UNIVERSIDADE TECNOJ_OGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE QUIMICA E BIOLOGIA
CURSO BACHARELADO EM QUIMICA

CLEYTON NASCIMENTO MAKARA

EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
PRESENTES NO BAGACO DE UVA

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

CURITIBA
2015



CLEYTON NASCIMENTO MAKARA

EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
PRESENTES NO BAGACO DE UVA

Trabalho de Conclusdo de Curso de graduacgéo,
apresentado a disciplina de Trabalho de
Diplomagdo, do Curso Superior de Bacharelado
em Quimica do Departamento Académico de
Quimica e Biologia — DAQBI — da Universidade
Tecnoldgica Federal do Parand — UTFPR, como
requisito parcial para obtencdo do titulo de
bacharelado.

Orientador: Prof. Dr. Charles Windson Isidoro
Haminiuk

CURITIBA
2015



CLEYTON NASCIMENTO MAKARA

EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES

NO BAGACO DE UVA

Trabalho de Conclusdo de Curso aprovado como requisito parcial a obtencdo do
grau de BACHAREL EM QUIMICA pelo Departamento Académico de Quimica e
Biologia (DAQBI), do Campus Curitiba, da Universidade Tecnologica Federal do
Parana (UTFPR), pela seguinte banca examinadora:

Membro 1 — Profa. Dra. Poliana Macedo dos Santos

Departamento Académico de Quimica e Biologia (UTFPR)

Membro 2 — Profa. Dra. Danielle Caroline Schnitzler

Departamento Académico de Quimica e Biologia (UTFPR)

Orientador — Prof. Dr. Charles Windson Isidoro Haminiuk

Departamento Académico de Quimica e Biologia (UTFPR)

Coordenadora de Curso — Profa. Dra. Danielle Caroline Schnitzler

Curitiba, 04 de dezembro de 2015.

Esta Folha de Aprovagdo assinada encontra-se na Coordenacgao do Curso.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por todas as oportunidades concedidas e
pelas amizades que me proporcionou durante minha vida até a presente data.

A minha familia, pelo amor e carinho que me oferecem e por sempre
estarem me apoiando e incentivando em minhas escolhas e conquistas.

Aos meus pais Antbnio e Solange e meus avés Sebastido e Ivone, que
sempre me deram condicdes de estudar e sou grato pela oportunidade.

Ao meu orientador, professor Dr. Charles Windson Isidoro Haminiuk e a
professora Dr2. Giselle Maria Maciel por acreditarem em mim, pelo incentivo,
amizade e dedicacao, sempre presentes e pelo voto de confianga depositado.

Aos amigos e colegas ao decorrer da graduacéao, em especial Bruno Roberto
Reis Alves e Everaldo Pedrosa Nahirny, grupo inseparavel até ao final da
graduacéo. Sou grato pelo conhecimento que o grupo sempre desenvolveu e pelas
discussdes construtivas e brincadeiras.

A amiga Rhaissa Dayane Cordeiro por estar tdo presente na minha vida e
ser atenciosa e querida, dando apoio do decorrer da graduacao.

Aos amigos Mariana Emiko, Eduardo Teixeira Heyder e Ana Paula Stafussa
pela companhia e risadas durante o decorrer do curso.

A minha ex orientadora Professora Dr2 Danielle Caroline Schnitzler, na qual
tive contato no primeiro periodo da graduacdo e tive a oportunidade de trablhar
junto. Me incentivou nas pesquisas, e sou imensamente grato pela palavras de
carinho, preocupacao e conselhos durante o decorrer do curso.

Aos professores Dr2 Poliana Macedo dos Santos, Dr2 Erika Pereira Felix, Dr2
Larissa Kummer e Dr. Marcus Vinicius de Liz pela amizade, atencéo e conhecimento
compartilhado.

Pela amizade e companheirismo do amigo mestre Paulo Roberto Bairros e
fisico, onde sempre dividiu seu conhecimento e amizade na universidade e
congressos e tornou a vontade de aprender e estudar maior ainda.

Aos professores do DAQBI pelo conhecimento transmitido e todos que de
alguma forma colaboraram para o desenvolvimento deste trabalho.

A professora Dr2 Lucia Regina Rocha Martins pelo apoio e tempo cedido
para o desenvolvimento e conclusao do trabalho.

A UTFPR, Fundac&o Araucéria e ao CNPQ pelo financiamento dos projetos

no qual atuei.


mailto:dani.schnitzler@gmail.com
http://paginapessoal.utfpr.edu.br/polianasantos
mailto:erikafelix@utfpr.edu.br
mailto:marcusliz@utfpr.edu.br
http://paginapessoal.utfpr.edu.br/luciaregi

RESUMO

MAKARA, Cleyton N. Extracdo e caracterizacdo de compostos bioativos presentes
no bagaco de uva. 2015. Resumo de TCC — Bacharelado em Quimica Tecnoldgica,
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Curitiba, 2015.

As industrias de processamento de frutas geram elevados volumes de residuos
agroindustriais ricos em substancias de alto valor nutricional e funcional. O Brasil
vem se consolidando como um importante produtor mundial de vinho, gerando
aproximadamente 20 % de residuo na sua produgdo, como o0 bagaco. O objetivo
deste estudo foi avaliar o bagaco de uva em funcdo da presenca de compostos
fendlicos, flavonoides, antocianinas monoméricas e capacidade antioxidante.
Extratos hidroetandlicos foram obtidos dos bagacos de uvas das variedades Bordo
(BO), Cabernet Sauvignon (CS), Merlot (MT) e Tannat (TN). O conteudo de fendlicos
totais apresentou correlacdo direta com o teor de flavondides e inversamente ao teor
de antocianinas monoméricas. A variedade Cabernet Sauvignon (3582,32+13,03 mg
GAE L) apresentou o maior teor de fendlicos totais e teor de flavonéides
(2003,30+6,83 mg EC L™). A variedade Tannat apresentou o teor mais elevado de
resveratrol (3,60+0,03 mg 100g™), seguida da variedade BO (2,40+0,10 mg 100g™).
O maior teor de antocianinas monoméricas foi obtido pela BO. Alguns compostos
fendlicos foram quantificados por CLAE-DAD, sendo a catequina foi o composto
mais abundante identificado no bagaco de uva para todas as variedades, seguido
por acido siringico, teobromina e acido vanilico.

Palavras chave: Bagaco de uva. Atividade antioxidante. Fendlicos totais.



