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RESUMO

A vinhaca ¢ um efluente produzido em larga escala no setor sucroalcooleiro
e tem sido aproveitada na fertirrigacdo devido ao seu elevado teor de nutrientes.
No entanto, o alto teor de matéria organica presente nesse efluente faz com que
sua aplicagdo no solo de forma indiscriminada seja nociva a fauna e a flora.
A matéria organica presente na vinhaga ¢ composta basicamente por metabod-
litos secundarios. Esses metabolitos sdo amplamente utilizados como insumos
ou principios ativos em diversos setores industriais e os processos de producao
desses compostos atualmente sdo de dificil controle e/ou geram algum tipo de
impacto ambiental. Dessa forma, o desenvolvimento de processos de produgao
desses compostos por técnicas sustentaveis e ambientalmente mais corretas ¢ de
extrema valia. Neste trabalho foi realizada a investigagdo acerca dos terpenos
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e fitoesterois presentes na vinhaga visando a possibilidade de reaproveitamento
desse efluente como matéria-prima para a obtengdo desses metabolitos de inte-
resse comercial. A investigacdo focou nos fitoesterois presentes na composicao
de alimentos funcionais comerciais a base de fitoesterois e em terpenos apolares.
Analises de fragdes hexanicas da vinhaca (obtida a partir da extracdo liquido-li-
quido) e de um alimento funcional comercial foram realizadas por cromatografia
liquida (CLAE UV/vis). Os resultados mostraram que a vinhaga e o alimento
funcional possuem perfis cromatograficos muito similares, sugerindo a presen-
ca dos fitoesterdis campesterol, estigmasterol e B-sistosterol na vinhaga. Uma
comparagao do perfil cromatografico obtido para a vinhaga com os dados cro-
matograficos de padrdes de terpenos, disponiveis na literatura, sugere também
a presenca dos terpenos amirina, betulina, acido betulinico, acido oleandlico
e acido ursdlico na vinhaga. Esses resultados demonstram o potencial de uso
desse efluente para gerar produtos de valor agregado com ganhos ambientais
significativos.

Palavras-chave: vinhaga, terpenos, fitoesterois, cromatografia

IDENTIFICATION OF TERPENES AND PHYTOSTEROLS FROM VINASSE
Abstract

Vinasse is a large-scale effluent of the sugar-ethanol industry that has been
used in fertirrigation due to its high nutrients levels. However, the high level
of organic matter makes the indiscriminate disposal of vinasse in soil harmful
to fauna and flora. The organic matter present in vinasse consists basically of
secondary metabolites. These metabolites are widely used as inputs or active
ingredients in several industrial sectors and the production processes of these
compounds are currently difficult to control and/or generate some kind of envi-
ronmental impact. Thus, the development of the production processes of these
metabolites by sustainable and environmentally friendly techniques is very im-
portant. This work has investigated the terpenes and phytosterols present in the
vinasse as a contribution to reusing this effluent as raw material to obtain these
metabolites of commercial interest. The research has focused on phytosterols
present in the composition of commercial phytosterol-based functional foods
and non-polar terpenes. Analysis of hexane fractions of vinasse (obtained from
liquid-liquid extraction) and a commercial functional food were performed by
Liquid Chromatography (HPLC-UVis). The results have shown that the vinasse
and the functional food have similar chromatographic profiles, suggesting the
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presence of the campesterol, stigmasterol and B-sistosterol phytosterols in the
vinasse. A comparison of the chromatographic data obtained for vinasse with
terpene standards data, available in the literature, also suggests the presence of
the amyrine, betulin, betulinic acid, oleanolic acid and ursolic acid terpenes in
the vinasse. These results demonstrate the potential use of this effluent to gene-
rate value added products with significant environmental gains.

