| [~
) [~
[ [~

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAIS EXATAS E DA NATUREZA dQF
DEPARTAMENTO DE QUIMICA FUNDAMENTAL ~ bwameio
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

-l N
-

<!
=

TELMA MARIA GUEDES DA SILVA

TINTA ANTI-INCRUSTANTE E ANALISES DE RESIDUOS DA
INDUSTRIA VINICOLA (Vitis sp.) DO VALE DO SAO FRANCISCO

RECIFE
2016



TELMA MARIA GUEDES DA SILVA

TINTA ANTI-INCRUSTANTE E ANALISES DE RESIDUOS DA
INDUSTRIA VINICOLA (Vitis sp.) DO VALE DO SAO FRANCISCO

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para a

obtencao do titulo de Doutor em Quimica.

ORIENTADORA: DRA. TANIA MARIA SARMENTO DA SILVA

RECIFE
2016



Catalogacéo na fonte
Bibliotecario Jefferson Luiz Alves Nazareno CRB 4-1758

S586t Silva, Telma Maria Guedes da.
Tinta anti-incrustante e andlises de residuos da indUstria vinicola (Vitis
SP) do Vale do Sé&o Francisco / Telma Maria Guedes da Silva. — 2016.
192f.: fig., tab.

Orientadora: Tania Maria Sarmento da Sllva.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. CCEN.
Quimica Fundamental. Recife, 2016.

Inclui referéncias.

1. Quimica organica . 2. Produtos naturais . 3. Anti-incrustantes
I. Silva, Tania Maria Sarmento da (Orientadora). Il. Titulo.

547 CDD (22. ed.) UFPE-FQ 2016-59




TELMA MARIA GUEDES DA SILVA

TINTA ANTI-INCRUSTANTE E ANALISES DE RESIDUOS DA
INDUSTRIA VINICOLA (VITIS SP) DO VALE DO SAO FRANCISCO

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduagdo no Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco, como requisito parcial para
a obtencdo do titulo de Doutor em
Quimica.

Aprovado em: 11/08/2016.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Tania Maria Sarmento da Silva (Orientadora)
Departamento de Quimica
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof. Eduardo de Jesus Oliveira
Departamento de Farmécia
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Profa. Marcia Silva do Nascimento
Departamento de Antibidticos
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Kristerson Reinaldo de Luna Freire
Departamento de Biotecnologia-CBIOTEC
Universidade Federal da Paraiba

Prof. Celso de Amorim Camara
Departamento de Quimica
Universidade Federal Rural de Pernambuco



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora Dra. Tania Maria Sarmento da Silva pela oportunidade,

confianga, incentivo e contribuicdo em minha formacao académica.

Aos Professores Dra. Patricia Lopes Barros de Araujo (Departamento de
Engenharia Biomédica — UFPE), Dr. EImo Silvano de Araujo (Departamento de
Energia Nuclear — UFPE) e Dra. Kétia Aparecida da Silva Aquino (Colégio de

Aplicacdo da UFPE), pela grande colaboracao na elaboracao e producéo das Tintas.

Ao Aldair José Sarmento da Silva e Maria José Sarmento Filha, pela ajuda

na coleta dos dados do teste de imersao.

A Jalia Campos (CETENE), pela contribuicdo nas aquisicdes dos espectros
de MALDI-TOF.

A todos os amigos do Laboratério de Bioprospeccao Fitoquimica (LaBioFito),
em especial a Silvana Alves, Paulo Ricardo, Girliane Regina e Natalia Ramos,
pelo apoio incondicional em todos 0os momentos, pela amizade, carinho e

contribuicdo de todos.

A Universidade Federal de Pernambuco e ao Programa de POs-

Graduacdo em Quimica da UFPE, pela oportunidade.
A Banca Examinadora, por aceitar o convite.

Ao meu marido Rodrigo Meira, pelo apoio, carinho, paciéncia, dedicacao e

grande ajuda nessa caminhada.
Ao meu grande amigo e irmdo Marcilio Martins, pelo apoio nessa jornada.

Ao CENAPESP pelo apoio estrutural, em especial a Patricia, pela
disponibilidade sempre que precisei.

A CAPES pela bolsa de estudo concedida.



“...E aprendi que se depende sempre

De tanta, muita, diferente gente

Toda pessoa sempre é as marcas

Das licdes diarias de outras tantas pessoas.

E é tdo bonito quando a gente entende

Que a gente é tanta gente onde quer que a gente va...”

Gonzaguinha



RESUMO

O Vale do Séao Francisco esta localizado em uma regido entre os estados de
Pernambuco e Bahia. Responsavel por 99% da uva de mesa exportada e pela
producéo de cerca de 6 milhdes de litros de vinhos finos por ano. No processo de
vinificacdo, os compostos fendlicos sédo extraidos da uva e o alcool produzido na
fermentacdo ajuda neste processo. Os bagacos da uva gerados sao descartados e
devido o teor de fendlicos contido nos residuos o presente trabalho teve como
objetivo propor o desenvolvimento de uma tinta ambientalmente amigével e eficiente
qgue podera ser utilizada como anti-incrustantes em estruturas parciais ou totalmente
submersas no mar. Para a caracterizacao quimica dos residuos de duas variedades
de uva (Vittis sp.) foram utilizadas técnicas cromatograficas e espectrométricas para
identificagdo estrutural dos constituintes. O teor de fendlicos encontrados nos
bagacos da uva Moscato foram de 423,81 = 1,72 mg EAG/g de extrato, 104,49 +
2,90 mgEAG/g de extrato para a semente e casca, respectivamente e de 133,92 +
1,99 mgEAG/g de extrato de bagaco da Shiraz. Nos testes qualitativos de teor de
flavonoides, taninos condensados, galotaninos e antocianinas, os taninos foram
encontrados em maiores concentragdes nos extratos da casca Moscato acetona
70%, semente Moscato etanol e extrato do bagaco Shiraz etanol 80%. Nos extratos
do cultivar Shiraz foram identificadas, por MALDI-TOF e UPLC-DAD-qTOF-MS, 54
antocianinas e foram isolados os principais constituintes: 2 flavonoides glicosilados
(isoquercetina e isoramnetina-3-O-B-D-glicosideo) e 4 antocianinas em mistura
(malvidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo, malvidina-3-0-(6-O-p-
cumaroil)-glicosideo e peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo). Da semente da
uva Moscato foram identificadas 24 proantocianidinas com grau de polimerizacao
variando de 1-6 unidades de (epi)catequina e (epi)galocatequina. Na casca da uva
Moscato foram identificadas 6 proantocianidinas dentre elas dois trimeros de
(epi)afzelequina, 4 oligbmeros de (epi)catequina e (epi)afzelequina. Nos testes de
toxicidade com Artemia salina os trés extratos ndo apresentaram toxicidade e os
complexos cobre-residuos apresentaram alta toxicidade. Os testes de imersdo com
as placas contendo as tintas anti-incrustantes obtidas dos residuos demonstram que
apresentaram eficiéncia superior a tinta contendo complexo obtido de tanino
comercial, durante o mesmo tempo de imersdo. Os extratos da semente da uva
Moscato e o bagago da uva Shiraz apresentaram o melhor resultado no teste de
imersdo. Com base nos resultados obtidos, verificou-se que o pigmento do complexo
residuo-cobre, produzido a base dos extratos, € uma atraente alternativa para
utiizacdo em formulacdes anti-incrustantes. Além disso, representa o0
aproveitamento e agregacédo de valor aos residuos vinicolas da Regido do Vale do
S&o Francisco.

Palavras chave: Residuos. Uva. Moscato. Shiraz. Antocianinas. Proantocianinas.
Anti-incrustantes.



ABSTRACT

Vale do Séao Francisco is located in a region between the states of Pernambuco and
Bahia-BR. Responsible for 99% of the exported grapes and the production of about 6
million liters of fine wine per year. In the winemaking process, the phenolic
compounds are extracted from the grape and the alcohol produced during
fermentation help in this process. The grape marc generated are discarded and
because the content of phenolic contained in the waste the present study aimed to
the development of an environmentally friendly and efficient ink that can be used as
anti-fouling in the partial structures or completely submerged in the sea. For chemical
characterization of waste from the two varieties of grape (Vittis sp.) were performed
chromatographic and spectrometric techniques to identify structural constituents. The
phenolic content found in the Moscato grape marc were 423.81+1.72 mgGAE/g of
extract, 104.49+2.90 mgEAG/g of extract for seed and peel, respectively, and
133.92+1.99 mgEAG/g of extract of the marc of Shiraz variety. In the qualitative
analysis of flavonoid content, condensed tannins, gallotannins and anthocyanins,
tannins were found in higher concentrations in the extracts of the skin Moscato
acetone 70%, seed Moscato ethanol and waste extract Shiraz ethanol 80%. In the
extracts of cultivar Shiraz were identified by MALDI-TOF and UPLC-DAD-gqTOF-MS,
54 anthocyanins and isolated the mainly constituents: 2 glycosides flavonoids
(Isoquercetin and isorhamnetin-3-O-B-D-glucoside) and 4 anthocyanins mixture
(malvidin-3-O-glucoside, peonidin-3-O-glucoside, malvidin-3-O-(6-O-p-coumaroyl)-
glucoside and peonidin-3-0O-(6-0O-p-coumaroyl)-glucoside). Twenty four
proanthocyanidins were identified in the seed of Moscato grape, with degree of
polymerization ranging from 1-6 units of (epi)catechin and (epi)gallocatechin. In the
peel of Moscato grape were identified 6 proanthocyanidins among them two trimers
of (epi)afzelechin, 4 oligomers of (epi)catechin and (epi)afzelechin. In toxicity tests
with Brine shrimp the three extracts showed low toxicity. On the other hand, the
waste copper-complexes showed a high toxicity in the tests. The immersion tests
with plates containing antifouling paints obtained from waste, demonstrate that the
coatings containing the residue of grape-copper complex exhibited superior efficiency
to the ink containing the complex obtained from commercial tannins. The extracts of
the seed of Moscato grape and Shiraz grape marc showed the best result in the
immersion test. Based on these results, it was found that the pigment-copper
complex of the residue produced on the basis of the extracts are an attractive
alternative for use in antifouling formulations, because these formulations have a
lower copper concentration than conventional antifouling paints. In addition, it
features the use and adding value to waste wineries in the Vale do S&o Francisco.

Keywords: Waste. Grape. Moscato. Shiraz. Anthocyanins. Proanthocyanidins.
Antifouling.
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1. INTRODUCAO

A uva é o fruto da videira (Vitis sp) proveniente da familia Vitaceae, obtida de
varias especimes vegetais, dentre elas destacam-se Vitis vinifera destinada a
producgéo de vinhos finos. Todas se apresentam sob a forma de cachos e estes se
dividem em engaco (3-9 %) e bago (91-97 %) (SANTOS, 2004). Com excecéo da
polpa, todas as demais partes da uva séo consideradas residuos da vinicultura, sao
exemplos de residuos do processo de vinificacdo o bagaco, que é formado pela
pelicula (membrana externa) e grainha (semente), o engaco, que sao os pedunculos
onde estdo sustentados os bagos, e também a borra, que séo residuos sélidos
depositados nos recipientes apdés o0s processos fermentativos (SILVA, 2003;
TOUNSI, 2009).

No Brasil, mais de uma dezena de regides produzem vinhos finos e/ou vinhos
de consumo corrente. Os vinhos finos sdo aqueles elaborados exclusivamente a
partir de uvas de variedades européias (Vitis vinifera L.). Atualmente, a vitivinicultura
brasileira de vinhos finos €& desenvolvida como atividade economicamente
importante nas regides geograficas Sul e Nordeste. Nas regides sul-brasileiras
colhe-se uma safra por ano, como na cléssica viticultura mundial. J& no Nordeste, as
colheitas se sucedem ao longo do ano. As diferentes regibes, com distintas
caracteristicas de clima, solo, variedades de uvas, sistemas de producdo e de
vinificacdo e envelhecimento possibilitam a producdo de vinhos com ampla
diversidade de caracteristicas de sabor e aroma peculiares, o que constitui uma das
qualidades da vitivinicultura brasileira atual (GUERRA et al., 2009). O Rio Grande do
Sul esta em destaque para producao do vinho. Em segundo lugar, € ocupado pelo
promissor Vale do Rio S&o Francisco, situado na fronteira de Pernambuco e Bahia
no Nordeste brasileiro, que vem despertando a curiosidade do mundo com seus
bons vinhos (GUERRA et al., 2009).

O Brasil é uma das maiores poténcias agricolas do mundo e como
consequéncia € um dos paises que mais produz residuos agroindustriais por isso
tem buscado cada vez mais alternativas para melhorar este quadro. O valor
estimado de descarte da industria de vinho é superior a 13% e todo este produto

contribui para a poluicdo ambiental mesmo se tratando de um produto
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biodegradavel, pois o0 mesmo necessita de um tempo para sua mineralizagdo
(CATANEDO, et al., 2008).

A preocupacdo com o meio ambiente motivou trabalhos de aproveitamento
deste tipo de residuo e com relacdo a vinicultura sua relevancia € maior, pois neste
tipo de industria s6 uma pequena parte dos residuos sdo reaproveitados sob a forma
de adubo e grande parte é jogada fora como lixo industrial ou queimada. Pesquisas
relacionadas ao aproveitamento de residuos do vinho ainda sdo temas inovadores
mesmo na Europa onde a vinicultura tem caracteristicas milenares (FAMUYIWA,
OUGH, 1982; ROCKENBACH et al., 2011b; 2012; MAKRIS et al., 2007).

O bagaco de uva é uma fonte importante e barata de polifendis. Os principais
polifendis séo principalmente as antocianinas, flavonais, flavanois, acidos fendlicos e
resveratrol. Varios estudos relataram atividade antioxidante dos extratos de bagaco
de uva, sugerindo que os subprodutos vinicolas podem ser utilizados para a
producdo de antioxidantes naturais (BOUSSETTA et al, 2011; ROCKENBACH, et
al., 2011a; ROCKENBACH et al., 2011b; 2012).

Tintas e revestimentos sao produtos comerciais de largo uso em todo o
mundo e movimentam mais de 5 bilh6es de dblares ao ano sé nos EUA. A grande
variedade de formulagBes disponiveis no mercado atende as mais diversas
necessidades de aplicacdes e custos. Entretanto, durante esta primeira década do
século XXI, exigéncias ambientais tém condicionado novos padrbes para
formulacbes de tintas e revestimentos, tanto no Brasil quanto no resto do mundo.
ARMSTRONG et al., 2000; BURGESS et al., 2003). Levando-se em conta a
importancia do setor dos transportes maritimos e o comércio internacional, perdas
econdmicas causadas por incrustacdes, de acordo com projecdes para 2020, podera
originar uma perda 150 bilhdes de dolares por ano em todo o mundo (HELIO et al.,
2009; BELLOTTI et al., 2012).

Dentre os diversos grupos de contaminantes organicos potencialmente
danosos a ecossistemas aquaticos, despontaram nos ultimos anos os biocidas
utilizados como principio ativo de tintas anti-incrustantes. Essas tintas sdo aplicadas
como sistemas de protecdo, com a finalidade de combater a formacédo e o
estabelecimento de comunidades bioincrustantes (biofouling) sobre superficies
expostas a agua. Usualmente, tintas anti-incrustantes sédo aplicadas em

embarcacdes comerciais e de passeio, plataformas petroliferas, tubulacdes
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submarinas, comportas de represas, tanques destinados a aquicultura, dentre outras
estruturas (YEBRA et al., 2004; CASTRO et al., 2011).

Em virtude da constante presséo internacional sobre a utilizacdo de tintas
anti-incrustantes, a industria naval tem frequentemente buscado alternativas
ambientalmente amigéveis. Entre essas iniciativas destacam-se o desenvolvimento
de tintas anti-incrustantes a base de produtos naturais e os revestimentos livres de
biocidas (CASTRO et al., 2011).

Na busca de alternativas menos poluentes, varias classes de compostos
naturais vém sendo testadas em formulacfes anti-incrustantes, dentre estas estao
0s taninos. Os taninos (proantocianidinas) sao oligbmeros de flavan-3-ol com massa
molecular variando de 578 a >5000 Da (PRIEUR et al., 1994; LABARBE et al., 1999;
SUN et al., 1998). A acéo anti-incrustante de taninos é conhecida desde os anos 50
(KNOWLES & WHITE, 1958) e ha relatos de estudos com substancias pertencentes
a esta classe de produtos naturais, extraidas de diferentes espécies de plantas
(NOOR IDORA et al., 2015). Tintas anti-incrustantes a base de taninos podem ser
uma alternativa eficaz as tintas anti-incrustantes comerciais. Um dos inconvenientes
dos taninos é a solubilidade em agua, que acelera a lixiviacdo deste aditivo da
superficie pintada para o meio. Uma solucdo é a complexacdo de taninos com
pequenas proporcdes de jons Cu® resultando em complexos de tanato de cobre de
baixa solubilidade em agua e associam as atividades anti-incrustantes do tanino e
do cobre em um Unico aditivo, que pode ser incorporado a tintas da mesma forma
que outros aditivos insolGveis comuns, como os pigmentos (ANDRADE et al., 2010).

O aditivo tem aplicacdo na industria de tintas, com aplicacdo direta na
industria naval para protecdo de cascos contra proliferacdo de micro-organismos,
além de agregar valor comercial aos residuos das uvas com um impacto na

economia local e geracdo de novos empregos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Vitivinicultura no Brasil

As uvas (Vitis sp., Vitaceae) estdo entre as frutas mais nutritivas consumidas,
sendo aproveitadas, principalmente, a polpa e semente (GUERRA et al., 2009).
Possuem importancia na alimentagdo devido as caracteristicas terapéuticas e
nutricionais, provenientes de acidos organicos, compostos fendlicos, vitaminas e

minerais presentes em sua polpa (LEAO et al., 2009).

A familia Vitaceae compreende 800 espécies divididas em 12 géneros, com
distribuicdo tropical e subtropical. A maior parte dos membros da familia sdo
espécies trepadeiras, dotadas de gavinhas (brotos ou inflorescéncias modificadas,
gue podem ter ventosas na extremidade). H4 também algumas espécies de arbustos
eretos cujos nés sao frequentemente articulados ou dilatados. Varios géneros séo
ornamentais, como Cissus, Parthenocissus e Vitis. (SOUZA, LORENZI, 2012).

O género Vitis € o principal representante da familia com milhares de
variedades de uva. A maioria pertence a espécie Vitis vinifera, originaria no Caucaso
(regido localizada entre a Europa e a Asia) e difundida por toda a costa mediterranea
ha centenas de anos, seja para a producdo de fruta para consumo “in natura” ou
como matéria-prima para a elaboracédo de vinhos (GUERRA et al. 2009). A espécie
foi cultivada por varias civilizacdes europeias durante milhares de anos, o que

originou dezenas de variedades denominadas castas (YANG et al., 2009).

A videira é uma planta trepadeira com tronco retorcido, ramos flexiveis, folhas
grandes e repartidas, flores esverdeadas e frutos carnosos, denominados uvas ou
bagas e aglomerados em cachos (GIOVANNINI, 1999) (Figura 1). Os frutos de Vitis
sp. se apresentam na forma de cachos que se dividem em engaco (3-9 %) e bago
(91-97 %), sendo o bago dividido em casca (10-15 %), polpa (80-85 %) e semente
(3-5 %) (SANTOS, 2004).

24



Engaco
Casca
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Figura 1. Representacao do fruto de Vitis sp. Fonte: http://diariodovinho.com./

A videira foi trazida pelos portugueses ao Brasil e seu cultivo comecou em
1530 na Capitania de S&o Vicente, atuais estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio
de Janeiro. No entanto, o impulso ao cultivo foi dado com a imigracéo italiana em
Sao Paulo e no Rio Grande do Sul no final do século XIX (MELLO, 2002). Em funcao
da diversidade climatica encontrada no Brasil, a viticultura se espalhou pelo pais e
muitas regides produzem vinhos finos e/ou vinhos de consumo corrente (PROTAS et
al., 2006).

A vitivinicultura, apesar de ser uma atividade econdmica recente no Brasil,
guando comparada aos paises tradicionalmente produtores da Europa, € uma
atividade ja consolidada com importancia socioeconémica, principalmente nas
regides Sul e Nordeste (Figura 2). Na regido sul do pais colhe-se uma safra por ano,
como na classica viticultura mundial. J& no Nordeste as colheitas se sucedem ao
longo do ano. As diferentes regides, com distintas caracteristicas de clima, solo,
variedades de uvas, sistemas de producdo, de vinificacdo e envelhecimento
possibilitam a producédo de vinhos com ampla diversidade de sabor e aroma, o que

constitui uma das qualidades da vitivinicultura brasileira (GUERRA et al., 2009).
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Novas fronteiras da vitivinicultura
Areas de cultivo de uvas, fabricacdo de suco e preparo de vinhos
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Figura 2. Mapa da Vitivinicultura no Brasil. Fonte Embrapa/Ubravin.

Existem inimeras variedades de uvas para a elaboracdo de vinhos em
diferentes regides vinicolas no Brasil, sendo duas categorias principais: Vitis vinifera,
denominada uva fina, que gera vinhos superiores e encorpados e Vitis labrusca, que
da vinhos comuns devido a sua rusticidade e resisténcia. Aproximadamente 70
cultivares compde o elenco brasileiro de uvas finas para processamento. As
principais cultivares tintas, pelo volume processado, sdo Cabernet Sauvignon,
Merlot, Cabernet Franc, Tannat, Ancellota, Pinot Noir e Egiodola, mais expressivas
no sul do pais, e as cultivares Shiraz (Syrah) e Alicante Bouschet, mais importantes
na Regido Nordeste. No caso de uvas finas brancas para processamento, mais de
50 cultivares estdo difundidas nos vinhedos do Brasil, destacando-se, no Sul, as cvs
Moscato Branco, Riesling Italico, Chardonnay, Prosecco, Trebbiano, e Moscato
Giallo, e, na regido Nordeste, as cvs. Chenin Blanc, Moscato Canelli e Italia, esta
ultima também utilizada como uva de mesa (CAMARGO, 2015).

Em 2015, ocorreu aumento de 4,41% na produgcdo nacional de uvas,

comparando com 2014. A producdo anual de uva é estimada em quase 1.500.000
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toneladas, em uma &rea cultivada de aproximadamente 79 mil hectares, o Brasil
ocupa a décima quinta posicao na producdo mundial de uva de mesa, sendo a Italia
e a China os dois maiores produtores. Em 2015, as exportacdes brasileiras do setor
vitivinicola foram de 81,81 milhdes de ddlares, 8,32% inferior das realizadas no ano
de 2014 (MELLO, 2015).