Sumario

1. INTRODUGAOD ..ottt ettt ettt ettt e et eereeeeeae e 7
PN 18 1S I 1 (O I 9
3. OBUIETIVOS ... 10
3.1, ODJEUIVO GEIAL.....cce e 10
3.2.  ODbJetivVO ESPECITICO ....uuuiieii i 10
4, FUNDAMENTAGCAO TEORICA........coceeeeeeeeeeeeeeeeeee e en e 11
L R U V7 PPN 11
N N 411 [0) {0 F= T g (= TS 12
4.3.  ComMPOSLOS DIOALIVOS ... 13
4.3.1.  COMPOSLOS FENOICOS.....ceiiiiiiiiiiiiiiiei e 15
4.3.2.  ACIHOS TENONCOS ......oovveeeeeeeeeeeeeeeeee ettt et eete e eteere e 15
4.3.3. FlaVONOIAES......ccoeeiieeeeieeeeeeee e 17
4.3.4.  ESHIDENOS ..ccooiiiiiiiiiieee 19
4.4, MEtodos @nalitiCOS........cceviiiiiiiiiiiei e 19
e O {1 = (o> Lo PSSP 19
4.4.2. Compostos fENOIICOS OLAIS .......uvviiiiiiiieeie e 20
4.4.3. Antocianinas monOMErCas tOLAIS ........ccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 20
B N 41 1[0 ) (o F= T g (= S 21
4.45. Cromatografia liquida de alta efiCiBncia ............cccovvvviiiiiiiiiicieece e, 22
5. METODOLOGIA ..ot e e e e e e e e eaaa s 24
.1, AMOSITAS ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e erna e aeee 24
5.2, LIMPEZa d€ MALEIIAIS.......cceeeeeee e 25
5.3, FTIR-AT R e 25
5.4, ODBtenGa0 dO EXIrAt0.......cooei i 25
5.5. Analise dos compostos fendlicos totais (CFT) .....ccoeveeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiin, 26
5.6. Analise dos flavonoides totais (TFC) .......ococuuiiiiiiiieeeieiiiieeeee e 27
5.7. Analise das antocianinas totaiS (TMA)........cooiiiiiii e, 29
5.8. Determinacéo da atividade antioxidante in VIitro .............oceevuviiiiieeeeeeeeeiiennnnnn. 31
5.8.1. ABTS-+ (2,2’-azino-bis(acido-3-etilbenzotiiazoline-6-sulfénico).................. 31
5.8.2. DPPHe (2,2-difenil-1-picrilnidrazil) ...........ccoouuuiiiiiiieeeiieece e, 32
5.8.3. Método de reducdo do Ferro (FRAP)........ooouiiiiiiiieeieeeeiee e, 33
5.9. Analise dos compostos fenolicos por CLAE-DAD .........cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiieeeenn. 34
5.10. ANAlISES eStatiStICA......cceee e e e e 36
6. RESULTADOS E DISCUSSAQ ...c.ooiiieiiiiiiieieiee et 37
6.1. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS .......ceoeiiieieiieeeeeee e, 49
7. CONCLUSAOD ..ottt ettt 50

8. REFERENCIAS........ooi ittt ettt 51



1. INTRODUCAO

As uvas séo fruto da videira (Vitis sp.), uma planta da familia das
Vitaceae e existem aproximadamente 60 espécies, sendo a maioria encontrada
nas zonas temperadas. S&o consideradas uma das frutas mais cultivadas e
valiosas do mundo. E uma cultura trepadeira com tronco retorcido, ramos
flexiveis, folhas grandes e repartidas em cinco I6bulos pontiagudos e flores
esverdeadas em ramos. As uvas podem ser consumidas cruas ou serem
usadas para elaboracao de vinho, geléia, suco, passas entre outros, sendo que
80% sao destinadas para a elaboracdo de vinho (Lago-Vanzela et al., 2011;
Rockenbach, Gonzaga, et al., 2011; Zhu et al., 2015).

As industrias de vinificacdo produzem milhdes de toneladas de bagaco
de uva (BU) todo ano. Estes bagacos sdo constituidos primordialmente por
peles, sementes e caules. Devido a sazonalidade da producdo da uva, esta
provoca uma elevada concentracdo de residuos em um curto periodo de
tempo, causando impacto direto sobre os ambientes locais. O BU representa
um problema de gestdo de residuos, tanto ecologicamente quanto
economicamente. Assim, torna-se obrigatéria a realizacéo de estudos para este
residuo, a fim de obter destinos racionais, proporcionando o desenvolvimento
de produtos com valor agregado (Gonzalez-Centeno et al., 2012; Barros et al.,
2014; Zhu et al., 2015).

Desta forma, uma abundante e diversificada quantidade de compostos
fendlicos pode ser encontrada no BU. As cascas sao constituidas
principalmente por rutina, quercetina, resveratrol, flavonaois, acidos fendlicos e
as antocianinas, que ddo ao BU as cores caracteristicas. As sementes sao
compostas por catequinas, epicatequinas, acido galico, resveratrol e
proantocianidinas, responsaveis pela sua adstringéncia (Banon et al., 2007;
Dani et al., 2007; lacopini et al., 2008; Xia et al., 2010; Lima et al., 2015).
Porém, segundo Lago-Vanzela et al. (2011), o conteudo e perfil de compostos
fendlicos encontrados em diferentes uvas podem variar de acordo com a
espécie, variedade, amadurecimento e as condicdes ambientais durante o
cultivo.

Porém, na etapa de processamento da uva, varios fatores exercem

influéncia na composi¢ao do BU, como as técnicas de processamento, pressao



de prensagem, temperatura e tempo de maceracéo (Lima et al., 2015; Olejar,
Fedrizzi e Kilmartin, 2015).

Compostos bioativos sdo substancias ndo essenciais que atuam na
manutencdo da saude humana. Sao de origem vegetal e atuam em alvos
fisiologicos especificos, presentes nos vegetais para sua protecdo (Liu, 2004;
Bastos, Rogero e Areas, 2009).