Keywords: Vinasse, terpenes, phytosterols, cromatography

3.1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agucar e o lider na fabrica-
¢ao de etanol, proveniente da cana (LIMA; CASTRO, 2016). Embora a produgao
de etanol e derivados a partir desta biomassa seja considerada ambientalmente
adequada, uma quantidade significativa de residuos ¢ gerada ao final do pro-
cesso. Um desses residuos ¢ a vinhaca (também chamada de vinhoto, restilo,
calda ou garapao), gerada durante a etapa de destilagdo do etanol (ZOLIN, 2011;
MORAES; ZAIAT; BONOMI, 2015; GEMTOS, 1999; DIAS et al. 2015). De
acordo com Moraes, Zaiat ¢ Bonomi (2015) e Dias et al. (2015), a quantidade
de vinhaga gerada no final da producdo do etanol esta diretamente relacionada
a tecnologia utilizada nesse processo, estimando-se que a cada litro de etanol
produzido sdo gerados em média 10 a 18 litros desse efluente. Segundo dados da
Unido da Industria de Cana-de-Ac¢tcar (UNICA), na safra de 2017/2018 o Brasil
produziu cerca de 27,859 bilhdes de litros de etanol, o que implicou em uma
producao estimada de vinhaca em torno de 279 a 502 bilhdes de litros (UNICA,
2018).

Devido as potencialidades organicas e minerais da vinhaca, como o eleva-
do teor de nutrientes e matéria organica, a principal forma de descarte racional
e aproveitamento desse efluente ¢ na fertirrigacdo com vinhaca in natura. No
entanto, algumas caracteristicas como a elevada acidez e o alto teor de matéria
organica (que acarreta altos indices de demanda bioquimica de oxigénio, se atin-
gir corpos d’agua) fazem com que a vinhaga possua alto poder poluidor (cerca
de cem vezes mais poluente que o esgoto doméstico), sendo nociva a fauna e a
flora (MARINHO et al. 2014; ALVES et al. 2015). Dessa forma, tanto sua aplica-
¢do como fertilizante quanto sua deposi¢ao em valas de contencao (quando mal
projetadas e geridas) acarretam sérios problemas para o solo e a 4gua, podendo
provocar a salinizacdo do solo e a contaminacao de lengdis fredticos devido a
lixiviagdo e/ou percolacdo desse efluente (CHRISTOFOLETTI et al., 2013;
FREIRE; CORTEZ, 2000). Além disso, a vinhaca ¢ responsavel pela liberacao
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de gases de efeito estufa, como 6xido nitroso, que € 300 vezes mais efetivo que
diéxido de carbono em causar o aquecimento global (SILVEIRA, 2015; CARMO
et al., 2013).

Nos ultimos anos, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas sobre a apli-
cabilidade da vinhacga, visando especialmente a sua caracterizagdo ¢ o desen-
volvimento de tecnologias para degradacdo da matéria organica (LYRA, 2003;
GIACHINI; FERRAZ, 2009; ANDRADE, 2017; NETO, 2016; DIAS et al.,
2015). No entanto, uma alternativa a degradagao dessa matéria organica ¢ o seu
aproveitamento, visto que ¢ constituida de compostos de amplo interesse e apli-
cagao industrial.

Os metabolitos secundarios sao substancias produzidas pelo metabolismo
secundario das células vegetais, que auxiliam na capacidade de sobrevivéncia
da espécie, desempenhando fungdes ecoldgicas importantes, como defesa contra
predadores e atrativos para polinizadores (aroma, sabor). Alguns desses meta-
bolitos apresentam efeito sobre sistemas bioldgicos (provocando reagdes farma-
coldgicas ou efeitos toxicologicos em humanos e animais), sendo considerados
bioativos. Essa caracteristica permite usa-los como insumos ou principios ativos
em diferentes setores industriais, como nos setores alimenticio, farmacéutico,
de cosméticos, de agrotdxicos, de pigmentos, entre outros (BERNHOFT, 2010;
AZMIR et al., 2013).