Na Regido Sul, maior produtora do pais, a producdo destina-se
principalmente a industria vinicola, nas demais regides predomina-se a producédo de
uva de mesa (in natura). No Rio Grande do Sul, em 2015, a producao de vinhos,
sucos e derivados foi de 583.015 milhdes de litros, 15,38% superior a verificada em
2014 (MELLO, 2015). No Nordeste brasileiro, a partir de meados dos anos 80, com a
introducdo de uvas destinadas a industria vinicola, a vitivinicultura passou a se
destacar como uma alternativa econdmica para a agricultura irrigada nos estados de
Pernambuco e da Bahia, mais precisamente no polo Petrolina (PE) — Juazeiro (BA),
localizado no Vale do Rio Sao Francisco. Na década de 90, os viticultores da regido
ja se preocupavam em diversificar a producao de uvas, 0 que resultou na importacao
e introducéo de cultivares de uvas sem sementes, adequadas ao mercado nacional
e internacional (GRANGEIRO et al., 2002).

A vitivinicultura brasileira possui grande importancia social e econdémica pelo
elevado impacto na geracdo de emprego e renda, tanto nos segmentos de uvas de
mesa, concentrada especialmente no nordeste brasileiro, quanto nas uvas para
processamento, destinada a elaboracdo de vinhos finos, vinhos de mesa,
espumantes, suco de uva, além de destilados e vinagres. Pode-se afirmar que a
cadeia vitivinicola brasileira se caracteriza por ser um mosaico composto de diversos
segmentos, cada um com suas peculiaridades, regides de maior expressao e,
sobretudo, graus diferenciados de competitividade. Além disso, uma das
caracteristicas mais marcantes dos diferentes segmentos da vitivinicultura é a
coexisténcia de regibes com diferencas climaticas, que vao desde regibes

temperadas de altitude até polos de producdo em clima tropical (ZANUS, 2015).
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2.1.1. Regiao do Vale do Sao Francisco

O polo vitivinicola do Vale do Sdo Francisco (Figura 3) retne sete vinicolas
entre o Sertdo de Pernambuco e o Norte da Bahia. Essa area, em plena Caatinga,
tornou-se a segunda maior produtora de vinhos, espumantes e sucos naturais de
uva no Brasil. Situado entre Pernambuco e Bahia, em uma latitude até entdo
impensavel para o mundo do vinho (9°) o Vale do S&o Francisco caminha para ser
um dos importantes produtores vitivinicolas do pais, e vem despertando a
curiosidade mundial. O polo ocupa uma area de mais de 10 mil hectares entre os
municipios pernambucanos de Lagoa Grande (a capital da uva e do vinho do
Nordeste) e Santa Maria da Boa Vista (que sedia a vinicola pioneira no negécio a
Fazenda Milano que depois veio a se consagrar com a marca Botticelli), além de
Casa Nova (cidade baiana que incrementou o enoturismo na regido, com a vinicola
Ouro Verde do grupo Miolo) (CODEVASF, 2014).

Municipios

P 1 - Casa Nova

b 2 - Petrolina

] 3 - Juazeiro

( 4 - 8. Maria da Boa Vista
] 5 - Curaca

| 6 - Irecé

$

Figura 3. Mapa vinicola do Vale do Sao Francisco. Fonte: academiadovinho.com.br

Responsavel por 99% da uva de mesa exportada pelo Brasil e pela producéo
de 6 milhdes de litros de vinhos finos por ano é a Unica regido do mundo que produz

duas safras e meia por ano. A vinicultura pernambucana/baiana ja detém 15% do
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mercado nacional e emprega diretamente 30 mil pessoas no Vale do S&ao Francisco.
As principais variedades cultivadas sao Shiraz (Syrah), Cabernet Sauvignon,
variedades tintas, Moscatel, Muskadel, Chardonnay, Sauvignon Blanc, Silvaner,
Moscato Canelli, variedades brancas, além da uva Italia utilizada, principalmente,
como uva de mesa (CODEVASF, 2014: CAMARGO, 2015). No ano de 2015 foram
produzidas, no Vale de S&o Francisco, 314,768 toneladas de uvas o que representa
quase 30% de toda uva produzida no pais em 2015, ficando atrds apenas do Rio

Grande do Sul, responsavel por mais de 58% da producédo (MELLO, 2015).

2.2. Uvas em estudo

2.2.1 Shiraz

A uva Shiraz (em inglés) ou Syrah (em francés) (Figura 4) € uma casta de uva
tinta da familia da Vitis vinifera, muito utilizada na producéo de vinhos, é uma uva de
superior qualidade, originalmente proveniente do Caucaso, é talvez a uva vinifera
mais antiga do mundo. Tipica de climas quentes teve excelente adaptacdo na
Australia onde é considerada a uva simbolo. Ja conquistou espaco na Califérnia,
Africa do Sul, Chile, Argentina e Brasil. Chegou ao Rio Grande do Sul em 1921,
procedente dos vinhedos Vila Cordélia, de Sao Paulo. Até 1970, ndo logrou espaco
nos vinhedos comerciais do Estado. Desde entdo, acompanhando a histéria de
outras viniferas finas francesas, comecou a ser plantada comercialmente em
Santana do Livramento e na Serra Gaulcha, a partir de mudas importadas por
vinicolas destas regifes. E uma casta muito sensivel a podridées do cacho, o que a
torna de dificil cultivo nas condi¢cdes ambientais da Serra Gaulcha. Todavia, nas
condicdes semiaridas do Nordeste, tem mostrado 6timo desempenho na regido do
Vale do Sao Francisco. Seus aromas recordam ameixa, figo e especiarias, como
pimenta do reino preta. O vinho de Shiraz é caracteristico pelo seu aroma e buqué
(CAMARGO, 2015; GUERRA et al., 2009).
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Figura 4. Cacho de uva Shiraz. Fonte: Guerra et al., 2009.

2.2.2. Moscato Canelli

A Moscato Canelli variedade de uva procedente da Italia foi introduzida no
Vale do Sao Francisco no inicio da década de 1980, quando l& se iniciou o cultivo de
uvas para vinho. Apresentou 6tima adaptacéo as condi¢cdes do semiarido nordestino,
sendo a principal uva branca cultivada atualmente naquela regido. O nome moscato
significa "preferido das abelhas", por conta do grande teor de aclUcar que a Vitis
vinifera acumula quando madura. Outra caracteristica importante é que sdo uvas
que, quando vinificadas, podem produzir desde vinhos secos, aromaticos e frutados,
passando por espumantes e chegando aos de sobremesa, muitos deles
naturalmente doces. Nenhuma outra casta tem tanta versatilidade. No Brasil, a
principal producéo de vinhos com a uva Moscatel é a de espumantes que possuem
teor alcodlico um pouco mais baixo, docura e perfume acentuados, e por isso, é um

vinho que conquista muitos paladares (GUERRA et al., 2009).
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Figura 5. Cacho de uva Moscato Canelli. Fonte: Guerra et al., 2009.

2.3. Principais fenolicos da uva

Os polifendis sdo um grupo de compostos quimicos encontrados em plantas e
caracterizados pela presenca de um ou mais anéis fendélicos. Frutos e vegetais sédo
as principais fontes de compostos fendlicos na dieta humana, onde grandes
concentracbes de polifendis sdo encontradas nas bagas, no cha, na cerveja, no
vinho, no azeite, no chocolate/cacau, no café, nas nozes, nos amendoins, nas
romas, no milho, entre outros (LANDETE, 2012).

Eles tém sido considerados como importantes compostos antioxidantes
devido a sua atividade como captadores de radicais livres, quelacdo de metais,
inducdo de antioxidantes enddgenos (glutationa peroxidase, glutationa redutase,
superéxido dismutase, lipoxigenases, entre outras) e modelacdo de enzimas agindo
contra 0 estresse oxidativo. Recentemente tém sido também reconhecidos como
modeladores de sinais celulares e inflamagéo, através da interacdo direta com
receptores ou enzimas envolvidas na transdugéo de sinais, modelacdo de genes

relacionados com a sobrevivéncia/morte celular, regulacdo da funcdo mitocondrial,
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vias de sintese de lipideos e proteinas, agem no combate as doencas inflamatérias
e alérgicas, doencas cardiovasculares, diabetes e doencas neurodegenerativas
(RAHMAN et al., 2006; FRAGA et al. 2010; LARANJINHA, 2010; QUIDEAU et al.,
2011; RODRIGO et al., 2011; SINGH et al., 2011).

Os benéficos a saude atribuida ao consumo de vinho sao provenientes dos
principais metabolitos encontrados na uva. O estudo epidemiolégico Francés,
realizado no final da década de 1970 relata que, na Franca, apesar do elevado
consumo de alimentos ricos em gorduras saturadas a incidéncia da mortalidade por
doencas cardiovasculares era menor do que em outros paises com dietas
comparaveis. Este fendbmeno foi entdo chamado de "o paradoxo francés" e estava
relacionado com o alto consumo do vinho tinto (RENAUD; DE LORGERIL, 1992).

Dentre as espécies vegetais que produzem compostos fendlicos, a videira
(Vitis spp.) destaca-se em funcdo dos altos teores destes metabdlitos presentes nas
cascas dos frutos, folhas e sementes. As uvas de variedades tintas caracterizam-se
por apresentar teores elevados de compostos fendlicos, quando comparados as
variedades brancas e rosadas. Os fenélicos desempenham um papel importante em
enologia, pois contribuem para atributos sensoriais como adstringéncia, sabor e cor
(ANDRADE et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003; WANG; HUANG, 2004). Dentre os
diversos polifendis encontrados nas uvas, encontram-se as antocianinas, 0s taninos

e os estilbenos.

As antocianinas sdo 0s compostos responsaveis pela cor vermelha de uvas e
de vinhos. S&o antioxidantes e corantes naturais das uvas e sdo bastante utilizadas
nas industrias farmacéuticas, nutracéuticas e de alimentos (CAMIRE et al., 2002). As
principais antocianinas das uvas Vitis vinifera sdo: delfinidina, cianidina, petunidina,
peonidina e a malvidina (Figura 6), presente nas cascas geralmente na forma 3-O-
glicosideo, 3-acetil-3-O-glicosideo, 3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, 3-0O-(6-O-
cafeoil)-glicosideo, 3,5-O-diglicosideo, 3-acetil-5-O-diglicosideo, 3-cumaroil-5-O-
diglucosideo, e 3-cafeoil-5-O-diglicosideo (WANG et al., 2003).
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Figura 6. Principais antocianinas das uvas Vitis vinifera.

Durante o envelhecimento do vinho, as antocianinas reagem com outros
compostos, presentes no préprio vinho ou nos barris de armazenagem, formando
novos compostos com diferentes caracteristicas cromaticas. Ja foram identificadas
em vinhos tintos mais de 100 pigmentos derivados de antocianinas (VERSARI et al.,
2008; BOIDO et al., 2006; ALCALDE-EON et al., 2006).

As flavan-3-ois sdo as principais classes de polifendis de uva, que incluem
(+)-catequina e (-)-epicatequina e seus oligdbmeros chamados procianidinas,
proantocianidinas e prodelfinidinas. Procianidinas e proantocianidinas (taninos
condensados) podem ser do tipo A e do tipo B, encontrados principalmente nas
cascas e sementes da uva. Ja as prodelfinidinas sao taninos poliméricos compostos
por unidades de galocatequina, encontrados principalmente nas sementes (Figura 7)
(FLAMINI, 2013).

Durante a vinificacdo, os taninos condensados (ou ndo hidrolisaveis) séo
transferidos para o vinho e contribui fortemente para a caracteristica sensorial do
produto. Na boca, a formacado de complexos entre os taninos e proteinas da saliva
confere ao vinho a caracteristica sensorial de adstringéncia (amargor). A

adstringéncia do vinho esta ligada a estrutura dos taninos, em especial a quantidade
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de grupos galoil e grau de polimerizacdo de flavan-3-ols (CHEYNIER; RIGAUD,

1986; VIDAL et al., 2003).

Taninos da uva sdo usados como ingredientes ativos em medicamentos

caracterizados por atividade antioxidante de plasma e para o tratamento de

disturbios circulatérios como: fragilidade capilar, microangiopatia da retina, redutores

da agregacao plaquetéaria, diminuicdo da susceptibilidade das células saudaveis em

relacdo aos agentes toxicos e cancerigenos, e atividade antioxidante para a
lipoproteina humana de baixa densidade (FLAMINI, 2003).
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Figura 7. Estruturas da (+)-catequina, (-)-epicatequina e dimeros tipo A e B de

flavan-3-ol.
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Compostos de estilbbeno sdo as principais fitoalexinas de uva e sao
representados, principalmente, pelo cis e trans-resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno)
e seus derivados glicosilados (cis e trans piceide), piceatanol (3,4,3',5'- tetra-hidroxi-
trans-estilbeno) e os oligobmeros de estilbeno (viniferinas) (Figura 8). Varios estudos
tém evidenciado que o trans-resveratrol apresenta atividades anticancer,
cardioprotetora, anti-inflamatdria, antioxidante e inibicdo de agregacdo de plaguetas
(JANG et al., 1997; HUNG et al., 2000; FRANKEL et al., 1993; FREMONT et al.,
1999; BERTELLI, et al.,, 1995; PACE-ACSIAK et al. 1995; BAVARESCO et al.,
2012). As viniferinas podem surgir a partir da oligomerizacéo de trans-resveratrol nos
tecidos da videira como acdo de defesa da planta contra ataques exdgenos
(CICHEWICZ et al., 2000; SBAGHI, et al., 1996).

OH
OH OH

cis-resveratrol

E- ¢ -viniferina pallidol
iy

,w/// Q
OH o

Figura 8. Principais estilbenos identificados em uvas.
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Outra importante classe de polifendis encontrados nas uvas séo os flavonais.
Estes compostos estdo principalmente presentes na casca da uva, 0S mais
comumente encontrados sdo a quercetina, o canferol e a miricetina (Figura 9).
Esses flavondis sdo geralmente encontrados na forma de glicosideos como, por
exemplo, a isoquercetina. Também foram identificados em uva flavonois metoxilados
como: isoramnetina, laricitrina e siringetina (Figura 9) (CASTILLO-MUNOZ et al.,
2007; CASTILLO-MUNOZ et al., 2009).

A sintese de flavondis ocorre nas cascas, praticamente durante todo o
crescimento da baga, e seu conteudo varia conforme a resposta a condi¢bes
restritivas ou de estresse (DELOIRE et al., 1998). Embora seja uma familia
minoritaria nas uvas, os flavonéis tém um papel importante na evolucao da cor dos
vinhos tintos através de processos de co-pigmentacdo com as antocianinas
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006).

R2

OH

HO (0]
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OR4

OH o}

Kaempferol R4y =H;R,=H;R3=H
Quercetina R;{=H; R, =OH; Rz =H
Miricetina Ry =H; R, =0H; R; = OH
Isoramnetina Ry =H; R, = H; R; = OCH3
Laricitina Ry =H; R, = OH; R3 = OCH3
Siringetina R4 =H; R, = OCHj3; Rz = OCHj
Isoquercetina R = glicose; R, = OH; R3 = H

Figura 9. Principais flavonéis encontrados em uvas.

Os acidos fendlicos (hidroxicinamico e benzoico) representam a terceira
classe de compostos fendlicos mais abundantes nas bagas das uvas (KENNEDY et
al., 2006). Encontram-se nos vacuolos das células das peliculas e polpas,
geralmente sob a forma de ésteres tartaricos (CONDE et al., 2007; ADAMS, 2006).

Estes compostos possuem um papel importante nas oxidagdes que conduzem ao
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acastanhamento dos mostos e dos vinhos. Embora n&o exergam influéncia direta no
gosto dos vinhos, os volateis derivados dos acidos fendlicos estdo envolvidos nos
aromas primarios que sdo desenvolvidos durante a maturacdo (GARCIA et al.,
2003).

Os &cidos organicos também estdo presentes nas uvas, em quantidades
consideraveis, e é considerado um fator chave que determina se o mosto tem
potencial de produzir um bom e estavel vinho (CONDE et al., 2007). Os &cidos
tartarico e malico representam de 68 a 92% dos acidos presentes nos frutos e folhas
das videiras. O &cido tartarico € especifico da uva, e a videira € uma das raras
plantas que o0 sintetiza em quantidade elevada, possibilitando sua extragcao

comercial (RIZZON; SGANZERLA, 2007).

2.4, Subproduto da vinificagéo

Os produtores e industrias da area vitivinicola enfrentam, como consequéncia
da expressiva atividade agroindustrial brasileira, o problema de descarte da
biomassa residual, que, embora biodegradavel, necessita de um tempo minimo para
ser mineralizada, constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais. Dessa forma
existe atualmente um interesse crescente na exploracdo dos residuos gerados pela
industria do vinho, que na maioria das vezes sao descartados ou subaproveitados
(ARVANITOYANNIS et al., 2006).

Com excecao da polpa todas as demais partes da uva sdo consideradas
residuos da vinicultura. Sdo exemplos de residuos do processo de vinificacdo o
bagaco que é formado pela casca (membrana externa) e grainha (semente), o
engaco que sdo os pedunculos onde estao sustentados os bagos e também a borra
que sdo residuos solidos depositados nos recipientes ap0s 0S processos
fermentativos (SILVA, 2003; TOUNSI, 2009).

Em relac&o a vinicultura, a industria de vinho branco projeta que de cada 100
litros de vinho produzido geram-se 31,7 Kg de residuos e dentre estes 20 kg séo de
bagaco, ja o vinho tinto produz 25 kg de residuos (CAMPOS, 2005). O valor

estimado de descarte da industria de vinho é superior a 13% e todo este produto
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contribui para a poluicdo ambiental (CATANEO, 2008). No Brasil, a maior parte do
bagaco de uva gerado na producdo de vinhos, préximo de 59,4 milhdes de quilos,
considerando 18 kg de bagaco/ 100 litros de vinho, € tratado como residuo com
baixo valor, sendo utilizado, por exemplo, para a racdo animal. Os residuos da
industrializacdo da uva, quando bem trabalhados podem se tornar matérias-primas
para outras atividades, como por exemplo a compostagem para uso agricola ou
similar (ROKENBACH et al. 2011).

A cada ano, 0 processamento de uvas para a producdo de vinhos e sucos
mundialmente, gera uma quantidade estimada de 10 milhdes de toneladas de
residuos (MAIER et al., 2009). Sementes e cascas de uvas sdo onde a maior parte
dos compostos fendlicos se acumula. Por essa razéo, o extrato obtido do bagaco da
uva tem se tornado popular recentemente para a obtencdo de ingredientes
funcionais, tais como antioxidantes naturais e suplementos alimentares (BAGCHI et
al., 2000; SHRIKHANDE, 2000; XU et al. 2010).

As sementes constituem uma propor¢do consideravel do bagaco da uva, no
valor de 38-52% com base na matéria seca (GHAFOOR et al., 2009). A composicao
de sementes de uva é basicamente de 40% de fibra, 16% de 6leo, 11% de proteina,
7% de compostos fendlicos complexos como taninos (CAMPOS et al., 2008). Nas
sementes da uva, as procianidinas representam em geral a maior parte dos
polifenois. Esses fendlicos despertam muito interesse devido a seus efeitos
benéficos para a saude humana (SHRIKHANDE, 2000; TORRES; BOBET, 2001;
BOUSSETTA et al., 2011; ROCKENBACH et al., 2011a). No processo de vinificagao
parte dos compostos fendlicos sdo extraidos da uva e o alcool produzido na
fermentacao ajuda neste processo (CATANEO et al., 2008). A Figura 10 apresenta

os residuos de vinificacdo coletados na Vinicola Ouro Verde — BA.
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Figura 10. Residuo de vinificagdo da Vinicola Ouro Verde - BA.

Levando-se em consideracdo as questdes ambientais e sendo esse residuo
uma fonte barata de compostos bioativos, € necessario que se realizem estudos
acerca do aproveitamento desse material, para producao de ingredientes com valor
agregado e que possam ser aplicados nas industrias farmacéuticas, de cosméticos,
de alimentos e na producdo de tintas anti-incrustantes (BONILLA et al., 1999;

HOGAN et al., 2010b).

2.5. Bioincrustacfes e tintas anti-incrustantes

2.5.1. Bioincrustacdes

A fixacdo de organismos em qualquer material exposto ao ambiente marinho
€ conhecida como “biofouling” ou bioincrustagcdo (ABARZUA; JAKUBOWSKI, 1995;
NEBOT et al., 2007). Esses organismos incrustantes sao caracterizados por viverem
aderidos a um substrato consolidado durante a maior parte do seu ciclo de vida.
Uma vez submersa no ambiente aquatico, qualquer estrutura pode ser utilizada
como substrato para o assentamento e o desenvolvimento desses organismos
(Figura 11). A bioincrustacdo ocorre de maneira progressiva, seguindo 0 processo
de sucessao ecoldgica, o qual se inicia pela formacdo de um biofilme de bactérias,
seguido pelo assentamento de algas efémeras, algas perenes e espécies animais

39



(MOLINO; WETHERBEE, 2008; MOLINO et al., 2009). O biofilme gerado é uma
massa de micro-organismos com substancias extracelular polimérica (EPS)
formando uma matriz gelatinosa, promovendo interacfes enzimaticas, transferéncia
de nutrientes, protecdo ao estresse ambiental e aumento da resisténcia a biocidas.
As incrustacbes biolégicas prejudicam o desempenho da navegacéo,
aumentando o atrito das embarcacdes com a agua, o gasto de combustivel, a
emissdo de CO, e a frequéncia de docagens para limpeza (SILKINA et al., 2009;
TURNER, 2010). Isto acarreta o investimento de bilhdes de ddlares anualmente para
controle e limpeza de estruturas submersas (YEBRA et al., 2004). Uma camada de
organismos com 1 mm de espessura chega a aumentar a friccdo do casco com a
agua em até 80%, o que leva a diminuicdo de 15% na velocidade do navio, e ao
aumento no consumo de combustivel em até 17% (EVANS et al., 2000). Estes

dados sdo economicamente alarmantes, tendo em vista que o combustivel

representa aproximadamente metade dos custos do transporte maritimo (CHAMP,
2000).