Estudos demonstram que o consumo de compostos bioativos esta
associado a varios beneficios para a saude, embora a biodisponibilidade e
bioconversdo de compostos fendlicos ndo foram ainda completamente
elucidadas. Resultados na literatura sugerem que estes compostos, em
particular os flavondides, podem atuar como antioxidantes potentes, capazes
de eliminacdo de radicais livres nas células. Estes flavonoides também
participam na regeneracdo de outros antioxidantes, tais como vitamina E e
acido ascérbico, que protegem o0s constituintes celulares contra lesdes
oxidativas. Além disso, eles tém sido relatados como agentes quelantes de
ions metalicos que séo capazes de catalisar a peroxidacao lipidica, juntamente
com diversas atividades biologicas (antiestrogénios, doencas cardiovasculares,
anti-inflamatério, anti-dlcera, anti-cancro, antimutagénico, antimicrobiano,
antibacteriano e antifangico) (Dani et al., 2007; Bastos, Rogero e Areas, 2009;
Xia et al., 2010; Lago-Vanzela et al., 2011; Lima et al., 2015; Olejar, Fedrizzi e
Kilmartin, 2015).

Compostos fendlicos da industria agroindustrial tém recebido atencéo
consideravel nos Ultimos anos por causa da ampla gama de possiveis
aplicacdes. Uma das opcBes mais valiosas € a recuperacdo dos constituintes
bioativos de plantas que tém propriedades antioxidantes e encontrar aplicacées
nas industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia (Fontana, Antoniolli e
Bottini, 2013).



2. JUSTIFICATIVA

A motivacdo para este projeto decorre da necessidade em que a
sociedade atual se encontra em reaproveitar rejeitos industriais, anteriormente
descartados, e aplica-los de forma consciente, reduzindo-se assim o impacto
ambiental.

O interesse atual de consumidores e da comunidade cientifica em
relacdo aos antioxidantes naturais tem aumentado, principalmente aqueles
encontrados em frutas e vegetais, devido a estudos farmacoldgicos
demonstrarem a associagao entre 0 seu consumo e o0 baixo risco de doencas
degenerativas.

Sabe-se dos beneficios do consumo consciente do vinho na saude
humana. A producdo de vinhos gera uma grande quantidade de residuos, e
este atrelado aos seus constituintes bioativos, apresenta como fonte de
compostos bioativos interessante aplicacao tecnolégica em alimentos, produtos
farmacoldgicos e estéticos. Estudos demonstram a substituicdo de corantes e
compostos alimentares antioxidantes sintéticos, estes de resultados dubios em

relacdo a seguranca e efeitos futuros ao consumidor, por compostos naturais.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar compostos bioativos majoritarios (compostos fendlicos,
flavonoides e antocianinas) e atividade antioxidante do extrato hidroetandlico
do bagaco de uva da variedade Cabernet Sauvignon, Merlot e Tannat da

espécie Vitis vinifera e uva da variedade Bordd da espécie Vitis labrusca.

3.2.Objetivo Especifico

— Andlise gqualitativa do bagaco de uva através de FTIR-ATR para avaliar a
presenca de grupamentos funcionais;

— Avaliar procedimento de extragao;

— Quantificar os compostos fendlicos totais, flavondides e antocianinas
monomeéricas no extrato hidroetandlico do bagaco de uva através de técnicas
colorimétricas;

— Avaliar a atividade antioxidante do extrato hidroetandlico através dos
métodos de captura de radicais (ABTS, DPPH) e reducéo do ion ferro (FRAP);
— Quantificar os compostos fendlicos majoritarios através de Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia acoplado ao detector de Arranjo de Diodos (CLAE-
DAD);
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4. FUNDAMENTACAO TEORICA
4.1.Uva

Uvas sdo uma das frutas mais consumidas no mundo. Transformadas
ou em sua forma natural, se destacam como fonte de compostos fendlicos,
havendo cerca de 60 espécies, das quais a Vitis labrusca e Vitis vinifera sdo as
mais difundidas e encontradas em zonas temperadas. No Brasil, os cultivares
adaptaram-se melhor as condi¢des climaticas temperadas do Sul, embora nos
altimos anos, o seu cultivo em zonas do Brasil com clima mais perto de
condicBes tropicais foi alcancado com sucesso (Ali et al., 2010; Lago-Vanzela
et al., 2011; Rockenbach, Gonzaga, et al., 2011; Zhu et al., 2015).

A variedade de uva Bordd, pertencente a espécie Vitis labrusca, € uma
das variedades mais comuns relevantes no Brasil. A literatura cientifica sobre o
contetdo e perfil de compostos fendlicos nestas uvas e seus produtos
derivados é extremamente escassa (Lago-Vanzela et al., 2011).

A variedade Bordd, originalmente chamado Ives Mudas ou
simplesmente Ives, foi obtido por Henry Ives em Cincinnati, OH, EUA, a partir
de sementes da Hartford prolifico. Ela permite a preparacdo de sumos e a
elaboracdo de vinhos com uma cor vermelha-purpura intensa e aroma frutado,
gue pode ser consumido, ou utilizado em misturas com outras variedades. No
entanto, um fator de limitacdo da maioria das Vitis labrusca é o seu baixo
potencial para a producdo de acucar, quando comparada com cultivares da
espécie Vitis vinifera. Uvas Bordd costumam atingir um teor de acgucar ndo
superior a 16 ° Brix (escala numérica de indice de refracdo de uma solucéo,
utilizada para determinar de forma indireta a quantidade de compostos sollveis
numa solucdo de sacarose), tornando-se assim necessario adicionar sacarose
(processo conhecido como chaptalizacdo) para a elaboracdo de vinhos para
gue eles possam chegar ao teor alcodlico apropriado (Lago-Vanzela et al.,
2011).

As variedades Cabernet Sauvignon, Merlot e Tannat sado pertencentes
a espécie Vitis vinifera e originarias da Franca, destinadas principalmente para
producédo de vinhos. Pouco se sabe sobre a origem da variedade Merlot, mas
foi cultivada na regido de Bordeaux desde o século XVIII, amplamente cultivada

na atualidade na lItalia, Europa Central e América do Sul. Historicamente foi
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usado para a mistura com Cabernet Sauvignon e outras variedades de
Bordeaux para adicionar suavidade, reduzir os requisitos de envelhecimento e
para cobrir o risco de amadurecimento. Nos ultimos anos, se tornou popular
como um vinho encorpado, de alta qualidade que pode ser comercializado mais
cedo do que Cabernet Sauvignon (Christensen e Fidelibus, 2015).

