento da vida de prateleira dos polifendis do bagaco de uva, dada a instabilidade desses

compostos, e aumentam a possibilidade de utiliza-los como ingredientes funcionais.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial - Maltodextrina - Goma arabica - Hi-maize - Inulina

Compostos fendlicos.
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1. Introducéo

A grande demanda por alimentos tem por consequéncia a geracdo de expressivos volumes
de residuos agroindustriais, originando a necessidade de reaproveitar os subprodutos (Vital et
al., 2018). Aproximadamente 80% da producdo mundial de uva destina-se a fabricacdo de
vinhos e derivados e, consequentemente, grandes volumes de residuos sdo gerados (Beres et
al., 2017; Gruz et al., 2013), sendo o bagago o principal subproduto. O bagacgo de uva, representa
cerca de 25% (m/m) do peso das uvas processadas atingindo mais de 9 milhGes de toneladas
anuais (Sirohi et al., 2020). Constituido principalmente de cascas, sementes e residuos de polpa
(Muhlack et al., 2018), é uma fonte rica em polifendis que possuem varios efeitos bioldgicos
benéficos (Moreno et al., 2018; Tolun et al., 2020), como atividades anti-inflamatorias (Maurer
et al.,, 2019), antiprofilerativas (Jara-Palacios et al., 2015; Martins et al., 2020) e
antimicrobianas (Silva et al., 2018). Estima-se que, aproximadamente, 70% do contedo de
polifendis permanecem no bagaco de uva apds o processamento (Antoni¢ et al., 2020; Beres et
al., 2017; Romanini et al., 2021). Contudo, a recuperacdo de polifendis do bagago de uva
geralmente € onerosa, dispende muito tempo e € ambientalmente agressiva. Deste modo 0s
métodos de extracdo verde se apresentam-se como alternativas sustentaveis e ambientalmente
corretas para agregar valor e possibilitar seu uso como fonte de biomoléculas (Moro, Bender,
da Silva, et al., 2021).

Dentre as tecnologias de extracéo, a que utiliza extragcdo por micro-ondas de hidrodifuséo e
gravidade (MHG) representa uma tecnologia eficiente, econdmica e verde. O MHG produz
micro-ondas com controle de temperatura preciso, evitando gradientes e a degradacao térmica
dos compostos de interesse (Moro, Bender, da Silva, et al., 2021). Com a vantagem de néo
requerer a adicdo de solventes, promove extratos seguros e de qualidade em um curto espacgo
de tempo (Moro, Bender, Ferreira, et al., 2021). Assim, 0s extratos obtidos a partir do MHG
apresentam grande potencial para a industria alimenticia e/ou farmacéutica e podem ser
incorporados em diversos produtos.

Para manter a bioatividade dos polifendis, é importante protege-los por serem suscetiveis a
degradacéo, oxidacéo e polimerizagcdo (Romanini et al., 2021; Tolun et al., 2020). As ligacoes
insaturadas na estrutura molecular dos polifendis e a forte atividade antioxidante os tornam
sensiveis a luz, variagdes de calor e pH, atividades enzimaticas, presenca de ions metalicos e
oxigénio (Ballesteros et al., 2017; Yamashita et al., 2017). Deste modo, as técnicas de
microencapsulacdo apresentam-se como uma alternativa para contornar este problema
oferecendo estabilidade e biodisponibilidade aos polifendis (Aizpurua-Olaizola et al., 2016;
Gharsallaoui et al., 2007; Tolun et al., 2020).
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O método de microencapsulacéo de secagem por pulverizacdo ¢ um dos mais empregados
pois, permite a produgdo continua com processos econdmicos e facilmente incorporados na
industria (Moro, Bender, da Silva, et al., 2021; Tolun et al., 2020). Para obter o encapsulamento
e estabilidade desejavel de microcapsulas é necessario realizar uma selecdo apropriada do
método de encapsulamento e do agente carreador pois, sdo operacfes independentes (Aguiar et
al., 2016; Ribeiro et al., 2019). Os agentes carreadores devem possibilitar a liberagdo
satisfatoria, serem atoxicos e ndo apresentarem reatividade com o agente ativo (Favaro-
Trindade et al., 2008). Polissacarideos, como maltodextrina (MD) com diferentes equivalentes
de dextrose e goma arabica (GA), sdo amplamente utilizados como agentes carreadores, devido
ao menor custo e baixa viscosidade (Aguiar et al., 2016; Labuschagne, 2018; Li et al., 2018).
Os amidos também podem ser empregados em processos de microencapsulacdo, dentre eles o
hi-maize (HM) vem sendo empregado na microencapsulacao de polifenois (Nunes et al., 2018;
Rosa et al., 2019, 2021). A inulina (IN) é uma mistura de polissacarideos formados por cadeias
de frutose unidas por ligagdes B-(2-1) com uma unidade terminal de glicose, ela vem sendo
utilizada na microencapsulacdo e demonstra resultados promissores além de possuir beneficios
fisiolégicos e propriedades funcionais (Araujo-Diaz et al., 2017; Leyva-Porras et al., 2017;
Rosa et al.,, 2021). No entanto, um agente carreador dificilmente apresenta todas as
caracteristicas necessarias, por isso, uma combinacdo adequada é uma alternativa que pode
compensar os defeitos e/ou limitagcGes de um Unico agente carreador (Kuck & Norefia, 2016; Li
etal., 2018).

A microencapsulacdo de polifendis provenientes de residuos vitivinicolas vem sendo
investigada (Aizpurua-Olaizola et al., 2016; Davidov-Pardo et al., 2013; Kalusevi¢ et al., 2017;
Kuck et al., 2017; Moreno et al., 2018; Prozil et al., 2012; Tolun et al., 2020), no entanto, poucos
trabalhos estdo combinando os principios da “quimica verde”, na etapa de extracdo, com
posterior microencapsulacdo. A aplicacdo de técnica verde MHG em bagaco demonstrou
excelentes resultados quanto aos volumes de polifendis recuperados, integridade dos compostos
e tempo de processamento (Moro, Bender, Ferreira, et al., 2021). Por serem compostos
passiveis de degradacgdo existe a demanda de estabelecer um método de conservacao eficiente
dos compostos presentes no extrato recuperado do bagago de uva em MHG. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a microencapsulacdo de polifendis do bagaco de uva, obtido em MHG,
utilizando diferentes combinacdes de agentes carreadores. Em particular, avaliamos os efeitos
de quatro combinagdes de agentes carreadores e comparamos a estabilidade das microcapsulas
em diferentes temperaturas de armazenamento, suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e

antioxidantes.
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2. Materiais e métodos

2.1 Materiais e reagentes microencapsulantes

Para produzir as microcapsulas, foram utilizados os seguintes agentes carreadores:
Maltodextrina MOR-REX® 1910 DE-20 (Ingredion, Sdo Paulo, Brazil), goma arabica
(Contemporary Chemical Dynamics, S&o Paulo, Brazil), hi-maize® 260 (Ingredion, S&o Paulo,
Brazil) e inulina (Metachem, Sao Paulo, Brazil). Os produtos quimicos usados na determinacéo
do conteudo fendlico total foram carbonato de sédio P.A (Sigma-Aldrich, France), reagente
Folin-Ciocalteau P.A e acido gélico P.A (Contemporary Chemical Dynamics, S&o Paulo,
Brazil). Para determinar o teor de antocianina total, cloreto de potéassio (Riedel-de Haén,
France), acetato de sddio trihidratado (Sigma-Aldrich, France) e acido cloridrico (Riedel-de
Haén, France) foram usados para preparar as solugdes tampao em agua destilada. Produtos
quimicos usados no ensaio de atividade antioxidante foram: Trolox P.A (&cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametil-croman-2-carboxilico), AAPH P.A (dicloreto de 2,2’-azobis (2-
amidinopropano)) adquiridos da Sigma-Aldrich e fluoresceina sdédica P.A (P.M.: 376,27)
adquirida da Neon (Suzano, Sao Paulo, Brazil). As enzimas digestivas pepsina, pancreatina e
sais biliares bovinos utilizadas para os ensaios de condigdes gastrointestinais simuladas foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (S& Paulo, Brazil). Todos os outros solventes orgéanicos

utilizados no estudo foram de grau analitico.

2.2 Material do nucleo (bagaco de uva)

Neste trabalho, foram utilizados subprodutos (cascas e sementes) de uvas tintas ‘Merlot’
(Vitis vinifera L.) da producdo de vinho, fornecidos pela Vinicola Velho Améancio (Itaara, RS,
Brazil). Apds a conclusdo do processo de vinificacdo, o bagaco de uva foi prensado, coletado,
fracionado (200 g) e armazenado em sacos de polietileno de baixa densidade a -18 + 0,1 °C,

para posterior utilizacdo nos experimentos de extracao.

2.3 Preparacdo do material do nucleo (agente ativo)

A extracdo por MHG dos polifendis do bagago de uva foi realizada em equipamento de
micro-ondas NEOS-GR multimodo (Milestone, Bergamo, Italy) com frequéncia de 2450 MHz
e poténcia maxima de 900 W. O procedimento MHG foi realizado a pressdo atmosférica em
um vaso de extracdo de material Pyrex com capacidade de 1,5 L. Duzentos gramas de amostra
foram previamente umidificadas com 40 mL de agua destilada e homogeneizadas até absor¢éo

completa do liquido ao material vegetal e posteriormente submetida ao MHG sob poténcia de
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2 W g. As condicBes de extragdo foram definidas em um estudo anterior sobre a otimizag&o
de extracdo de polifenois do bagaco de uva (Moro, Bender, Ferreira, et al., 2021). Os compostos
liberados do material vegetal foram drenados por gravidade através de um condensador externo
a cavidade do micro-ondas e coletados em um baldo especifico (aproximadamente 95 mL de
extrato, para cada 200 g de bagago de uva). O extrato polifendlico do bagaco de uva foi
armazenado em frascos &mbar e mantido a — 18 + 0,1 °C até o processo de secagem por
pulverizacgdo, realizado no dia posterior a extracdo. Um esquema do processo MHG pode ser

observado na Fig. 1A.

A) Preparagdo do material do nicleo B) Secagem por pulverizagido Q) Microcapsulas
(agente ativo) |
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Fig. 1 A) Representacdo esquematica do processo de extracdo dos polifendis do bagaco da uva por micro-ondas
de hidrodifusdo e gravidade (MHG). Adaptado de Moro, Bender, Ferreira, et al. (2021). B) Representacao
esquematica do processo de secagem por pulverizacdo. Adaptado de Moro, Bender, da Silva, et al. (2021). C)
Fotografia das microcapsulas de extrato do bagaco de uva obtidas em secagem por pulverizagdo utilizando quatro
combinagdes diferentes de agentes carreadores: Tratamento padrao (S): maltodextrina DE20 10% e goma arabica
10%; Tratamento T1: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e hi-maize 5%; Tratamento T»: maltodextrina
DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e inulina 5%; e Tratamento T3: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%,

hi-maize 2,5% e inulina 2,5%.

2.4 Preparacdo do material microencapsulante

Microcépsulas do extrato obtido do bagago de uva foram preparadas usando a secagem por
pulverizagdo com diferentes agentes carreadores. Maltodextrina DE20, goma arabica, hi-maize
(amido resistente) e inulina, foram utilizados como agentes carreadores para uma concentracéo
final de 20% (p/v). Os tratamentos foram denominados como: tratamento padrdo (S),
maltodextrina DE20 10% mais goma arabica 10%; tratamento T1, maltodextrina DE20 7,5%,

goma arabica 7,5% e hi-maize 5%; tratamento T, maltodextrina DE20 7,5%, goma arébica
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7,5% e inulina 5% e tratamento T3, maltodextrina DE20 7,5%, goma arébica 7,5%, hi-maize
2,5% e inulina 2,5%. (Tabela 1).

Tabela 1 Composicdo dos agentes carreadores da microencapsulacdo, tratamento padréo (S),
T1, T2 e T3, aplicados ao extrato do bagaco de uva obtido por micro-ondas de hidrodifusdo e
gravidade (MHG).

Tratamentos
Agentes carreadores (%)

S T T2 T3
Maltodextrina DE20 10 7,5 7,5 7,5
Goma ardbica 10 7,5 7,5 7,5
Hi-maize - 5 - 25
Inulina - - 5 25
Total 20% 20% 20% 20%

Para o preparo da solucdo de alimentacdo, os agentes carreadores foram solubilizados no
extrato do bagaco de uva (200 mL). A solubilizacdo foi realizada com barra de agitacdo
magnética (2mm x 7 mm/300 rpm) durante 10 minutos antes de alimentar o secador por
pulverizacdo. O extrato polifendlico do bagagco de uva sem qualquer agente carreador foi
congelado (-18 £ 0,1 °C) e denominado de extrato livre/puro, e foi utilizado para fins de

comparacao com as microcapsulas produzidas.