Figura 11. Formagédo de incrustacdes em superficie em contato com o mar. Fonte:

http://pt.dreamstime.com.
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2.5.2. Tintas anti-incrustantes

A estratégia mais empregada nas ultimas décadas para prevenir a adeséo de
organismos sobre estruturas submersas consiste na utilizacdo de tintas anti-
incrustantes contendo biocidas. Essas tintas sdo aplicadas como sistemas de
prote¢cdo, com a finalidade de combater a formacdo e o estabelecimento de
comunidades bioincrustantes sobre superficies expostas a agua. Usualmente, tintas
anti-incrustantes sdo aplicadas em embarcacfes comerciais e de passeio,
plataformas petroliferas, tubulagbes submarinas, comportas de represas, tanques
destinados a aquicultura, entre outras (YEBRA et al., 2004).

Historicamente, sdo conhecidas 3 geracfes de tintas anti-incrustantes. As
tintas de primeira geracdo foram utilizadas desde meados do século XX até a
década de 1970 e empregavam Oxidos metélicos. Os Oxidos de cobre e de zinco
foram os primeiros biocidas utilizados regularmente em tintas anti-incrustantes, no
entanto, as tintas a base de 6xidos metélicos se tornavam ineficientes em menos de
um ano e, portanto, biocidas mais efetivos foram necesséarios (GODOI et al., 2003;
FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007; MARTINS; VARGAS, 2013)

As tintas de segunda geracdo passaram a ser empregadas a partir de 1960 e
incorporavam compostos organometélicos a base de estanho. As propriedades
biocidas dos compostos trialquilestanicos e triarilestanicos passaram a ser
exploradas comercialmente. Em funcdo da sua eficiéncia, as tintas a base de
tributilestanho (TBT) e, mais tarde, de trifenilestanho (TPT) ganharam espaco no
mercado (OMAE, 2003; OMAE, 2006). Na década de 1980, chegaram a revestir
90% dos cascos dos navios em operacdo no mundo. A preferéncia por estes anti-
incrustantes se deu principalmente devido a sua grande eficiéncia e durabilidade, o
periodo de docagens, em alguns casos, aumentou para cerca de 7 anos, 0 que
diminuia significativamente os custos de manutengcdo das embarca¢bes (ALMEIDA
et al., 2007; CASTRO et al., 2011).

Apesar da alta eficiéncia, diversos efeitos ecotoxicologicos relacionados ao
uso do TBT em sistemas anti-incrustantes, foram observados em areas portuarias ao
redor do mundo, algumas anomalias nos organismos marinhos como diminui¢cao do

namero de jovens recém-fixados, afinamento das conchas das ostras e,
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principalmente, imposex (desenvolvimentos de caracteristicas masculinas, como
pénis e canal deferente, em fémeas de moluscos) (KETATA et al., 2008; GODOI et
al., 2003; CHAMBERS et al., 2006; ALMEIDA et al.; 2007). Como consequéncia a
Organizacao Maritima Internacional (OMI) propds, em 2001, o banimento gradativo
dessas tintas (GODOI et al., 2003; DI LANDA et al., 2006; MARTINS; VARGAS,
2013). O Brasil assinou essa convengdo em 2002. (NORMAM-23/DCP 2007).

As tintas de terceira geracdo comecaram a ser utilizada a partir de 1987 e
contemplam 16 diferentes compostos biocidas que estdo homologados pela OMI
para utilizacdo em embarcacdes. Estes compostos pertencem a diferentes classes
quimicas e, em alguns casos, sdo utilizados concomitantemente em uma mesma
formulacdo comercial, restrito a mistura de no maximo 4 deles. Dentre os biocidas
incorporados nos anti-incrustantes de terceira geragcdo encontram-se compostos
organicos ndo metalicos: Irgarol1051 (1), TCMS Piridina (2), Tiram (3), Clorotalonil
(4), Diclofluanida (5), Diuron (6), DCOIT (7), Busan (TCMTB) (8) e Trifenilborano
Piridina (9). J& os compostos metalicos (organicos e inorganicos) homologados para
utilizacdo sdo: Cobre Piritiona (10), Zinco Piritiona (11), Oxido Cuproso (12), Ziram
(13), Maneb (14), Naftenato de Cobre (15) e Tiocianato de Cobre (16) (Figura 12)
(YEBRA et al., 2004; CASTRO et al., 2011).

Contudo, alguns estudos demonstram que a liberacdo destes biocidas para o
meio em locais de grande fluxo de embarcacdes provoca danos ao ecossistema,
afetando a biota em geral. Dessa maneira, areas portuarias e sob a influéncia de
marinas e estaleiros frequentemente apresentam niveis significativos de
contaminagao por biocidas oriundos de tintas anti-incrustantes de terceira geragao
(ALBANIS et al., 2002; MUKHERJEE et al, 2009; GATIDOU et al.,, 2007;
DEMOLINER et al., 2010; AZEVEDO et al., 2004).

Com o0 aumento da preocupacdo com a poluicdo no ambiente marinho aliado
ao aumento da pressao dos érgaos ambientais na implementacdo de novas leis que
aumentem a fiscalizacdo das substancias toxicas liberadas no mar, a busca por
solugbes menos poluentes vem aumentando exponencialmente. Uma grande
variedade de compostos naturais vem sendo testada em formulagbes anti-
incrustantes e anticorrosao, no intuito de poderem substituir com a mesma eficiéncia

0s compostos utilizados no passado e atualmente, que tantos danos causaram ao

42



meio ambiente (MEDEIROS et al., 2007; BURGUESS et al. 2003; DA GAMA et al.,
2008).
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Figura 12. Biocidas homologados pela Organizacdo Maritima Internacional (IMO)

para utilizagdo em tintas anti-incrustantes.
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2.5.3. Cobre como biocida

O cobre é um biocida e vem sendo utilizado como agente anti-incrustante ha
bastante tempo. Apds o banimento mundial dos anti-incrustantes a base de
compostos organoestanhos, os produtos voltaram a incorporar em suas formulacdes
grandes quantidades de compostos a base de cobre, com o intuito de potencializar o
efeito biocida dessas novas tintas. Sendo assim, a maioria dos produtos disponiveis
no mercado mundial atualmente utiliza o cobre associado a um ou mais biocidas.
Uma das vantagens da utilizacdo de tintas a base de cobre é o fato de ser um
elemento que ocorre naturalmente na natureza e, em pequenas quantidades, é um
micronutriente essencial para os seres vivos (SRINAVASAN & SWAIN, 2007).

No entanto, a preocupacdo em relacdo ao efeito do cobre no ambiente
marinho tem aumentado. Isso porque o potencial toxico dessas tintas ja foi relatado
em diversos trabalhos (KATRANITSAS et al., 2003; SAPHIER; HOFFMANN, 2005;
JOHNSON et al., 2007). A toxicidade do cobre para organismos aquaticos esta
vinculada a fatores fisico-quimicos como pH, salinidade e concentracdo do metal
(COUNCIL, 2012).

Para aumentar a eficiéncia do cobre e diminuir os danos a biota marinha tém-
se testado varios compostos naturais. Dentre esses, 0s taninos ganharam bastante
espaco nas pesquisas, por possuirem propriedades anticorrosao e anti-incrustante,
por serem de facil obtencdo e ocorrem naturalmente em vegetais, frequentemente
sdo encontrados nas cascas de frutas, madeira, raizes e sementes de diferentes
espécies de plantas (KNOWLES; WHITE, 1958; COWAN, 1999; DE BRUYNE et al.,
1999; NOOR IDORA et al., 2015).

Com o aumento da preocupacdo com a poluicdo no ambiente marinho aliado
ao aumento da pressao dos 6rgaos ambientais na implementacdo de novas leis que
aumentam a fiscalizacdo das substancias téxicas liberadas no mar, a busca por
solugcbes menos poluentes vem aumentando exponencialmente. O bagaco da
vinificagdo do Vale de S&o Francisco € uma fonte rica em taninos que pode ser
utilizada como fonte desses fendlicos para utilizacdo em revestimentos anti-

incrustantes.
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2.6. Técnicade ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz — MALDI-
TOF

Técnicas de ionizacOes a laser foram introduzidas a partir da metade dos
anos 80, cujo principal objetivo era obtencdo de ions—moleculares (quasi-
moleculares ou pseudo-moleculares) (KARAS; HILLENKAMP, 1988; TANAKA et al.,
1988). MALDI (Matriz-Assisted Laser Dessorption/lonization) € uma técnica de
ionizacdo suave inicialmente desenvolvida para analises de macromoléculas, no
entanto esta se expandindo, enormemente, e ja é bastante utilizada em anélises de
micromoléculas (EL-ANEED et al., 2009).

Basicamente, os processos de ionizagcdo em MALDI podem ser divididos em
trés etapas: 1) incorporacdo do analito numa matriz, que quando secos se
cristalizam; 2) a excitacdo da matriz e producdo da pluma por dessorcéo
fisica/ablacdo e 3) a ionizacdo do analito por reacdes ion-moléculas
(KNOCHENMUSS; ZENOBI, 2003; DREISEWERD, 2003; HOLLE et al., 2006).

Em suma a transferéncia de energia por MALDI ocorre através da irradiacéo
pulsada de laser, a matriz energizada converte a energia do laser em energia para a
excitacdo do analito, promovendo sua ionizacdo (Figura 13). Esta forma de
transferéncia de energia é eficiente na obtencdo de moléculas intactas, ja que elas
nao sofrem incidéncia direta da energia do laser, o que poderia causar sua
fragmentacdo. Este processo ocorre em uma camara sob vacuo e os ions entdo
formados na fase gasosa séo acelerados por campos eletrostaticos em direcdo ao
analisador (ARDREY, 2003; HOFFMANN; STROOBANT, 2007).
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Figura 13. Representacao de lonizagao por MALDI

Existe uma grande variedade de matrizes que podem ser utilizadas em
MALDI, constituidas principalmente de compostos aroméaticos tais como DHB (&cido
2,5-dihidroxibenzéico), CHCA (acido a-ciano-4-hidroxicinamico), DHAP (2,5-
dihidroxiacetofenona), THAP (2,4,6-Trihidroxiacetofenona), acido nicotinico, acido
picolinico, acido ferulico, e outros. Ha também diferentes tipos de lasers usados em
MALDI, como o nitrogénio, Nd:YAG, que s&o os mais comuns. Os ions formados
apresentam-se, geralmente protonados monocarregados em modo positivo, e 0s
desprotonados monocarregados em modo negativo. Contudo, ndo € incomum de
serem formados fons com duas ou mais cargas, ou com adutos de Na® ou K"

(HOFFMANN; STROOBANT, 2007; SILVA et al., 2016).

Embora existam varias aplicacbes de MALDI em quimica de produtos
naturais, o maior nimero de publicacbes com MALDI de baixa ou alta resolucdo é
relacionado a sua utilizagdo para determinacao estrutural de compostos de alto peso
molecular. Vérias classes de metabdlitos secundarios, glicosilados ou nao, séo
analisados por MALDI, tais como taninos hidrolizaveis e condensados, antocianinas,
alcaloides, flavonoides, saponinas, rotenoides, carotenoides, xantofilas, triterpenos,
teaflavinas, tearubiginas, fendlicos, lactonas sesquiterpénicas, esterdides,

diterpenos, glicosideos cianogénicos, entre outros (SILVA; LOPES, 2015;
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KAUFMANN et al., 1996; WANG, et al., 2000; MARCZAK et al., 2008;FRISON-
NORRIE; SPORNS, 2002; MAY et al., 2005; IVANOVA; SPITELLER, 2014,
HARVEY, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a composigéo dos constituintes quimicos dos residuos produzidos no
processo de vinificagdo através de analises cromatograficas e
espectroscopicas.

Desenvolver aditivos anti-incrustante para tintas e revestimentos navais a
partir de residuos da industria vinicola (Vitis sp.) provenientes da regido do
Vale do Sao Francisco, Nordeste brasileiro.

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar estruturalmente os provaveis marcadores quimicos dos residuos;

Preparar e caracterizar complexos de ion de cobre com os extratos ricos em

fendlicos, obtidos dos residuos do processo de vinificacéo;

Avaliar a toxidade dos extratos e complexos residuos de uva-cobre frente ao

micro crustaceo Artemia salina;

Avaliar a eficacia da tinta com o aditivo dos complexos residuo uva-cobre
como agente anti-incrustante.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta do Material Vegetal

As amostras dos bagacos das uvas (cascas e sementes) das cultivares
Moscato e Shiraz foram coletadas em 2012 e 2013, respectivamente, na vinicola
Ouro Verde situada em Casa Nova/Ba - Regido do Vale do S&o Francisco (Figura
14).

Figura 14. Vinicola Ouro Verde e residuos coletados para analise.

4.2. Obtencéo dos extratos brutos

Inicialmente as amostras do bagaco foram desidratadas em estufa com
circulacdo e remocédo de ar a 40 °C. O bagago da uva Moscato foi separado,
manualmente, em casca e semente. Ja para o bagaco da uva Shiraz optou-se por
trabalhar com o mesmo da forma que foi coletado. Em seguida todas as amostras
foram trituradas em moinho de facas até obtencéo de um po.

A extragéo do cultivar Moscato, semente e casca, foi realizada usando etanol
(100%) e acetona (70%), assim foram obtidos os extratos brutos Moscato semente
EtOH, Moscato semente acetona 70%, Moscato casca EtOH, Moscato casca
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acetona 70% (ROCKENBACH et al., 2008) (Esquema 1). A extracdo do bagaco,
semente + casca, da cultivar Shiraz foi realizada utilizando etanol 80% (Esquema 2).

As amostras secas foram submetidas ao processo de extracdo em ultrassom.
As solucdes extrativas obtidas foram recuperadas por filtracdo e concentradas em

rotaevaporador sob pressao reduzida a temperatura de 40 °C.

Bagaco uva
Moscato

- Separacao
Semente Casca
- Extragéo - Extracéo
- EtOH 100% - EtOH 100%
- Acetona 70% - Acetona 70%
A y
Extrato Extrato Extrato Extrato
EtOH 100% Acetona 70% EtOH 100% Acetona 70%

Esquema 1. Obtencéo dos extratos bagaco uva Moscato.

Bagaco uva
Shiraz

- Secagem;
- Moinho;
- Extracgéo.

A

Extrato
EtOH 80%

Esquema 2. Obtencé&o do extrato do bagaco da uva Shiraz.
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4.3. Andlise do teor de fendlicos, flavonoides, antocianinas e taninos dos
residuos das uvas Moscato e Shiraz

4.3.1. Teor de fendlicos totais

A analise do teor de fendlicos totais foi utilizada como parametro para
selecionar, no caso da uva Moscato, quais extratos, etandlico ou acetona/agua,
seriam utilizados no desenvolvimento do trabalho. O teor de fendlicos totais dos
extratos do bagaco das uvas Moscato e Shiraz foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu (SLINKARD; SINGLETON, 1977) com
modificacdes, empregando-se o acido galico como composto fendlico padrdo. A
desprotonacdo dos compostos fendlicos em meio basico, gera os anions fenolatos.
A partir dai, ocorre uma reacao de oxirreducédo entre o anion fenolato e o reagente
de Folin (Figura 15), na qual o molibdénio, componente do reagente de Folin, sofre
redugédo e o meio reacional muda de coloragdo amarela para azul (SINGLETON et
al., 1999). (SINGLETON et al., 1999)

COOH COO coo
Na,CO
=3 +2 Mo® —— + 2Mo®* + 2H*
HO OH HO OH o) OH
OH OH
acido galico

Figura 15. Reacao do acido galico com o molibdénio, componente do reagente de

Folin-Ciocalteu.

Além dos quatro extratos de Moscato também foi analizado o extrato do
bagaco da uva Shiraz. Inicialmente os extratos, obtidos das uvas Moscato e Shiraz,
foram solubilizados em etanol nas concentragdes 1,0 e 5,0 mg/mL. Uma aliquota de
50 uL de cada solugao foi transferida para um Eppendorf, adicionando-se 20 uL do

reagente de Folin-Ciocalteau e 870 uL de agua destilada, agitando-se por 1 min. Em
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seguida, 60 uL da solugdo de Na,COs; (15%) foram acrescentados a mistura e
agitados por 30 segundos, resultando na concentragao final de 50 ug/mL para as
amostras. Apo6s duas horas, a absorbancia de cada amostra foi medida em
espectrofotometro ELISA UV-Vis em 760 nm. As analises foram realizadas em
triplicata e o teor de fendlicos totais (FT) foi determinado por interpolacdo da
absorbancia das amostras em curva de calibragdo construida com solugbes do
padrdo do acido galico em varias concentragées (1,0 a 12,5 ug/mL) e expressos
como miligrama equivalente ao &cido galico por grama de extrato (mg EAG/Q),
considerando-se o erro padrdo da média (E. P. M.). A equacdo da curva de
calibracdo do acido galico foi: y = 0,0773x + 0,0642, com o coeficiente de correlacdo
de r’= 0,999, onde x é a concentracdo do &cido gélico e Y é a absorbancia a 760

nm.

4.3.2. Teor de flavonoides

Para a quantificacdo do teor de flavonoides, foram utilizados apenas os
extratos selecionados no teste de fendlicos totais (dois extratos da uva Moscato e o
do bagaco das uvas Shiraz). A determinagcédo de flavonoides seguiu a metodologia
proposta por Woisky e Salatino (1998) com modificagcbes, empregando-se a
guercetina como composto fendlico padrdo. Na reacdo, o ion aluminio (Al3+)
complexase com as moléculas de flavon6ides da amostra, estabelecendo o

complexo estavel flavondide-Al**

de coloracdo amarela cuja intensidade é
proporcional a concentracdo de flavonoide presente na amostra (MABRY et al.,
2012). Esta complexacao promove, em espectroscopia, deslocamento batocrdmico e
intensificacdo das absorcdes, podendo ser quantificado sem sofrer influéncia de
outros compostos fendlicos presentes na amostra (Figura 16) (WOISKY; SALATINO,
1998).

Inicialmente foram pipetados 200 pL de cada amostra testada, na
concentracdo de 5,0 mg/mL cada, em Eppendorfs de 1,0 mL, individualmente. Apos
a adicado do extrato, adicionou-se 600 uL de MeOH e 200 L cloreto de aluminio 5%
m/v em metanol, resultando na concentragao final de 1000 pg/mL para as amostras.

Preparou-se o branco utilizando 800 uL de metanol e 200 uL de cloreto de aluminio.
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Aguardou-se 30 minutos no escuro e a leitura foi realizada em espectrofotometro
ELISA UV-Vis em 425 nm. As analises foram realizadas em triplicata e o teor de
flavonoides foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra
uma curva de calibracdo construida com solu¢cdes do padrdo de quercetina em
varias concentragdes (2,5 a 20,0 pg/mL) e expressos como miligrama equivalente a
quercetina por grama de extrato (mg EQ/g), considerando-se o erro padrao da média
(E. P. M.). A equacéo da curva de calibracdo da quercetina foi: y = 0,0593x + 0,101,
com o coeficiente de correlacdo de r’= 0,999, onde x é a concentracéo de quercetina

e Y é a absorbancia a 425 nm.

Cl

__-cl
oH \
o)
OH

HO o)

HO o
AICl,
—_—
OH
OH 5 5
e
OH o)
C|/ \Cl
Quercetina

Quercetina-Al**

Figura 16. Esquema ilustrado da complexacéo do flavondide quercetina com cloreto
de aluminio (AICls) o qual forma o complexo estavel flavondide-Al** (WOISKY;
SALATINO, 1998).

4.3.3. Quantificacdo das antocianinas monoméricas

Para a quantificacdo de antocianinas monomeéricas, utilizou-se apenas 0s
extratos selecionados no teste de fendlicos totais (dois extratos da uva Moscato e o
do bagaco das uvas Shiraz). A determinacdo foi realizada pelo método de pH
diferencial (CPFAC, 2006). Este método se baseia na mudanca de pH da solugéo
que provoca transformacgbes estruturais reversiveis nas antocianinas. Essas

mudancas séo evidenciadas através das diferengas nos valores de absorbancia no
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espectrofotometro. A forma do oxonio colorido predomina em pH 1,0 e o hemicetal
descolorido predomina em pH 4,5 (Figura 17). Esta reacdo permite medidas rapidas

e precisas das antocianinas totais.

Ry

OH
OH

o o e HO o\\\
—H R
~ @ |
~——
= 7 0Glc

OGlc

OH
OH

Base quinoidal: Azul
pH=7,0

Cation flavilio (forma ox6nio): de laranja ao roxo
pH=1,0

+ Hzo 'H+

OH

OH
HO OH OH HO o
OGlc O Rz
/
= 0OGlc

Ry

OH 0 OH
Carbinol pseudo-base (forma hemiacetal): incolor
Chalcona: incolor pH=4,5
pH=45

Figura 17. Formas estruturais de antocianinas em diferentes valores de pH. Fonte:
Giusti e Wrolstad, 2001.

Determinou-se o fator de diluicdo das amostras, através da diluicdo com
tampéo cloreto de potassio, pH 1,0 no comprimento de onda de 510 nm até a
absorbancias da amostra estar na faixa de linearidade do espectrofotémetro.
Dividindo o volume final da amostra pelo volume inicial, se obtém o fator de diluicéo.
Para ndo exceder a capacidade do tampao a amostra ndo deve ser mais que 20%
do volume total. O aparelho foi zerado com &gua destilada em todos os
comprimentos de ondas utilizados (510 nm e 700 nm). Foram preparadas, em

triplicata, diluicbes das amostras, uma com o tamp&o de cloreto de potassio
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(0,025M, pH 1) e a outra com o tampéo acetato de sédio (0,4M, pH 4,5) diluindo
cada uma pelo fator de diluicdo previamente determinado. Os pH foram ajustados
com acido cloridrico concentrado. As diluicdes foram equilibradas por 15 minutos. A
leitura das amostras foi realizada em cubeta de quartzo a 510nm e 700nm num
espectrofotometro.

As absorbancias das diluicdes foram calculadas através da seguinte equacao:

A = (A 510nm — A700nm)pH1,0 — (A 510nm — A700nm)pH4,5

A concentracdo das antocianinas monoméricas na amostra original foi
calculada através da seguinte formula: Antocianinas monoméricas (mg/L) = (A x PM
x FD x 1000)/(e x 1). Onde PM é o peso molecular, FD é o fator de diluicdo e € é a

absortividade molar da cianidina-3-glicosideo. (PM = 449g, € = 26 900).