A variedade Cabernet Sauvignon é cultivada amplamente na Europa
Oriental, Australia, Chile, Argentina, Brasil e Estados Unidos. Esta variedade é
exclusivamente para producdo de vinho de mesa seco de alta qualidade
(Christensen et al., 2015). Apesar de sua proeminéncia no setor, esta
variedade é relativamente nova e apresenta uma grande chance de ser produto
do cruzamento entre Cabernet Franc e Sauvignon blanc durante o século 17,
no sudoeste da Franca (Clarke e Rand, 2001). Sua popularidade é muitas
vezes atribuida a sua facilidade de cultivo, peles grossas, brotamento tarde
para evitar a geada e resistente a riscos do setor vitivinicola, tais como
podriddo e insetos, caracteristicas que expressam o carater tipico da variedade
(Clarke e Rand, 2001).

Assim como a Cabernet Sauvignon, a variedade Tannat também é
exclusivamente para producdo de vinho de mesa seco de alta qualidade
(TANNAT, 2015). Historicamente crescido no Sudoeste da Franca, € uma das
variedades mais proeminentes no Uruguai, onde é considerada a "uva
nacional”, e hoje quase desconhecido na Europa. Foi introduzido por Pascual
Harriague, um francés do Pais Basco, que plantou uma vinha dessa variedade,
em 1870, a 400 km ao norte de Montevidéu (Boido et al., 2003).

4.2. Antioxidantes

Os antioxidantes encontrados em alimentos sdo uma categoria
heterogénea de compostos (Tuberoso et al., 2013). S&o compostos ou
sistemas que podem interagir com seguranca com os radicais livres e cessar a
reagdo em cadeia antes de moléculas vitais serem danificados (Oroian e
Escriche, 2015).

Os antioxidantes apresentam capacidade quelacdo de ions metalicos
que sdo capazes de catalisar a peroxidacdo lipidica, eliminar moléculas

percussoras da peroxidacéo e prevencdo da formacao de peroxidos. Assim, 0s
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antioxidantes (por exemplo, flavonoides e acidos fendlicos, taninos, vitamina C,
vitamina E) apresentam diversas atividades biologicas, tais como efeitos anti-
inflamatdrios, anti-cancerigenos, antiestrogénios, anti-inflamatorio, anti-tlcera,
antimutagénico, antimicrobiano, antibacteriano e antifingico (Dani et al., 2007;
Bastos, Rogero e Areas, 2009; Xia et al., 2010; Lago-Vanzela et al., 2011; Lima
et al., 2015; Olejar, Fedrizzi e Kilmartin, 2015; Oroian e Escriche, 2015).

4.3. Compostos bioativos

Com o0 aumento do conhecimento da utilizacdo de aditivos em
alimentos e a atencédo que os alimentos funcionais tém adquirido nos ultimos
anos, h4 uma necessidade para a identificagcdo de alternativas naturais e de
fontes seguras, como a recuperacdo de compostos bioativos a partir de
subprodutos agroindustriais (Fontana, Antoniolli e Bottini, 2013).

Recentemente Yu e Ahmedna (2013) revisaram 0S componentes
funcionais do BU com foco em sua composicdo, avaliando propriedades
fenolicas, aspectos bioldgicos, antioxidantes e antimicrobianos. Estas
caracteristicas estdo relacionadas com as caracteristicas antioxidantes, como
agentes redutores, inibindo assim a oxidacéo lipidica em diversos sistemas. Ao
final do estudo, o BU apresentasse como uma valiosa fonte de fitoquimicos que
podem ser recuperados como compostos funcionais para as induastrias
farmacéutica, cosmética e alimenticia, bem como biopesticidas.

Revisdo realizada por Oroian e Escriche (2015), apresentado na
Tabela 1, associa as fontes naturais de antioxidantes e seus beneficios para a

salude em trabalhos realizados recentemente.



Tabela 1.

Fontes naturais de antioxidantes e seus beneficios para a saude.
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Antioxidante

Fontes

Beneficios para a saude

Flavonols

Antocianinas

Acidos fendlicos

Estilbenos

* Bagaco de uva Vitis vinifera (Alcalde-Eon et al., 2014;

Liang et al., 2014);

* Cha verde (Bae et al., 2015)
* Vinho (Liang et al., 2014)

* Erva doce (Lu et al., 2011)

» Uvas, tomates, roma e cenouras roxa (Can, Arli e
Atkosar, 2012)

* Graos de café verde (Cheong et al., 2013)

* Repolho vermelho (Wiczkowski, Szawara-Nowak e
Topolska, 2015)

* Batata doce (Truong et al., 2012)

* Vinho (Can, Arli e Atkosar, 2012; Chen, S. et al., 2015)

* Erva doce (Lu et al., 2011)
* Graos de café verde (Cheong et al., 2013)
* Mostarda (Lu et al., 2011)

* Suco de laranja (Agcam, Akyildiz e Evrendilek, 2014)

* Vinho (Mulero, Pardo e Zafrilla, 2010)

* Améndoas (Xie e Bolling, 2014)

» Sementes e peles de uvas, vinho tinto (Mulero, Pardo e

Zafrilla, 2010)

Estudos tém mostrado que a quercetina, um
flavonol, exibe propriedades anticancro,
antiinflamatoria, antiviral, e pode também prevenir
doencas cardiovasculares em humanos (Caridi et
al., 2007; Santos et al., 2014)

As antocianinas exibem atividade antioxidante e
anticarcinogénica, desempenha um papel vital na
prevencao de doencgas cardiovasculares, neurais,
cancer e diabetes (Tomas-Barberan e Andres-
Lacueva, 2012; Santos-Buelga, Mateus e De
Freitas, 2014). O potencial antioxidante depende da
estrutura quimica da molécula, estrutura que da
propriedades antioxidantes a fenodlicos (Pojer et al.,
2013).

Os acidos fendlicos sdo antioxidantes potentes e
tém sido relatados por demonstrar atividade
antibacteriana, antiviral, anticancerigenas,
antiinflamatérios e vasodilatadores (Mudnic et al.,
2010; Lima et al., 2014)

Os estilbenos ter: antioxidante e antimicrobiana
eficiéncia prevenir a doencga, arteriosclerose e
cancro atuacao cardiovascular e agir como agentes
anti-inflamatorios e anti-virais (Galindo et al., 2011;
Frombaum et al., 2012).
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4.3.1. Compostos fendlicos

No final do século 20, o interesse em compostos fendlicos alimentares
tem aumentado devido a suas propriedades antioxidantes e capacidade de
eliminacao de radicais livres (Ahmed et al., 2015; Oroian e Escriche, 2015)

Compostos fendlicos séo fitoquimicos definidos pela presenca de pelo
menos um anel aromatico com um substituinte hidroxil (fenol) ou mais
(polifendis), incluindo o seu derivado funcional (por exemplo, ésteres e
glicosideos) (Skinner e Hunter, 2013).