2.5 Secagem por pulverizacao

O processo de microencapsulacdo foi realizado em um secador de pulverizacdo de escala
laboratorial (MSD 1.0 Labmaq, Séo Paulo, Brazil), com temperatura operacional de entrada de
140 °C e a temperatura de saida de 55 + 2 °C. As solucGes foram introduzidas continuamente
na cAmara de secagem usando uma bomba peristaltica com taxa de alimentacéo de 0,8 L h™,
taxa de fluxo de ar de secagem de 40 L h™, presso do ar de 1,5 MPa e bico de alimentagdo de
1,2 mm. A temperatura da solucéo de alimentacdo foi mantida constante a 20 °C e sob agitacédo
durante o processo de secagem. As microcapsulas obtidas foram coletadas na base do ciclone
em frasco ambar, transferidas para frascos estéreis e armazenadas na auséncia de luz. Um

esquema do processo de secagem por pulverizacdo pode ser observado na Fig. 1B.
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2.6 Eficiéncia e rendimento da microencapsulagdo

A eficiéncia de encapsulacdo foi determinada de acordo com Yinbin et al. (2018), definida
pela Eq. (1) como a razdo entre os fendlicos microencapsulados e de superficie no produto seco
por pulverizacdo. O método Folin-Ciocalteu descrito por Singleton & Rossi (1965), conforme
descrito na Se¢do 2.12.2, foi usado para determinar o conteudo fenolico total (TPC) das
microcépsulas. Para esta avalia¢do, as microcapsulas foram rompidas de acordo com o método
proposto por Tolun et al. (2016), descrito na Secdo 2.10. A determinacéo do contetdo fenodlico
de superficie seguiu 0 método proposto por Robert et al. (2010), com modificagdes. A amostra
(0,2 g) foram adicionados 2 mL de uma solugdo etanol/metanol (1: 1, v/v). Apo6s agitacdo por
2 minutos a amostra foi centrifugada (Eppendorf 5810R, Eppendorf AG, Hamburg, Germany)
a 3500 rpm, durante 15 minutos a 15 °C e o sobrenadante foi coletado.

O rendimento da encapsulacéo () foi calculado através da divisdo do peso da massa solida

das microcapsulas pela quantidade total de massa sdlida a ser seca por pulverizacéo (Eq. 2).

. oA s Fenodlicos na superfice da microcapsula
Eficiéncia (%) = (1- p P x 100 @)

Fendlicos totais da microcapsula

Massa de microcapsula (g)

Rendimento (%) = x 100 (2

Massa inicial das substancias (g)

2.7 Caracterizacdo das microcapsulas

O teor de umidade das amostras foi determinado através do método de secagem em estufa
a 105 °C, até atingir peso constante conforme AOAC (1995). O teor de umidade foi calculado
como a perda de peso apds a secagem da amostra até que o peso constante fosse obtido,

conforme demonstrado na Eq. (3).

Teor de umidade (%): Peso da amostra tmida (g) - Peso da amostra seca (g) %100 (3)

Peso da amostra umida (g)

A determinacdo da atividade de agua foi mensurada em aparelho Aqualab®, modelo 4TEV
(Decagon Devices, Pullman WA, USA), a temperatura de 20 + 0,1 °C. A avaliagdo da
solubilidade das microcapsulas foi conduzida de acordo com o método descrito por Cano-
Chauca et al. (2005), modificado por Oliveira et al. (2013). Para a solubilizacdo da amostra (2
g), foram adicionados 20 mL de agua destilada. Apds foram submetidos a agitacdo magnetica

(1000 rpm/5 minutos), seguida por centrifugacdo (3000 rpm/5 minutos). Posteriormente, uma
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aliquota (5 mL) do sobrenadante foi levada a estufa a 105 °C, até peso constante, e a
solubilidade foi calculada pela diferenca de peso (Eq. 4).

. Massa de p6 no sobrenadante
0, =
Solubilidade (%) Masea do po total x 100 (4)

Higroscopicidade das microcapsulas foi mensurada pelo método proposto por Cai & Corke
(2000), com modificacbes propostas por Subtil et al. (2014). Dois gramas de amostra foi
adicionada em placa de Petri e mantida a 25 °C em um recipiente vedado contendo solucgéo
saturada de sulfato de sodio (Na>SO.). Apo6s 7 dias, as amostras foram pesadas e a

higroscopicidade expressa em g de dgua absorvida por 100 g de amostra (Eq. 5).

Umidade absorvida (g)
Peso da amostra (g)

Higroscopicidade (%) = x 100 (5)

O tempo de dissolucéo foi mensurado conforme método proposto por El-Tinay and Ismail
(1985), no qual foi feita a pesagem de 1 g de amostra a qual foram adicionados 25 mL de 4gua
destilada. Apds foram submetidos a agitacdo magnética (892 rpm) e o tempo (minutos) foi

determinado através da dissolugdo completa da amostra.

2.8 Caracterizacdo estrutural das microcapsulas

2.8.1 Distribuigdo de tamanho de particula

O perfil granulométrico das microcapsulas foi determinado por difracdo a laser utilizando a
aproximacdo de Fraunhofer, em equipamento Mastersizer 2000 (Malvem, Germany), unidade
de amostragem Hydro 3000MU (Malvem, Germany). As amostras foram dispersas em 25 mL
de agua destilada a temperatura ambiente, as quais, foram adicionadas com o auxilio de uma

pipeta de Pasteur no béquer de leitura que continha 250 mL de agua destilada.

2.8.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia das microcapsulas foi realizada em microscépio eletrénico de varredura
(model JSM-6510LV, JEOL Ltd., Tokyo, Japan). As amostras foram metalizadas com uma fina
camada de ouro e as imagens foram obtidas no modo de deteccdo de elétrons secundarios com

10KV de energia no filamento, com ampliagcGes de 2000x.
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2.8.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os grupos quimicos e o arranjo de ligacbes dos constituintes presentes nos agentes
carreadores, nas microcapsulas e no extrato livre foram determinados por FT-IR realizada em
espectrofotdmetro Perkin Elmer Spectrum Two (Waltham, USA) equipado com refletancia
total atenuada universal (UATR) e cristal Diamond. O espectro foi coletado com 4 repeti¢oes
entre 4000 e 450 cm™ e com resolucéo de 4 cm™. Esta anélise ndo requer etapa prévia de preparo

de amostra, tendo em vista que a mesma é depositada diretamente sobre o cristal de UATR.

2.8.4 Anédlise termogravimétrica (TGA)
As curvas termogravimétricas (TG) foram obtidas em equipamento Shimadzu, modelo
TGA 51H, na condicdo de temperatura ambiente até 600 °C com taxa de aquecimento de 10 °C

mint em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL min™,

2.9 Anadlise colorimétrica

As microcapsulas foram transferidas a uma célula de vidro contra a fonte de luz e avaliadas
quanto a cor objetiva (L*, a*, b*) através do colorimetro CM-700d (Konica Minolta, Osaka,
Japan), utilizando iluminante D65 e angulo de 10°. A partir deste, foram obtidos os parametros
de luminosidade L* [0 (preto) a 100 (branco)], a* [cromaticidade do verde (-60) a vermelho
(+60)] e b* [cromaticidade do azul (-60) a amarelo (+60)]. O angulo de matriz (H° = tan™*
b*/a*) foi calculado, o que indica a cor da amostra (0 ° ou 360 ° = vermelho, 90 ° = amarelo,
180 ° = verde e 270 ° = azul), enquanto Croma (C* = [a*? + b*?]*?) indica a pureza ou saturac&o
da cor. Trés leituras foram realizadas em 5 pontos distintos da amostra, totalizando 15 medic6es

por amostra.

2.10 Rompimento das microcapsulas

Para a determinag&o do contetido fendlico total, antocianinas monomeéricas totais e atividade
antioxidante, as microcapsulas foram primeiramente rompidas de acordo com o metodo
proposto por Tolun et al. (2016). Foram pesados 250 mg de cada amostra e dissolvidos em 5
mL de etanol: &cido acético: dgua (50: 8: 42, v/v/v), esta mistura foi agitada em vdrtice durante
2 min. Apo6s agitacdo, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5810R, Eppendorf AG,
Hamburg, Germany) a 3500 rpm, durante 15 minutos a 15 °C e o sobrenadante foi removido
para a avaliagcdo da atividade antioxidante, antocianinas monomeéricas totais e contetdo fendélico

total.
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2.11 Atividade antioxidante

A capacidade de absorcdo do radical oxigénio (ORAC) proposto por Ou et al. (2001) é
baseada na geracao do radical peroxil pela reacdo do oxigénio com AAPH [(dicloreto de 2,2’-
azobis (2-amidinopropano)]. O composto reage com o indicador fluorescente (fluoresceina)
para formar um produto ndo fluorescente. A atividade antioxidante é avaliada pela inibicéo da
oxidagdo induzida pelo radical peroxil atraves da transferéncia de hidrogénio. Aliquotas das
solugdes (25 pL) ou do padrdo (Trolox) foram pipetadas em uma microplaca preta, adicionadas
com 150 pL de solucdo de fluoresceina (81 nM) e incubadas por 10 minutos a 37 °C.
Subsequentemente, foram adicionados 25 pL de solucdo de AAPH (152 nM). A reducdo da
fluorescéncia foi medida durante 90 minutos em 485 nm (excitacdo) e 528 nm (emissdo) em
leitora de microplacas (Eppendorf, modelo AF2200, Hamburg, Germany). SolucGes de Trolox
foram utilizadas para construcdo da curva de calibracdo e os resultados foram expressos em
mmol de equivalentes de Trolox (TE) em g de amostra em peso seco (DW).

As determinacdes de atividade antioxidante foram realizadas dentro de 1 dia ap6s a secagem

por pulverizagéo.

2.12 Estabilidade dos compostos antocianicos das microcapsulas sob diferentes temperaturas

de armazenamento

As microcépsulas obtidas foram adicionadas a frascos ambar de 15 mL os quais foram
armazenados em diferentes condi¢cdes de temperatura. As analises de tempo zero foram
concluidas dentro de 1 dia ap0s a secagem. Para a analises de estabilidade de armazenamento,
as amostras (5 g) foram mantidas nas seguintes condi¢des de temperatura: temperatura ambiente
(16,5 £ 4 °C), de refrigeracéo (3 = 4 °C) e de congelamento (-18 + 0,1 °C). As amostras foram
armazenadas nessas condi¢fes durante 120 dias e analisadas a cada 15 dias para determinar o
efeito da temperatura e do tempo na estabilidade dos compostos antocianicos por meio de
medicdo da concentracdo de antocianinas monoméricas totais. Os resultados obtidos foram

calculados e expressos seguindo a Eq. 6.

In (C/Co) (6)

Onde In é o logaritmo natural, C: é a concentracdo de antocianinas no tempo t, e Co € a
concentracgéo inicial de antocianinas (extrato puro/livre).
A constante de degradacdo (k) e os tempos de meia-vida (t¥2) foram calculados conforme

descrito em Tolun et al. (2020), com modificacGes, de acordo com as Eq. 7 e 8.
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In (C/Ci) = — kt (1)
t% = In(2)/k (8)

Onde In é o logaritmo natural, C;i é a concentracdo inicial de antocianinas (dia 1), k é a
constante de degradacdo cinética, t € o tempo em dias e t%2 é o tempo de meia-vida em dias.

A perda total de antocianinas no periodo de armazenamento foi determinada pela relacao
entre 0s compostos antocianicos no tltimo dia de armazenamento (C120) € a concentracao inicial

(Co) de acordo com a Eq. 9.

C120

Perda total (%) = (1 - W)X 100 (9)

As antocianinas monoméricas totais foram avaliadas de acordo com a metodologia de pH
diferencial, descrita por Giusti & Wrolstad (2001). O método é baseado nas alteragdes estruturais
sofridas pela antocianina na faixa de pH entre 1 e 4,5 e podem ser observadas por espectroscopia
oOptica. Os extratos foram diluidos em tampé&o de cloreto de potéssio (KCI) 0,025 M (pH 1) e
tampdo acetato de sodio (CoHsNaO2) 0,4 M (pH 4,5). A absorbancia foi medida em
espectrofotémetro UV-VIS (Bioespectro, SP-220, Brazil) em 518 e 700 nm apds 15 minutos de
reacdo. Em seguida, o conteudo total de antocianinas monoméricas foi calculado usando o peso
molecular (493,5) e o coeficiente de extincdo molar da malvidina-3-glicosideo (29.500). Os
resultados foram expressos como mg equivalente de malvidina-3-glicosideo por g de amostra

em peso seco (DW).