4.3.4. Teor de taninos condensados

Para a quantificacdo do teor de taninos condensados, utilizou-se apenas 0s
extratos selecionados no teste de fendlicos totais (dois extratos da uva Moscato e o
do bagaco das uvas Shiraz). A determinacdo do Teor de Taninos condensados foi
realizada utilizando o método colorimétrico que se baseia na reacao da vanilina com
taninos em meio acido (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Uma aliquota de 300 uL
de uma solucao de vanilina em &cido sulfarico 70% (1% m/v, preparada na hora do
teste) foi adicionada a quantidades apropriadas das amostras, diluidas em etanol. A
mistura foi incubada a 20°C, em banho-maria, por 15 minutos. A absorbancia de
cada amostra foi medida em espectrofotdmetro de Elisa UV-Vis em 500 nm,
empregando-se placas de 96 pogos. As analises foram realizadas em triplicata e o
teor de taninos condensados (proantocianidinas) foi determinado por interpolacao da
absorbancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com solucdes
do padrdo de catequina em varias concentraces (5,0 a 40,0 ug/mL) e expressos
como miligrama equivalente de catequina por grama de extrato (mg EC/qg),
considerando-se o0 erro padrdo da média (E. P. M.). A equacdo da curva de
calibracdo da catequina foi: y = 0,0133x + 0,2241, com o coeficiente de correlagéo r?

= 0,989, onde x é a concentracdo de catequina e Y € a absorbancia a 500 nm.
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4.3.5. Teor de taninos hidrolisaveis (galotaninos)

Para a quantificacdo do teor de galotaninos, utilizaram-se apenas os extratos
selecionados no teste de fendlicos totais (dois extratos da uva Moscato e o do
bagaco das uvas Shiraz). A determinacdo do Teor de galotaninos foi realizada
utilizando o método colorimétrico que se baseia na reacdo do iodato de potassio
com os ésteres galoil. A reacdo forma um intermediario vermelho (VERMERRIS;
NICHOLSON, 2006). Uma aliquota de 300 pL de uma solucéo saturada de iodato de
potéssio foi adicionada a quantidades apropriadas das amostras, diluidas em etanol.
A mistura foi incubada a 15°C por 10 minutos. A absorbéncia de cada amostra foi
medida em espectrofotdmetro de Elisa UV-Vis em 550 nm, empregando-se placas
de 96 pocos. As analises foram realizadas em triplicata e o teor de galotaninos foi
determinado por interpolagcédo da absorbancia das amostras em curva de calibragéao
construida com solucdes do padrdo &cido tanico em varias concentracfes (5,0 a
40,0 ug/mL) e expressos como miligrama equivalente de acido tanico por grama de
extrato (mg EAT/g), considerando-se o erro padrdo da média (E. P. M.). A equacao
da curva de calibracdo do &cido tanico foi: y = 0,0542x + 0,1915, com o coeficiente
de correlacdo r* = 0,995, onde x é a concentracdo de Aacido tanico e Y é a

absorbancia a 500 nm.

4.3.6. Tratamento estatistico

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os dados foram
expressos como média + desvio padrao da média. As amostras foram submetidas a
analises de variancia (ANOVA), as diferengas com P<0.05 foram consideradas

significantes.
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4.4. Andlises dos extratos obtidos dos residuos das uvas Moscato e Shiraz
por massas de alta resolugao (MALDI-TOF)

A caracterizacdo quimica por MALDI-TOF foi realizada nos extratos do
bagaco de uva Shiraz (EtOH 80%) e das cascas (acetona 70%) e semente (EtOH
100%) da uva Moscato, esses extratos foram selecionados apés a analise do teor de
fendlicos.

Os espectros de massa (MS) foram obtidos utilizando um espectrémetro de
massa MALDI-TOF Autoflex Ill (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Uma mistura
de péptideos foi utilizada para calibragdo interna e externa (padrdo de calibracéo
péptido Il [Bruker Daltonics]: Bradicinina 1-7, Angiotensina Il e |, Substancia P,
Bombesina, Substrato de renina, ACTH clip de 1-17, ACTH clip de 18-39, e
Somatostatina 28). Os ions foram gerados por irradiagcdo com um lazer Smartbeam
Nd:YAG, 355 nm e acelerado a 19 kV. Para as andlises de MS, as condicdes
experimentais foram: extracao pulsada de ions, a frequéncia do laser de 100 Hz, em
modo refletido positivo, 500 disparos de laser foram realizados para registar o
espectro de massa. Além disso, os ions selecionados foram acelerados a 19 kV, no
método LIFT para analises de MS/MS. A matriz de escolha foi DHB (4cido 2,5-di-
hidroxibenzéico) a 20 mg/mL, diluido em uma solucéo de acetona (70%) e TFA 0,1%
(30%), ambos da sigma. Todas as amostras testadas foram diluidas no mesmo
solvente da matriz, na concentracdo de 5,0 mg/mL, e misturou-se com DHB (volume
matriz : amostra = 2:1). Estas misturas (1 pl) foram aplicadas na placa MALDI (MTP
384 ground steel, Bruker) e deixada em temperatura ambiente até secar (a amostra
foi cristalizada com a matriz). Os compostos foram identificados por dados de MS,
via fragmentacdo e medi¢cdes de massa utilizando o calibrante interno (mistura de

péptidos padrao).

4.5. Isolamento e identificacdo das principais antocianinas presentes no

residuo da uva Shiraz coletada na regido do Vale do Sao Francisco

Para o isolamento das antocianinas do residuo da uva Shiraz foi feita a

separacdo da casca e semente. Com as cascas foi realizada uma nova extragcéo
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utilizando 150,0 g que foram moidas e extraidas com 400,0 mL de uma solucédo de
acetona e TFA 1% (8:2) por 15 minutos em ultrassom, a extragao foi realizada em
triplicata. A solucdo extrativa foi filtrada e a acetona foi evaporada em rotavapor a 35
°C, resultando em uma solucdo aquosa de onde foram isoladas as antocianinas.

A solugdo aquosa (25 mL), foi submetida a extracdo em fase sdlida em
cartucho de SPE C-18, previamente ativado (10 mL de MeOH, seguido de 10 mL de
agua). Apoés a adicdo da amostra no cartucho, foi utilizado agua para retirada dos
acucares, seguido por 10 % de MeOH (0,1% TFA pH 2), 30 % de MeOH (0,1% TFA
pH 2), 50 % de MeOH (0,1% TFA pH 2,5), 80 % de MeOH (0,1% TFA pH 3), 100 %
de MeOH (0,1% TFA pH 5) e MeOH (0,1% TFA ACN, 1:1). Ao todo foram obtidas 43
fracOes. Apds analise por CCDA as fracbes 6 e 7 (30 % MeOH 0,1% TFA) (SH-1),
apresentaram formacao de precipitado e foram reunidas (24,3 mg) e realizados 0s
espectros de massas e RMN. As fracbes 3, 4 e 5 (50 % MeOH , 0,1% TFA) (SH-2)
foram reunidas (35,0 mg) e foram analisadas por CLAE-DAD, analitico e preparativo.
Da fracdo SH-2, foram isoladas 3 substancias denominadas SH-2.1, SH-2.2 e SH-
2.3 (Esquema 3). As demais fracdes obtidas foram agrupadas e armazenadas sob

refrigeracao.
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Bagacgo uva

Shiraz
- Separacao
A 4 A\ 4
Semente Casca
(1509)
- Extracéo acetona/TFA 1% (8:2)
v Evaporagéo da acetona
Solucado aquosa
(25 mL)
- Extracéo cartucho C18
4
SPE
- Eluicdo
A\ 4 A 4 4 A\ 4 4 A\ 4 4
H,O 10% 30% 50% 80% 100% ACN/
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH
pH 2,0 pH 2,0 pH 2,5 pH 3,0 pH5,0
y v A 4 A 4 \ 4 \ 4 y
Descarte 4 10 10 7 9 3
fracdes fracdes fracdes fracdes fracdes fracdes

Fr.6e7 Fr.3,4e5
SH-1 SH-2
(24,3mg) (35,0mg)

- CLAE PREPARATIVO

A 4 A 4 A 4

SH-2.1 SH-2.2 SH-2.3
(7,8mg) (12,3mg) (5,3mg)

Esquema 3. Isolamento das principais antocianinas presentes no bagaco da uva
Shiraz
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A andlise por CLAE-DAD foi realizada utilizando um cromatografo liquido de
alta eficiéncia Shimadzu Prominence LC-20AT com um detector de arranjo de
diodos (SPDM20), forno CTO-20A e degaseificador DGU-20A5. Foi utilizado o injetor
automatico SIL-20AC para a corrida analitica, e injetor manual para a corrida
preparativa. A separagdo cromatogréfica foi feita, inicialmente, em coluna analitica
Kinetex Cor-Shell C-18 (150 mm x 4,6 mm x 2,7 yum, Phenomenex). Foi utilizado
como fase moével a mistura de H,O 0,1% TFA (Solvente A) e ACN 0,1% TFA
(Solvente B), com sistema de eluicdo: 0-10 min, 20-50 % de B, 10-20 min, 50-100%
de B, 25 min, 100% de B. Fluxo de 1,5 mL/minuto e temperatura de 40°C. O
isolamento das antocianinas foi realizado com coluna preparativa Kinetex Cor-Shell
C-18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um, Phenomenex), nas mesmas condicbes em um fluxo
de 16,0 mL/minuto. Para monitoramento foram utilizados os comprimentos de onda
de 320 nm e 520 nm. Para a filtracdo das amostras foram utilizados filtros de nylon
(Whatman) 0,45 pym. Todos os solventes utilizados foram grau CLAE. Apés a coleta

dos picos o solvente foi evaporado com o auxilio de rotaevaporador.

4.6. Sintese e caracterizacdo do complexo do residuo uva-cobre

Para a sintese e padronizacdo do complexo residuo uva/cobre, foram
utilizados 1,0 — 1,1 g dos extratos selecionados dos bagacos das uvas em 100 - 150
mL de 4gua a uma temperatura de 60°C. Esta solucdo, simultaneamente, com 20 —
60 mL de uma solucdo de sulfato cuprico 1,0 M, foram adicionadas a um Becker,
contendo uma solucdo de Hidroxido de sédio (NaOH) 0,04 M, previamente aquecido
a 60°C. A mistura entdo permaneceu na temperatura de 60°C sob agitacéo
constante, até a formacdo de precipitado do complexo metélico (PEREZ et al.,
2006). Apos a precipitacdo, o pH foi ajustado até aproximadamente 5,5 com solucdo
de Hidroxido de potassio (KOH) 40%. Em seguida, a solucdo foi filtrada e o
precipitado recolhido e lavado com agua destilada, recolhido e seco em estufa, em
uma temperatura de 50 °C por aproximadamente 24 h (Figura 18). Apds a secagem,
0 precipitado apresentou-se como um po marrom-esverdeado. Foi obtido assim, o
complexo residuo-cobre do extrato hidroacetonico das cascas da uva Moscato

(RCMC - Residuo-Cobre Moscato Casca), do extrato etandlico da semente da uva
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Moscato (RCMS - Residuo-Cobre Moscato Semente) e do extrato hidroalcdlico do
bagaco da uva Shiraz (RCSB - Residuo-Cobre Shiraz Bagag¢o). Todas as amostras
foram realizadas em triplicata. Para sintese do aditivo para fabricacdo da tinta foram
utilizados 20-40g de extratos da uva.

A presenca do derivado com cobre foi observada pela analise dos espectros
de Infravermelho obtido com pastilha KBr (4000-600 cm™). Foi utilizado um

espectrometro FTIR Varian 640-IR.

Solugao

NaOH a 60°

i '
Ajuste para pH = Filtragdo do Secagem a
| S —_— [ 5,5 C:‘;“‘VKOH ]_[ precipitado | I 50°Cpor24 h
h |

olugad
Cu504 im

Figura 18. llustracdo da sintese do complexo residuo uva-cobre.

4.7. Avaliacdo da toxicidade frente a Artemia salina

Por se tratar de uma espécie de facil manutencdo em condicbes de
laboratério e de ampla distribuicdo, o micro crustdceo Artemia sp. tem sido
largamente utilizado em testes de toxicidade. O teste com Artemia sp. consiste na
exposicdo dos nauplios na fase Il ou Il durante 24, 48 e/ou 72 horas a
concentracbes crescentes da amostra que se pretende testar com analise do
namero de organismos mortos ao final do periodo de exposicdo (VEIGA; VITAL,
2002). O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina € um ensaio bioldgico rapido,

de baixo custo, ndo requer ambiente asséptico, utiliza um grande numero de
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organismos para validacdo estatistica, ndo requer equipamentos especiais e a
quantidade de amostra é relativamente pequena (DOLABELA, 1997).

Os ovos de A. salina, adquiridos comercialmente, foram colocados em um
recipiente contendo agua marinha e foram incubados por 48 horas para eclodirem.
Durante todo o processo foi mantida iluminacéo (20 W) sobre o recipiente.

O estudo foi realizado com os extratos das amostras selecionadas, bem como
com os complexos residuo-cobre que foram preparados. Todas as amostras
analisadas foram preparadas a uma concentracdo de 20 mg/mL em agua ultrapura.
Em seguida, foram adicionadas, em tubos de ensaio, quantidades apropriadas das
solugbes e o volume completado para 5 mL com agua do mar. Foram feitas 6
concentracfes de cada amostra que variaram de 0,2 a 5,0 mg/mL. A cada tubo de
ensaio foram adicionados de 10 a 12 larvas do microcrustaceo A. salina. Apos 24,
48 e 72 horas, o numero de microcrustaceos vivos e mortos em cada diluicdo
(concentragdo) foi contado com auxilio de lupa e iluminagdo incandescente. Como
controle negativo, foi utilizada apenas agua marinha. A leitura dos resultados foi
validada somente quando nos controles negativo ocorreu a sobrevivéncia de todos
os individuos. Todas as amostras foram realizadas em triplicata.

Aos dados de porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, em relacéo ao
aumento da concentracdo dos extatos, ajustou-se uma equacado linear simples, a
qual foi utilizada para estimar a concentracdo de extrato responsavel por matar 50%
das Artemias valor representativo da CLsg. Utilizou-se método gréafico de andlise
para obtencdo da CLso (dose letal do extrato para 50% da populacdo). O teste foi

acompanhado de um controle negativo, somente com agua salina.

4.8. Determinacao do teor de cobre (Cu) dos complexos residuos de uva-

cobre por absorcgéo atébmica

O teor de cobre nas amostras foi determinado por meio de um
espectrofotometro de absorcao atbmica com chama de ar/acetileno oxidante (Varian,
Modelo AA240FS), com corretor de deutério, utilizando lampada de catodo oco de
cobre (324,8 nm). Empregaram-se padrbes de cobre nas concentracdes 0,1; 0,5;

1,0; 2,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 8,0 ppm. Para as analises das amostras de complexos
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residuos de uva-cobre foram utilizadas 50 mg de cada amostra diluidas em 5 mL de
acido nitrico, para realizagdo da digestdo. Em seguida, 5 mL de agua destilada foi
adicionada, obtendo-se uma solucéo na concentracdo de 5 mg/mL que foi diluida até
uma concentracdao de 0,01 mg/mL na qual foi realizada a andlise. O teor de cobre
que os complexos obtidos, possivelmente, liberam na 4gua do mar nos testes com
Artemia salina, também foi analisado, neste caso, foram pesados 5,0 e 2,5 mg dos
complexos e foi adicionado 15 mL de agua do mar, apds 24h o material foi filtrado e
novamente adicionado 15 mL de agua salina que foi filtrada com 48h, da mesma
forma foi colocado mais 15 mL e filtrada ap6s 72h, em seguida foi feita a analise do
teor de Cu liberado, por absor¢cédo atbmica. As andlises foram realizadas em triplicata
e o teor de cobre foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras
contra uma curva de calibracdo construida com solu¢cdes do padrdo de cobre. A
equacao da curva de calibragdo do cobre foi: y = 0,0726x + 0,0136, com 0
coeficiente de correlacdo r’ = 0,999, onde x é a concentracdo de cobre e Y é a

absorbancia da amostra.

4.9. Preparacédo da tinta anti-incrustante

O pigmento anti-incrustante foi formulado para fornecer tintas a base de
solvente organico com concentracdo do pigmento anti-incrustante de 1 a 20 % em
volume, carbonato de calcio, entre 1 e 15 % em volume, resina de pinheiro
(colofénio) entre 5 e 20 %, estearato de aluminio, 25 % sobre a massa total, solvente
(xileno/benzina 4:1) 50 % em volume. Os sélidos foram triturados em moinho de
bolas de porcelana por 24h e peneirados em tamiz mesh 50. O solvente foi
acrescentado a mistura de solidos e a suspensdo foi mantida em agitagdo por 48h,
em temperatura ambiente. A preparagcdo das tintas foi realizida pelos professores
Patricia Araujo (DEB-UFPE) e EImo Araujo (DEN-UFPE).
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4.10. Preparacdo das placas e avaliacdo do poder anti-incrustante em

ambiente marinho (teste de imerséo)

As placas foram preparadas para realizagcdo do teste de imerséo in situ no
litoral do Rio Grande do Norte, em Extremoz. As placas de acrilico de (8cmx16cm)
foram previamente lixadas, lavadas com detergente e &lcool e secas ao ar. Em
seguida a formulacdo com o complexo de cobre foi aplicada sobre as superficies das
placas, obtendo-se camadas uniformes. A tinta apresentou boa homogeneidade. A
preparacao das placas foi realizada pelos professores Patricia Aratjo (DEB-UFPE) e
Elmo Araujo (DEN-UFPE).

O experimento foi realizado em tanques na unidade experimental do setor de
pesca da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. O local foi escolhido por ser
rico em nutrientes e por apresentar proliferacdo rapida de cracas. As placas
revestidas foram mantidas em profundidades entre 0,5 e 1,0m da superficie (Figura
19). O experimento foi realizado em trés tempos diferentes utilizando concentracdes
diferentes do complexo de cobre com o residuo. Como controle positivo foi utilizado
o tanato de cobre, j4 conhecido por apresentar atividade antifouling (NOOR IDORA,
et al., 2015). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. O teste de
imersao foi realizado com a colaboracdo de José Aldair Sarmento, Maria José
Sarmento, Adonias Ferreira e Adriano Rodrigues.

Para a avaliacdo do poder anti-incrustante foi considerado o peso das
incrustacbes formadas nas placas de testes. ApOs o periodo de imersdo as placas
foram lavadas cuidadosamente, para a retirada da areia e ou lama, em seguida

foram secas completamente e pesadas.
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Figura 19. Placas com as tintas e local do teste de imersao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimentos e selecao dos extratos brutos

Na extracdo das sementes e cascas da uva Moscato foi obtido um rendimento
maior para a extragcdo com etanol quando comparado com a extracao acetona/agua
(7:3). Para a semente o rendimento foi 22% maior em relacdo a extragcdo com
acetona/adgua (7:3) e para a casca foi de aproximadamente 8%. O rendimento da
extracdo depende tanto do solvente utilizado como do método aplicado, que pode
ser baseado em mecanismos quimicos diferentes (OU, et a., 2001; YU et al., 2002;
YILMAZ; TOLEDO, 2004). Além do rendimento, ha grande variacdo na composicao
quimica do extrato em funcdo do sistema de solvente utilizado (MOURE et al.,
2001). Apesar do bom rendimento dos extratos etandlicos, o interesse € no teor de
fendlicos totais, nesse sentido todos os extratos foram avaliados quanto ao teor de
fendlicos totais que foi utilizado como parametro para selecionar, no caso da uva
Moscato, quais extratos seriam utilizados como aditivo para a tinta. Para a uva
Shiraz foi obtido um rendimento de 54,03%. Os resultados dos rendimentos dos
extratos estéo na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimentos dos extratos obtidos das sementes e cascas da uva Moscato
e bagaco de Shiraz.

Variedade de uva | Parte analisada Solvente Rendimento
Acetona/H,0 (7:3) 20,74%
Moscata Semente Etanol 42,97%
Casca Acetona/H,0 (7:3) 23,45 %
Etanol 31,14 %
Shiraz Bagaco Etanol/H,0 (8:2) 54,03%

Os resultados para o teor de fendlicos totais dos extratos da casca e semente
(Moscato) e bagaco (Shiraz) analisados encontram-se na Tabela 2, na qual se pode

observar que os extratos, apesar do processo de vinificacdo, apresentaram altos
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teores de fendlicos totais. O extrato etandlico da semente da uva Moscato foi o que
apresentou maior teor de fendlicos totais com 423,81 + 1,72 mg equivalente de &cido
galico por g de extrato (mgEAG/g de extrato), em contrapartida, o extrato etandlico
da casca da mesma cultivar apresentou o menor teor 59,03 + 0,81mg EAG/g de
extrato. Segundo Monrad e colaboradores (2010), apds a producdo de sucos e
vinhos, o bagaco retém quantidades significativas de polifendis, com uma
guantidade que varia de 20-30% nas cascas e de 60-70% nas sementes. Além
disso, o alto valor de fendlicos encontrado nas sementes pode ser atribuido a
presenca de uma grande quantidade de acido gélico, catequinas e epicatequinas,
que sao bastante comuns em sementes de frutas (YILMAZ; TOLEDO, 2004;
GUENDEZ et al., 2005a; GUENDEZ et al., 2005b; JAYAPRAKASHA et al., 2001).

Tabela 2. Teor de Fendlicos Totais dos extratos da semente e casca da uva

Moscato e do bagaco da Shiraz, em mg EAG/g de extrato.

Variedade de Parte Solvente Teor de Fendlicos Totais
uva analisada (mg EAG/qg)
Semente Acetona/H,0 (7:3) 135,60 + 2,82
Moscato Etanol 423,81 +1,72
Casca Acetona/H,0 (7:3) 104,49 + 2,90
Etanol 59,03 + 0,81
Shiraz Bagaco Etanol/H,O (8:2) 133,92 £ 1,99

Observa-se também que, ao compararmos 0s solventes extratores, para a
semente o etanol se mostrou mais eficiente, tanto no rendimento do extrato quanto
na extracdo dos polifendis, que o sistema hidroaceténico utilizado. J4 para a casca o
sistema acetona 70% (v,v) apresentou maior eficiéncia na extracdo dos fendlicos
que o etanol. De maneira geral, para que a extracdo dos fendlicos seja eficaz é
necessario que as caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas de solventes se
assemelhem em maior grau as caracteristicas da maioria dos compostos fendlicos
presentes nas amostras testadas (ROCKENBACH et al., 2011a; PEREZ-JIMENEZ,
SAURA-CALIXTO, 2006; PINELO et al., 2005). Com base nos resultados de

fendlicos totais, foram selecionados os extratos da uva Moscato: semente etanol e
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casca acetona/agua (7:3). Apenas com estes extratos e o do bagacgo da uva Shiraz
foram realizadas as demais analises deste trabalho.