Um glicosideo € definido como a ligagdo do grupo glicosilo e o grupo
OR, chamado de ligacao glicosidica, podendo esta ocorrer de quatro distintas
maneiras de acordo com o tipo de atomo da aglicona que se une a uma glicona
através de uma ligacao glicosidica: O -, C -, N - e S - glicosideos. Liga¢des do
tipo O-glicosideos, formadas a partir de um grupamento hidroxila da aglicona e
outro da molécula de acucar sao as mais comuns (Dewick, 2002; lupac, 2014).

Os compostos fendlicos contidos nas uvas em geral sdo classificados
em trés grupos: (1) &cidos fendlicos (acido benzéico e hidroxicinamico), (2)
flavondides (catequinas, flavondis e antocianinas), e (3) taninos (Fontana,
Antoniolli e Bottini, 2013). Os compostos fendlicos mais abundantes no BU
identificados compreendem as antocianinas, &cidos (hidroxibenzoicos e
hidroxicindmicos), flavan-3-ols, flavondis e estilbenos (Rice-Evans, Miller e
Paganga, 1996; Kammerer et al., 2004).

4.3.2. Acidos fendlicos

Duas classes de acidos fendlicos podem ser distinguidas: derivados do
acido benzodico e derivados de acido cindmico. Os acidos hidroxibenzoicos sao
componentes de estruturas complexas, tais como taninos hidrolisaveis e seu
teor em plantas € muito baixa, com excecdo do cha. Compreendem
majoritariamente os acidos galico, siringico e vanilico (Manach et al., 2004).

Os acidos hidroxicindmicos sdo mais comuns e consistem
principalmente de &cidos p-cumarico, caféico, ferulico e sinapico. Estes acidos
s&o derivados glicosilados ou ésteres de &cido quinico ou &cido tartarico. Acido
caféico e acido quinico combinam-se para formar o acido clorogénico. O acido

caféico € o mais abundante acido fendlico e representa entre 75 % e 100 % do
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teor de a&cido hidroxicinamico total em frutas, sendo encontrados em
concentragbes mais elevadas nas partes externas do fruto maduro. Acido
ferdlico € o mais abundante encontrado nas partes externas de gréos de
cereais e representa até 90 % do total de polifendis (Manach et al., 2004).

Na Figura 1 e 2 estdo apresentados respectivamente alguns acidos

hidroxicinamicos e hidroxibenzéicos encontrados em BU.

Dh@
Acido Trans-Cinamico Acido p-Coumarico
DY\/@ADH DE/\/@DH
i i
HO OH H ?
Acido Caféico Acido Ferdulico
HO
II'H, 0 HO
HO OH
Chie
HO OH

Acido Clorogénico
Figura 1. Estrutura de acidos hidroxicinamicos.
Fonte: http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB0158671 E
N.htm

\
OH 0
o o o OH
OH OH
HO HO H 0
OH O
/
Acido Gélico Acido Siringico Acido Vanilico
Figura 2. Estrutura de acidos hidroxibenzoicos.

Fonte: http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB0158671 E
N.htm
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4.3.3. Flavonoides

Os flavondides partilham de uma estrutura comum, que consiste em
dois anéis aromaticos ligados por &tomos de carbono que formam um
heterociclo oxigenado. Eles s&o divididos em seis subclasses conforme funcao
do tipo de heterociclo envolvido: flavonais, flavonas, isoflavonas, flavanonas e
antocianidinas (catequinas e proantocianidinas) (Manach et al., 2004).

Os flavondides constituem uma grande classe de compostos, ubiquo
em plantas, contendo um grande numero de grupos hidroxilo. Eles ocorrem
frequentemente na forma glicosidica. Polifendis sdo multifuncionais e podem
atuar como agentes redutores, antioxidantes, supressores de oxigénio singlete
e em alguns casos propostos como agentes quelantes (Rice-Evans, Miller e
Paganga, 1996).

Flavondis estdo presentes nos alimentos, e 0s principais
representantes sdo quercetina e kaempferol, presentes em concentracdes
baixas e em formas glicosiladas. A por¢cdo de acucar € muito frequentemente
associada glicose ou ramnose, mas outros acgucares podem também estar
envolvidos (por exemplo, galactose, arabinose, xilose, acido glucurénico)
(Manach et al., 2004).

As isoflavonas apresentam semelhancas estruturais com estrogénios.
Embora eles ndo sejam esteroides, confere-os propriedades pseudohormonal
sobre eles, incluindo a capacidade de se ligar aos receptores de estrogénio, e
gue sao classificadas como fitoestrogenos (Manach et al., 2004).

As catequinas estao presentes em muitas frutas, sendo a catequina e
epicatequina os principais flavonbis encontradas em certas sementes de
leguminosas, uvas e cha verde (Manach et al., 2004).

As proantocianidinas, conhecidos também como taninos condensados,
sdo dimeros, oligbmeros e polimeros de catequinas que estado ligadas entre si.
Através da formacdo de complexos com proteinas, taninos condensados sao
responsaveis pelo carater adstringente de frutas e bebidas (Manach et al.,
2004).

As antocianinas sao pigmentos dissolvidos na seiva vacuolar dos
tecidos epidérmicos de flores e frutas, para que eles conferem uma cor-de-

rosa, vermelho, azul ou roxo. Eles existem em diferentes formas quimicas,
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tanto coloridos e sem cor, de acordo com o pH. Apesar de serem altamente
instaveis, enquanto estiverem em plantas, eles séo resistentes as condi¢des de
luz, pH, devido a glicosilagdo. Além disso, as antocianinas séo estabilizadas
pela formacdo de complexos com outros flavonoides (copigmentacdo). As
antocianinas sdo encontradas no vinho tinto, certas variedades de cereais, e
certas folhas e raizes vegetais (beringelas, couve, feijao, cebola, rabanete)
(Manach et al., 2004).