2.13 Avaliacdo em condic¢des gastrointestinais simuladas na liberacdo de compostos de
antocianina

O método proposto por Madureira et al. (2011), adaptado por Rosa et al. (2019), foi utilizado
para avaliar as microcapsulas sob condic¢des gastrointestinais simuladas. A viabilidade de
antocianinas monoméricas totais foi determinada em meios que simulam as diferentes se¢des
do trato gastrointestinal, sendo elas, esdfago/estomago, duodeno e ileo. Para tanto, foi feita a
pesagem de 1 g de microcapsula e a ela adicionou-se 9 ml de agua destilada. Ja para o extrato
puro/livre a mesma diluicdo foi mantida. A viabilidade das antocianinas foi determinada
continuamente em meio simulando as diferentes se¢Oes do trato gastrointestinal; ao final de

cada estagio, aliquotas de 1,5 mL foram removidas para posterior analise.
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Na etapa simulando a secdo eséfago/estdmago foi utilizado uma solucéo de pepsina a 20
mg mL™:, preparada em &cido cloridrico (HCI) 0,1 N, esta solucéo foi adicionada, em aliquotas
iguais (0,05 mL mL™), durante toda a fase gastrica (90 minutos), sendo o pH ajustado até 2
utilizando HCI 1 M. Na etapa de simulacdo da sec¢do referente ao duodeno foi utilizada, uma
solugéo de pancreatina (2 g L) e de sais biliares (12 g L™*) em uma concentragio de 0,25 mL
mL, preparada em bicarbonato de sddio (NaHCO3) 0,1 M, sendo o pH ajustado para 5
utilizando NaHCOs 0,1 M, por 20 min. Finalmente, a etapa de simulacdo da secdo do ileo foi
conduzida aumentando o pH para 7,5 através do uso de uma solucdo de NaHCO3 0,1 M, por 90
min. Todas as solugdes foram preparadas no momento da utilizagdo. A analise foi conduzida
em incubadora refrigerada tipo Shaker TE-421 (Tecnal, Piracicaba, Sdo Paulo, Brazil) mantida
a 37 °C com o intuito de simular a temperatura do corpo humano e a agitacdo mecanica utilizada
em paralelo para simular os movimentos peristalticos intestinais, com intensidades semelhantes
as alcancadas em secdo do trato digestivo. Ao final de cada etapa, foram retiradas aliquotas para
determinar as antocianinas monoméricas totais, sendo que o método do pH diferencial foi
seguido (Giusti & Wrolstad, 2001).

2.14  Andlise estatistica

A analise de variancia unilateral (ANOVA) com um nivel de confianga de 95% foi usada
para determinar diferencas significativas entre os tratamentos e as médias, seguido por um teste
de Tukey. As analises foram realizadas com o software Statistica 9.0 (StatSoft®, Inc., Tulsa,
OK, EUA) licenciado para a Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Todas as medi¢oes
foram realizadas em triplicata e os dados foram expressos como média + erro padrdo a 5% de
probabilidade.

3. Resultados e discussao

3.1  Eficiéncia e rendimento do processo de encapsulacéo

As microcapsulas produzidas nos quatro tratamentos deste estudo, utilizando ar de admissédo
a 140 °C, apresentaram alta eficiéncia de encapsulagéo, os valores foram 96,1%, 97,4%, 96,5%
e 95,9% para S, Ty, T2 e T3, respectivamente (Tabela 2). Como em todas as formulacGes
testadas, foi utilizada uma concentragéo final de 20% do agente carreador, sugere-se que 0S
diferentes valores obtidos para a eficiéncia de encapsulagdo podem estar ligados as diferentes
propriedades de solubilizacdo dos agentes carreadores (Rosa et al., 2019). O método de secagem

por pulverizacdo é uma técnica favoravel para a producdo de microcapsulas com alta eficiéncia
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de encapsulacdo (cerca de 90%). Neste estudo, as formulacGes testadas frente ao tratamento
padrdo apresentaram excelente retencao dos compostos polifendlicos. Estatisticamente somente
o T1 difere do S, os demais tratamentos (T2 e Tz) apresentaram eficiéncia estatisticamente igual
ao S. No entanto em média, as microcapsulas produzidas com MD: GA: HM (T1) apresentaram
maior eficiéncia de encapsulacdo (97,4%), seguida por MD: GA: IN (T2) (96,5%). Esses
resultados indicam que os polissacarideos usados como formulagdo padrdo (MD e GA)
associados ao HM e a IN, respectivamente aumentaram a eficiéncia de encapsulacdo neste
trabalho, e a unido de todos os agentes carreadores (MD: GA: HM: IN) desencadeou uma
pequena diminuicdo na eficiéncia de encapsulacdo (95,9%). Esses achados séo superiores aos
relatados em outros estudos sobre microcapsulas carregadas com polifendis (Li et al., 2018;
Mahdi et al., 2020; Nguyen et al., 2021; Rezende et al., 2018).

Rezende et al. (2018), Li et al. (2018), Mendes et al. (2021) e Romanini et al. (2021),
encapsularam extratos fendlicos de subprodutos alimentares com diferentes tecnicas de
encapsulamento, nomeadamente liofilizacdo, secagem por pulverizacdo, extruséo e geleificacao
ibnica, obtendo eficiéncias de encapsulacéo de 69,3%, 78,6%, 42,2% e 62,5%, respectivamente.
No que diz respeito ao bagaco de uva, Kuck & Norefia (2016), que encapsularam o extrato
fendlico do bagaco de uva Bordd por secagem por pulverizagdo usando GA, goma guar
parcialmente hidrolisada e polidextrose como agentes carreadores, relataram percentagens de
eficiéncia variando de 81,4% a 95,3%. Souza et al. (2015) obtiveram microcapsulas com alta
retencdo de antocianinas, variando de 88,3% a 97,3%, em extratos de subprodutos da
vinificacdo usando MD como agente carreador. Zhang et al. (2020) relataram que a secagem
por pulverizagéo resultou em maior eficiéncia de encapsulagéo (75,1%) de antocianinas do que
a liofilizacdo (70%). Romanini et al. (2021) utilizaram a extrag&o assistida por ultrassom para
extrair compostos bioativos do bagaco de uva, com posterior encapsulacio em alginato-Ca?* e
relatam uma menor eficiéncia de encapsulacdo (62,5%), no entanto, o extrato encapsulado
apresentou boa estabilidade e menor degradacao na auséncia de luz.

A eficiéncia de encapsulacdo representa um dos parametros de qualidade mais importante
do processo de encapsulamento, independentemente do método aplicado e dos materiais do
nacleo (Karrar et al., 2021). Baseia-se na obtencdo de alta retengdo do material do ndcleo dentro
do agente carreador, deixando uma quantidade minima na superficie das microcapsulas (Ahmad
et al., 2018). Fatores como, pardmetros de secagem, caracteristicas da emulséo e propriedades
dos agentes carreadores e do nicleo estdo diretamente relacionados (Jafari et al., 2008; Rosa et
al., 2021). No presente estudo, as microcdpsulas contendo extrato do bagaco de uva

apresentaram excelentes indices de eficiéncia de encapsulacdo para todos os tratamentos,
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sugerindo que a concentracdo de agente carreador utilizada foi suficiente para cobrir de forma
significativa os compostos polifendlicos contidos no extrato do bagago de uva.

Tabela 2 Analise da eficiéncia de encapsulacdo, rendimento, umidade, atividade de agua,
solubilidade, tempo de dissolugéo e higroscopicidade das microcapsulas de extrato do bagaco
de uva obtidas utilizando diferentes agentes carreadores em secagem por pulverizacao.

Propriedades” Tratamentos

S T T Ts
Ef (%) 96,1 + 0,4° 97,4 £ 0,22 96,5 +0,1% 95,9 +0,4°
Y (%) 55,2 + 0,42 54,9 + 0,42 432 +1,9° 41,2 +0,5°
Umidade (%) 2,1+0,12 2,1+0,1° 2,0£0,12 1,8 0,1
Atividade de 4gua 0,078+0,0°  0,057+0,0° 0,047+0,0° 0,045%0,0°
Solubilidade (%) 75,7 £ 0,02 64,9 + 0,0¢ 71,8 +0,0° 70,0 £0,1¢

Tempo de dissolugdo (s) 289 * 30,42 199 + 4,2% 1715+0,4%  1315+4,2°

Higroscopicidade (%) 10,1 + 0,4° 11,5 +0,1%® 12,9+ 0,22 11,7 + 0,22

* Ef: Eficiéncia de encapsulagdo (%); Y: Rendimento de encapsulamento (%).

Tratamentos: S, maltodextrina DE20 10% e goma arabica 10%; T1, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%
e hi-maize 5%; T, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e inulina 5%; T3, maltodextrina DE20 7,5%,
goma arabica 7,5%, hi-maize 2,5% e inulina 2,5%.

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma linha indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A secagem por pulverizagdo é considerada bem-sucedida quando um minimo de 50% de
rendimento (1) € atingido (Bhandari et al., 1997; Moreno et al., 2018). Um alto ¥ do processo
permite o estabelecimento de uma relacdo custo-beneficio que determina a viabilidade da
técnica de secagem em relacéo aos agentes carreadores. Nossos resultados de Y para relagédo
fendlicos/agente carreador em S, Ti, T2 e Tz foram 55,2%, 54,9%, 43,2% e 41,2%,
respectivamente (Tabela 2). O valor maximo médio foi obtido no tratamento S (MD: GA). A
GA ¢ conhecida por ter alta capacidade de formacé&o de filme. Mahdi et al. (2020), afirmam que
microcdpsulas com alta percentagem de GA mostraram ter alto Y de encapsulacao,
corroborando com o resultado encontrado. O rendimento obtido no tratamento T: (MD: GA:

HM) nédo apresentou diferenga significativa quando comparado com o tratamento S e foi
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significativamente maior que aos demais tratamentos (T2 e T3) & 5% de probabilidade. Além do
mais, 0 baixo Y das microcapsulas é atribuido a perda de produto nas paredes da cadmara de
secagem. Apesar dos tratamentos T e Tz ndo terem atingido o limite minimo de Y estabelecido,
apresentaram bons rendimentos quando comparado com outros estudos (Cam et al., 2014;
Tolun et al., 2016).

3.2  Contetdo de umidade e atividade de agua

O contetido de umidade variou de 1,8% a 2,1% e a atividade de agua variou de 0,045 a
0,078 (Tabela 2). Esses valores estdo de acordo com valores comumente observados de
umidade e atividade de &gua na secagem por pulverizacdo industrial (Masters, 1991). O
conteudo de umidade € uma propriedade importante dos pos microencapsulados e esta
correlacionado com a eficiéncia de secagem, fluidez, viscosidade, atividade de agua, oxidacéo
de compostos bioativos e crescimento microbiano. Além disso, o alto teor de umidade da
microcapsula afeta a estabilidade no armazenamento, devido ao seu efeito na transicéo vitrea e
comportamento de cristalizacdo, resultando na liberacdo e degradacdo do material do nucleo
durante o armazenamento (Kang et al., 2019; Mahdi et al., 2020; Rosa et al., 2021).

O presente estudo revelou que o tipo de agente carreador (MD, GA, HM e IN) néo
influenciou no teor de umidade, pois as combinagdes testadas foram significativamente iguais
ao tratamento padrdo a 5% de probabilidade. Achados semelhantes aos encontrados no presente
estudo (entre 1,3 e 2,7%) foram relatados por Pieczykolan & Kurek (2019) ao analisarem o
extrato de chokeberry microencapsulado usando goma guar, GA, pectina, beta-glucana, IN e
MD como agentes carreadores. Kuck & Norefia (2016) relataram o teor de umidade variando
de 2,4% a 2,5% para a casca da uva Bordd microencapsulada com GA, polidextrose e goma
guar parcialmente hidrolisada por secagem por pulverizacdo. Além do mais, os teores de
umidade encontrados sdo consistentes com aqueles relatados para subprodutos secos por
pulverizagdo de uvas Bordd (Souza et al., 2014) e extratos secos por atomizacdo da fruta
Eugenia dysenterica comparando GA e IN como agentes carreadores (Daza et al., 2016).

Os valores de umidade do presente estudo foram inferiores a 4%, especificacdo minima para
0s pbs que sdo utilizados para aplicagdo em alimentos, minimizando o risco de contaminagdo
microbiana e oxidagdo lipidica (Edris et al., 2016; Karrar et al., 2021). Valores baixos de
umidade sdo necessarios para garantir a estabilidade dos pds atomizados, pois impossibilitam a
aglomeracéo das particulas evitando o endurecimento dos pés, o que poderia reduzir a retencéo
de componentes ativos e outras propriedades como fluxo e disperséo dos pos (Silva et al., 2013;

Daza et al., 2016). Portanto, as condi¢des de percentagem de agente carreador e 0s parametros
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de secagem por pulverizagdo adotadas na presente investigacdo foram adequadas para a
producdo de microcapsulas do extrato do bagago de uva com baixo teor de umidade.