Dentre os compostos bioativos de plantas estdo os terpenos, uma das clas-
ses de compostos organicos que compreende o maior nimero de substancias
(CROTEAU et al., 2000). Possuindo férmula geral isoprénica (C,H,), os ter-
penos sdo hidrocarbonetos classificados de acordo com o niimero de atomos
de carbono presentes em sua estrutura: hemiterpenos, monoterpenos, sesqui-
terpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos, substancias compostas por
5, 10, 15, 20, 30 e 40 atomos de carbono, respectivamente, € politerpenos,
compostos com mais de 40 atomos de carbono (IUPAC, 1997; HARBONE;
PALO; ROBBINS, 1991). Um exemplo de triterpeno bioativo ¢ a betulina (lup-
20(29) ene- 3, 28 -diol), utilizada como matéria-prima para a producao de po-
limeros e precursora do acido betulinico. Essas substancias possuem proprie-
dades anti-inflamatdrias, antimalaricas, atividade anti-HIV e citotoxica para
varios tipos de tumores cerebrais (SAMI et al., 2006). Outros triterpenos que
podem ser citados sdo a friedelina, componente de alguns farmacos antitilcera
(FARIAS, 1999); a taraxerona, usada como antibacteriano na cura de varias
infeccoes (PRASAD; IZAM; KHAN, 2012); a -amirina, que tem sido avalia-
da como potente substincia antimicrobiana e anti-inflamatéria (VAZQUEZ;
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PALAZON; OCANA, 2012); e a sawamiletina, a arundoina e a cilindrina, que
possuem diversas aplicagdes nas industrias cosmética, alimenticia e farmacéu-
tica (TAYLOR, 2000; NUISSIER et al., 2002) (Figura 1).

Figura 3.1 — Estrutura quimica da betulina (a), acido betulinico (b) e B-amirina (c).

(a) (b) (©)

Fonte: Adaptado de Wu et al. (2011).

Dentre os esterdis, o campesterol, o estigmasterol e o -sitosterol (Figura 3.2)
sao exemplos de fitoesterdis (esterdis provenientes de plantas) de grande aplica-
¢do na industria farmacéutica, com a fungdo de diminuir a absor¢ao de colesterol
pelo organismo, além de possuirem atividades anti-inflamatorias, antiulcerativas,
antibacterianas e antitumorais (LEE et al., 2018). Esses fitoesterdis estdo presen-
tes em um grande nimero de produtos comerciais, entre eles o Collestra®, um ali-
mento funcional comercializado pela empresa Aché Laboratdrios Farmacéuticos
S.A. (ACHE, 2013; KHALID, 2011; ROSS, 2007; SAMI, 20006).

Figura 3.2 — Estrutura quimica do estigmasterol (a), do campesterol (b) e do B-sitosterol (c).

(a) (b) (©)

Fonte: Adaptado de Lee et al. (2018).

Os processos industrias atuais envolvidos na obtencao dessa classe de meta-
bolito secundario apresentam potencias riscos a0 meio ambiente, como a redugdo
e/ou extingao de espécies vegetais (FREIRE, 2004) e o uso de reagentes derivados
de petrdleo altamente poluentes (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO,
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2006). Devido ao seu amplo uso em diversos produtos comerciais, varios estudos e
patentes vém sendo publicados com alternativas sustentaveis para obtengao desses
compostos (ROHM; HASS COMPANY, 2005; J IMENEZ-GONZALEZ, 2011;
KLOSKOWISK, 2007; KRISTALA, 2008, BRASKEM, 2015; UNIVERSITY
OF PISTTSBURG, 2007; WANG, 2015). Do ponto de vista ambiental, obter esses
compostos utilizando como fonte os residuos agroindustriais € uma alternativa que
vem se mostrando promissora. Pesquisas evidenciam a presenca desse grupo de
compostos organicos em diferentes plantas, incluindo a cana-de-agucar, em que ja
foram encontrados em varias partes, como no caule, na folha, no bagago e na casca
(ROSS, 2007; KHALID; SIDDIQUI, 2011; DEL RIO et al., 2015). Estudos mos-
tram, ainda, a presencga desses compostos nos derivados de cana, como a cera da
casca ¢ a cachaca (ATTARD et al., 2015; AQUINO, 2013), mostrando o potencial
de eles estarem presentes também nos residuos da cana, como a vinhaga.