Cianidina é uma antocianina mais comum em alimentos, geralmente
proporcional a intensidade da cor, aumentando sua concentracdo a medida que
o fruto amadurece. As antocianinas sdo encontradas principalmente na pele,
com excecao de certos tipos de fruta vermelha, em que eles também ocorrem
na polpa. No vinho contém 200 - 350 mg L™ e estas s&o transformadas em
varias estruturas complexas conforme o vinho envelhece (Manach et al., 2004).

Os flavondides, em particular a catequina, quercetina, kaempferol,
flavonois e os seus glicésidos sdo constituintes das bebidas verdes e chés
preto e vinho tinto. Na Figura 3 apresentam-se alguns compostos de interesse
e encontrados no BU (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1996; Fontana, Antoniolli
e Bottini, 2013).

OH OH
OH HO
HO 0 O HO Q O Q
g \
OH OH
HO 0

OH

Catequina Quercetina
OH OH ©

A
HO OH
[y -
HO o HD\—-&"'D OH
0 0 O WOH h
HOU HO  OHO
“"oh pg O s
HO
Rutina Naringina

Figura 3. Estrutura de alguns flavonais.
Fonte: http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB0158671 EN.htm
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4.3.4. Estilbenos

Os estilbenos sédo encontrados apenas em baixas quantidades na dieta
humana. Um destes, o resveratrol, estrutura representada na Figura 4, foram
demonstrados através de estudos efeitos anticancerigenos durante o rastreio
de plantas medicinais e que tem sido extensivamente estudada. No entanto,
devido o resveratrol ser encontrado em pequenas quantidades na dieta,
qualquer efeito protetor desta molécula é improvavel de um consumo

nutricional normal (Manach et al., 2004).

Resveratrol

Figura 4. Estrutura do Resveratrol (estilbeno).
Fonte: http://www.chemicalbook.com/ProductChemicalPropertiesCB0158671_ EN.htm

4.4 . Métodos analiticos

Atualmente existem diversos métodos para a andlise de antioxidantes,
compostos fendlicos, flavondides e antocianinas. Os métodos compreendem
desde métodos simples, rapidos e baratos, como métodos colorimétricos. Mas
ha disponiveis métodos precisos e robustos, que envolvem a identificacdo e

quantificacdo de diferentes substancias, como a cromatografia.

4.4.1. Extracao

Antes da quantificacdo, é necessaria a extracdo dos diferentes
compostos da matriz alimentar. Isso envolve o uso de solventes organicos,
fluidos supercriticos, procedimentos de microondas, campos elétricos pulsados
ou ultra-som (Drosou et al., 2015; Oroian e Escriche, 2015).

Na literatura, o processo de extracdo de compostos bioativos é
mencionado a utilizacdo de metanol acidificado (Rockenbach, Rodrigues, et al.,

2011), solucdes aquosas de 50 % (v/v) de metanol, 50 % (v/v) de etanol e



20

50 % (v / v) de acetona (Medouni-Adrar et al., 2015), agua:etanol (1:1) (Drosou
et al., 2015), hexano (Rockenbach et al., 2008), solucédo hidroetandlica 80 %
v /v (Tournour et al., 2015), solucédo hidrometandlica 70 % acidificado 1 % HCI
(Chen, P. X. et al., 2015), solugdo aquosa de etanol 0, 30, 50, 70 e 100 %
(v/v) (Rockenbach et al., 2008) e solucdo aquosa de acetona 0, 30, 50, 70 e
100 % (v / v) (Rockenbach et al., 2008).

4.4.2. Compostos fendlicos totais

Para quantificacdo de compostos fendlicos totais, na literatura
apresentasse a analise espectral e a colorimétrica. A analise espectral baseia-
se na regidao de 280 nm, onde substancias fenodlicas absorvem a luz UV. O
problema deste método é que cada classe de substancias fendlicas tem uma
absortividade diferente a 280 nm. Assim, os resultados ndo podem ser
relacionados com qualquer padrao especifico. O método € simples e rapido,
necessitando apenas de filtracdo e, em alguns casos, a diluicdo. E muito
adequado para monitoramento de vinhos durante vérias fases de fermentacdo
e para a comparacao de vinhos semelhantes (Wrolstad et al., 2001).

A analise colorimética de Folin-Ciocalteau de Singleton e Rossi (1965)
€ mais utilizado e amplamente adotado. O método colorimétrico baseia-se na
reducdo quimica do reagente, uma mistura de Oxidos de tungsténio e
molibdénio. Os produtos da reducédo do 6xido de metal tem uma cor azul que
apresenta uma absorcdo de luz maxima a 765 nm. Este método foi adotado
nos trabalhos de Spigno, Trarnelli e De Faveri (2007), Rockenbach, Gonzaga,
et al. (2011), Antoniolli et al. (2015), Chen, P. X. et al. (2015), Drosou et al.
(2015), lora et al. (2015%), Medouni-Adrar et al. (2015) e Tournour et al. (2015),
mas apresenta algumas interferéncias, como a presenca de didxido de enxofre,
acido ascorbico, acucares e proteinas. O método de Folin-Ciocalteau € adotado
como procedimento oficial (Wrolstad et al., 2001). Os resultados s&o expressos

em miligramas de acido galico (mg GAE).

4.4.3. Antocianinas monoméricas totais

Antocianinas tem um papel fundamental na qualidade da cor de muitas

frutas, legumes frescos e transformados. Assim, a medida exata de
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antocianinas, juntamente com os seus indices de degradacao, é muito util para
avaliacdo da qualidade de alimentos crus e processados (Wrolstad et al.,
2001).

Antocianinas sofrem transformacdes estruturais reversiveis com uma
alteracdo no pH, que se manifesta nos espectros de absorbancia. Esta reacéo
permite a medic&o precisa e rapida de informacdes quantitativas e qualitativas,
mesmo na presenca de pigmentos degradados polimerizados e outros
compostos interferentes (Wrolstad et al., 2001).

Trabalhos recentes utilizam este método, como os trabalhos realizados
por Rockenbach et al. (2008), Rockenbach, Rodrigues, et al. (2011), Monrad et
al. (2014) e lora et al. (2015a).

4.4.4. Antioxidantes

O Primeiro Congresso Internacional sobre Métodos antioxidantes foi
convocado em Orlando, em junho de 2004, para lidar com questdes analiticas
relativas a avaliacdo da capacidade antioxidante. Atualmente um grande
namero e variacbes de métodos para medir capacidade antioxidante estdo
disponiveis, ndo havendo um meétodo predominante (Prior, Wu e Schaich,
2005).