A atividade de agua é um indice essencial para pds microencapsulados, pois determina a
vida Gtil do produto. Varia com o contetudo de umidade, pois mede a disponibilidade de agua
livre em um sistema alimentar que é responsavel por quaisquer reagdes bioquimicas, enquanto
o conteido de umidade representa a composicao da agua em um sistema alimentar (Nawi et al.,
2015). Como ¢é mostrado na Tabela 2, a atividade de dgua das microcapsulas de extrato do
bagaco de uva variou de 0,045 a 0,078. Esta faixa é considerada microbiologicamente estavel.
Contudo, o tratamento padréo (S) formulado com MD e GA difere estatisticamente (p < 0,05)
dos demais tratamentos e o tratamento T1, formulados com MD: GA: HM, apresenta atividade
de agua significativamente superior os tratamentos T2 e Ts. Esse resultado pode ser atribuido a
estrutura quimica da MD e da GA, que possuem elevado nimero de ramificacdes com grupos
hidrofilicos e, portanto, resulta em uma maior capacidade de ligacéo a agua (Silva et al., 2013;
Pieczykolan & Kurek, 2019). No entanto, ambos os tratamentos séo considerados estaveis em
relacdo a possibilidade de contaminacdo microbiana onde os valores de atividade de 4gua foram
inferiores a 0,3. Karrar et al. (2021) apontam que p6s com atividade de agua inferior a 0,3 séo
considerados como possuidores de alta estabilidade de vida de prateleira contra o crescimento
microbiano. O baixo conteddo de umidade e atividade de agua das microcapsulas séo
preferiveis, caso contrario, pode ocorrer a aceleracdo da degradacdo do material do nucleo e

diminuicdo da fluidez do po.

3.3 Solubilidade, dissolucéo e higroscopicidade

A solubilidade é um fator decisivo para a qualidade das microcapsulas a serem utilizadas
como ingredientes na industria alimenticia. Microcapsulas pouco solUveis podem causar
dificuldades de processamento e perdas econémicas (Chew et al., 2018). Os resultados deste
estudo mostram que as microcapsulas foram estatisticamente diferentes em termos de
solubilidade (Tabela 2). A solubilidade das microcapsulas variou de 75,7% a 64,9%, valores
semelhantes aos observados nos extratos microencapsulados de licopeno (Souza et al., 2018),
cidra com dedos ou cidreira (Citrus medica L. var. sarcodactylis Swingle) (Mahdi et al., 2020)
e mirtilo (Rosa et al., 2021), e superiores aos relatados no 6leo essencial de alecrim (Fernandes
et al., 2014). O tamanho de particulas e a composi¢édo do alimento sdo os principais fatores que
estdo diretamente relacionados com a solubilidade aquosa dos pds. Quanto menores forem as
particulas, maior a &rea de superficie disponivel para hidratacdo (Kuck & Norefia, 2016;

Pieczykolan & Kurek, 2019). Resultados superiores para MD: GA eram esperados, uma vez
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que este tratamento possui agentes carreadores amplamente utilizado em processos de secagem
por pulverizagdo devido a sua alta solubilidade. No entanto, os resultados para IN (Tratamento
T>) comprovaram que esse material também é um bom carreador para processos de secagem
por pulverizacgéo.

O teste de dissolucdo mede o tempo (em segundos) necessario para 0 pé se reconstituir
totalmente em &gua usando barra magnética. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2. As
microcapsulas produzidas com uma combinacdo de MD: GA (Tratamento S) apresentaram
maior tempo de dissolucdo, seguido pelas particulas produzidas com MD: GA: HM
(Tratamento T1). As particulas produzidas com a combinacdo de todos agentes carreadores MD:
GA: HM: IN (Tratamento T3) apresentaram o menor tempo de dissolucdo. A partir dos
resultados, pode-se mencionar que o tratamento Tz € altamente soltvel em comparagdo com o
tratamento S. Nawi et al. (2015) descrevem que o tempo gasto no teste de dissolucao pode estar
relacionado ao teor de umidade do produto final, ou seja, quanto menor o teor de umidade do
po, mais dificil ser& para o p6 ser reconstituido em agua. No entanto, essa relacao direta ndo
corrobora com os resultados encontrados neste estudo. Os p6s microencapsulados referentes ao
tratamento T3 apresentaram o menor contetdo de umidade (1,8%) e, consequentemente, 0
menor tempo de dissolucdo (131,5 segundos). Enquanto o tratamento S, que apresentou o maior
tempo de dissolucdo (289 segundos), apresenta teor de umidade superior (2,1%). No entanto,
outros fatores podem estar influenciando essa propriedade, como a polaridade dos agentes
carreadores (Subtil et al., 2014).

A higroscopicidade é um dos parametros mais importantes para determinar a estabilidade
dos po6s. Representa a capacidade de um material de absorver umidade da atmosfera. A
higroscopicidade das microcéapsulas obtidas variou entre 10,1% a 12,9% (Tabela 2), indicando
baixa higroscopicidade, facilitando sua conservacdo e preservacdo de cor e compostos
bioativos. Karrar et al. (2021), apontam que os tratamentos com menor teor de umidade teriam
higroscopicidade crescente, pois a capacidade de absorver umidade esta relacionada ao
gradiente de concentracdo de agua entre o produto e 0 ambiente, afirmacao que corrobora com
os resultados encontrados neste estudo. O menor valor desse parametro foi obtido no tratamento
S (10,1%), afirmando que quanto maior a umidade menor a higroscopicidade, podendo-se
concluir que esse pé tera tempo de prateleira significativo. Essa diferenca pode ser atribuida a
maior concentracao de MD presente neste tratamento uma vez que a MD é pouco higroscopica.
Rezende et al. (2018) encontraram valores de higroscopicidade de 12,4% para o extrato de polpa
de acerola encapsulado com MD: GA em secagem por pulverizagdo. Souza et al. (2018)

encontraram valores de higroscopicidade que variaram entre 9 e 14% para extrato de licopeno
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seco por pulverizacdo. Resultados superiores foram relatados em estudos usando GA e IN como
agentes carreadores (Silva et al., 2013; Daza et al., 2016). No entanto, diferencas na
higroscopicidade de diferentes materiais resultam de estrutura quimica variada e diferentes

reacGes com a umidade presente no ambiente (Pieczykolan & Kurek, 2019).

34 Caracteristicas estruturais

3.4.1 Morfologia e distribuicdo de tamanho de particula

A estrutura das microcépsulas pode ser significativamente revelada por sua morfologia, que
fornece uma ideia basica a respeito da estabilidade e vida util do composto encapsulado. As
microestruturas das microcapsulas preparadas usando diferentes misturas de agentes
carreadores (MD, GA, HM e IN) contendo extrato do bagacgo de uva sdo representadas por meio
de micrografias (Fig. 2). As microcapsulas foram examinadas por MEV, a fim de determinar a
presenca de fraturas, rachaduras ou quaisquer outros possiveis defeitos que poderiam expor o
nacleo uma vez que qualquer fratura pode levar a degradacdo e oxidacdo do material
encapsulado (Mahdi et al., 2020).

Semelhante ao presente estudo (Tratamento S), Mahdavi et al. (2016) e Tolun et al. (2020)
elucidaram que po6s contendo GA e MD como materiais de parede, fornecem microcapsulas
adequadamente lisas e estruturas mais estaveis em relacdo ao revestimento, mas nao uniformes,
apresentando irregularidades morfoldgicas na superficie e ligeira aglomeracao, corroborando
com os resultados encontrados. O tratamento T1 contendo MD: GA: HM apresentou particulas
esféricas e lisas. Rosa et al. (2021), ao microencapsular extrato de mirtilo recoberto com 0s
mesmos agentes carreadores utilizados neste estudo, obtiveram microcapsulas esféricas, porém
rugosas, esses resultados podem ser atribuidos a concentracdo de agente carreador utilizado.

As microcpsulas contendo IN como agente carreador (Tratamento T2) diferem
significativamente em aparéncia dos outros tratamentos. As particulas sdo esféricas, regulares,
sem ramificagGes ou fissuras. Cépsulas revestidas com IN com a forma de bolas lisas e
regulares, também foram observadas por Sun-Waterhouse et al. (2013) e Daza et al. (2016). No
entanto, existem estudos (Pieczykolan & Kurek, 2019; Rosa et al., 2021) em que as capsulas
revestidas com IN apresentam tamanho e formas irregulares facilitando a formagédo de
aglomeracéo, o que € indesejavel. As microcapsulas desenvolvidas utilizando os quatro agentes
carreadores testados nesse estudo (Tratamento Ts) apresentaram maior aglomeragéo, resultados
que corroboram com o0s apresentados por Rosa et al. (2021). De acordo com as imagens de

MEV, em geral, as microcapsulas apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes,
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indicando que o processo de secagem foi uniforme. Diferentes morfologias e superficies
irregulares podem estar relacionadas a diferencas na proporcdo de alimentacdo, tamanho de

gota e temperatura durante o processo de secagem (Daza et al., 2016).

x1,000 10pm

SEI  10kV SElI  10kV

Fig. 2 Imagens morfoldgicas do extrato do bagago de uva microencapsulado com diferentes combinacfes de
agentes carreadores. Tratamento padrdo (S): maltodextrina DE20 10% e goma arabica 10% (S a 2000x e 10 um);
T1: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e hi-maize 5% (T1a 1000x e 10 pm); T2: maltodextrina DE20
7,5%, goma arébica 7,5% e inulina 5% (T2 a 2000x ¢ 10 um); e T3: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%,
hi-maize 2,5% e inulina 2,5% (T3 a 2000x ¢ 10 pum).

O tamanho das particulas secas em secagem por pulverizacdo ¢ um fator importante devido
a sua forte influéncia em sua aparéncia, fluidez e dispensabilidade (Fernandes et al., 2014). A
Tabela 3 mostra a distribuicdo do tamanho de particula dos tratamentos S, T1, T2 € Ts. O
tamanho de particula foi significativamente afetado (p < 0,05) pelo tipo de agente carreador. As
particulas produzidas com MD: GA: IN (Tratamento T,) apresentaram 0s maiores tamanhos,
11,4 pm, expressos como Dya 3 (didmetro médio de volume). Também para este tratamento, a
faixa mais ampla de tamanhos de particula foi encontrada (D v,10 = 2,3 um, D v,50 = 11,2 um
e D v,90 = 19,2 um). Quando o HM (Tratamento T1), foi adicionado, o tamanho das particulas
diminuiu e foi obtido um valor médio de 7,4 pum, apresentando diferenga significativa entre os
tratamentos. Rosa et al. (2021) apresentaram resultados semelhantes aos relatados neste estudo

ao microencapsular extrato de mirtilo, utilizando os mesmos agentes carreadores. Pieczykolan
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& Kurek (2019) relataram diametros maiores (53 pum) em microcapsulas de chokeberry,
produzidas com MD e GA, resultado que n&o corrobora com os encontrados no estudo para a
mesma condi¢do (Tratamento S) que apresentou valores meédios de particula de 9 um.

De acordo com a literatura, o diametro das particulas secas por pulverizacdo depende do
método de atomizagao utilizado, das propriedades do material, da concentracéo e da viscosidade
do material encapsulado e das condi¢Oes de secagem (temperatura de entrada, fluxo de
alimentacéo) (Jafari et al., 2008; Tupuna et al., 2018). Além do mais, o tamanho da particula €
afetado pela estrutura polimérica do agente carreador. Quanto mais curta for a cadeia do
polimero, menor serd o tamanho da particula (Pieczykolan & Kurek, 2019). Os tamanhos
obtidos neste trabalho estdo dentro da faixa esperada para microesferas produzidas por
secadores por spray comuns (sem pulverizador centrifugo de alta velocidade), 5-150 pum
(Favaro-Trindade et al., 2008) e, além disso, particulas com diametros abaixo de 100 um podem
ser incorporadas alimentos sem interferir negativamente na textura do produto final e na
percepcdo dos consumidores (Comunian et al., 2017; Rubio et al., 2020).

O espalhamento das particulas, calculado usando a equacdo de amplitude mostrou
diferencas significativas (p < 0,05) entre os diferentes tratamentos. Este valor variou de 1,4
(Tratamento T3) a 1,5 (Tratamento S), sendo MD: GA: IN (Tratamento T,) o agente carreador
que resultou no maior valor de spam, diferindo estatisticamente a 5% de probabilidade dos
demais tratamentos. Os resultados foram semelhantes aos encontrados por Chew et al. (2018)
e inferiores aos encontrados por Fernandes et al. (2014). O valor de amplitude baixo encontrado
neste estudo (< 2,0) auxilia em uma melhor capacidade de fluxo em pds devido a
homogeneidade das microcapsulas (Fernandes et al., 2014), tendo em vista que ndo ha
alteracOes significativas nas propriedades fisicas dos pds durante a secagem, resultados que

corroboram com os bons indices de solubilidade encontrados neste estudo.
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Tabela 3 Distribui¢do do tamanho de particula, diametro de volume médio (D 4,3) e amplitude das microcépsulas de extrato do bagaco de uva

seco por pulverizacdo usando diferentes agentes carreadores.