Nos ultimos anos, os novos processos industriais desenvolvidos vém
tentando agregar o conceito de processo verde. Incluem-se nessa categoria os
processos que priorizam a redugdo ou eliminag¢do de residuos toxicos, bem como
o uso de insumos menos agressivos ao meio ambiente. Uma técnica que vem de
encontro a esse principio € a cromatografia, um método de separagdo que pode
ser empregado no processo industrial para o isolamento e obtengdao de compostos
a partir de misturas como a vinhaga e ainda pode ser utilizado como método de
analise qualitativo e quantitativo, auxiliando no controle de qualidade da produ-
¢ao desses compostos (LANCAS, 2009; COLLINS, 2006). Dentre as técnicas de
cromatografia disponiveis, a cromatografia liquida vem sendo empregada como
alternativa verde nos setores industriais, pois além de gerar pequenas quantida-
des de residuos durante o processo de produgdo e/ou analise (em relagao a outros
processos) € compativel com materiais pouco toxicos, como resinas, agua, alcool
e outros solventes (PLOTKA et al., 2013). Dentro desse contexto, o presente
estudo utilizou a cromatografia liquida com intuito de realizar uma investigacao
para demonstrar a possivel existéncia de fitoesterois e terpenos na vinhaga, vi-
sando determinar o potencial desse efluente como matéria-prima para a obtengao
de substancias de interesse e valor comercial agregado.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Materiais e reagentes

Para esse estudo foram utilizadas amostras de vinhaca da safra 2016/2017,
proveniente da Usina Sdao Jodo (Araras — SP) e de um produto comercial a base
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de fitoesterdis (Collestra®, Aché Laboratorios Farmacéuticos, Guarulhos — SP).
Para a preparacao das amostras e nas analises cromatograficas foi utilizada 4gua
ultrapura, obtida pelo sistema de purificacdo de dgua Megapurity (resistivida-
de 18.2 MQ cm) da marca Millipore (Bedford, MA, USA). Foram utilizados
também os reagentes etanol e hexano, ambos grau P.A. de procedéncia Qhemis;
acetato de amonio, grau P.A., e acido férmico de procedéncia Sigma-Aldrich;
acetonitrila e metanol, ambos grau HPLC de procedéncia J. T. Baker. Foram
utilizados, ainda, membrana de seringa 22 um, Millex — GV da Millipore.

3.2.2 Preparo das amostras de vinhaca e Collestra®

Os terpenos apolares e os fitoesterois da vinhaga foram extraidos empre-
gando a técnica de extragdo liquido-liquido, conforme descrito na literatura
(LOPEZ; GOMEZ, 2000; DE OLIVEIRA et al., 2006). Uma aliquota de 30 ml
de vinhaca foi adicionada a 10 ml de hexano; a mistura foi agitada brandamente
e, em seguida, deixada em repouso até completa separacdo das fases. A fracao
hexanica foi removida da mistura e armazenada. Na fra¢do aquosa de vinhaca
resultante da extragdo foi adicionado novamente 10 ml de hexano, e repetiu-se
todo o processo descrito por mais duas vezes. As trés fragdes hexanicas obtidas
foram reunidas em uma unica fracdo, o volume foi reduzido em banho-maria
a 60 °C a cerca de 3 ml e as fragdes foram armazenadas ao abrigo da luz, sob
refrigeracdo, até o momento das analises.

A amostra do alimento funcional Collestra®, utilizado como padrao para a
comparagao dos fitoesterdis presentes na vinhaca, foi preparada solubilizando-se
0,01 g do produto comercial em 50 pl de hexano. Tanto a fragdo hexanica de
vinhaga quanto a solug¢@o de Collestra® foram diluidas com etanol na proporg¢ao
1:1 v/v, filtradas em membranas de 22 pm e analisadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE).