O que impede de um ter método padrdo, sdo as fontes de antioxidantes
no sistema bioldgico. Existem (1) as enzimas (superoxido-dismutase, catalase);
(2) grandes moléculas (albumina, ferritina, outras proteinas); (3) pequenas
moléculas (acido ascorbico, acido Urico, tocoferol, carotendides, (poli) fendis); e
alguns (4) hormoénios (estrogénio, angiotensina, melatonina) (Prior, Wu e
Schaich, 2005).

Assim como existem fontes de antioxidantes, existem varias fontes de
radicais livres e oxidantes (O,", 0, HO’, NO’, ONOO). Os oxidantes e
antioxidantes tém diferentes caracteristicas quimicas e fisicas. Antioxidantes
individuais podem, em alguns casos, atuam por mecanismos mdultiplos num
anico sistema ou por um unico mecanismo diferente, dependendo do sistema
de reacdo. Além disso, os antioxidantes podem responder de uma forma
diferente para diferentes fontes de radicais ou oxidantes (Prior, Wu e Schaich,
2005).
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N&o existe um método simples universal da AOC pelo qual pode ser

medida com precisdo e quantitativamente a atividade antioxidante. Como

varias caracteristicas e mecanismos estao envolvidos, ndo ha um ensaio que

reflita com precisédo todas as fontes de radicais ou todos os antioxidantes num

sistema misto ou complexo (Prior, Wu e Schaich, 2005).

Segundo Prior, Wu e Schaich (2005), a necessidade de métodos

analiticos padronizados da AOC, permite orientacdo para a aplicacdo

adequada de ensaios, comparacgfes significativas de resultados de alimentos,

controlar a variacdo dentro ou entre os produtos.

Os métodos in vitro sdo amplamente utilizados para mensurar a

atividade antioxidante. Os métodos sao divididos em Transferéncia de Atomo
de Hidrogénio (HAT) e Transferéncia de um Elétron (SET) (Prior, Wu e

Schaich, 2005). Na Tabela 2 estdo presentes os métodos mais utilizados e

suas respectivas fontes.

Tabela 2.
Métodos antioxidantes mais usados.
Mecanismo Método Fontes
, .. (Prior, Wu e Schaich, 2005; Thaipong et al.,
ﬁ\izz;:ido(-%-z azino 2006; Socorro Moura Rufino, M. D. et al.,
) > . 2007; Spigno, Trarnelli e De Faveri, 2007;
etilbenzotiiazoline- )
- Rockenbach, Rodrigues, et al., 2011)
6-sulfénico)
SET /HAT (Prior, Wu e Schaich, 2005; Thaipong et al.,
. . 2006; Socorro Moura Rufino, M. et al.,
?—Pli:::t:lhicgféii-l(;lfeml- 2007b; Rockenbach, Gonzaga, et al., 2011;
P Rockenbach, Rodrigues, et al., 2011; Chen,
P. X. et al., 2015; Tournour et al., 2015)
(Prior, Wu e Schaich, 2005; Socorro Moura
FRAP (Poder Rufino et al., 2006; Thaipong et al., 2006;
SET antioxidante de Rockenbach, Gonzaga, et al, 2011;
reducéo do ferro) Rockenbach, Rodrigues, et al., 2011; Chen,
P. X. etal., 2015)
ORAC (Capacidade (Prior, Wu e Schaich, 2005; Thaipong et al.,
HAT de absorcdo do 2006; Chen, P. X. et al., 2015; Tournour et

radical oxigénio)

al., 2015)

4.4.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia tem sido utilizada para analises mais detalhadas de

componentes fenolicos em diversas matrizes, para analises quantitativas e/ou
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qualitativas. A cromatografia liquida acoplada a arranjo de diodos e a
espectrometria de massas foi utilizada como ferramenta de analise quantitativa
de uma imensa gama de compostos fendlicos (Wang et al., 2002).

A cromatografia liquida é divida de acordo com a natureza da fase
movel, em fase normal e reversa, e de acordo com a eluicdo adotada,
compreendendo em isocrética e gradiente (COLINS, 2006; LANCAS, 2009).

O método mais difundido para compostos fendlicos € a andlise
cromatografica de fase reversa com eluicdo gradiente. A coluna comumente
utilizada é a C18, devido ao seu baixo custo, seletividade, elevada eficiéncia
em particulas de 3 um, 5um e 10 ym. Recomendada para andlise de
compostos polares e apolares, acidos e bases ionizados e compostos que
diferem em hidrofobicidade. Ha em desenvolvimento colunas com particulas
inferiores a 3 um, mas existem barreiras a serem suplantadas, como confecg¢ao
de bombas e sistema de pressurizagdo que operem a elevadas pressoes
(LANCAS, 2009).

As fases mdveis descritas na literatura citam: (1) solvente A, agua:
tetrahidrofurano : &cido trifluoroacético  (98:2:0,1) e solvente B,
dmetanol : tetrahidrofurano : acido trifluoroacético (98: 2: 0,1) operando em
gradiente (Rockenbach, Rodrigues, et al., 2011); (2) solvente A, agua : acido
férmico 90:10 (v / v), solvente B, metanol : 4gua : acido férmico 50:40:10 (v / v)
operando gradiente (Giacosa et al., 2015); (3) solvente A, 4gua : acido fosférico

1,0 % v/ v e solvente B, metanol, operando gradiente (lora et al., 2015b).
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5. METODOLOGIA
5.1. Amostras

As amostras de bagaco de uva das variedades Cabernet Sauvignon,
Merlot e Tannat da espécie Vitis vinifera e uva da variedade Bordd da espécie
Vitis labrusca foram concedidas pela UFPR, oriundo do processo de fabricacéo
de vinhos, localizado na regido de Toledo — PR, Brasil.

Todas as amostras foram submetidas ao processo de secagem em
estufa de circulacdo de ar por 36 horas a temperatura de 40°C. Apés a
secagem, as amostras foram moidas em moinho de facas e acondicionadas
em embalagens plasticas de polietileno de baixa densidade (PEBD) seladas a
vacuo e ao abrigo da luz. As amostras foram armazenadas a -20°C em
congelador até o0 momento das andlises. Os bagacos estdo apresentados na
Figura 5.

Figura 5. Amostras das variedades de uva.