Tratamentos  Razéo D v,10 (um) D v,50 (um) D v,90 (um) D 4,3 (um) Span = (Dv,90 — Dv, 10)
Dv, 50

S MD: GA 1,5+ 0,0 9,4+0,0° 15,5 +0,0° 9,0+0,0° 1,5+0,0°

T1 MD: GA: HM 1,7 £0,0° 7,5 +0,0 12,2 + 0,0 7,4 0,0 1,4 +0,0°

T MD: GA: IN 2,3+0,0° 11,2 + 0,0 19,2 +0,0° 11,4 +0,0° 1,5+0,0°

T3 MD: GA: HM: IN  2,1+0,0° 9,9+0,0° 15,9 +0,0° 9,8+0,0° 1,4 +0,0°

Tratamentos: S, maltodextrina DE20 10% e goma arabica 10%; T, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e hi-maize 5%; T, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica
7,5% e inulina 5%; T3, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%, hi-maize 2,5% e inulina 2,5%.
D v,10 representa o valor abaixo de 10%; D v,50 representa o valor abaixo de 50%; D v,90 representa o valor abaixo de 90%).

Os resultados sdo expressos como média * erro padréo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.4.2 Mudangas na organizacdo molecular

Grupos funcionais organicos, especialmente O-H, N-H e C=0 sd&o medidos por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). Neste contexto, a
espectroscopia FT-IR foi conduzida para confirmar a encapsulacdo dos polifendis dentro dos
polimeros e para detectar as mudancgas moleculares nas microcdpsulas devido a interagdo dos
polifendis com o agente carreador. A Fig. 3 mostra 0s espectros de todos os componentes
envolvidos no processo de microencapsulacao e das microcapsulas produzidas, enquanto que
0s espectros individuais de cada componente podem ser verificados separadamente no material

suplementar.
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Fig. 3 MedicgBes de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), das microcapsulas
(Tratamentos S, T1, T2 e T3), dos agentes transportadores (maltodextrina, goma arabica, hi-maize e inulina) e do
extrato do bagaco de uva cv. Merlot liofilizado (livre/puro).

Espectros de FT-IR dos agentes carreadores (MD, GA, HM e IN) (Fig. A.1, material
suplementar) mostraram bandas largas na regio espectral 3500-3000 cm™ que correspondem
a grupos —OH de carboidratos, acidos carboxilicos e agua residual, enquanto as bandas em ~
2900 cm™! resultaram da vibracdo de alongamento da ligagdo C—H (Kalusevi¢ et al., 2017;
Karrar et al., 2021).

O espectro da MD (Fig. A.1a, material suplementar) mostrou ainda, bandas de absor¢do em
1634 cm™ (C=0), 1366 cm™ (O-H), e 1148 cm™%, 1078 cm™, 990 cm ™! (C-O e C-0O-H), 926,

849, 759, 600, 570 e 539 todas de grupos encontrados nos carboidratos corroborando com
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resultados ja relatados (Kang et al., 2019; Karrar et al., 2021; Mahdi et al., 2020; Moreno et al.,
2018).

O espectro da GA (Fig. A.1b, material suplementar) apresentou bandas de absorcdo em
1598 cm™ (C=0 ou N-H), 1366-1418 cm* (CHs e C-H), and 1013 cm™* (C-0), 840, e 750
(O-H), semelhantes aos relatados por Chew et al. (2018); Kang et al. (2019); Karrar et al.
(2021); and Mahdi et al. (2020).

O espectro FT-IR do HM (Fig. A.1c, material suplementar) apresenta bandas na faixa entre
1366 e 1419 cm™ relacionas a deformagdo de grupos metila (C—H). As bandas entre 1100 e
1150 cm ™ séo relatadas para indicar o alongamento C-O, C-C e C-O—H, enquanto 0s picos na
regido de 1100-900 cm™? indicam dobra C-O-H. Bandas em regido 1634 cm™ sio
caracteristicas de deformacao angular de ligac@es (-OH), indicando presenca de agua ligada na
regido amorfa dos granulos de amido. A “regido da impressao digital” para polissacarideos €
geralmente considerada na regido do nimero de onda de 1000 a 1220 cm™ (Chakravarty et al.,
2021), corroborando com os dados encontrados.

O espectro FT-IR da IN teve bandas de absor¢cdo em 3287, 2970, 2965, 1739, 1690, 1419,
1366, 1222, 1217, 1159, 1113, 1092, 1017, 987, 928, 883, 866, 591 e 528 cm™ (Fig. A.1d,
material suplementar). As bandas que apareceram em 1739 e 1690 cm™ ndo sdo especificas
para IN segundo EI-Kholy et al. (2020), que devido as propriedades higroscopicas deste
polissacarideo pode ter ocorrido absorcdo de agua.

Para as microcédpsulas, (Fig. B.1a; B.1b; B.1c e B.1d; material suplementar), picos de
hidroxila caracteristicos (O—H) foram observados em torno de 3280 cm™. Os picos
correspondentes ao C—H que se estende do grupo carboxilico apareceram em torno de 2900 cm”
! Picos 1150 cm™®, 1075 cm™® e 1020 cm™ que correspondem ao alongamento de C-O e
curvatura de C-O—H apareceram em todos os tratamentos (Mahdi et al., 2020). Regides entre
1600-900 cm™ tém a regido de distingdo entre moléculas (impressdo digital molecular)
(Mendes et al., 2021). Esses picos estdo relacionados aos polifendis, o que implica na possivel
presenca desses compostos nas microcapsulas produzidas (Kalusevi¢ et al., 2017). Observou-
se que as bandas das microcapsulas séo estreitas quando comparadas as do extrato livre, o que
sugere que a incorporacdo dos polifendis altera a ordem molecular, conforme relatado por
Ahmad et al. (2018). Em comparacgdo com as intensidades de pico dos agentes carreadores, as
intensidades dos picos de hidroxila para todas as microcapsulas diminuiram consideravelmente.
Isso implica que os grupos hidroxila dos agentes carreadores participaram de reagdes quimicas

durante a secagem por pulverizac¢do, como ligacao de hidrogénio e/ou esterificacdo entre MD,
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GA, HM e IN. A incorporagdo dos agentes carreadores (HM e IN, respectivamente) ao
tratamento padrdo (S) sdo quimicamente estaveis devido a auséncia de deslocamento do nimero
de onda e além do mais, nenhum novo grupo quimico foi produzido, uma vez que picos
semelhantes foram observados.

O extrato do bagaco de uva puro (Fig. C.1, material suplementar) exibiu bandas de absorc¢ao
tipicas de estruturas fendlicas. Foram observadas faixas de alongamento de O—H em 3294 cm”
! atribuidas a vibragdes do grupo hidroxila da estrutura fendlica. O pico em 2935 cm™ foi
atribuido ao trecho CH», CHs, estando intimamente relacionado com compostos aromaticos
com ligacdes fenil semelhantes as dos compostos polifendlicos, como os flavonoides
(Ballesteros et al., 2017). As bandas a 1722 cm™! pertencem a vibracéo de alongamento do C—
O e as bandas a 1034 cm™ correspondentes a vibragio de flexdo dos grupos C—O—C podem
indicar a presenca de carboidratos, enquanto pequenas bandas em torno deste pico poderiam
aparecer devido a presenca de acidos organicos (Favaro et al., 2018). A banda de absorcdo de
1372 cm'* pode ser atribuida a deformagdo OH em plano nos polifenois (Favaro et al., 2018).
A regido entre 1280-1430 cm™* compreende uma area importante onde bandas de polifenois
podem ser encontrados, como acidos galico e tanico e catequinas (Rubio et al., 2020). Picos em
torno de 1283-1217 cm™! estdo relacionados com a presenca de taninos condensados
(proantocianidinas) (Souza et al., 2015). Esses picos podem ser vistos principalmente no extrato
puro, € menos intensamente, nas microcapsulas. As proantocianidinas sdo encontradas
principalmente em sementes de uva, que faziam parte do subproduto usado. Bandas na regido
espectral 1607-947 cm™* foram encontradas, onde diversas bandas de polifendis encontrados
nas uvas podem ser observadas, provavelmente relacionadas a compostos organicos como
acucares, alcoois e acidos organicos que provavelmente estdo presentes no extrato (Kalusevic¢
etal., 2017).

3.4.3 Estabilidade térmica

A analise termogravimétrica (TGA) explora a degradacdo térmica da amostra por perda de
massa em uma determinada faixa de temperatura. Esta analise permite conhecer as alteracbes
gue o aquecimento ird provocar no material e permite estabelecer a faixa de temperatura em
que a amostra adquire uma composi¢do quimica constante e a temperatura em que a amostra
comeca se decompor (Mendes et al., 2021; Denari & Cavalheiro, 2012). Para avaliar as
alteracdes fisico-quimicas nas microcapsulas com o aumento da temperatura, os p6s foram
submetidos a TGA, considerando a perda de peso até 600 °C (Fig. 4). As curvas

termogravimétricas em alimentos em po apresentam 3 fases de perda de massa, sendo a primeira
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préxima a 100 °C e representando a perda de umidade na superficie do material. O segundo
estagio caracteriza a degradacdo do agente carreador e a volatilizacdo do material do nucleo
(agente ativo). A terceira fase caracteriza a degradacdo dos compostos organicos remanescentes

e a formacdo de cinzas (Campelo et al., 2018).

TGA (%)

® Tratamento padrio (S)
= Tratamento (T1)
® Tratamento (T2)
® Tratamento (T3)

000 00.00 300,00 500.00
Temperatura (°C)

Fig. 4 Termogramas TGA das microcépsulas de extrato do bagaco de uva. Tratamento padréo (S): maltodextrina
DE20 10% e goma ardbica 10%; Ti: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e hi-maize 5%; T:
maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e inulina 5%; e T3: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%,

hi-maize 2,5% e inulina 2,5%.

Os resultados da perda de massa foram semelhantes em todos os tratamentos, sendo que o
tratamento T apresentou dois estagios de degradacdo. O primeiro estagio para os tratamentos
S (entre 44,1 e 80,3 °C), T1 (entre 51,1 e 88,2 °C), T2 (entre 40,4 e 80,8 °C), e T3 (entre 37 e
74,5 °C), envolve a perda de massa de umidade, com T °C max. @ 66,8 °C (S), 65,2 °C (T1), 61,9
°C (T2), e 61,4 °C (T3). Essas informagcdes sdo obtidas a partir da curva DrTGA (mg min™) (Fig.
A.2, material suplementar), que permite melhor visualizagcdo de alguns eventos térmicos por
meio de picos e observacdo da T °C max., correspondendo & temperatura na qual a perda de massa
é maxima (Araujo et al., 2020).

O segundo estagio corresponde a regido onde ocorrem as reacdes de decomposicéo e onde
ocorreu a maior perda de peso das amostras. As taxas de decomposic¢éo dos tratamentos S, Ty,
T2 e T3, foram méximas em 218,2, 322,9, 328,5 e 315,1 °C, respectivamente (Fig. A.2, material
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suplementar). Sendo que a maior perda de massa foi observada no tratamento T: (69,1%),
seguido do tratamento S (67,7%) e T3 (65,1%). O tratamento T» apresentou a menor perda de
massa (62,7%), no entanto apresentou dois picos de perdas em 224,2 °C (perda 17,5%) e 328,5
°C (perda 45,2%). Observa-se que as microcapsulas apresentam degradacdo térmica lenta.
Inferindo que este comportamento pode estar associado & menor volatilizacdo e degradacéo
oxidativa do extrato do bagaco de uva devido a protecdo conferida pelos agentes carreadores
(Mékeld et al., 2017). Como as andlises foram realizadas em atmosfera inerte, a degradacéo
total das microcapsulas ao teor de cinzas ndo foi concluida (esta parte relacionada a terceira

etapa, a degradacéo total da amostra).

3.5  Analise colorimétrica

O processo de secagem por pulverizacdo produziu pos (microcapsulas) de cor résea, com
variacdo de tonalidade de acordo com a concentracdo do agente carreador (Fig. 1C). As
microcépsulas obtidas em secagem por pulverizacdo mostraram diferencas significativas (p <
0,05) nos parametros L*, a* e b* conforme mostrado na Tabela 4.

As microcapsulas preparadas com diferentes agentes carreadores apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. A diferenca de cor foi evidenciada pelos valores de L*, uma vez
que as microcépsulas oriundas dos tratamentos T» e Tz eram mais escuras, com valores de L*
entre 47 e 49,1, e os tratamentos S e T1 eram mais claros com valores entre 50,7 e 50,3, estes
resultados sdo notavelmente observados na Fig. 1C. Para o pardmetro de cor a*, todas as
microcapsulas apresentaram valores positivos variando de 4 a 6, indicando um vermelho mais
profundo em todos os tratamentos. Enquanto que o pardmetro de cor b*, apresenta valores
negativos mais baixos, variando de -2 a -1,3, indicam um aumento da cor azul provavelmente
relacionado a incorporacdo de pigmentos como as antocianinas (Ahmad et al., 2018), uma
classe de polifendis presente no extrato do bagaco de uva.

O tratamento T> (MD: GA: IN) diferiu marcadamente na cor em comparagdo com os demais
tratamentos, com um valor L* mais escuro, valor a* mais vermelho e valor b* mais azul. Isso
provavelmente se deve a interferéncia da cor da IN na cor das microcapsulas, uma vez que a
concentracdo de extrato do bagaco de uva foi igual em todos os tratamentos, comportamento
semelhante ao observado por Castel et al. (2018).