3.2.3 Analise por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE)

As analises cromatograficas foram realizadas empregando-se um croma-
tografo liquido UPLC da marca Shimadzu (Kyoto, Japao) composto por duas
bombas, modelo LC-20AD XR; injetor automatico, modelo SIL-20AXR; forno,
modelo CTO-20A; modulo de comunicagdo, modelo CBM-20A; ¢ detector
UV Vis/DAD, modelo SPD-M20A. Um método cromatografico foi desenvolvido
para a separagdo e deteccdo dos terpenos e fitoesterdis presentes na vinhaga
e no Collestra® Para o desenvolvimento da metodologia, diferentes condi-
¢oes foram avaliadas, incluindo quatro diferentes colunas cromatograficas:
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Shim-pack XR-ODS II (100 mm x 3,0 mm x 2,2 um), Shim-pack GIST C18
(150 mm x 4,6 mm x 5 pm), Shim-pack VP — ODS de dimensdes (150 mm x 4,6
mm x 2,2 pm) e Supelcosil™LC — 18 de dimensdes (25 cm x 2,1 mm x 5 um);
dois fluxos (0,8 e 1,0 mL min™); e diferentes fases moveis constituidas por agua
ultrapura, tampao acetato de amoénio 0,1 mol L' como fase aquosa e metanol,
acetonitrila e metanol com 0,1% de acido féormico como fase orginica. Diferen-
tes modos de elui¢do também foram investigados (modo gradiente e isocratico).
A temperatura do forno em todas as andlises foi de 30 °C.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.3.1 Otimizacao do método cromatografico

A otimizacao do método de analise foi realizada usando o alimento funcio-
nal Collestra®. Inicialmente, utilizou-se uma coluna Shim-pack XR-ODS II, agua
(A) e acetonitrila (B) como fase movel, fluxo de 0,8 ml min™ e seis gradientes de
eluicdo. Nenhuma das condigdes testadas apresentou separagdao dos compostos
e/ou resolucdo dos picos satisfatorios, conforme mostrado na Figura 3.3.

Figura 3.3 — Cromatograma CLAE-UV da amostra de Collestra® utilizando agua (A) e acetoni-
trila (B) e gradiente: 0 a 5 min: 50% B; 5 a 7 min: 50% — 60% B; e 7 a 10 min: 80% B, fluxo
0,8 mL min™'.
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Tendo como base o gradiente que apresentou melhores resultados com a
coluna Shim-pack XR-ODS II (0 a 5 min: 50% B; 5 a 7 min: 50% — 60% B; e
7 a 10 min: 80% B), foram feitos testes com as demais colunas cromatograficas
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(Shim-pack GIST C18, Shim-pack VP — ODS e Supelcosil™LC — 18). Entretan-
to, também nao houve separagdo e/ou resolucao satisfatdrias com as condigdes
empregadas, tendo-se apenas resultados ligeiramente melhores com a coluna
Shim-pack GIST 18 em comparagdo as demais. Dessa forma, utilizando-se essa
coluna, foram testadas alteragao do fluxo (I ml min™), novas fases méveis (agua/
metanol; acetato de amonio 0,Imol I"'/acetonitrila e agua/metanol acidificado
com 0,1% de 4cido férmico) e diferentes programacdes de elui¢do. Das condi¢des
avaliadas, a fase movel composta por agua/metanol e o fluxo de 1 ml min! foi
a que apresentou separa¢do mais eficiente para alguns dos compostos e melhor
resolugdo dos picos. Testaram-se, entdo duas, condigdes relatadas em literatura
para terpenos (WU et al., 2011; LIN et al., 2008), contendo como fase movel
agua/metanol e 4gua/metanol acidificado com 0,1 % 4acido férmico, ambos no
modo isocratico (97% e 80% de metanol, respectivamente). Essas analises foram
as que apresentaram os resultados mais promissores quanto a separagao e resolu-
¢ao dos compostos presentes no alimento funcional Collestra® e, portanto, foram
empregadas para as andlises da fracdo hexanica de vinhaca. Na elui¢do com 97%
de metanol houve a separagdo de diversos compostos, porém todos foram eluidos
no comeco do gradiente (Figura 3.4).