Para o cultivar Shiraz foi utilizado um sistema de solvente hidroalcoolico
(etanol/agua, 8:2). Misturas hidroalcoolicas se mostraram bastante eficientes na
extracdo de antocianinas, que sao o0s principais fendlicos em uvas tintas
(ROCKENBACH et al., 2008). O extrato da uva Shiraz apresentou teor de fendlico
igual a 133,92 + 1,99 mg EAG/g. Esse resultado € superior ao encontrado
recentemente por Lingua e colaboradores (2016b). Em trabalho realizado no Sul da
Franca, com bagaco de 6 cultivares de uva tintas, entre elas a Shiraz, coletadas em
diferentes vinicolas apresentaram resultados semelhantes ao deste estudo, apesar
de terem trabalhado com casca e semente separados, no trabalho o destaque foi
para as cultivares ‘Alicante Bouschet’ e ‘Shiraz’, que obtiveram altos teores de
fenodlicos (KY; TEISSEDRE 2015). Em estudo realizado por Granato e colaboradores
(2011), onde foram avaliados 73 vinhos tintos da Argentina, Brasil e Chile,
concluiram que os vinhos das cultivares Malbec, Shiraz e Cabernet sauvignon foram
0S que apresentaram maior teor de fendlicos. Varios outros trabalhos constataram
que o bagaco da uva Shiraz apresenta altos teores de fendlicos, principalmente
antocianinas (DOWNEY et al., 2004; LINGUA et al., 2016a; GINJOM et al., 2011,
GUTIERREZ et al., 2005).

E preciso levar em consideracdo que a concentracdo de fendlicos nos
subprodutos depende do processo de vinificacdo bem como das caracteristicas
genéticas e ambientais. (YILMAZ; TOLEDO, 2004; ROCKENBACH, et al., 2011b;
JARA-PALACIOS et al., 2014; GARCIA-LOMILLO, et al., 2014). Os subprodutos
gerados apoOs a elaboracdo de vinhos constituem uma fonte para a extracdo de
compostos bioativos, antioxidantes, os quais podem ser utilizados como
suplementos alimentares ou na producdo de fitoquimicos, sendo uma fonte
relativamente barata destes compostos (ROCKENBACH et al., 2011a; TOALDO et
al., 2014).
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5.2. Teor de flavonoides, antocianinas e taninos

Os resultados para o teor de flavonoides, antocianinas e taninos dos residuos
da uva Moscato e Shiraz estdo apresentados na Tabela 3. No geral, os taninos
foram os compostos fendlicos encontrados em maior quantidade nos extratos, com
destaque para o extrato etandlico da semente Moscato que apresentou teores de
195,69 + 10,43 mg EC/g de extrato e 133,00 + 12,52 mg EAT/g de extrato de taninos
condensados e galotaninos, respectivamente. O extrato hidroacetonico das cascas
de Moscato apresentou teor de taninos 24,34 + 2,99 mg EC/g de extrato, essa
grande diferenca no teor de taninos pode esta relacionada ao processo de
vinificagcdo, pois durante a producao de vinho a casca é mais afetada no processo de
maceracdo, bem como, tem mais contato com o &lcool produzido durante a
fermentacdo o que facilita a extracdo dessas substancias na casca (CANALS et al.,
2005; DEL LLAUDY et al., 2008; GONZALEZ-MANZANO, RIVAS-GONZALO, 2004).
Além disso, estudos comprovaram que as sementes tem maior teor taninos que as
casca (LEE, et al.,, 2008; JENSEN, et al., 2008; GONZALEZ-MANZANO, RIVAS-
GONZALO, 2004).

Tabela 3. Teores de flavonoides, antocianinas, taninos condensados e galotaninos

Casca Moscato Semente Shiraz bagacgo
Testes/Amostras (acetona/agua 7:3) Moscato (etanol) (etanol/agua
8:2)
Teor de flavonoides
(mg EQ/g de extrato) 4,22 +0,22 2,76 £ 0,27 5,82 + 0,54
Teor de Antocianinas 0,21+ 0,08 0,042 £ 0,00 20,19 + 0,35

(mg EAM/g de extrato)

Teor de taninos
condensados 24,34 + 2,99 195,69 + 10,43 32,35+ 2,77
(mg EC/g de extrato)

Teor de galotaninos

(mg EAT/g de extrato) 31,88 + 4,06 133,00 + 12,52 30,43 +£1,22

Os valores, de taninos condensados, encontrados para 0s extratos das
sementes e cascas da Moscato sdo semelhantes ao encontrado por Ribeiro (2015),

gue analisou varios residuos de duas vinicolas da regido do Vale de Sao Francisco,
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entre eles os da uva Moscato canelli, o trabalho relata valores de 5456,94 e 6691,99
mg/g de amostra seca para a semente e 440,62 e 420,65 mg/g de amostra seca
para a casca, a0 convertemos 0 nosso resultado para mg/g de amostra seca 0s
extratos tém 8408,79 e 570,77 mg/g de amostra seca, para a semente e casca,
respectivamente.

O extrato hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz apresentou o maior teor de
flavonoides com 5,82 + 0,54 mg EQ/g de extrato, seguida pela casca e semente da
uva Moscato 4,22 + 0,22 e 2,76 = 0,27 mg EQ/g de extrato, respectivamente. Para o
teste de antocianinas monoméricas os extratos da variedade Moscato apresentaram
teores menores que 1,0 mg EAM/g de extrato, esses valores baixos séo esperados
para uvas “brancas”, pois as antocianinas sdo as responsaveis pela coloragao
avermelhada das uvas tintas. O extrato hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz
apresentou 20,19 = 0,02 mg de antocianinas/g de extrato. O alto teor de
antocianinas em uva, bagaco e vinho de Shiraz, tem sido comprovado por diversos
trabalhos recentemente. Ky e Teissedre (2015) ao estudar seis variedades de uvas
tintas concluiram que as cascas da uva Shiraz foram as que apresentaram maior
teor de compostos fendlicos, taninos e antocianinas. Em estudo recente com as
uvas Barbera D’asti, Cabernet Sauvignon, Malbec, Merlot, Shiraz e Pinot Noir,
Casassa e colaboradores (2015) encontraram valores expressivos de fendlicos
(2834 = 12 mg/L GAE, antocianinas (366 + 9 mg/L) e taninos (1535 + 62 mg/L) para
a uva Shiraz que foi a variedade que apresentou maiores teores destes compostos,
entre as uvas testadas.

Varios trabalhos relatam a presenca de antocianinas em uvas tintas. Na
variedade Shiraz, por exemplo, ja foram identificadas a delfiinidina-3-glicosideo,
petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo, malvidina-3-glicosideo, petunidina-
acetilglicosideo, peonidina-acetilglicosideo, malvidina-acetilglicosideo, além de
peonidina-cumaroilglicosideo, malvidina-cumaroilglicosideo (LINGUA et al., 2016a;
GINJOM, et al., 2012; LINGUA et al., 2016b).

Muitos trabalhos com residuos do processamento de uvas apontam esse
material como potencial fonte de antioxidantes naturais, tendo em vista que a
composicdo fendlica tal como as antocianinas, flavonois, flavan-3-0is,

proantocianidinas e acidos fendlicos das uvas, sdo 0s principais responsaveis pela
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atividade antioxidante (SAYAGO-AYERDI et al., 2009; HOGAN et al., 2010a;
BABBAR et al., 2011; ROCKENBACH et al., 2011a).

A constatacdo da presenca de diversos compostos fendlicos nos bagacos das
cultivares Moscato e Shiraz confirma que, esses compostos ndo sdo extraidos
completamente no processo de vinificagdo. Desta forma, os bagacos destas uvas
surgem como uma fonte de baixo custo para obtencdo de compostos fendlicos, com

potencial aplicacdo na industria cosmética, farmacéutica, alimentos, tintas, entre
outras.
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5.3. Caracterizacdo quimica do extrato etanol/agua (8:2) do bagaco da uva
Shiraz por MALDI-TOF-MS e MS/MS

A andlise por MALDI-TOF, do extrato hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz,
possibilitou a identificacdo de 54 substancias (Tabela 4), que englobam antocianinas
monoglicosiladas, diglicosiladas e outras classes de pigmentos derivados de
antocianinas, como por exemplo, piranoantocianina. A Figura 20 apresenta o

espectro de MALDI-TOF-MS do extrato hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz.
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Figura 20. Espectro de MALDI-TOF-MS do extrato hidroalcoodlico do bagaco da uva
Shiraz (A) e expanséo de 700 a 1300 Da (B).
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Tabela 4. Proposta de

etanol/agua (8:2) do bagaco da uva Shiraz. Analise por MALDI-TOF.

Composto fon Moleculalr M)/ Fragmentos

(M+H) (m/z)

1 Cianidina 287 *

2 Peonidina 301 *

3 Delfinidina 303 *

4 Petunidina 317 *

5 Malvidina 331 *

6 Cianidina-3-O-8-D-glicosideo 449 287

7 Peonidina-3-O-B-D-glicosideo** 463 301

8 Delfinidina-3-O-B-D-glicosideo 465 303

9 Isoquercetina** 465 303

10 Petunidina-3-O-8-D-glicosideo 479 317

11 Isoramnetina-3-0-B-D-glicosideo** 479 317

12 Malvidina-3-O-B-D-glicosideo** 493 331

13 Piranopeonidina-3-O-8-D-glicosideo 487 325

14 Cianidina-3-O-(6-O-acetil)-glicosideo 491 *

15 Peonidina-3-O-(6-O-acetil)-glicosideo 505 301

16 Delfinidina-3-0-(6-O-acetil)-glicosideo 507 *

17 Petunidina-3-0-(6-0-acetil)-glicosideo 521 317

18 Malvidina-3-O-(6-O-acetil)-glicosideo 535 331

19 Piranomalvidina-3-O-8-D-glicosideo 517 355

20  Carboxi-piranopeonidina-3-O--D-glicosideo 531 369

21 Carboxi—piranopglci):;(:iigi—o?a—O—(6-O—acetil)— 573 369

22 Cianidina-3-0O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo 595 287

23  Peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo** 609 301

24 Delfinidina-3-0-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo 611 *

25 Petunidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo 625 307

26 Malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo** 639 331

27 Cianidina-3,5-O--D-diglicosideo 611 449/287

28 Peonidina-3,5-0O-6-D-diglicosideo 625 463/301

29 Delfinidina-3,5-O-B-D-diglicosideo 627 *

30 Petunidina-3,5-O-8-D-diglicosideo 641 *

31 Malvidina-3,5-O-8-D-diglicosideo 655 493/331

*Sem MS/MS

**Substancias isoladas

identificagcdo das substancias presentes no extrato
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Tabela 4. Continuag&o.

Composto

fon Molecular

Fragmentos (m/z)

(M)/(M+H)"
32 Met|I—plranoma}IV|d|.na—3i—O—(6—O-p- 677 369
cumaroil)-glicosideo
33 Carboxi-piranopetunidina-3-O-(6-O-p- 693 385
cumaroil)-glicosideo
34 Carboxi-piranopeonidina-3-O-(6-O- 693 369
cafeoil)-glicosideo
35 Metil-piranopeonidina-3-O-(6-O-p- 647 369
cumaroil)-glicosideo
36 Carboxi-piranomalvidina-3-O-(6-O-p- 707 399
cumaroil)-glicosideo
37  Peonidina-3-0O-(6-O-p-cumaroil)- 5-O-- 763 609/453/301
D-diglicosideo
38 N&o identificado 775 639/491/331
39  Malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)- 5-O-6- 793 639/483/331
D-diglicosideo
40 Malvidina-3-O-glicosideo-4-vinil- 805 643/491/331
(epi)catequina
41 Malvidina-3-O-glicosideo-4-etil- 809 519/357/331
(epi)catequina
42 Malvidina-3-(6-O-acetilglicosideo)- 847 643/561/357/331
(epi)catequina
43 N&o identificado 879 677/571/419
44 N&o identificado 889 581
45 N&o identificado 909 601/449
46  Peonidina-3-(6-O-p-cumaroil glicosideo)- 921 613/461
4-vinil-(epi)catequina
47  Peonidina-3-(6-O-p-cumaroil glicosideo)- 925 635/617/327
4-etil-(epi)catequina
48  Malvidina-3-(6-O-p-cumaroil glicosideo)- 951 643/491
4-vinil-(epi)catequina
49  Malvidina-3-(6-O-p-cumaroil glicosideo)- 955 665/357
4-etil-(epi)catequina
50 N&o identificado 969 807/661/331
51 Malvidina-3-O-B-D-glicosideo (dimero) 985 827/661/331
52 Na&o identificado 1011 849/493/357/331
53 N&o identificado 1071 909/763/357
54 Malvidina-3-O-glicosideo-4-vinil- 1093 931/803/641
di(epi)catequina
55 Malvidina-3-O-B-D-glicosideo-peonidina- 1101 939/793/631/357

3-0O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo
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Tabela 4. Continuacao

lon Molecular

Composto Fragmentos (m/z)

(M")/[(M+H)"
56 Malvidina-3-O-3-D-glicosideo-petunidina- 1117 955/807/357
3-0-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo
57 Malvidina-3-O-B-D-glicosideo-malvidina- 1131 N&o fragmentou
3-0-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo
58 N&o identificado 1217 N&o fragmentou
59 Malvidina-3-(6-O-p-cumaroil glicosideo)- 1239 N&o fragmentou
4-vinil-di(epi)catequina
60 N&o identificado 1247 N&o fragmentou
61 Malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil glicosideo 1277 N&o fragmentou

(dimero)

Antocianinas consistem no maior € mais importante grupo de pigmentos
naturais sollveis em agua, sendo responsaveis por cores que vao desde laranja e
vermelho a violeta e azul de diversas flores, frutos e folhas (CAVALCANTI et al.,
2011; REYNERTSON et al., 2006). Antocianidinas livres sdo raramente encontradas
na natureza, ocorrendo comumente glicosiladas com aclUcares que estabilizam a
molécula (FRANCIS, 2000). A glicosilacdo pode ocorrer em varias posicoes, sendo
observada com maior frequéncia na posicdo 3. O segundo acucar quando presente
na molécula encontra-se na posicdo 5, porém podem ocorrer glicosilagdes nas
posicdes 7, 3%, 4" e 5. A glicose é o aclUcar mais comumente ligado as
antocianidinas presente em uvas, ocorrendo como monoglicosideos, diglicosideos e
triglicosideos (FRANCIS, 2000). A metoxilagao € mais frequente nas posicoes 3" e 5°
e menos comum na 5 e na 7. E importante salientar que antocianina natural nunca
apresenta as hidroxilas das posicoes 5, 7 e 4" substituidas ao mesmo tempo. Um
dos grupos hidroxila deve permanecer livre numa dessas posi¢cdes para a formacao
da estrutura quinoidal. Muitas vezes, 0s acucares das antocianinas sdo acilados por
acidos dos quais 0s mais comumente encontrados sédo: p-cumarico, ferulico, caféico,
p-hidroxibenzdico, sindpico, maldnico, acético, succinico, oxalico e malico. Os
substituintes acila encontram-se usualmente ligados a hidroxila do acucar na
posi¢cdo 3 e com menor frequéncia nas posigcdes 4 e 6 (MALACRIDA; MOTTA, 2006)

Os picos dos ions moleculares em m/z 449, 463, 465, 479 e 493
correspondem a cianidina-3-O-B-D-glicosideo, peonidina-3-O-B-D-glicosideo,
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delfinidina-3-O-B-D-glicosideo, petunidina-3-O-8-D-glicosideo e malvidina-3-O-8-D-
glicosideo, respectivamente. O ion em m/z 479 também foi atribuido ao flavonoide
isoquercetina que foi isolado neste trabalho (elucidacéo estrutural tépico 5.4.). Como
o cation flavilico € muito estavel e ndo possui sitio de facil ruptura da ligacéo, os
espectros das antocianinas apresentam um pico do fon molecular [M']. As
antocianinas normalmente sdo O-glicosiladas, portanto a fragmentacdo dessas
antocianinas O-glicosiladas envolve a clivagem da ligacédo glicosidica acompanhada
por transferéncia de proton envolvendo a perda do glicosideo e resultando em ions
que contém somente a aglicona [M*-162] (Figura 21-25) (OLIVEIRA, et al., 2001;
VIVAR-QUINTANA et al 2002; ALCALDE-EON et al 2004; DE VILLERS et al., 2004;
CHINNICI et al., 2009).
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Figura 21. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 449 - cianidina-3-O-8-D-

glicosideo.
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Figura 22. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 463 - peonidina-3-O-0-

D-glicosideo.
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Figura 23. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 465 - delfinidina-3-O-0-

D-glicosideo.
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Figura 24. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 479 - petunidina-3-O-(-
D-glicosideo.
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Figura 25. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 493 - malvidina-3-O--

D-glicosideo.
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As antocianinas cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina
identificadas na forma de agliconas e glicosiladas também foram identificadas na
forma dos derivados, 3-O-(6-O-acetil)-glicosideo e 3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo.
Os espectros de massas dos derivados 3-0O-(6-O-acetil)-glicosideo séao
caracterizados pela presenca do ion molecular [M*] e o fragmento [M*-204], o
fragmento 204 Da corresponde ao grupo acetilglicosideo. Foram atribuidos os picos
dos ions moleculares em m/z 491, 505, 507, 521 e 535 a cianidina-3-O-(6-O-acetil)-
glicosideo, peonidina-3-0O-(6-O-acetil)-glicosideo, delfinidina-3-O-(6-O-acetil)-
glicosideo, petunidina-3-O-(6-O-acetil)-glicosideo e malvidina-3-O-(6-O-acetil)-
glicosideo, respectivamente. As figuras 26 e 27 apresentam 0s espectros de massas
(MS/MS) do ion m/z 505 e 507 e o do ion m/z 535, respectivamente.

x104 535 0:Al LIFT 535.2847

Intens. [a.u.]
331.354

201

OH '
203.93
+
154 HO. 0.
A s

OH OH
OH +
1.0 Ho S
OH
/ HO’

OH o\(
0.5

T g g g g T g g g g T g g g g T g g g g T
100 200 300 400 500

m/z

Figura 26. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 535 - malvidina-3-O-(6-

O-acetil)-glicosideo.
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Figura 27. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 505 e 507 - peonidina-
3-0O-(6-O-acetil)-glicosideo, delfinidina-3-O-(6-O-acetil)-glicosideo, respectivamente.

Analogamente ocorre nos espectros dos derivados 3-O-(6-O-p-cumaroil)-
glicosideo, no qual sio observados dois sinais, o do ion molecular [M] e o
fragmento [M*-308] atribuido & perda do grupo p-cumaroil glicosideo. Foi atribuido a
esses derivados os picos m/z 595, 609, 611, 625 e 639 Da que correspondem a
cianidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, peonidina-3-0O-(6-O-p-cumaroil)-
glicosideo, delfinidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, petunidina-3-O-(6-O-p-
cumaroil)-glicosideo e malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, respectivamente.
As estruturas e os espectros (MALDI-MS/MS) estdo nas Figuras 28 e 29-33,

respectivamente.
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- Cianidina-3-0-(6-O-p-coumaroil)-glicosideo = R4= H; R,= OH
- Peonidina-3-0-(6-O-p-coumaroil)-glicosideo  R4= OCHj3;; R,=H

- Delfinidina-3-O-(6-O-p-coumaroil)-glicosideo R4= OH; R,= OH

- Petunidina-3-O-(6-O-p-coumaroil)-glicosideo  R4= OCHj3; R,= OH
- Malvidina-3-O-(6-O-p-coumaroil)-glicosideo  Ry= OCHj3; R;= OCHj3

IO

Figura 28. Estruturas das antocianinas-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo identificadas
por massas (MALDI-TOF).
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Figura 29. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 595 - cianidina-3-O-(6-
O-p-cumaroil)-glicosideo.
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Figura 30. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 609 - peonidina-3-O-(6-
O-p-cumaroil)-glicosideo.
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Figura 31. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 639 - malvidina-3-O-(6-
O-p-cumaroil)-glicosideo.
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Figura 32. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 611 - delfinidina-3-O-(6-

O-p-cumaroil)-glicosideo.
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Figura 33. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 625 - petunidina-3-O-(6-

O-p-cumaroil)-glicosideo.

Os picos com m/z 611 e 625 Da, foram atribuidos também a antocianinas
diglicosiladas, é possivel observar no espectro de massas (Figuras 32 e 33) os
fragmentos [M*-308], caracteristico da elimina¢do do grupo p-cumaroil-glicosideo e

fragmentos em [M*-162] e [M*-162-162] que correspondem a eliminagdo de duas
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glicoses, caracteristico de antocianinas diglicosiladas. Este padrdo indica que as
antocianinas séo glicosiladas nas posicdes 3 e 5, pois quando submetidas a MS/MS,
as antocianinas 3,5-diglicosiladas apresentam duas perdas de unidades glicosidicas,
sendo a primeira perda referente ao glicosideo ligado ao C3 e a segunda ao
glicosideo ligado ao C5. As antocianinas diglicosiladas apenas no C3, com excecao
do rutinosideo, apresentam apenas a perda de um fragmento referente as duas
unidades de acucar ligadas entre si. (WU; PRIOR, 2005a; WU; PRIOR, 2005b;
OLIVEIRA et al., 2001). O ion 611 e 625 foram atribuidos a cianidina-3,5-O-8-D-
diglicosideo e peonidina-3,5-O-B-D-diglicosideo, respectivamente. Além dessas duas
antocianinas diglicosiladas também foram identificadas a delfinidina-3,5-O-8-D-
diglicosideo (627 [M']), petunidina-3,5-O--D-diglicosideo (641 [M']) e a malvidina-
3,5-O-B-D-diglicosideo (655 [M']), ndo foram obtidos os espectros MS/MS dessas
substancias. As estruturas das antocianinas diglicosiladas identificadas estéo
apresentadas na Figura 34.