Os valores do angulo da matriz entre 341,7 e 342,3 confirmaram a tendéncia das
microcapsulas para a tonalidade vermelha (Matriz = 360°). O Croma* foi maior para o
tratamento T2, 0 que significa que esse tratamento apresenta maior saturagdo ou pureza de cor,

0 que € uma caracteristica desejavel (Rezende et al., 2018).
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Tabela 4 Anélise colorimétrica das microcapsulas de extrato do bagacgo de uva usando quatro combinacdes diferentes de agentes carreadores.

Combinacao de agentes carreadores Cor

Tratamentos  Razéo L* a* b* Matriz (°) Croma*

S MD: GA 50,7 + 0,6 4,0+0,1° -1,3+0,0° 341,7+0,5° 42%0,1°
T1 MD: GA: HM 50,3 £ 0,7% 4,8 +0,1° -1,5+0,0° 342,3 +0,4% 50+0,1°
T> MD: GA: IN 47,0 £ 0,4° 6,0 £0,22 -2,0£0,12 341,8 £0,3° 6,4 +0,22
T3 MD: GA: HM: IN 49,1 +0,4° 4,8 +0,1° -1,6 £0,0° 341,9 +£ 0,22 50+0,1°

Combinagbes: MD: GA; Tratamento padrdo (S): maltodextrina DE20 10% e goma ardbica 10%; MD: GA: HM; Tratamento T1: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%
e hi-maize 5%; MD: GA: IN; Tratamento T,: maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e inulina 5%; e MD: GA: HM: IN; Tratamento Ts: maltodextrina DE20 7,5%, goma
arébica 7,5%, hi-maize 2,5% e inulina 2,5%.

No sistema CIE-Lab: L* denota brilho na escala de 0-100 do preto ao branco; a* (+) vermelho ou (-) verde; e b* (+) ou amarelo (-) azul. Matiz (°): &ngulo de matiz, indica a
cor da amostra (0 ° ou 360 ° = vermelho, 90 ° = amarelo, 180 ° = verde e 270 ° = azul); Croma* indica a pureza ou saturacdo da cor.

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (n = 5). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.6  Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi medida como a capacidade de eliminar os radicais peroxila e
teve a seguinte ordem para as microcapsulas obtidas com diferentes agentes carreadores: 527,1
+ 0,9 (Tratamento S, MD: GA), 401,5 £ 7,7 (Tratamento T2, MD: GA: IN), 398,1 £ 6,5
(Tratamento T1, MD: GA: HM) e 391,4 + 8,6 (Tratamento T3, MD: GA: HM: IN), dados
expressos em mmol TE g* de amostra em base seca. Observando a Fig. 5, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos T1, T2 e Ts, mas todos eles diferiram ao tratamento padrdo
(S), o qual apresentou atividade antioxidante maior em comparacdo com os 3 tratamentos. Altos
valores de atividade antioxidante foram encontrados no extrato livre do bagaco de uva (Moro,
Bender, Ferreira, et al., 2021), culminando com os bons indices de atividade antioxidante

presentes nas microcapsulas produzidas.

500.0
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b b b
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300,0
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Fig. 5 Atividade antioxidante das microcapsulas produzidas com extrato do bagaco de uva. Tratamentos: S,

RA
(mmol TE/ g DW)

maltodextrina DE20 10% e goma arabica 10%; T, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e hi-maize 5%;
T,, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e inulina 5%; T3, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica
7,5%, hi-maize 2,5% e inulina 2,5%. TE: equivalente Trolox; DW: peso seco. Os resultados sdo expressos como
média + erro padrdo (n = 3). Os valores médios seguidos pelos mesmos sobrescritos ndo sdo significativamente

diferentes pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Os resultados encontrados séo superiores aos valores de ORAC relatados por Rosa et al.
(2021) na microencapsulacdo de extrato de mirtilo, em secagem por pulverizagdo, usando
agentes carreadores equivalentes aos do presente estudo. A atividade antioxidante apresentada
pelas microcdpsulas sugere que os polifendis presentes no extrato do bagaco de uva
microencapsulado apresentam significativa capacidade sequestrante de radicais livres e,

portanto, representa uma fonte promissora de agente antioxidante primario, de grande
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importancia para a industria de alimentos (Bennemann et al., 2018; Moro, Bender, Ferreira, et
al., 2021). E importante ressaltar que a aplicacdo de tecnologias limpas, como 0 MHG, para a
recuperacdo de compostos bioativos se mostra bastante promissora. Assim, a associacdo desta
tecnologia a processo de microencapsulacdo, como a secagem por pulverizacdo, possibilita
promover a estabilidade e integridade destes extratos sob a¢des adversas do meio, garantindo

uma maior vida util deste produto.

3.7  Estabilidade dos compostos antocianicos sob diferentes condi¢des de armazenamento

Compreender os mecanismos de degradacdo é importante para maximizar a qualidade
nutricional e sensorial dos produtos (Zhang et al., 2020). No entanto, devido a consideravel
sensibilidade dos compostos antocianicos, a degradacdo da concentracdo de antocianinas
monomeéricas totais € inevitavel (Rosa et al., 2021). Pode-se observar que a estabilidade das
antocianinas em todas as microcapsulas armazenadas a -18 + 0,1 °C (Tabela 5) foi
significativamente (p < 0,05) maior do que as microcapsulas armazenadasa 3 +4 °C e 16,5 +
4 °C, respectivamente. Inferindo que quanto maior a temperatura de armazenamento, menor a
retencdo de antocianinas.

Para a constante de degradacdo (k) das microcapsulas expostas a diferentes condicGes de
temperatura, observa-se que houve reducdo desse parametro, quando as microcapsulas foram
armazenadas em baixas temperaturas. Comportamento semelhante aos observados por Rosa et
al. (2021), ao microencapsular extrato de mirtilo. Os menores valores de k foram observados
no tratamento T1 (MD: GA: HM) armazenado em temperatura de congelamento (0,00017) e
refrigeragéo (0,00031). Enquanto que a maior perda foi observada no tratamento T3 em ambas
as condigdes de armazenamento. Rosa et al. (2021) afirmam que o menor valor da k
corresponde a menor perda durante o armazenamento e, consequentemente, a um maior tempo
de meia-vida (t%2), afirmacéo que corrobora com os resultados encontrados no presente estudo.

As meias-vidas mais curtas foram de 988 (ambiente), 1100 (refrigeracdo) e 1238
(congelamento) dias, ambas encontradas no tratamento Ts e as meias-vidas mais longas, de
compostos antocianicos das microcapsulas produzidas foram evidenciadas no tratamento Ti
para a temperatura ambiente (1233 dias), de refrigeracdo (2240 dias) e de congelamento (4088
dias), quando comparados ao tratamento S. No entanto, ambos 0s tratamentos apresentaram
meias-vidas crescentes em funcéo da temperatura de armazenamento, sendo que a temperatura
de congelamento apresentou os melhores resultados de meias-vidas. Mahdavi et al. (2016) e

Campelo et al. (2018) investigaram os efeitos das condi¢des de armazenamento na estabilidade
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de compostos bioativos e relataram uma maior estabilidade das microcapsulas em baixas

temperaturas de armazenamento (4 £ 1 °C).

Tabela 5 Estabilidade dos compostos antocianicos presentes nas microcapsulas de extrato do
bagaco de uva armazenadas em diferentes temperaturas (ambiente, refrigeracdo e
congelamento).

Tratamentos Dia0 Dia 120 k tYe % Perda total

Temperatura ambiente (16,5 £ 4 °C)

S 0,4609 + 0,0 0,4375 + 0,0f 0,00043 1598 5,1
T1 0,5288 + 0,0 0,4943 +0,0° 0,00056 1233 6,5
T2 0,4742 £ 0,0 0,4409 + 0,0 0,00061 1137 7,0
T3 0,4965 + 0,0 0,4564 + 0,0% 0,00070 988 8,1

Temperatura refrigeracéo (3 £ 4 °C)

S 0,4542 + 0,0 0,4342 + 0,0 0,00038 1844 4.4
T1 0,5154 + 0,0® 0,4965 + 0,0 0,00031 2240 3,7
T2 0,5099 + 0,0° 0,4765 = 0,0¢ 0,00056 1228 6,6
T3 0,5344 + 0,0 0,4954 + 0,0 0,00063 1100 7,3

Temperatura congelamento (-18 + 0,1 °C)

S 0,4876 + 0,0° 0,4676 + 0,0 0,00035 1983 4,1
T 0,5076 + 0,0 0,4976 +0,0°  0,00017 4088 2,0
T 0,5076 + 0,0 0,4809+0,0%  0,00045 1539 5.3
Ts 0,5288 + 0,0 0,4943+0,0°®  0,00056 1238 6,5

Os resultados do teor de antocianinas monoméricas totais no dia 0 e no dia 120 sdo expressos em mg g* de
microcapsulas. R?: coeficiente de determinacio; k: constante de degradacio cinética; e t%: tempos de meia-vida.
Tratamentos: S, maltodextrina DE20 10% e goma arabica 10%; T1, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5%
e hi-maize 5%; T,, maltodextrina DE20 7,5%, goma arabica 7,5% e inulina 5%; T3, maltodextrina DE20 7,5%,
goma arabica 7,5%, hi-maize 2,5% e inulina 2,5%.

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (n = 3). Os valores médios indicados pela mesma letra em

cada coluna sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).



144

A industria de alimentos tem investigado diversos métodos que visam buscar uma maior
preservacdo de compostos bioativos perdidos ao longo de sua curta vida util. A
microencapsulacdo é uma técnica que tem sido utilizada como forma de preservacdo de
alimentos uma vez que o uso de agentes carreadores na microencapsulacéo tende a proteger 0s
compostos bioativos contra os fatores intrinsecos e extrinsecos do meio (Moro, Bender, da
Silva, et al., 2021; Rivas et al., 2020). A meia-vida é usada para estimar o tempo que as
microcapsulas levam para atingir 50% de sua concentracéo inicial, e € um parametro importante
dentro da industria alimenticia (Rosa et al., 2021). Valores elevados de meia-vida, como 0s
encontrados nos tratamentos S, Ty, T2 e T3, séo resultados importantes quando estéo associados
ao aumento da estabilidade e do prazo de validade dos compostos antocianicos, devido a
instabilidade desses compostos.

A perda total de antocianinas (%) no periodo de armazenamento foi determinada pela relacéo
entre os compostos antocianicos no ultimo dia de armazenamento (C120) € a concentracéo inicial
(Co). Em todas as condigdes de armazenamento avaliadas a maior perda de antocianinas foi
registrada no tratamento Ts. Esses resultados sugerem que, a inclusdo dos agentes carreadores
HM e IN a formulacdo padrdo, ndo foram eficientes em promover o aumento da estabilidade
das antocianinas. No entanto, a adi¢do apenas do HM a solu¢do padrdo, promoveu um aumento
na estabilidade das antocianinas em temperatura ambiente (6,5 %), de refrigeracao (3,7 %) e de
congelamento (2 %). Valores de perda total variando de 2 a 20,4 % foram relatados por Rosa
et al. (2021), Pieczykolan & Kurek (2019) e Moser et al. (2017).

Conclusivamente, os resultados de estabilidade dos compostos antocianicos demonstram que
todas as microcapsulas possuem boa estabilidade de armazenamento sob as condicGes de
temperatura avaliadas. No entanto, o tratamento T; armazenado a -18 £ 0,1 °C apresentou a
menor taxa de degradacdo de antocianinas e, consequentemente, o maior tempo de meia-vida,
enquanto que o tratamento T3 apresentou a maior taxa de degradacdo nas condi¢des e 0 menor
tempo de meia-vida, sugerindo que a combinacdo de MD, GA, HM e IN ndo ¢ eficaz na
protecdo de antocianinas quando comparado a adi¢do de HM e IN separadamente ao tratamento
padrdo. Contudo, o uso combinado de agentes carreadores é frequentemente relatado como
alternativas possiveis e vidveis para a microencapsulacdo de compostos bioativos, garantindo
melhor estabilidade e preservacdo destes compostos (Moro, Bender, da Silva, et al., 2021,
Sharif et al., 2020).
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3.8  Efeito das condi¢bGes gastrointestinais simuladas na liberacdo de compostos de
antocianina

A liberacdo in vitro de antocianinas monoméricas das microcapsulas obtidas no presente
estudo foi avaliada em fluidos gastrico e intestinal simulados. A porcentagem de liberacéo de
compostos de antocianina das microcapsulas em vérias condi¢es do trato gastrointestinal é
ilustrada na Tabela A.1 (material suplementar). Conforme mostrado na Fig. 6, a liberacéo de
antocianinas foi efetivamente controlada pelo revestimento protetor dos agentes carreadores. O
extrato livre apresentou concentracao inicial de antocianinas monomeéricas totais de 5,8 mg mL"
1 (pH 2,98), sendo significativamente diferente da concentragdo inicial apresentada pelas
microcapsulas: tratamento S (5 mg mL™Y), tratamento T1 (5,1 mg mL™), tratamento T2 (4,9 mg

mL1) e tratamento T3 (5,1 mg mL™?), dados apresentados na Tabela A.1 (material suplementar).