Figura 3.4 — Cromatograma da andlise por CLAE-UV/DAD da fracao hexanica de vinhaca.
Condicdes cromatograficas: coluna Shim-Pack GIST 18 (150 mm x 4,6 mm x Sum), fase
movel metanol e 4gua no modo de elui¢do isocratico (97:3 v/v) e fluxo de 1,0 ml min™.
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Na elui¢do com 80% de metanol houve a separacdo de diversos compostos
com uma boa resolugao dos picos, tanto no alimento funcional Collestra® (Figura
3.5 (a)) quanto na vinhaca (Figura 3.5 (b)).

Figura 3.5 — Cromatograma da analise por CLAE-UV/DAD do alimento
funcional Collestra® (a) e da fragao hexanica de vinhaga (b). Condi¢des croma-
tograficas: coluna Shim-pack GIST 18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm), fase mével

metanol com 0,1% de acido férmico e 4gua no modo de eluigdo isocratico
(80:20 v/v), fluxo de 1,0 ml min'.
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3.3.2 Pefrfil de fitoesterois da vinhaca

A andlise CLAE-UV da fragdo hexanica da vinhaga mostrou a presenca
de diversos compostos, sendo seu perfil cromatografico muito semelhante ao do
alimento funcional Collestra® (Figura 3.5).

O alimento funcional Collestra® é composto por capsulas contendo 650 mg
de ésteres de fitoesterdis de origem vegetal, extraidos de soja (60%-70%), canola
(20%-30%), girassol (5%-10%) e milho (1%-5%). Diversos tipos de fitoesterdis
estdo presentes em plantas, porém o B-sitosterol, o campesterol e o estigmaste-
rol sdo os mais abundantes (ACHE, 2013). Comparando os tempos de reten¢ao,
foi possivel observar que todos os compostos provenientes do Collestra® apre-
sentaram correlatos na amostra de vinhaca, sugerindo que ambas as amostras
possuem os mesmos fitoesterois e que a vinhaga provavelmente contém [-sitos-
terol, campesterol e estigmasterol. Observou-se, ainda, que a fragdo hexanica de
vinhaga apresenta picos mais abundantes do que os do Collestra®, sugerindo que
nas proporcdes que foram preparadas as amostras esses fitoesterdis na vinhaga
estdo em maiores concentragdes que na amostra Collestra® (Figura 3.5).
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Comparando-se os espectros de absor¢ao molecular na regido do ultravio-
leta (UV) dos picos observados em ambas as amostras, tem-se que varios deles
apresentaram semelhancas entre eles os dos picos 3, 6 e 7. Os picos 3 com tempo
de retencdo (Tr) de 6,2 min. nas duas amostras apresentaram bandas caracteris-
ticas de fitoesterois, com absorbancia maxima em torno de 220 nm (Figura 3.6).

Figura 3.6 — Espectro UV do pico 3: (a) padrdo Collestra®e (b) fracao hexanica de vinhaca.
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Os picos com Tr = 9.4 min (pico 6) e Tr = 11,1 min (pico 7) nas amostras
de Collestra® e vinhaca também apresentaram espectros na regidao do UV seme-
lhantes entre si, com banda de maxima absorc¢ao caracteristica de fitoesterois, ou
seja, em torno de 200 nm (Figuras 3.7 e .38, respectivamente).