OH
0
HO OH
HO

- Cianidina-3,5-O-diglicosideo R4=H; R,= OH
- Peonidina-3,5-O-diglicosideo = R4= OCHj3; R,=H
- Delfinidina-3,5-O-diglicosideo = R4= OH; R;= OH
- Petunidina-3,5-O-diglicosideo  R4= OCHj3; R,= OH
- Malvidina-3,5-O-diglicosideo R4= OCH3; Ry= OCH;
Figura 34. Estruturas das antocianinas-3,5-O-B-D-diglicosideo identificadas por

MALDI-MS e MS/MS, no extrato hidroalcodélico do bagaco da uva Shiraz.

A analise por MALDI-MS e MS/MS ainda possibilitou a identificacdo de outras
antocianinas mais complexas, como as piranoantocianinas, carboxi-
piranoantocianinas, metil- piranoantocianinas e flavanil- piranoantocianinas. As

estruturas das piranoantocianinas que foram identificadas estdo representadas na
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Figura 35 e os espectros de massas (MS/MS) estao apresentados nas Figuras 36-
39.

Ry
OH R4 Grupo
+ 0 .
HO 10 )LCH3 acetil
N R2 oH 0
coumaroi
P L
o) o OH o) OH
/
! / OR4N\©\0H cafeoil

OH

R3

m/z = 487 - R{= OCHj3; Ry= H; R3= H; R;=H

m/z = 489 - R;= OH; R,= OH; R3=H; R,=H

m/z = 517 - Ry= OCHj3; R,= OCH3; R3=H; R4=H

m/z = 531 - R{= OCHj;; Ry= H; R3= COOH; R,=H

m/z = 573 - R1= OCHj;; Ry,= H; Rz= COOH; R4= grupo acetil

m/z = 647 - R{= OCHj;; Ry= H; R3= CH3; R4= grupo coumaroil

m/z = 677 - R{= OCHj3; Ry= OCHs; R3= CHj3; R4= grupo coumaroil
m/z = 693 - Ry= OCHj3; Ry,= OH; R3= COOH; R4= grupo coumaroil
m/z = 693 - R{= OCHj;; Ry,= H; R3= COOH; R,4= grupo cafeoll

m/z =707 - R{= OCHj3; Ry,= OCH3; R3= COOH; R,4= grupo coumaroil

Figura 35. Estruturas das piranoantocianinas identificadas por MALDI-MS e MS/MS,
no extrato hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz.
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Figura 36. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) do ion m/z 573, que correspondem

a carboxi-piranopeonidina-3-0-(6-O-acetil)-glicosideo.

85



487 0:AL LIFT 487.2099

=
= o
S S
S S
1 1

32%.39

Intens. [a.u.]
F 1316
487.2107

y +:
800 T~ o [M]
400- [M*- glicose]

2001

s

N

o
-
f
i--468.706‘
—

5] 517 0:AL LIFT 517.2499

15000 4 16173

u]

Intens. [a
5
7.0879

40004 i

3
51

3000
2000

10001

— ~184.1353

=
Ro

531 0:AL LIFT 531.2629

w
N

Intens. [a.u.]

161.70

~-381.188

N
!

-
— 331.462
G

160 I I I I 2(I)0 I I I I 360 I I I A(I)O I I I I S(IJO I I I I 660

miz
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Figura 38. Espectro de massas (MALDI-MS/MS) dos ions m/z 647, 677 e 707, que
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As piranoantocianidinas tém um anel de pirano adicional entre a posicédo C4
no anel C e o grupo hidroxila na posi¢do C5 no anel A da molécula do cation flavilico
com moléculas de baixo peso molecular, tais como acetaldeido, acido piravico e
vinilfenois podem levar a formacdo de outro grupo de pigmentos estaveis, as
piranoantocianinas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; JORDHEIM et al., 2006;
DE FREITAS; MATEUS, 2011; FULCRAND et al.,, 1998; CANALS et al.,2005;
BAKKER; TIMBERLAKE, 1997; SCHWARZ et al., 2003; RENTZSCH et al.,2007).
Geralmente, as piranoantocianinas constituem uma das mais importantes classes de
pigmentos derivados de antocianinas que ocorrem naturalmente no vinho tinto
(MATEUS et al., 2001; HAYASAKA; ASENSTORFER, 2002; ALCALDE-EON et al.,
2004).

Um numero, relativamente, grande de piranoantocianinas foi identificado em
uvas e vinhos tintos, especialmente nos vinhos tintos envelhecidos, esses estudos
incluem carboxi-piranoantocianinas (vitisinas tipo A), piranoantocianinas (vitisinas
tipo B), metil-piranoantocianinas, hidroxifenil-piranoantocianinas (pinotinas), flavanil-
piranoantocianinas, dimeros e outros derivados piranoantocianinas (VIDAL et al.,
2004; PISSARRA et al., 2004; SUN et al., 2006; JEFFERY et al., 2008; VERGARA
et al., 2010; MAZZUCA et al., 2005; IVANOVA et al., 2011; GOMEZ-ARIZA et al.,
2006; FERRARI et al., 2011; NAVE et al., 2010).

Para a formacéo de vitisina A, sob condi¢cbes acidas, tais como existe em
vinhos tintos, o acido piravico na sua forma endlica reage com a antocianina, por
exemplo, a malvidina-3-O-glicosideo no grupo hidroxila (nucleéfilo) do C5 e o C4
(eletréfilo) para formar o anel pirano adicional. Este passo € seguido por
desidratacdo e re-aromatizacdo para produzir o aduto piravico vitisina A (Figura 40)
(MORATA et al., 2007; DE FREITAS; MATEUS, 2011; FEI et al., 2012). A formacao
da vitisina tipo B é andloga a visitina A, no entanto a reagdo ocorre entre a
antocianina e o acetaldeido (MORATA et al., 2007; FEl et al., 2012).
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Figura 40. Mecanismo de Formacédo da Vitisina A. Fonte: DE FREITAS; MATEUS,

2011; FEl et al., 2012.

Outro derivado de antocianinas encontrado no extrato do bagaco da uva

Shiraz, foram os flavanil-piranocianidinas que, sdo formados pela reacdo de

cicloadic&o entre vinilflavanois e antocianinas (GOMEZ-ARIZA et al.,

2006; CRUZ et

al., 2008). Foram identificados 10 pigmentos desse tipo, suas estruturas e 0s

espectros de massas (MALDI-MS/MS) estdo representadas na Figura 41 e 42-45,

respectivamente.
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Figura 41. Estruturas das flavanil-piranoantocianinas identificadas por espectro de

massas (MALDI-MS e MS/MS).
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5.4. Isolamento e identificacdo das principais antocianinas presentes no
residuo da uva Shiraz coletada na regidao do Vale do Sdo Francisco

Para o isolamento das principais antocianinas presentes no residuo da uva
Shiraz, foi utilizado o extrato acetona/TFA 0,1% (7:3). As antocianinas foram
isoladas e identificadas utilizando técnica de CLAE-DAD preparativo. A identificacdo
estrutural foi realizada com base nos dados obtidos por técnicas espectroscépicas
de UV, RMN de 'H e **C, ESI-MS e MALDI-TOF. A discuss&o relativa & elucidacéo
estrutural de tais substancias foi conduzida independente da ordem de obtencao das
mesmas.

A substancia SH-1 foi obtida como um soélido vermelho. A revelagdo com
amonia (NH3;) em CCDA indicou se tratar de uma antocianina. O espectro de
ultravioleta (UV-vis), obtido por CLAE-DAD (Figura 46), confirmou se tratar de uma
antocianina, pois apresentou duas bandas em 274nm e 520nm, caracteristicas de
antocianinas (MACZ-POP et al., 2006; ALCALDE-EON et al., 2004). O espectro de
ESI-MS (Figura 47) apresentou um pico de m/z 493 [M'] e outro de menor
intensidade em m/z 463 [M*]. O MS/MS do pico 493 resultou em uma fragmentacao
com m/z 331, que corresponde a perda de uma unidade de glicose [M* - 162]. O
mesmo foi observado para o pico 463, que resultou em uma fragmentacdo em m/z
301 [M-162]". Como os picos apresentaram fragmentagdes diferentes, podemos
concluir que SH-1 trata-se de uma mistura de duas antocianinas. As massas obtidas
coincidem com as massas das antocianinas malvidina-3-O-B-D-glicosideo e
peonidina-3-O-B-D-glicosideo, respectivamente, que foram identificadas no extrato
hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz, por anélise do espectro de massas (MALDI-
TOF).

O espectro de APT (Figura 48) mostrou sinais na regido entre 100 e 60 ppm
que foram atribuidos a presenca de unidades de acucares, o sinal de carbono
metinico em 127,88 ppm foi atribuido ao carbono 4, o que confirma que SH-1 trata-
se de antocianina. A duplicidade de alguns sinais corrobora com os dados de
massas, confirmando se tratar de uma mistura de antocianinas. Os sinais em 147,46
e 114,89 ppm foram atribuidos aos carbonos 5’ da malvidina-3-O-3-D-glicosideo e

peonidina-3-O-B-D-glicosideo, respectivamente. Os sinais em &c 56,02 e 55,61
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confirmam a presenca de grupos metoxila na molécula. Os dados de RMN de APT
estdo na Tabela 5.

Comparando os dados obtidos por ESI-MS, MALDI-TOF, RMN e dados da
literatura (LEE et al., 2009; FERNANDES et al., 2015; DELAZAR et al., 2010), foi
possivel identificar SH-1 como sendo as antocianinas malvidina-3-O--D-glicosideo
e peonidina-3-O-B-D-glicosideo. Essas antocianinas também foram identificadas, no

extrato hidroalcodlico do bagaco da uva Shiraz, por analise de MALDI-TOF.
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Tabela 5. Dados de RMN de APT (125,0 MHz, DMSO-dg) de SH-1 (malvidina-3-O-6-

D-glicosideo e peonidina-3-O-8-D-glicosideo). Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

m/z 463 - peonidina-3-O-/-D-glicosideo
m/z 493 - malvidina-3-0-4-D-glicosideo

OH

OH

R=H
R=OCHj,

Malvidina-3-O-B-D-glicosideo | Peonidina-3-O-B-D-glicosideo
C 5"°C 5"°C
2 161,27 161,27
3 139,54 139,54
4 127,88 127,88
5 157,90 157,90
6 103,11 103,11
7 N&o atribuido N&o atribuido
8 94,84 94,84
9 153,60 153,60
10 120,04 120,04
1 121,72 121,72
2’ 114,79 114,79
3 147,46 147,46
4 145,40 145,40
5 147,46 114,86
6’ 114,79 118,02
17 96,54 96,54
2" 72,96 72,96
3’ 75,96 75,96
4” 70,28 70,28
5” 78,20 78,20
6" 60,54 60,54
OCH; 56,02 55,61
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A substancia SH-2.1 foi obtida como um solido amorfo amarelo-claro, sua
identificacéo foi feita através de UV, RMN de 'H e '*C e ESI-MS. O espectro de
ultravioleta (UV-vis), obtido por CLAE-DAD (Figura 49), sugere se tratar de um
flavonoide. No espectro de RMN de *H em DMSO (Figura 50), foi observada a
presenca de um conjunto de sinais na regido de hidrogénios aromaticos sugestivos
de um flavonoide. Um duplo dupleto em &4 7,58 (1H, J= 9,0 e 2,2Hz) e dois dupletos
em Oy 7,57 (1H, J= 2,2 Hz) e b4 6,84 (1H, J= 8,9 Hz) foram atribuidos ao sistema
ABX de um anel aromatico trisubstituido (anel B). A existéncia de dois dupletos, com
integracdo para um hidrogénio cada, em oy 6,20 e &y 6,40, com constantes de
acoplamento de J= 2,0 Hz permitiu identificar o anel A com os hidrogénios
acoplando em meta. Além disso, o espectro de RMN de H apresentou um conjunto
de sinais na regido entre 3,0 e 4,0 ppm, caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados e um dupleto em &4 5,46 (1H, J= 7,5 Hz) caracteristico de
hidrogénio anomérico de B-glicosideo.

O espectro de APT (Figura 51) apresentou sinais de carbono carbonilico em
Oc 177,91, referente ao C4. Seis sinais de carbonos nao hidrogenados em &¢
161,71, 164,56, 156,63, 148,92, 145,28 e 133,78 referentes aos C-7, C-5, C-2, C-4,
C-3’ e C-3, respectivamente. Além disso, observou-se a presenca de cinco sinais de
carbonos oxigenados na regido entre 6¢c 61,4 — 78,0 bem como, um sinal em &¢
101,30 atribuido ao carbono anomérico da unidade glicosidica. O valor de
deslocamento observado para o C-3 permitiu determinar a posicdo da ligacéo
glicosidica em C-3. (ROSA et al., 2010). Os valores dos espectros de RMN estdo na
Tabela 6.

O espectro de massas (ESI"-MS) (Figura 52) da substancia revelou um pico
do ion quasimolecular em m/z 465 [M+H]" e m/z 303 [M-glicose]". Esses dados de
massa, também sdo compativeis com o perfil de fragmentacdo da delfinidina-3-O-g-
D-glicosideo, no entanto como o espectro de APT apresentou sinal de carbonila em
C4, foi descartado a possibilidade de ser uma antocianina. Com base em todos o0s
dados obtidos e com a comparagdo na literatura, foi possivel identificar SH-2.1 como
sendo a Isoquercetina (quercetina-3-O-B-D-glicosideo) (PEREIRA et al., 2012;
KAZUMA et al., 2003; ROSA et al., 2010; DOS SANTOS et al., 2005).
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e APT (500,0 e 125,0 MHz, DMSO-ds) de SH-2.1

(Isoquercetina). Deslocamentos quimicos (d) em ppm.

C 5°C &'H [m, J (Hz)]
2 156,63
3 133,78
4 177,91
5 161,71
6 99,11 6,20 (d, J = 2,0)
7 164,56 6,40 (d, J= 2,0)
8 93,65
9 156,78
10 104,45
1 122,06
2’ 116,66 7,57 (d, J=2,2)
3 145,28

' 148,92

' 115,66 6,84 (d, J = 8,9)
6’ 121,63 7,58 (dd, J=2,2 € 9,0)
1 101,30 5,46 (d, J = 7,5)
27 74,55 3,10 — 4,00 (m)
3” 76,96 3,10 — 4,00 (m)
4’ 70,39 3,10 — 4,00 (m)
5” 78,05 3,10 — 4,00 (m)
6” 61,43 3,10 — 4,00 (m)
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A substancia SH-2.2 foi obtida como um sélido amorfo amarelo-claro. O
espectro de ultravioleta (UV-vis), obtido por CLAE-DAD (Figura 53) demonstra seu
carater flavonoidico. A anélise dos espectros de RMN *H e 13C em DMSO (Figuras
54 e 55, respectivamente) da substancia SH-2.2, com base nos deslocamentos
quimicos e constantes de acoplamento, permitiu atribuir a presenca de um sistema
de spins ABX, da mesma forma que foi descrito para a substancia SH-2.1. A
existéncia de um simpleto em &4 3,83 no espectro de RMN de 'H e & 55,74 no
espectro de APT indicou a presenca de um grupo metoxila (OCH3) adicional quando
comparado com a substancia SH-2.1. A desprotecdo do C-3 de SH-2.2, (6. 147,50)
em relacdo ao C-3 de SH-2.1 (6. 145,28) sugeriu que a metoxila encontrava-se na
posicdo C-3. Os dados espectrais se encontram na Tabela 7.

Os dados de massas (ESI"-MS) (Figura 56) da substancia revelou um pico do
fjon quasimolecular em m/z 479 [M'] e m/z 317 [M" - glicose] corroboram com a
proposta da presenga de uma metoxila a mais, quando comparado com o flavonoide
SH-2.1 (m/z 465 [M"]). Os dados obtidos e comparagdo com a literatura possibilitou
a identificagdo de SH-2.2 como sendo isoramnetina-3-O-B-D-glicosideo (LEE et al.,
2004; DONG-MEI et al.,, 2012; SILVA et al., 2009). A presenca de sinais nos
espectros de carbono e hidrogénio, bem como, a presenca de outros ions no
espectro de massa, como por exemplo o m/z 449, é um indicio que SH-2.2 € uma
mistura do flavonoide isoramnetina-3-O-B-D-glicosideo com a cianidina-3-O--D-

glicosideo e/ou um de seus derivados.

mAU
120 4320nm,4nm (1.00)

1104

100+

R B B B e B
0.0 25 5.0 75 100 125 150 175 200 min

Figura 53. Cromatograma obtido por CLAE-DAD em 320 nm e espectro de UV de
SH-2.2
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H e APT (500,0 e 1250 MHz, DMSO-ds,

respectivamente) de SH-2.2 (isoramnetina-3-O-B-D-glicosideo).

quimicos (&) em ppm.

Deslocamentos

C 5°C 5™H [m, J (Hz)]
2 156,47 -

3 133,03 -

4 177,50 -

5 161,29 -

6 98,80 6,21 (d, J =2,0)
7 164,24 -

8 93,79 6,44 (d, J =2,0)
9 156,38 -

10 104,12 -

T 121,15 -

2 113,54 7,94 (d, J =2,0)
3 149,47 -

4 146,96 -

5 115,29 6,91 (d, J =8,2)
6 122,11 7,49 (dd, J=2,0 e 8,2)
1 100,82 5,57 (d, J =7,2)
2’ 74.41 3,00 — 3,80 (m)
3 76.46 3,00 — 3,80 (m)
47 69.88 3,00 — 3,80 (m)
5 77,51 3,00 — 3,80 (M)
6” 60.65 3,00 — 3,80 (M)
OCHs 55,74 3,89 (s)
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A amostra SH-2.3 foi obtida como um sdlido amorfo vermelho, sua
identificacdo foi realizada através de espectros de UV, RMN de *H e **C e MALDI-
TOF. A revelacdo com aménia (NH3) em CCDA indicou se tratar de uma antocianina.
O espectro de ultravioleta (UV-vis), obtido por CLAE-DAD (Figura 57) mostrou duas
principais bandas em 283nm e 532nm, caracteristicas de antocianinas, além de um
ombro em torno de 310 nm, sendo indicativo de antocianina acilada. O espectro de
RMN de 'H (Figura 58), mostrou perfil caracteristico de antocianina, devido a
presenca de um simpleto em &y 8,90 atribuido ao H-4, sinais na regido de
hidrogénios aromaticos e simpletos em torno de 64 3,8 para hidrogénios metoxilicos
e entre &y 3 e 5 indicativos da presenca de acucar. A presenca dos sinais em Oy
6,39 e 7,41 com constante de acoplamento de 16,0 Hz confirma a presenca do
derivado do &cido cinamico. O espectro apresentou sinais duplicados indicando uma
mistura de antocianinas e a sobreposicdo de alguns sinais dificultaram a atribuicéo
dos H.

O espectro de APT (Figura 59) apresentou sinais em 131,45 ppm atribuido ao
C4 da antocianina e os sinais em 6c 149,89 e 115,23 foram atribuidos aos C5’
(quaternario) e C5 (metinico) do derivado de malvidina e peonidina,
respectivamente. Os sinais de carbonos metinicos em 6¢ 116,97, 146,92 e 169,43
foram atribuidos aos Ca (8”), CB (7°”) e C9” (carbonila), respectivamente dos
carbonos do derivado acila. O carbono quaternario em &¢ 158,76 foi atribuido ao C4
caracterizando o grupo p-cumaroil. Além disso, foram observados sinais de
carbonos oxigenados na regido entre &¢c 65,10 — 78,25, bem como, em torno de &¢
101,26 que corresponde a unidade glicosidica. Da mesma forma, o espectro de APT
mostrou sinais duplicados, confirmando a presenca de pelo menos duas
antocianinas.

Para a confirmacédo de SH-2.3, foi realizado o espectro de massas MALDI-
TOF (Figura 60), que mostrou um pico de maior intensidade em m/z 639 [M*] e outro
menos intenso em m/z 609 [M*]. O fragmento em m/z 331 [M" -146 - 162] em/z 301
[M*-146 - 162] correspondem & perda dos grupos p-cumaroil (m/z 146) e glicosideo
(m/z 146). O conjunto dos dados permitiu identificar as antocianinas como malvidina-
3-0-(6-O-p-cumaraoil)-glicosideo e peonidina-3-0O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo (Figura
61), que também foram identificadas no extrato hidroalcodlico do bagaco da uva

Shiraz. Os dados espectrais obtidos estdo de acordo com dados encontrados na
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literatura (VELICKOVSKA et al, 2013; CASTANEDA-OVANDO et al., 2012
FERNANDES et al., 2015; KALINOWSKA et al.,, 2013; SILVA et al., 2009). A
Tabela 8 apresenta os dados de APT da substancia SH-2.3.
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Figura 57. Cromatograma obtido por CLAE-DAD em 520 nm e espectro de UV de
SH-2.3
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H de SH-2.3 em Metanol-d4 (300 MHZz)
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Malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo R = OCH;
Peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, R = H

Figura 61. Estrutura das antocianinas identificadas em SH-2.3.
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Tabela 8. Dados de RMN de APT (125,0 MHz, Metanol-d,) de SH-2.3 (malvidina-3-

O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo e peonidina-3-0O-(6-O-p-cumaraoil)-glicosideo.

Deslocamentos quimicos (&) em ppm.

Malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-

Peonidina-3-0O-(6-O-p-cumaroil)-

glicosideo glicosideo
C 5°C 5°C
2 161,51 161,25
3 144,68 144,81
4 131,45 131,45
5 153,35 153,35
6 105,57 105,57
7 Né&o atribuido Na&o atribuido
8 97,44 95,30
9 154,72 154,72
10 101,93 101,93
1 119,81 119,81
2 116,92 116,92
3 149,89 149,89
4 148,68 148,68
5 149,89 115,23
6’ 116,89 116,89
17 99,29 99,29
2’ 74,61 74,55
3 78,25 78,14
47 71,91 71,25
5” 75,50 75,63
6" 65,13 65,06
OCHg; 56,91 56,95
17 127,09 127,27
2” 131,32 131,32
3” 105,77 105,77
4” 158,76 158,65
5” 105,77 105,77
6” 131,32 131,32
77 146,92 146,00
8” 116,97 116,97
97 169,43 169,43
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As antocianinas e flavonoides isolados do bagaco da Shiraz, bem como os
fendlicos observados para os extratos das cascas e sementes da uva Moscato,
justificam a utilizacdo desses residuos na producdo de uma tinta anti-incrustante a
base de compostos naturais, tais como os fendlicos.