Estomago Duodeno fleo
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N
BRSNS
AN

DA

\
R —

0 30 60 90 120 150 180 210

Concentracio de antocianinas (mg/mL)
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Fig. 6 Resisténcia dos compostos antocianicos as condi¢Oes gastrointestinais simuladas do extrato livre do bagago
de uva e dos tratamentos S, T1, T, e T3, na condicdo de congelamento, nas seguintes fracfes: es6fago/estdbmago
(adicdo de pepsina, pH ajustado para 2,0 por 90 min); duodeno (adi¢do de pancreatina e sais biliares, pH ajustado

para 5,0 por 20 min); e ileo (pH ajustado para 7,5 por 90 min).

Na fracdo correspondente ao estdmago (fase gastrica), estes foram adicionados a enzima
pepsina e o pH ajustado para 2 ao longo de 90 min. Comparando o comportamento do extrato
livre (0,6 mg mL™) e dos tratamentos S, T1, T2 e T3 (2,1, 2,8; 3,3 e 2,6 mg mL™,

respectivamente) nesta fracdo, foi possivel observar o efeito protetor das microcapsulas em
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relacdo ao extrato ndo encapsulado, que apresentou maior perda da concentragdo de
antocianinas monomeéricas totais, diferindo estaticamente das microcapsulas (Tabela A.1,
material suplementar). De acordo com Rubio et al. (2018), os principais compostos bioativos
sdo liberados durante a fase gastrica, pois 0 estdmago € o principal local para a extracdo de
bioativos, afirmag&o que confirma os resultados encontrados no presente estudo. Além do mais,
os resultados sugeriram que as microcapsulas foram mais resistentes ao ambiente gastrico do
estdmago que o extrato livre e, consequentemente, protegem os compostos bioativos durante a
passagem pelo estbmago humano, corroborando com Mansour et al. (2020) e Burgos-Edwards
etal. (2017).

Na fracéo intestinal que compde o duodeno (pH 5), a concentracdo de antocianinas diminuiu
significativamente em relacdo aos valores encontrados para a fracdo estomacal no extrato livre
e em ambos os tratamentos. No entanto, apesar desta reducao, ambas as microcapsulas diferiram
do extrato livre apresentando maior preservacdo dos compostos, corroborando com os achados
de Rosa et al. (2021), que avaliaram a resisténcia de compostos de antocianina de microcapsulas
de mirtilo a condi¢Bes gastrointestinais simuladas. O tratamento T, apresentou uma maior
preservacdo de compostos antocianicos (1,4 mg mL™), diferindo estaticamente dos demais
tratamentos (Tabela A.1, material suplementar).

Na dltima fracdo do sistema gastrointestinal, correspondente ao ileo (pH 6,5), os valores
obtidos também foram inferiores aos encontrados para as fragdes do estdbmago e duodeno,
indicando perda dos compostos. No entanto, o tratamento S seguiu 0 mesmo comportamento
do extrato livre, apresentando total degradacdo dos compostos antocianicos presentes. Os
tratamentos Ti e Ts, apresentaram ao final do sistema gastrointestinal concentracdo de
antocianinas monoméricas equivalentes a 0,2 e 0,3 mg mL™, respectivamente. O tratamento T»,
composto de MD: GA: IN apresentou a maior retencdo de antocianina ao final da simulagéo
gastrica (0,5 mg mL?), inferindo, que a adicdo de IN ao tratamento padrdo foi
significativamente eficiente promovendo uma melhora na entrega de antocianinas em
condi¢des gastrointestinais simuladas, aumentando sua biodisponibilidade simulada em
comparagdo com os demais tratamentos e ao extrato livre.

Os resultados observados no presente estudo nas diferentes fracbes do sistema
gastrointestinal simulado estdo de acordo com os achados descritos por Rosa et al. (2019) e
Mansour et al. (2020), que analisaram o comportamento das antocianinas microencapsuladas e
livres em relacdo a simulacdo gastrica. Eles relataram um menor nivel de decaimento na
concentragdo dos compostos nas microcapsulas, atribuindo essa diferenca ao efeito protetor

exercido pelos agentes carreadores.
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4. Concluséo

Os efeitos da microencapsulacdo, das condi¢cGes de armazenamento e das condigdes
gastrointestinais simuladas sobre os polifenois extraidos do bagaco de uva (Vitis vinifera L.
‘Merlot’) a partir da tecnologia verde de extragdo MHG foram extensivamente investigados
neste estudo. Verificou-se que o uso de diferentes composi¢cdes de material microencapsulante,
MD e GA como formulagdo padréo, combinados com HM e IN, bem como uma combinagéo
destes, levou a uma boa eficiéncia de encapsulacdo variando de 95,9 a 97,4% e um rendimento
de processo aceitavel (> 50%), foi evidenciado quando se adicionou HM ao tratamento padréo
(Tratamento Ti). A alta eficiéncia de microencapsulagdo resultou em uma alta atividade
antioxidante para ambas as microcapsulas contendo compostos bioativos extraidos do bagaco
de uva. As micrografias mostraram formas esféricas, lisas, irregularidades morfoldgicas e
ligeira aglomeracdo, no entanto ndo foram observadas microcapsulas fraturadas, o que significa
que as microcapsulas sdo menos permeaveis aos gases. As microcapsulas apresentaram
tamanho variavel de 7,4 a 11,4 um, granulometria inferior a perceptivel sensorial e degradacéo
térmica lenta.

Os tratamentos formados a partir das diferentes combinagfes de agentes carreadores em
relacdo ao tratamento padrdo apresentaram as maiores concentragdes iniciais de compostos
antocianicos. O tratamento T1 apresentou os menores valores de degradacdo constante (k) nas
temperaturas de armazenamento testadas; principalmente na temperatura de congelamento, que
correspondeu a menor perda durante o armazenamento e, consequentemente, maior meia-vida
(t2). O tratamento T» foi eficaz na protecdo dos compostos antocidnicos do sistema
gastrointestinal simulado quando comparado ao extrato livre, promovendo maior
biodisponibilidade dos compostos. Os resultados mostram que a combinacdo de HM e IN
separadamente ao tratamento padrdo € mais eficiente quando comparada a combinagdo de
ambos, uma vez que o tratamento T3 exibiu uma maior taxa de degradacéo (k) de compostos
antocianicos ao longo do armazenamento e, consequentemente, menor meia-vida (t%2).

Estas descobertas provam que o uso combinado ou individual de MD, GA, HM e IN como
agentes carreadores sdo eficazes e superiores ao tratamento padrdo, uma vez que, resultou em
microcapsulas com boa atividade antioxidante, estabilidade substancialmente melhorada dos
compostos bioativos e protecdo dos compostos antocianicos no sistema gastrointestinal
simulado em comparacdo com as microcapsulas obtidas da formulacdo padrdo. Usando as
estratégias desenvolvidas neste estudo, o principal subproduto da cadeia vinicola, que tém
pouco ou nenhum valor comercial, pode ser utilizado como ingrediente funcional pela industria

alimenticia. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para focalizar as aplicacfes dessas
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microcédpsulas em alimentos, a fim de investigar as propriedades fisico-quimicas e sensoriais
dos produtos finais.

A tecnologia extrativa por MHG, seguida de microencapsulacao consiste em uma alternativa
robusta e eficiente para recuperacdo de polifendis do bagaco de uva, permitindo sua
sustentabilidade. Além do mais, a recuperacéo de polifendis do bagaco de uva contribui para a
reducdo dos impactos ambientais e perdas econdmicas, estando desta forma, alinhada com 0s
Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, da Agenda 2030 da Organizacdo das NacOes

Unidas.
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Fig. A.la. Medices de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) da maltodextrina
DE20.
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Fig. A.1b. Medigdes de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) da goma arabica.
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Fig. A.1c. Medicdes de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) do hi-maize (amido

resistente).
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Fig. A.1d. Medicdes de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) da inulina
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Fig. B.1la. Medig¢des de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) do tratamento
padréo (S).
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de uva livre do cultivar Merlot.
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Fig. A.2. Curvas TGA das microcépsulas de extrato do bagaco de uva microencapsuladas com diferentes combinacGes de agentes carreadores.
Tratamentos: S, 10% de maltodextrina DE20 e 10% de goma arabica; T1, 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de goma arabica e 5% de hi-maize; T, 7,5% de maltodextrina

DE20, 7,5% de goma arabica e 5% de inulina; T3, 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de goma arabica, 2,5% de hi-maize e 2,5% de inulina.
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Tabela A.1. Resisténcia dos compostos antocianicos as condigdes gastrointestinais simuladas

do extrato livre do bagaco de uva e dos tratamentos S, T1, T2 e T3, na condicéo de congelamento,

nas seguintes fracdes: es6fago/estdmago (adicdo de pepsina, pH ajustado para 2,0 por 90 min);

duodeno (adicdo de pancreatina e sais biliares, pH ajustado para 5,0 por 20 min); e ileo (pH

ajustado para 7,5 por 90 min).

Tratamentos Antocianinas monomeéricas totais (mg mL1)
Extrato livre S T1 T2 T3
Concentracéo inicial 5,8 + 0,0 50+0,0° 51+02° 49+01° 51+0,0°
Digestao
Estdmago 0,6 £0,0° 21+01° 28+02® 33+00® 26+0,3®
Duodeno 0,1+0,1¢ 05+0,0° 0700 14+01* 07+00°
lleo 0,0+0,0° 00+0,1° 02+00° 05+00® 03+0,0°

Estdmago: Fase gastrica; Duodeno: Frago intestinal; ileo: Ultima fracéo do sistema gastrointestinal.
Tratamentos: S, 10% de maltodextrina DE20 e 10% de goma arébica; T1, 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de

goma arébica e 5% de hi-maize; T, 7,5% de maltodextrina DE20, 7,5% de goma arabica e 5% de inulina; T3, 7,5%

de maltodextrina DE20, 7,5% de goma arébica, 2,5% de hi-maize e 2,5% de inulina.

Os resultados sdo expressos como valor médio + erro padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma linha indicam

diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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6 DISCUSSAO

Tecnologias e métodos inovadores menos danosos ao meio ambiente vém sendo
testados para extracdo de compostos polifendlicos de residuos agroindustriais. Dentre estes
métodos, destacam-se as tecnologias que atendem os principios da “quimica verde”. Desta
forma, métodos mais rapidos e automatizados tém sido empregados, como por exemplo,
extracdo com fluido supercritico, extracdo assistida por micro-ondas, extracdo em micro-ondas
de hidrodifusdo e gravidade, extracdo assistida por ultrassom, campo elétrico pulsado e
aquecimento 6hmico (Artigo 1). Esses métodos apresentam vantagens em relagdo aos métodos
convencionais, pois requerem periodos de extracdo mais curtos e consomem menos solventes,
pois atuam em altas temperaturas e/ou pressdes em ambientes inertes. Consequentemente, a
extracdo verde é baseada na concepcdo de processos que reduzem o consumo de energia,
permitem o uso de solventes alternativos, renovaveis e que garantem produtos seguros e de
qualidade. As tecnologias acima mencionadas despertam interesse na industria de alimentos,
pois permitem uma producdo mais limpa, minimizando a geracdo de residuos e maximizando
0 uso dos recursos empregados. Estima-se que o investimento nessas tecnologias permite um
retorno em menos de 3 anos, com a disponibilidade de produtos seguros e de alto valor agregado
(CHEMAT et al., 2020).