Figura 3.7 — Espectro UV do pico 6: (a) padrdo Collestra®e (b) fragdo hexanica de vinhaga.
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Figura 8 — Espectro UV do pico 7: (a) padrdo Collestra®e (b) fragdo hexanica de vinhaga.
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De acordo com Lee et al. (2015), o campesterol e o estigmasterol apresentam
maximos de absor¢do na regido do UV em aproximadamente 254 nm e 235 nm,
respectivamente. Dos picos observados na amostra de Collestra® e na vinhaga,
o pico 7 (Tr = 11,1 min.) apresentou espectro com caracteristicas proximas as
apresentadas na literatura, com absor¢des em 251 nm — 252 nm, sugerindo que
esse composto pode se tratar do campesterol (Figura 3.8). O pico 10 (T, = 17,8
min.) apresentou maximo de absor¢do na regido de 230 nm, podendo ser um
indicativo de estigmasterol (Figura 3.9).

Figura 3.9 — Espectro UV do pico 10 da fragdo hexanica de vinhaga.
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3.3.3 Perfil de triterpenos na vinhaca

Além da investigacdo acerca dos fitoesterois, foi realizada uma investigagao
acerca da presenca de triterpenos na vinhaga. Essa investigacdo foi realizada
reproduzindo-se condi¢des cromatograficas de andlise de terpenos descritas na
literatura (WU et al., 2011; LIN et al., 2008).

Aplicando a metodologia descrita por Wu et al. (2011), na qual utilizou-se
metanol e 4gua como fase movel, eluicdo no modo isocratico (97:3 v/v) e coluna
cromatografica compativel com a utilizada neste estudo (Shim-pack GIST 18),
observou-se para a fragdo hexanica de vinhaca a presenc¢a de dois picos (Figura
3.4) com tempos de retengdo T = 15,34 ¢ 17,24. Esses picos apresentam tempo
de retengdo e espectros UVvis semelhantes ao do triterpeno amirina (T, = 16,2),
relatado por Wu et al. (2011) em suas analises.

Na metodologia descrita por Lin et al. (2008), na qual foi utilizada meta-
nol acidificado a 0,1% com acido féormico e 4gua como fase mdvel, no modo
de elui¢do isocratico (80:20 v/v) e coluna também compativel com a utilizada
neste estudo, observou-se para a fragao hexanica da vinhaga picos com tempos
de retencao semelhantes a de outros terpenos. De acordo com Lin et al. (2008),
os compostos betulina, acido betulinico, acido oleandlico e acido ursolico
apresentaram tempos de retencdo igual a 17,0; 21,5; 24,0; e 25,8 min., respecti-
vamente. Na vinhaga, tempos de retencdo semelhantes foram observados para
os picos 9 (T, =17 min.); 11 (T, =24 min.); e 12 (T, = 25,8 min.), sugerindo a
presenca da betulina, 4cido oleanolico e acido ursoélico (Figura 3.5 (b)). Os
espectros UVvis também foram comparados apresentando perfis de absor¢ao
muito proximos.

3.4 CONCLUSAQ

A comparagdo dos dados cromatograficos e espectroscopicos das fracdes
hexanicas de vinhaga e do alimento funcional Collestra® sugere que a vinhaga
pode conter em sua composi¢do os mesmos fitoesterdis empregados no produto
comercial, sendo eles o campesterol, o estigmasterol e o -sigmasterol. Além dos
fitoesterdis, uma comparacao dos dados obtidos neste estudo com os publicados
em literatura indicou também que a vinhaga pode conter outros terpenos, como
amirina, betulina, &cido oleandlico e acido ursdlico. Os resultados aqui apre-
sentados deverdo ser confirmados por meio de novos estudos cromatograficos
empregando detector de massas e outras técnicas necessarias para elucidar as
estruturas dos fitoesterois, terpenos e outros metabdlitos de interesse.
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Portanto, o presente estudo demonstra o grande potencial da vinhaga como
possivel fonte desses metabdlitos, com ganhos ambientais significativos, pois
estara reaproveitando de forma mais nobre esse efluente, além de evitar a ex-
tingdo de certas espécies vegetais e reduzir o uso de derivados de petréleo al-
tamente poluentes, que sdo atualmente as principais fontes de obtengdo desses
compostos.
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