O Processo de fabricagao dos vinhos e sucos de uva influencia na quantidade
de fendlicos extraidos (DIAS, 2009; SOVAK, 2001). Uma vez que a maior parte
dessas substancias se concentra na casca das uvas, quanto maior o tempo de
contato do mosto com a casca ou a intensidade da prensagem, maior o teor de
fendlicos. A grande diferenga entre a vinificagdo em tinto e em branco € que o ultimo
€ realizado com a auséncia das cascas ou sem maceragdo das mesmas,
influenciando diretamente na quantidade de fendlicos no mosto.

Muitos trabalhos tém sido publicados investigando as atividades biologicas
tanto do vinho quanto do suco de uva e do resveratrol e analogos isolados (DIAZ et
al., 2007; SOVAK, 2001; BHAT et al., 2001; PAIXAO et al., 2008). Estes trabalhos
mostram que os efeitos cardioprotetores e antioxidantes do vinho séo,
provavelmente, decorrentes dos altos teores de compostos fendlicos presentes
nesta bebida. Provavelmente essa acdo é creditada ao efeito aditivo ou
potencializador dos fendlicos, pois apesar de exibirem atividade biolégica, in vitro e
in vivo, quando isolados tanto o resveratrol, quanto os outros fendlicos ndo possuem

biodisponibilidade em concentra¢cdes minimas para alcancar esses efeitos in vivo.

5.5. Caracterizacdo quimica do extrato etanolico da semente da uva Moscato
por MALDI-TOF-MS e ESI-TOF-MS.

No espectro de MALDI-TOF da semente da variedade Moscato (Figura 62)
observou-se a presenca de uma série homoéloga consistente a proantocianidinas
oligoméricas intercaladas por 288 Da que foi atribuida a uma unidade de
(epi)catequina. Proantocianidina é uma das principais classes de substancias
presentes nas sementes de uvas (BORDIGA et al., 2011; ROCKENBACH et al.,
2012; FLAMINI, 2013). No geral as principais proantocianidinas presentes em

sementes de uvas sdo oligbmeros de (epi)catequina (procianidina),
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(epi)galocatequina (prodelfinidina) e (epi)afzelequina (propelargonidina). A
identificacdo desses taninos por MALDI-TOF foi realizada com base na equacéo:
288a + 304b + 272c + 2 + 23, onde a € 0 numero de unidades de (epi)catequina, b é
o numero de unidades (epi)galocatequina, ¢ € 0 numero de unidades
(epi)afzelequina, 2 corresponde ao nimero de atomos de hidrogénio adicionais na
subunidade terminal e 23 é a massa atébmica do sédio (VAN HUYNH; BEVINGTON,
2014). Observou-se também a presenca de diferenca de massa de 152 Da que foi
atribuido ao grupo galoil. Apesar da baixa ionizacdo observada para as
proantocianidinas presentes no extrato etandlico da semente, foi possivel realizar a
identificacdo de proantocianidinas com grau de polimerizagdo variando de 1-6
(Figura 63, Tabela 9), baseado principalmente, nos dados encontrados na literartura
(YANG; CHIEN, 2000; ZHANG; LIN, 2008; VAN HUYNH; BEVINGTON, 2014).
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Tabela 9. Proantocianidinas identificadas no extrato da semente de uva Moscato.
Célculos de massa foram feitas com base na equacédo 288a + 304b + 152c + 2 + 23,
onde a € o numero de unidades procianidina, b € o numero de unidades
prodelfinidina, e ¢ € o numero de grupos galoil, 2 corresponde ao numero de

hidrogénio adicional nas subunidades terminais e 23 é a massa atomica de sodio.

Grau de N° de unidades N° de unidades N° de Calculado Observado
polimerizagéo procianidina prodelfinidina unidades [M + Na]” [M + Na]*
galoil
Monémeros L 0 0 313 313
0 1 0 329 329
Dimeros 1 1 0 617 617
0 2 0 601 601
0 3 0 889 889
1 2 0 905 905
Trimeros 2 1 0 921 921
2 1 1 1057 1057
1 2 1 1073 1073
4 0 0 1177 1177
3 1 0 1193 1193
Tetrameros 2 2 0 1209 1209
4 0 1 1329 1329
3 1 1 1345 1345
5 0 0 1465 1465
Pentameros 4 1 0 1481 1481
3 2 0 1497 1497
Hexamero 5 1 0 1769 1769
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OH
O Galoil
o OH
R, =-=0OH; R, = H - catequina OH
R4 ="1lIOH; R, = H - epicatequina OH
R, =-==0OH; R, = OH - galocatequina
R4 =""lOH; R, = OH - epigalocatequina
R, =—=Galoil; R, = H - catequinagalato
R4 =miGaloil; R, = H - epicatequinagalato
R, =—== Galoil; R, = OH - galocatequinagalato
R4 =""llGaloil; R, = OH - epigalocatequinagalato

Figura 63. Proantocianidinas identificadas por MALDI-TOF do extrato etandlico da

semente da uva Moscato.

No intuito de identificar outros polifendis do extrato das sementes da cv.
Moscato foi realizado a analise por UPLC-MS em modo TIC e ESI — MS (infusédo
direta), nos modos positivos e negativos (Figura 64 e 65). Na analise dos espectros
fica evidente a presenca de proantocianidinas, assim como foi visto no espectro de
MALDI. Os sinais de m/z 289 [M-H], 577 [M-H], 865 [M-H] e 1153 [M-H] foram
interpretados como 0s ions de um mondmero, dimero, trimero e tetrAmero da
(epi)catequina, respectivamente. Os sinais das moléculas desprotonadas de m/z 729
[M-H] e m/z 1017 [M-HJ’, as quais séo 152 unidades superiores a m/z 577 e 865 Da,
respectivamente, sugerem a presenca de um grupo galoil nessas proantocianidinas.

No geral, observamos os mesmos ions no modo positivo.
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Figura 65 Espectro de ESI-MS do extrato etanélico semente Moscato em modo

negativo e positivo.

5.6. Caracterizagcdo quimica do extrato acetona/dgua (7:3) da casca da uva
Moscato por MALDI-TOF-MS e ESI-TOF-MS

Na analise por MALDI-TOF das cascas da uva Moscato foi possivel observar
a presenca de proantocianidinas, a caracterizacdo foi realizada da mesma maneira
da semente. A identificacdo por MALDI-TOF foi realizada com base na equacéao:
288a + 304b + 272c + 2 + 23, onde a é o numero de unidades de procianidina, b € o
ndamero de unidades prodelfinidina, C é o nimero de unidades propelargonidina, 2
corresponde ao numero de atomos de hidrogénio adicionais na subunidade terminal
e 23 é a massa atomica do Na (VAN HUYNH; BEVINGTON, 2014). Foram
identificadas 6 proantocianidinas, no entanto, no espectro de massas (MALDI-TOF)
(Figura 66) é verificado a presenca de outros compostos que nao foram

identificados. O ion de m/z 842 foi atribuido ao trimero de (epi)afzelequina, a partir

118



desse ion é possivel observar um série de proantocianidinas cuja diferenca é de 288
Da da anterior, correspondendo a uma unidade de (epi)catequina (Figura 66-b).
Observa-se também a diferenca de 152 Da atribuido ao grupo galoil. As
proantocianidinas identificadas no extrato acetona 70% estdo apresentadas na

Figura 67 e na Tabela 10.
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Figura 66. Espectro de MALDI-TOF-MS do extrato hidroaceténico da casca da uva
Moscato (A) e expansédo de 800 a 1810 Da (B).
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Tabela 10. Proantocianidinas identificadas no extrato da casca de uva Moscato.
Célculos de massa foram feitas com base na equacgéo 288a + 272b + 152c + 2 + 23,
onde a é o numero de unidades (epi)catequina, b € o numero de unidades
(epi)afzelequina, e ¢ € o numero de grupos galoil, 2 corresponde ao numero de

hidrogénio adicional nas subunidades terminais e 23 é a massa atomica de sodio.

Grau de N° de N° de unidades N° de Calculado Observado
polimerizacédo unidades propelargonidina unidades [M + Na]* [M + Na]*
procianidina galoil
Trimeros 0 3 0 841 842
0 3 1 993 994
Tetrameros 1 3 0 1130 1130
1 3 1 1282 1282
Pentameros 2 3 0 1418 1418
Hexamero 3 3 0 1706 1706

OH

OH

R4

OH

R4

OH

R4 =H, R, = OH - (epi)afzelequina
R4 = OH, R, = OH - (epi)catequina
R4 = H, R, = Galoil - (epi)afzelequinagalato
R4, = OH, R, = OH - (epi)catequinagalato
Figura 67. Proantocianidinas identificadas por MALDI-TOF do extrato acetona 70%

da casca de uva Moscato.

Na tentativa de conseguir identificar/confirmar os fendlicos da casca da uva

Moscato foi realizado a analise por UPLC-PDA-gTOF-MS (Figura 68 e 69), no
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entanto, s6 os dados de MS ndo foram suficientes para a identificacdo dos
compostos, sendo necesséria a realizacdo de novas andlises e modificagcbes do
método utilizado.

Apesar da existéncia de diversos trabalhos, que relatam a identificacdo de
taninos em uva, a identificacdo desses polifendéis ndo é uma tarefa faclil,
principalmente por que as moléculas tém grande variag@o estrutural, que é resultado
de padrbes de substituicdes entre unidades flavanicas, diversidade de posi¢cdes das
ligacdes e de estereoquimica (VIVAS et al., 2004; TALA et al., 2013; TENG et al.,
2015; SCHOFIELD et al., 2001; ES-SAFI et al., 2006; PING et al., 2012).
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Figura 68. Cromatograma de UPLC-MS em modo TIC do extrato acetona 70% das
cascas da uva Moscato
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Figura 69. Espectro de ESI-MS do extrato acetona 70% da casca Moscato em modo

negativo e positivo.

Ao comparar os dados obtidos nos testes qualitativos de teor de flavonoide,
antocianinas, taninos condensados e galotaninos com os dados de massas dos
extratos é observado, em parte, coeréncia entre os dois resultados. O extrato das
sementes da uva Moscato, por exemplo, apresentou alto teor de taninos

condensados gque corroboram com os dados de massas.

5.7. Sintese e caracterizacdo por espectroscopia de infra-vermelho e MALDI-

TOF do complexo residuo uva-cobre.

A sintese do derivado residuo uva-cobre foi realizada em triplicata sendo
utilizado cerca de 1,0 g de extratos de uva e foram obtidos 1,22 a 2,23 g dos

derivados residuo-cobre. No geral, a complexacdo com o cobre ocorreu de forma
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semelhante nas cascas e semente da uva Moscato. O bagaco da uva Shiraz
apresentou um maior rendimento do complexo com cerca de 2,20 g (Tabela 11).

Tabela 11. Rendimento dos complexos extrato-cobre

Amostras Casca Moscato Semente Moscato Shiraz bagago
acetona 70% etanol etanol 80%
1 2 3 1 2 3 1 2 3

Peso do extrato 100 | 1,00 | 1,01 | 1,03 | 1,02 | 1,02 | 1,04 | 1,10 | 1,03
(9)
Peso do complexo | 1,18 | 1,21 | 1,24 | 2,11 | 2,22 | 2,34 | 1,29 | 1,24 | 1,38
de Cu (9)

A caracterizacdo dos derivados residuo-cobre foi realizada através de analise
de IV, onde foram analisados os extratos brutos e comparados com os extratos dos
derivados residuo-cobre. Para o espectro dos extratos dos residuos (Moscato casca
acetona 70%, Moscato semente etanol e Shiraz bagaco etanol 80%) foram
observadas as bandas de absor¢do em torno de 1723 cm™ (C=0) e em 3379 cm™
(OH) para grupos carboxilas dos derivados de acidos carboxilicos, como também as
bandas de absor¢do para carbonilas conjugadas dos possiveis flavondides em 1611
cm™. Esta Gltima banda de C=0O permaneceu nos derivados com cobre. E possivel
observar também uma banda em torno de 601-604 cm™ para os derivados de cobre,
e inexistente na mesma faixa de numero de onda para os extratos. Estes
estiramentos sdo atribuidos a atomos de carbono ligados a oxigénios de Oxido
metélicos (R-C-O....Cu), atribuido ao 6xido de cobre presente nos derivados.
(ANDRADE, et al., 2010). Estas ultimas bandas reforcam a interacdo entre os ions
cobre e os grupos hidroxilas presente no residuo (Figuras 70 - 72). As mesmas

caracteristicas e perfis foram observados nos outros extratos analisados.
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Figura 70. Espectros de Infravermelho do extrato acetona 70% da casca da uva

Moscato (Al) e do complexo extrato casca moscato-cobre (A2).
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(B1) e do complexo extrato semente Moscato-cobre (B2).
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Figura 72. Espectros de Infravermelho do extrato etanol 80% bagaco uva Shiraz

(C1) e do complexo bagaco uva Shiraz-cobre (C2).

Ao compararmos os espectros de MALDI-TOF dos extratos Moscato casca
acetona 70%, Moscato semente etanol e Shiraz bagaco etanol 80% (Figura 73) com
seus respectivos complexos residuo uva-cobre (Figura 74) € possivel observar a
auséncia dos sinais dos ions das proantocianidinas e das antocianinas identificadas,
principalmente as de maiores pesos moleculares. A formacdo do complexo com

cobre, provalvemente dificulta a ionizacdo dessas substancias.
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Figura 74. Espectro de MALDI-TOF-MS dos complexos Cu-Moscato casca acetona

70%, Cu-Moscato semente etanol e Cu-Shiraz bagaco etanol 80%, respectivamente.

5.8. Ensaio de toxicidade dos extratos das uvas e complexos residuo uva-

cobre frente ao microcrustaceo Artemia salina

Estudos de toxicidade auxiliam na triagem de uma grande variedade de
compostos com atividade biologica para definir seu potencial de aplicacao

terapéutica mensurando a toxicidade apresentada dos possiveis futuros farmacos
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(CARBALLO et al., 2002). Valores de CLsp acima 1000 ug/mL, sdo considerados
atoxicos, baixa toxicidade quando a CLsg for superior a 500ug/mL; moderada para
CLso entre 100 a 500ug/mL e muito téxico quando a CLsg for inferior a 100 pg/mL
(MEYER et al., 1982; AMARANTE, 2011).

Observando os dados verificou-se que os extratos da semente da uva
Moscato e do bagaco da Shiraz ndo apresentaram toxicidade frente a A. salina e o
extrato da casca Moscato apresentou baixa atividade CLso> 500 pg/mL. Ao analisar
0s complexos cobre-residuos observa-se que houve uma potencialidade da
atividade ao se comparar com 0s extratos brutos, os trés complexos testados foram
considerados muito toxicos, frente a A. salina, com destaque para o complexo obtido
do extrato da casca Moscato com CLsy 24,11 pg/mL. O padrdo de Cu metdlico
também foi testado e apresentou CLso 0,82 pug/mL, confirmando que a toxidade dos
complexos. Os testes foram realizados nos tempos de 24, 48 e 72h, no entanto nao
foi possivel calcular a CLso nestes tempos, pois as Artemias ndo sobrevireram na
maioria das concentracfes testadas impossibilitando o céalculo.

A Tabela 12 apresenta os valores de CLsp obtidos para os extratos da casca
(acetona 70%) e da semente (EtOH) da Uva Moscato e do bagaco (EtOH 80%) da
uva Shiraz, bem como, para 0os complexos destes extratos.

Tabela 12. Toxicidade dos extratos e complexos frente teste com Artemia salina no
tempo de 24h

Amostra CLso (ug/mL) R2 P
Semente Moscato (ext. etandlico) 1157,0 0,9607 0,0199
Casca Moscato (ext. acetona 70%) 687,3 0,9957 0,0418
Bagacgo Shiraz (ext. etanol 80%) 2443,0 0,9744 0,0017
Cu-SM 46,23 0,9331 0,0075
Cu-CM 24,11 0,7868 0,0448
Cu-BSh 31,89 0,8530 0,0251
Cu padréo 0,82 0,9280 0,0367
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5.9. Anélise do teor de cobre por espectroscopia de absorcédo atdmica

Como o cobre é o principal biocida utilizado neste experimento € de suma
importancia avaliar seu comportamento em relagdo a sua liberagdo durante o
processo de investigacdo para 0 meio aquoso, que consiste de agua marinha. Este
processo de liberacdo do biocida foi avaliado com base no teor de cobre. Foram
avaliados os complexos residuos uva-cobre da semente (Cu-SM) e casca do cultivar
Moscato (Cu-CM) e do bagaco da Shiraz (Cu-BSh). Os teores de cobre dos
derivados foram de 34,55 + 2,50%, 38,58 + 1,11% e 39,32 + 0,81% de cobre,
respectivamente. Esses dados confirmam que ocorreu a formacdo do complexo
cobre-polifendis, principalmente taninos, presentes nos extratos utilizados. Esses
dados mostram que tanto o residuo da uva Moscato (semente e casca), quanto da
uva Shiraz (bagaco) apresentaram complexacdo semelhante com o cobre, tento em
vista que a diferenca do teor de cobre, entre eles foram pequenas.

A agua do mar que foi utilizada nos testes de Artemia com as amostras dos
complexos também foi utilizada para avaliar o teor de cobre liberado durante o teste.
O teste avaliou o teor de Cu livre na agua nos tempos de 24h, 48h e 72h de cada
complexo. Nota-se que houve uma diminui¢cdo do teor de cobre com o aumento do
tempo de exposicdo do complexo com a agua do mar (Figura 75). O complexo
residuo uva-cobre da casca do cultivar Moscato (Cu-CM) apresentou maior liberagcéo
de cobre durante todo o periodo de analise, seguido pelo obtido do bagaco da uva
Shiraz. Esses resultados corroboram com o teste de toxicidade com Artemia, onde
se observou que o Cu-CM foi quem apresentou menor CLsp, seguida pelo Cu-BSh.
Esses dados sugerem que a toxidade, esta de fato, relacionada com a liberacao do

Cu, que é um biocida com atividade anti-incrustante conhecida.
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Figura 75. Teor de Cu liberado para a agua do mar, tempo de andlise 24, 48 e 72h.

5.10. Avaliagao do poder anti-incrustante em ambiente marinho (teste de

imersao)

Para a avaliacao da eficiéncia anti-incrustante dos revestimentos obtidos, as
placas revestidas com a tinta, contendo o residuo-cobre, preparadas no laboratério
foram imersas em ambiente marinho. Além das tintas obtidas dos residuos, foram
testados também placas sem aditivos anti-incrustantes e placas contendo complexo
de tanino comercial por ser conhecido pela atividade anti-incrustante (NOOR IDORA
et al., 2015). Foram preparadas 6 placas de cada amostra para serem testadas. O
teste foi realizado no periodo de 4 semanas, embora seja um tempo curto, € o
suficiente para avaliar o potencial anti-incrustante das placas, pois o local de
imersdo ndo € de 4gua corrente, 0 que o torna muito propicio a formacao de cracas.
A Figura 76 e 77 mostra as placas na primeira e quarta semana do teste de imersao.
A placa que recebeu tinta sem tratamento anti-incrustante foi utilizada como Branco.
AplOs uma semana de teste, apenas o branco comeca a apresentar formacéo de
incrustagbes. Foi possivel observar que houve uma formacdo acentuada de
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incrustacdo de cracas, apds o periodo de 4 semanas. E possivel observar a
diferenca entre as placas pintadas com a base da tinta sem o aditivo anti-incrustante
(branco) e as placas pintadas com a formulacdo anti-incrustante. Foram testadas
também placas pintadas com tinta contendo complexo obtido de tanino comercial.

PrimeiraSemana

Controle Branco Cu-CM Cu-SM Cu-BSh

21/01/2014

Figura 76. Comportamento anti-incrustante nos testes de imersdao do Branco,
Controle positivo e tintas contendo complexo de residuo uva-cobre apds 1 semana

de imersao.
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QuartaSemana

Cu-CM

Cu-SM

Cu-BSh

Figura 77. Comportamento anti-incrustante nos testes de imersdao do Branco,

Controle positivo e tintas contendo complexo de residuo uva-cobre apés 4 semanas

de imersao.
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A atividade de caracteristicas anti-incrustante dos complexos testados foi
investigada usando o aumento da massa da placa, devido ao peso da acumulo de
incrustacao biologica. O peso de incrustacao bioldgica foi medido nas placas imerso
na profundidade de 50 cm e em 100 cm.

Os resultados apresentados na Figura 78, deixa evidente que, sem o
complexo residuo uva/cobre o peso da massa aumentou significativamente em
comparacao com o controle. O complexo residuo uva/cobre das sementes da uva
Moscato e o bagaco da uva Shiraz foram os mais ativos. Estes extratos
apresentaram atividade anti-incrustante ainda melhor que o tanato de cobre que ja é
conhecido na literatura por sua agao anti-incrustante (CASTRO et al., 2011). Esses
resultados sugerem que os fendlicos restantes no bagaco de uva tém um elevado
potencial na prevencdo da formacdo e do crescimento de incrustacdo biol6gica
sobre a placa. Derivado de taninos a partir de espécies vegetais jA sdo conhecidos
como anti-incrustantes. No entanto, complexos obtidos com residuos de uvas e

principalmente derivados com antocianinas ndo ha nenhum relato.
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Figura 78. Aumento da massa de incrustacdo em placas imersas no teste de

imersdo em profundidades de 50 cm e 100 cm.

Este resultado mostra a eficacia da tinta desenvolvida e apresentada no

presente trabalho. Os resultados mostram também que as superficies que nao
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contém nenhum tipo de revestimento anti-incrustante protetor quando imersas em
ambiente marinho estdo sujeitas a incrustacdes em periodos ndo muito extensos.

O presente trabalho resultou no deposito da patente intitulado “Tinta anti-
incrustante contendo residuos da industria vinicola e processo de produgéao”, sob o
namero BR102015028182-0. Na literatura brasileira de patentes ndo ha registro de
componente ativo para tintas anti-incrustantes similares ao aqui apresentado,
utilizando residuo industrial. A patente BR 102012001393 relata um agente anti-
incrustante compreendendo taninos (do tipo condensado e hidrolisavel), tanato de
cobre (TC) ou tanato de ferro obtidos a partir de taninos de Acécia, Pinheiro,
Castanheira, Tara e outros, porém nao ha porcentagem nem a caracterizacao dos
taninos retirados das espécies vegetais utilizados na tinta.