Trabalhos recentes assinalaram que o tratamento por micro-ondas de hidrodifuséo e
gravidade (MHG) pode ser uma alternativa atraente para recuperar compostos bioativos de
subprodutos agroindustriais (JACOTET-NAVARRO et al., 2016; RAZZAGHI et al., 2019;
ZILL-E-HUMA et al., 2011a). Desta forma, o MHG pode ser considerado uma técnica
inovadora de extracao verde para recuperar compostos bioativos, 6leos essenciais ou sucos sem
a adicdo de solventes. Neste sistema, a agua “in situ” atua como meio de transporte dos
compostos de alto valor presentes no interior da célula, de modo que os compostos podem ser
recuperados por fusdo do aquecimento das micro-ondas com a gravidade da terra a pressao
atmosférica em uma Unica operagdo unitaria. Esta metodologia limpa, segura, robusta e
controlada estd de acordo com o0s principios da extracdo verde como a reducédo de residuos
gerados, economia de tempo e recursos e diminui¢do do impacto ambiental, além de aumentar
o rendimento da extracdo em comparacdo com outras técnicas de extracdo convencionais
(SOLTOFT etal., 2009; ZILL-E-HUMA et al., 2011a). O MHG foi usado desde a ultima década
em uma ampla gama de matérias-primas por exemplo, plantas aromaticas e medicinais
(BENMOUSSA et al., 2019; BINELLO et al., 2014; FERREIRA et al., 2020; SANZ et al.,
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2020; VIAN et al., 2008), frutas (CENDRES et al., 2011, 2014; HECK et al., 2020; RAVI et
al., 2018; TURK etal., 2017), vegetais (ANGOY etal., 2018; FERREIRA et al., 2018; PERINO
et al., 2016), cogumelos (PARADA et al., 2015; CHOUHAN et al., 2020) e algas marinhas
(BARRAL-MARTINEZ et al., 2020; LOPEZ-HORTAS et al., 2018; LOPEZ-HORTAS;
DOMINGUEZ; TORRES, 2019; PEREZ; CONDE; DOMINGUEZ, 2014) para a recuperacio
de compostos bioativos, 6leos essenciais ou sucos, dentre outros. Al Bittar et al. (2013)
relataram o efeito do MHG no residuo solido do bagaco de uva oriundo da producéo de suco
de uva integral. Desta forma, este método foi utilizado no presente trabalho de forma pioneira,
para recuperacao de polifenois do bagaco de uva procedente de processos vinicolas. Uma das
novidades deste trabalho esta na otimizacdo do tratamento com MHG para recuperacdo de
compostos polifendlicos deste subproduto de alto valor agregado, ainda subutilizado, e a
utilizacdo de técnicas de encapsulamento para sua preservacdo, disponibilidade e entrega.

O bagaco de uva (Vitis vinifera L.) tem sido amplamente pesquisado, e 0s estudos tem
demonstrado o potencial de uso deste residuo vitivinicola na alimentacdo humana, devido ao
alto teor de polifendis e fibras alimentares, que permanecem no bagaco de uva apos a sua
extracdo e transferéncia para o vinho (BENDER et al., 2020). Este fato, juntamente com seu
notavel contetdo fendlico e antioxidante, sugere que a formulacdo de matrizes funcionais
utilizando extratos do bagaco de uva pode ser uma alternativa interessante no campo de
produtos de origem natural, devido a ampla gama de efeitos bioldgicos atribuidas a este residuo
como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antifungicas, anti-inflamatorias, anticancer,
antienvelhecimento e antidiabéticas (BREZOIU et al., 2019; ROCHA; NORENA, 2020;
TOLUN; ARTIK; ALTINTAS, 2020).

Outro desafio é o desenvolvimento e caracterizacdo de métodos capazes de protegerem
e assegurarem a disponibilidade destes compostos por mais tempo, devido a sua instabilidade
a fatores ambientais. Embora haja um interesse crescente nos extratos polifendlicos do bagaco
de uva, ainda sdo necessarios estudos abrangentes onde suas propriedades fitoquimicas,
antioxidantes e extrativas sejam cuidadosamente estudadas a fim de alcancar produtos finais
competitivos e de alta qualidade.

No presente estudo, a extragdo dos compostos polifendlicos do bagaco de uva foi
realizada através do método MHG. Bagacos de uva, cv. Merlot, foram submetidos a uma
cinética de extracdo, a fim de determinar a melhor condicdo para as matrizes estudadas. Para
determinar a cinética de extracdo, o volume de extrato obtido em diferentes poténcias (200,
300, 400 e, 500 W) foi plotado em funcdo do tempo. A poténcia que expressou melhores

volumes de extragdo em menor tempo, menos de 10 min foi a de 400 W. Foi observado que
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uma maior poténcia de extragéo acarretou em um baixo rendimento de extrato, bem como uma
poténcia mais branda desencadeou um maior tempo de extragdo. Devido ao aquecimento
prolongado, baixas poténcias sdo ineficientes para uma recuperacdo completa dos compostos
polifendlicos presentes na matriz, assim como poténcias maiores podem facilmente danificar
0s compostos presentes (Artigo 2). O contelido de fendlicos totais, a composicao antioxidante
e a identificacdo dos polifendis mostraram que a condicdo extrativa otimizada foi
consideravelmente eficiente para a recuperacdo dos compostos polifenolicos presentes nos
bagacos de uva. Em todos os extratos obtidos foram identificados e quantificados catequina,
quercetina e &cidos galico, siringico e vanilico. Os &cidos vanilico e galico apresentam efeitos
benéficos como antimicrobiano, antimutagénico e anticancer (OLIVEIRA et al., 2013).

O residuo remanescente, o coproduto, obtido ap6s a extragdo com MHG, apresentou
guantidades fenodlicas e antioxidantes interessantes. O contetido de fenolicos totais foram
significativamente maiores no bagago de uva, no entanto ambos 0s residuos, bagaco de uva e
coproduto, apresentaram potencial antioxidante semelhantes nos trés métodos avaliados
(ABTS, FRAP e ORAC). Desta forma, assim como o bagaco de uva, o coproduto pode ser
incorporado as matrizes alimentares possibilitando o desenvolvimento de produtos saudaveis e
com potenciais beneficios a satde humana.

A composicdo centesimal diferiu quanto ao teor de lipideos e fibra insoltvel, sendo que
0 contetdo lipidico foi menor no bagaco de uva. O conteido de fibra alimentar total foi
semelhante em ambas as fra¢cdes, demonstrando que 0 método MHG ndo altera a matriz fibrosa
da matriz e atua principalmente na fracdo aquosa, mantendo a estrutura celular (ZILL-E-HUMA
etal., 2009). Sendo assim, além do extrato polifendlico obtido, o residuo remanescente, também
demostra ser uma amostra rica em polifendis e fibra alimentar, possibilitando a recuperacéo
total do bagaco de uva, devido a manutencédo das suas propriedades fisico-quimicas.

Estudos para verificar formas de aproveitamento do coproduto devem ser conduzidos a
fim de potencializar os efeitos benéficos de seus constituintes tanto nos produtos alimenticios
quanto na nutricdo humana. Assim como, estudos piloto em larga escala precisam ser realizados
para adaptar e dimensionar a extracdo em MHG para a industria de alimentos.

A extracdo das amostras do bagaco de uva revelou resultados interessantes. No entanto,
torna-se necessario viabilizar sua estabilidade e biodisponibilidade, para a adicdo deste
ingrediente na producdo de alimentos. Extratos naturais tém atraido os consumidores que
buscam por alimentos saudaveis. Contudo, a aplicacdo direta destes compostos aos alimentos
promove sabores desagradaveis, baixa disponibilidade, devido a baixa solubilidade em agua, e

sdo instaveis em condic¢des alcalinas encontradas nos fluidos bioldgicos. Diante disso, 0 extrato
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polifendlico do bagaco de uva foi microencapsulado em diferentes combinagdes de agentes
carreadores, a fim de estabelecer a melhor condicdo de armazenamento, disponibilidade e
acessibilidade. Parametros fisico-quimicos, estruturais, morfologicos, antioxidantes e
funcionais foram avaliados e indicaram diferencas entre as combinagdes (Manuscrito 1). As
microcdpsulas contendo extrato do bagaco de uva, testadas frente ao tratamento padrao,
apresentaram excelente retengdo e rendimento. Um alto rendimento do processo permite o
estabelecimento de uma relacdo custo-beneficio que determina a viabilidade da técnica de
secagem em relagédo aos agentes carreadores.

O presente estudo revelou que o tipo de agente carreador (maltodextrina, goma arabica,
hi-maize e inulina) ndo influenciou no teor de umidade, pois as combinacGes testadas foram
iguais ao tratamento padrdo. Valores baixos de umidade sdo necessarios para garantir a
estabilidade dos pds atomizados, pois impossibilitam a aglomeracdo das particulas evitando o
endurecimento dos p6s, o que poderia reduzir a retencdo de componentes ativos e outras
propriedades como fluxo e disperséo.

A solubilidade € um fator decisivo para a qualidade das microcapsulas a serem utilizadas
como ingredientes na inddstria alimenticia. Microcdpsulas pouco sollveis podem causar
dificuldades de processamento e perdas econémicas. Os resultados mostram que as
microcapsulas foram estatisticamente diferentes em termos de solubilidade.

As combinagdes dos diferentes agentes carreadores ndo tiveram uma influéncia
expressiva na morfologia das microcapsulas de extrato do bagaco de uva. As microcapsulas
exibiram uma forma lisa e esférica, caracteristicas tipicas das particulas secas por pulverizacgéo.
As micrografias também mostraram irregularidades morfolégicas e ligeira aglomeracdo, no
entanto ndo foi observado microcapsulas fraturadas. A auséncia de trincas ou fissuras, indica
que elas possuem baixa permeabilidade aos gases, 0 que aumenta a protecdo e retencdo do
material do ndcleo. As microcpsulas produzidas apresentaram bons indices de atividade
antioxidante, culminando com os bons indices encontrados no extrato livre.

Compreender os mecanismos de degradacdo é importante para maximizar a qualidade
nutricional e sensorial dos produtos (ZHANG et al., 2020). O teste de estabilidade em diferentes
condi¢cbes de armazenamento, revelou que a estabilidade das antocianinas em todas as
microcapsulas armazenadas sob congelamento foi significativamente maior do que as
armazenadas em temperatura de refrigeracdo ou ambiente, inferindo que quanto maior a
temperatura de armazenamento, menor a retengdo de antocianinas.

Os resultados observados nas diferentes fragdes do sistema gastrointestinal simulado

analisaram o comportamento das antocianinas microencapsuladas e livres em relacdo a
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simulacdo gastrica. Observou-se um menor nivel de decaimento na concentracdo dos
compostos nas microcapsulas, atribuindo essa diferenca ao efeito protetor exercido pelos
agentes carreadores.

A industria de alimentos tem buscado métodos que visam uma maior preservacao de
compostos bioativos perdidos ao longo de sua curta vida util. A microencapsulagédo é uma
técnica que tem sido utilizada como forma de preservacao de alimentos uma vez que o0 uso de
agentes carreadores na microencapsulacao tende a proteger 0s compostos bioativos contra 0s
fatores intrinsecos e extrinsecos do meio.

E importante ressaltar que a aplicagcdo de tecnologias limpas, como 0 MHG, para a
recuperacdo de compostos bioativos se mostra bastante promissora. Assim, a associacdo desta
tecnologia a processo de microencapsulagdo, como a secagem por pulverizacdo, possibilita
promover a estabilidade e integridade destes extratos sob acdes adversas do meio, garantindo
uma maior vida Gtil deste produto. Usando as estratégias desenvolvidas neste estudo, o principal
subproduto da cadeia vinicola, que tém pouco ou nenhum valor comercial, pode ser utilizado
como ingrediente funcional pela industria alimenticia. No entanto, estudos futuros sdo
necessarios para focalizar as aplicaces dessas microcapsulas em alimentos, a fim de investigar

as propriedades fisico-quimicas e sensoriais dos produtos finais.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, descritos através dos artigos e manuscrito aqui
apresentados e nas condicdes destes experimentos, pode-se chegar as seguintes conclusdes:

- O método de extracdo por micro-ondas de hidrodifuséo e gravidade (MHG) mostrou-
se eficiente para recuperar compostos polifendlicos do bagaco de uva. Os resultados demostram
que em menos de 10 minutos de irradiacdo € possivel obter resultados de extracdo satisfatorios
aliados a maior sustentabilidade ambiental quando comparado a técnicas comumente
empregadas para extracdo de compostos bioativos.

- Os extratos polifendlicos obtidos do bagaco de uva, apresentaram quantidades
consideraveis de polifendis, bem como expressiva atividade antioxidante. Os resultados
demonstram que, na condicdo de extracdo otimizada, € possivel obter a partir do bagaco de uva
a producdo sustentavel, rapida e segura de compostos polifenolicos.

- O residuo remanescente (coproduto) manteve significativas propriedades fisico-
quimicas, tecnoldgicas e antioxidantes, oferecendo as industrias de processamento de alimentos
oportunidade de atender a demanda por produtos alimenticios saudaveis e de alto valor
agregado.

- A microencapsulacdo do extrato de bagaco de uva, em diferentes combinacdes de
agentes carreadores, possibilitou a obtencdo de microcapsulas com boa eficiéncia de
encapsulacdo, acima de 90%, e rendimento de processo aceitavel (> 50%). A alta eficiéncia de
microencapsulacdo resultou em uma alta atividade antioxidante em todas as microcapsulas
contendo compostos bioativos extraidos do bagaco de uva.

- Nos tratamentos testados, a adi¢éo isolada ou combinada dos agentes carreadores, hi-
maize e inulina, ao tratamento padrdo apresentaram estabilidade e prote¢do do contetdo de
compostos antocianicos frente ao armazenamento e no sistema gastrointestinal simulado.

- A tecnologia extrativa por MHG, seguida de microencapsulacdo, consiste em uma
alternativa para recuperacdo de polifenois do bagaco de uva, apresentando caracteristicas
tecnoldgicas e funcionais interessantes, permitindo sua sustentabilidade, além de reduzir

impactos ambientais e perdas econémicas.
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