O grande problema da utilizacdo de taninos é o acesso a fonte natural de
onde eles podem ser extraidos. Alguns utilizam taninos extraidos de cascas de
arvores adultas, o que exige dano, em certa extensdo, ao vegetal. A presente
proposta sugere a utilizacdo de extratos do bagaco da uva (residuo) oriundo do
processo da fabricacdo do vinho em vinicolas da Regido do Vale do Sdo Francisco,
que sao ricos em fenodlicos e ndo estdo ainda inseridos em nenhuma cadeia
produtiva de aproveitamento de residuos, até onde temos conhecimento.

E importante salientar, que os ions cobre ndo séo eficientes contra todos os
tipos de bioincrustantes. Além disso, a taxa de liberacdo de cobre é dependente de
parametros como tipo de resina, natureza da agua do mar e velocidade de difusao.
Estudos mostram que a carga de cobre presente no ecossistema marinho oriunda
de tintas antifouling € aproximadamente 3.000 t/ano, enquanto que o valor liberado
deste mesmo elemento oriundo do desgaste de fontes naturais é de
aproximadamente 250.000 t/ano (ALMEIDA et al., 2007). Porém, é importante
salientar que altas concentracdes de cobre podem ser prejudiciais a algas e outros
organismos marinhos (KATRANITSAS et al., 2003; INOUE, et al., 2004).

Com base nos dados obtidos, podemos afirmar que o pigmento do complexo
residuo-cobre, produzido a base de um extrato de residuo vegetal, é uma alternativa
de utilizacdo em formulagdes anti-incrustantes, tendo em vista, que essas
formulagcbes possuem menor concentracdo de cobre em comparacdo as tintas
anticracas convencionais. Esse produto caracteriza o aproveitamento e agregacao

de valor aos residuos vinicolas da Regido do Vale do S&do Francisco. Além disso, as
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vinicolas e as microempresas podem agregar valor comercial aos residuos
produzidos com um impacto na economia local e geracgéo de novos empregos. E um
novo produto tecnoldgico (tinta) com carater inovador e ambientalmente amigéavel,

atendendo aos trés requisitos da sustentabilidade: o econdémico, o social e o
ecoldgico.
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6. CONCLUSOES

Os bagacos das cultivares Moscato e Shiraz apresentaram teores elevados
de fendlicos. Sendo assim, esses residuos surgem como uma fonte de baixo custo
para obtencdo de compostos fendlicos, com potencial aplicacdo na inddstria em
geral.

A analise por MALDI-TOF do extrato hidroalcodlico do residuo do cultivar
Shiraz possibilitou a identificagcéo de 54 antocianinas, desde as monoglicosiladas até
as mais complexas como as piranoantocianinas. Além disso, foram isolados e
identificadas 2 flavonoides (isoquercetina e isoraminetina-3-O-8-D-glicosideo) e 4
antocianinas (mistura de peonidina-3-O-B-D-glicosideo e malvidina-3-O-8-D-
glicosideo e mistura de peonidina-3-0O-8-D-(6-O-p-cumaroil)—glicosideo e malvidina-
3-0-B-D-(6-O-p-cumaroil)—glicosideo). Foram identificados (MALDI-TOF), do extrato
etandlico da semente da uva Moscato proantocianidinas com grau de polimerizacéo
variando de 1-6, com unidade de (epi)catequina e (epi)galocatequina. Na analise por
UPLC-DAD-qTOF-MS foram identificadas mondmero, dimero, trimero e tetrdmero da
(epi)catequina. Assim como nas sementes também foram identificadas
proantocianidinas nas cascas da uva Moscato. Foram identificadas trimeros de
(epi)afzelequina e oligbmeros de (epi)catequina e afzelequina.

No teste de Artemia salina os extratos da semente e casca da uva Moscato e
do bagaco da Shiraz ndo apresentaram toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia
salina. Em contrapartida os complexos cobre-residuos foram considerados muito
toxicos, essa potencialidade do complexo, observada pode ser atribuida a presenca
do cobre.

As andlises do teste de imersdo demonstram que os revestimentos contendo
o complexo de residuo-cobre apresentam eficiéncia superior a tinta contendo
complexo obtido de tanino comercial, durante 0 mesmo tempo de imersdo. Os
extratos semente da uva moscato e bagaco da uva Shiraz foram os que
apresentaram o melhor resultado no teste de imerséo.

As tintas anti-incrustante produzidas com os extratos estudados nesse
trabalho caracteriza o aproveitamento e agregacdo de valor aos residuos vinicolas

da Regiéo do Vale do S&o Francisco.
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TINTA ANTI-INCRUSTANTE CONTENDO RESIDUOS DA INDUSTRIA
VINICOLA E PROCESSO DE PRODUCAO

[001] O presente relatério revela componentes anti-incrustantes obtidos
do residuo de uva (Vittis sp.) como material basico, para o desenvolvimento de
tinta a base de agua ou de solventes organicos. A tinta aditivada com estes
componentes podera ser utilizada em cascos de embarcagoes, tanques, redes,
metais e outros com o objetivo de evitar a adesao e proliferagao de organismos
como cracas, mexilhdes, caramujos, crustaceos em geral e outros nas suas
respectivas paredes. Trata-se de produto de alto consumo, ambientalmente
amigavel e eficiente.

[002] O produto e processo de produgado apresentados se referem a
componentes para tinta anti-incrustante aplicada em estruturas submersas,
obtidos de residuo agroindustrial da industria vinicola, principalmente, mas nao
restrito a uvas das variedades lItalia e Shiraz, ricos em compostos organicos
fendlicos.

[003] Na literatura brasileira de patentes nao foram encontrados registro
de componente ativo para tintas anti-incrustantes similar ao aqui apresentado,
utilizando residuo industrial. A patente BR 102012001393 relata um agente anti-
incrustante compreendendo taninos (do tipo condensado e hidrolisavel), tanato
de cobre (TC) ou tanato de ferro obtidos a partir de taninos de Acacia, Pinheiro,
Castanheira, Tara e outros, porém nao ha porcentagem nem a caracterizacao
dos taninos retirados das espécies vegetais utilizados na tinta. Por outro lado, na
literatura internacional de patentes nao foram encontrados registros com este

teor.
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[004] Tintas e revestimentos sao produtos comerciais de largo uso em
todo 0 mundo e movimentam mais de 5 bilhées de délares ao ano sé nos EUA.
A grande variedade de formulagdes disponivel no mercado atende as mais
diversas necessidades de aplicagoes e custos. Entretanto, durante esta primeira
década do séc. XXI, exigéncias ambientais tém comeg¢ado a impor novos
padrées para as formulagdes de tintas e revestimentos, tanto no Brasil quanto
no resto do mundo. Novas legislagées propostas em diversos paises seguem a
tendéncia de limitar ou banir o uso de substancias que vém sendo utilizadas ha
anos ou mesmo seéculos, para a protecao de superficies.

[005] Dentre os diversos grupos de contaminantes organicos
potencialmente danosos a ecossistemas aquaticos, despontaram nos ultimos
anos os biocidas utilizados como principio ativo de tintas anti-incrustantes. Essas
tintas sdo aplicadas como sistemas de protecéo, com a finalidade de combater
a formagao e o estabelecimento de comunidades bioincrustantes (fouling) sobre
superficies expostas a agua. Usualmente, tintas anti-incrustantes sao aplicadas
em embarcagbes comerciais e de passeio, plataformas petroliferas, tubulagées
submarinas, comportas de represas, tanques destinados a aquicultura, dentre
outras estruturas.

[006] Em virtude da constante pressao internacional sobre a utilizagio de
tintas anti-incrustantes, a industria naval tem frequentemente buscado
alternativas ambientalmente amigaveis. Entre essas iniciativas destacam-se o
desenvolvimento de tintas anti-incrustantes a base de produtos naturais e os
revestimentos livres de biocidas.

[007] Na busca de alternativas menos poluentes, varios tipos de
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compostos naturais vém sendo testados em formulagées anti-incrustantes,
dentre estes compostos estdo os taninos. Os taninos (proantocianidinas) sao
oligbmeros de flavan-3-ol com uma média de polimeriza¢ao variando de 2 a >15
unidades e com massa molecular variando de 578 a >5000 Da (Labarbe, B.,
Cheynier, V., Brossaud, F., Souquet, J. M., Moutounet, M. Quantitative
fractionation of grape proanthocyanidins according to their degree of
polymerization. Journal Agricultural and Food Chemistry. 47, 2719- 2723, 1999;
Prieur, C., Rigaud, J., Cheynier, V., Moutounet, M. Oligomeric and polymeric
procyanidins from grape seeds. Phytochemistry, 36, 781-784, 1994; Sun, B.,
Leandro, C., Ricardo da Silva, J., Spranger, |. Separation of grape and wine
proanthocyanidins according to their degree of polymerisation. Journal
Agricultural and Food Chemistry, 46, 1390-1396, 1998). A acdo anti- incrustante
de taninos é conhecida desde os anos de 1950 (Knowles, E. & White, T. The
Protection of Metals with Tannins, Journal of the Qil and Color Chemists
Association, 41, 10, 1958) e ha relatos de estudos com substancias pertencentes
a esta classe de produtos naturais, extraidas de plantas de diferentes espécies
(Noor Idora, M. S., Ferry, M., Wan, W.B., Nik, Jasnizat, S. Evaluation of tannin
from Rhizophora apiculata as natural antifouling agents in epoxy paint for marine
application, Progress in Organic Coatings, 81, 125-131, 2015) . Tintas anti-
incrustantes a base de taninos podem ser uma alternativa eficaz e
ambientalmente amigavel as tintas anti-incrustantes comerciais. Um dos
inconvenientes dos taninos é a solubilidade em agua, que acelera a lixiviagao
deste aditivo da superficie pintada para o meio. Uma solugéo interessante é a

reacao de taninos com pequenas propor¢des de ions Cu2+ que resulta em
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complexos de tanato de cobre de baixa solubilidade em agua e associam as
atividades anti-incrustantes do tanino e do cobre em um unico aditivo, que pode
ser incorporado a tintas da mesma forma que outros aditivos insoliveis comuns,
como os pigmentos (Andrade, J. M., Ferreira, C. A., Prevedello, A. L. A., Oliveira,
L. S. Sintese e Caracterizagao de Pigmento Antifouling ndo Convencional a Base
de Tanino. 19° Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais,
Campos do Jordao, SP, Brasil, 2010).

[008] O grande problema da utilizagao de taninos é o acesso a fonte
natural de onde eles podem ser extraidos. Alguns utilizam taninos extraidos de
cascas de arvores adultas, o que exige dano, em certa extensao, ao vegetal.

[009] A presente proposta sugere a utilizagao de extratos do bagaco da
uva (residuo) oriundo do processo da fabricagao do vinho em vinicolas da Regido
do Vale do Sao Francisco, que sao ricos em fendlicos e nao estao ainda inseridos
em nenhuma cadeia produtiva de aproveitamento de residuos, até onde temos
conhecimento. O produto, descrito neste relatério, revela uma preparacgao de
tinta a base de extratos ambientalmente amigaveis de residuos da industria
vinicola.

[0010] O Vale de Sao Francisco engloba cidades entre Pernambuco e
Bahia. A regiao caminha para ser um dos importantes produtores vitivinicolas do
pais. Responsavel por 99% da uva de mesa exportada pelo Brasil e pela
producao de 6 milhées de litros de vinhos finos por ano. A vinicultura
pernambucana/baiana ja detém 15% do mercado nacional e emprega
diretamente 30 mil pessoas naquela regidao, unica do mundo a produzir duas

safras e meia por ano. Os compostos fendlicos estao presentes em maior
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quantidade principalmente nas sementes da uva. No processo de vinificacao
estes compostos sdo extraidos da uva e o alcool produzido na fermentacgéo ajuda
neste processo. O contetdo de fendlicos que resta no bagaco e o teor inicial que
contém a uva do Vale de Sao Francisco sao interesses deste estudo. O bagaco
€ um subproduto da vinificagdo que geralmente é desprezado na natureza.
Apesar de se tratar de um residuo biodegradavel, o acimulo deste produto pode
se tornar um seério problema ambiental, ja que precisa de um tempo minimo para
ser mineralizado. A invengao objetiva caracterizar quimicamente os residuos
provenientes da industria vinicola especificamente da regido do Vale do Sao
Francisco e utilizar estes residuos na industria como aditivos de tintas anti-
incrustantes possibilitando a populacao desta regiao, conhecer melhor seus
produtos e oferecer uma oportunidade de agregar valor a sua industria vinicola
com ampliagao do seu mercado de trabalho.

[0011] Os compostos obtidos a partir dos residuos sdo de baixo custo,
eficazes e ambientalmente amigaveis.

[0012] O aditivo, objeto reivindicado neste relatorio, tem aplicagao direta
na indastria de tintas. Ja a tinta, produzida pelo método descrito neste relatario,
tem aplicagao direta na industria naval para prote¢do de cascos contra
proliferagao de micro-organismos. Além disso, as vinicolas podem agregar valor
comercial ao residuo de uva produzido com um impacto na economia local e
geracao de novos empregos.

[0013] A Figura 1 representa evidéncias da agao da tinta no controle da
proliferagao de cracas: a) Branco (placa pintada com tinta sem aditivo

antiincrustante); b) Placa pintada com Tinta contendo complexo de residuo de
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uva com cobre; c¢) Placa pintada com tinta contendo complexo obtido de tanino
comercial (Controle positivo).

[0014] A tinta anti-incrustante compreende: pigmento anti-incrustante
derivado cuprico do residuo da uva e cobre, entre 1 e 20 %, em volume,
carbonato de calcio, entre 1 e 15% em volume, resina de pinheiro (colofénio)
entre 5 e 20%, estearato de aluminio, 25 sobre a massa total, solvente
(xileno/benzina 4:1) 50% em volume. Os sélidos foram triturados em moinho de
bolas de porcelana por 24h e peneirados em tamiz mesh 50. O solvente foi
acrescentado a mistura de sélidos e a suspensao foi mantida em agitagao por
48h, em temperatura ambiente. Corpos de prova foram preparados para
realizagcao do teste de imersao no litoral do Rio Grande do Norte, em Extremoz.
O experimento foi realizado em tanques na unidade experimental do setor de
pesca da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. O local foi escolhido por
ser rico em nutrientes e por apresentar proliferacao rapida de cracas. As placas
de acrilico e de (8cmx16cm) foram previamente lixadas, lavadas com detergente
e alcool e secas ao ar. Em seguida a formulagdo com o complexo de cobre foi
aplicada sobre as superficies das placas, obtendo-se camadas uniformes. A tinta
apresentou boa homogeneidade. O experimento foi realizado em trés tempos
diferentes utilizando concentragdes diferentes do complexo de cobre com o
residuo. Como controle positivo foi utilizado o tanato de cobre, ja conhecido por
apresentar atividade antifouling (Noor Idora, M. S., Ferry, M., Wan, W.B., Nik,
Jasnizat, S. Evaluation of tannin from Rhizophora apiculata as natural antifouling
agents in epoxy paint for marine application, Progress in Organic Coatings, 81,

125-131, 2015). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e as
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placas foram colocadas em profundidades de 0,5 e 1,0 m de profundidade. Na
Figura 1 do Anexo A é possivel observar a diferenga entre as placas pintadas
com a base da tinta sem o aditivo anti- incrustante (branco) e as placas pintadas
com a formulagdo anti-incrustante. E interessante notar que a atividade
anticraca do complexo residuo-cobre foi melhor que o tanato de cobre utilizado
como controle positivo. Este resultado mostra a eficacia da tinta desenvolvida e
revelada neste relatério. A parte experimental para obtengdo dos extratos e
derivados (aditivos) foi realizada no Laboratério de Bioprospecgao Fitoquimica,
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

[0015] O procedimento experimental representativo otimizado para o
processo em questao: os extratos ricos em fendlicos foram obtidos do residuo
da uva (compreendendo de gainha, cascas e sementes). A extracgao foi realizada
com misturas de acetona:agua (variando entre propog¢des de 7:3 até 1:1) ou
etanol:agua (variando entre proporgdes de 8:2 a 1:1). Em especial, foram
utilizados os extratos mais ricos em fendlicos, preferencialmente os das
variedades ltalia e Shiraz (Vitis sp.), constituindo de 10-42% de fenélicos. Destes
fendlicos, para os residuos das uvas lItalia e Shiraz 0,3-0,6% pertencem a classe
dos flavondides, 3-13 % sao taninos hidrolisaveis e 3-20 % sao taninos
condensados e para o residuo da uva Shiraz 20% € composto ainda de
antocianinas monomeéricas. Para a analise dos fendlicos foi utilizado o método
de Folin-Ciacauteau (Slinkard, K., & Singleton, V. L. Total phenol analysis:
automation and comparison with manual methods, American Journal of Enology
and Viticulture, 28, 49-55, 1977) e para os flavondides e taninos foi de acordo

com Vermerris, W. & Nicholson, R. Phenolic compound biochemistry, Springer,
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The Netherlands, 2006. Mais precisamente para analise dos componentes foi
utilizada a extragdo em SPE (extragao em fase sélida) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector UV com arranjo de diodo (CLAE-DAD).

[0016] Na preparagao dos derivados foi utilizada a seguinte metodologia:
Para a sintese dos compostos de cobre, foram utilizados 20-40 g dos extratos
dos bagacos da uvas em 200-400 mL de agua quente a aproximadamente 60°C.
Esta solugdo, simultaneamente, com 40-80 mL de uma solugdo de sulfato
cuprico 1,0 M, foram adicionadas a um Becker, contendo uma solugao de
Hidréxido de sédio (NaOH) 0,04 M, previamente aquecido até 60°C. A mistura
entao permaneceu sob temperatura de 60°C e agitagdao constante, até a
precipitacao do derivado metalico (Perez, M., Blustein, G., Garcia, M., Del Amo,
B., Stupak, M. Cupric tannate: a low copper content antifouling pigment. Progress
in Organic Coatings, 55:311-331, 2006). Apos a precipitagao, o pH foi ajustado
até aproximadamente 5,5 com solugdo de hidroxido de potassio (KOH) 40%
filtrado e o precipitado formado foi recolhido, lavado com agua destilada e seco.
Como controle positivo, foram preparados derivados de cobre do acido tanico
P.A. (MERCK), seguindo o procedimento acima descrito. A presenca do derivado
com cobre foi observada pela analise dos espectros de Infravermelho por
Transformada de Fourier (FT-IR, obtido com pastilha KBr). Para o espectro dos
extratos dos residuos foram observados as bandas de absorg¢ao em torno de
1723 cm-1 (C=0) e em 2379 cm-1 (OH) para grupos carboxilas dos derivados
de acidos carboxilicos, como também as bandas de absorgao para carboxilas
conjugadas dos possiveis flavonoides em 1611 cm-1. Esta ultima banda de C=0

permaneceu nos derivados com cobre. As novas bandas de absorgao foram
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verificadas em 1442 e 1524 cm-1 (estiramento simétrico e assimétrico para
COO-, respectivamente), estas ultimas bandas reforgam a interagao entre os
ions cobre e os grupos carboxilatos presente no residuo. A quantidade do cobre
complexado nos extratos compreende de 34 a 39 %. A quantidade de cobre foi
analisada por absor¢cao atémica.
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REIVINDICACOES

1. PROCESSO DE PRODUGCAO DE TINTA ANTI-INCRUSTANTE
CONTENDO RESIDUOS DA INDUSTRIA VINICOLA caracterizado por
compreender as seguintes etapas:

a) extragao de substancias fendlicas de fontes vegetais por misturas de
acetona:agua (variando entre proporgées de 7:3 até 1:1) ou etanol:agua
(variando entre proporgdes de 8:2 a 1:1),

b) sintese de compostos de cobre por 20-40 g dos extratos dos bagagos
das uvas em 200-400 mL de agua a 60°C, simultaneamente, com 40 a 80 mL de
uma solugao de sulfato ctprico 1,0 M, é adicionado em um recipiente, contendo
uma solugao de Hidroxido de sédio (NaOH) 0,04 M, previamente aquecido até
60°C sendo mistura mantida sob temperatura de 60°C e agitagao constante, até
a precipitacao do derivado metalico,

c) ajuste do pH até 5,5 com solugao de hidroxido de potassio (KOH) 40%
filtrado e o precipitado formado é recolhido, lavado com agua destilada e seco,

d) triturar os sélidos em moinho de bolas por 24h e peneirados em tamiz
mesh 50,

e) acrescentar o solvente a mistura de solidos da etapa d) e a suspensao
€ mantida em agitagao por 48h, em temperatura ambiente.

2. PROCESSO DE PRODUGCAO DE TINTA ANTI-INCRUSTANTE
CONTENDO RESIDUOS DA INDUSTRIA VINICOLA, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizado pelas substancias fendlicas de fontes vegetais

serem obtidos do residuo da uva, compreendendo gainha, cascas e sementes.
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3. PROCESSO DE PRODUGAO DE TINTA ANTI-INCRUSTANTE
CONTENDO RESIDUOS DA INDUSTRIA VINICOLA, de acordo com a
reivindicagao 1, caracterizado pelos extratos dos bagacos das uvas serem
extraidos, preferencialmente de uvas das variedades ltalia e Shiraz (Vitis sp.).

4. TINTA  ANTI-INCRUSTANTE CONTENDO RESIDUOS DA
INDUSTRIA VINICOLA produzida pelo processo da reivindicagao 1,
caracterizada por compreender: pigmento anti-incrustante, derivado cuprico,
entre 1 e 20 %, em volume, carbonato de calcio, entre 1 e 15% em volume, resina
de pinheiro (colofénio) entre 5 e 20%, estearato de aluminio, 25 sobre a massa
total, solvente (xileno/benzina 4:1) 50% em volume.

5.TINTA ANTI-INCRUSTANTE CONTENDO RESIDUOS DA INDUSTRIA
VINICOLA de acordo com a reivindicagao 4, caracterizada pelo derivado cuprico

ser do residuo de uva com cobre.
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Fig. 1
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RESUMO

TINTA ANTI-INCRUSTANTE CONTENDO RESIDUOS DA INDUSTRIA
VINICOLA E PROCESSO DE PRODUGCAO

Referem-se a processo de producgéao e tinta anti-incrustante aplicada em
estruturas submersas, obtida de residuo agroindustrial da industria vinicola,
principalmente, mas nao restrito a uvas das variedades Italia e Shiraz, ricos em
compostos organicos fendlicos, e sua composicdo compreende pigmento,
derivado cuprico, entre 1 e 20 %, em volume, carbonato de calcio, entre 1 e 15%
em volume, resina de pinheiro (colofénio) entre 5 e 20%, estearato de aluminio,

25 sobre a massa total, solvente (xileno/benzina 4:1) 50% em volume.
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