Fonte: Autor.
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5.2.Limpeza de materiais

Para limpeza de materiais, foi utilizada a metodologia de limpeza
bésica de frascaria, conforme proposto por CETESB (Guia nacional de coleta e
preservacdo de amostras, 2011). Os materiais de vidro e polietiieno foram
deixados em solucéo de detergente alcalino 0,1% por 24 horas. Apds o tempo
de molho, os materiais foram esfregados nas partes interna e externa para
retirada de residuos. O enxague ocorreu com agua corrente para retirada do
detergente e realizou-se enxague final com agua deionizada, com posterior

secagem a temperatura ambiente.

5.3.FTIR-ATR

Os espectros de infravermelho foram adquiridos com um espectrometro
FTIR (Varian 640-IR) equipado com um eixo horizontal de refletancia total
atenuada (ATR) de cristal de seleneto de zinco controlado por software Varian
Pro, fornecido pela Varian Inc. Foram obtidos 3 varreduras por espectro com
uma resolucdo espectral de 4 cm™ niimero de onda no intervalo 4000-600 cm™
nos extratos hidroetandlicos e no bagaco de uva.

5.4.Obtencao do Extrato

A extragcdo dos compostos bioativos foi realizada com solucbes
hidroetandlicas com 20, 40, 60 e 80 % (v/v), na proporcdo soluto/solvente de
1:20 (w/v). Foi utilizado &gua ultrapura (Milli-Q, Millipore, Sdo Paulo, SP, Brazil)
e etanol PA. A extracdo ocorreu em uma incubadora shaker (Marconi, Mod. MA
420) a 25°C e 130 rpm durante 4 horas. ApOs a extracdo, a mistura foi
centrifugada Quimis (Mod. Q-222-T28) e o sobrenadante (extrato) utilizado
para quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavondides, antocianinas
monomeéricas, determinacdo da capacidade antioxidante e compostos fendlicos
por CLAE.
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5.5. Analise dos compostos fendlicos totais (CFT)

O conteudo total de polifendis em cada extrato sera determinado
espectrofotometricamente de acordo com o método colorimétrico Folin-
Ciocalteau de Singleton e Rossi (1965) adotado por lora et al. (2015a).

O reagente de Folin-Ciocalteau foi adquirido da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). O reagente consiste de uma mistura de acidos
fosfotunguistico e fosfomolibidico (coloracdo amarelada) em um meio béasico.
Os fenois contidos nas amostras sdo energeticamente oxidados em meio
basico, resultando na formacéo do O?, o qual reage com os acidos formando
compostos (coloragcdo azul) com uma intensa absorcdo em 765 nm. Os
fendlicos determinados por CFT sdo frequentemente expressos em &cido
gélico equivalente.

O ensaio CFT € um dos mais antigos métodos de quantificacdo de
fendis em uma amostra e conhecido como ensaio de fenois totais. Foi
desenvolvido inicialmente por Singleton e Rossi (1965) e em 1999 o ensaio foi
delineado e padronizado para quantificacdo de fendis totais (Singleton, Orthofer
e Lamuela-Raventos, 1999).

O ensaio CFT atualmente é utilizado para mensurar a capacidade
antioxidante de uma amostra o que aparentemente pode nédo estar refletido na
sua caracteristica de “ensaio de fendis totais”. Porém, um crescente numero de
publicacdes esta aplicando o ensaio de fendis totais e um ensaio antioxidante
baseado na transferéncia de elétrons (TEAC, FRAP, etc.) encontrando
excelentes correlacdes lineares entre o perfil de fendis totais e a atividade
antioxidante.

O método CFT é caracterizado um ensaio indireto, pois 0 processo
consiste em uma reacdo de oxirreducdo entre um oxidante e um antioxidante,
baseados na transferéncia de elétrons, reduzindo o molibdénio e mudando a

cor do meio reacional de amarelo para azul, conforme elucidado na Figura 6.
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Figura 6. Reacéo entre acido galico e molibdénio.

Fonte: Autor.

A reacdo CFT ainda nédo esta definida, mas é conveniente, simples e
reprodutivo. Como resultado, uma grande massa de dados estdo sendo
acumulados através deste e esté se tornando um ensaio rotineiro no estudo de
antioxidantes fendlicos, uma vez que se estabeleceu uma correlacdo entre o
conteudo fendlico e a capacidade antioxidante de produtos naturais
(Jayaprakasha et al., 2007; Surveswaran et al., 2007).

A reagdo sera realizada através da aliquota de 0,1 mL da amostra
diluida misturada com 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 2,0 mL de
carbonato de sédio 20 % em baldo volumétrico de 10 mL, completando o
volume com agua destilada.

A reacdo sera realizada no escuro durante 120 minutos e lida em
espectrofotometro UV-VIS BEL PHOTONICS (Mod. UV-M51) em 765 nm. A
analise sera realizada em triplicata e os resultados expressos em miligramas
de &cido galico equivalente (GAE) por grama de amostra em base seca (mg
GAE g™). Para a construcdo da curva analitica sera utilizado acido galico a
diferentes concentragdes (0,45 — 4,50 mg L™).

5.6. Andlise dos flavondides totais (TFC)

A determinacdo do TFC foi realizada pelo método colorimétrico
empregando cloreto de aluminio, conforme metodologia proposta por Chang et
al. (2002) e adotada por lora et al. (2015a).

O cation aluminio forma complexos estaveis com os flavondides em
metanol (Figura 7), ocorrendo na andlise espectrofotométrica um desvio para

maiores comprimentos de onda e uma intensificagdo da absor¢do. Dessa
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maneira, € possivel determinar a quantidade de flavondides, evitando-se a
interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos
fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavonodides nos tecidos
vegetais. A leitura é feita em espectofotdmetro a 425 nm, utilizando-se cloreto
de aluminio em metanol (Woisky, 1996; Woisky e Salatino, 1998). Nessas
condicdes, o complexo flavonoide-Al absorve em comprimento de onda bem
maior do que o flavondide sem a presenca do agente complexante. Os acidos
fendlicos, mesmo os que formam complexos com AICl;, absorvem em
comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira

interferéncias nas medidas de absorbancia.

OH
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N
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Figura 7. Formacdo do complexo Flavonoide-Al, em solucdo metandlica de

cloreto de aluminio (Reproduzido de Markham, 1982).

O método consiste na reacdo de 3 mL de agua destilada, 50 uL de
extrato hidroetanodlico e adicdo de 150 pL de NaNO; 5 %. Apdés 6 minutos,
300 pL de AICI; 10 % foi acrescentado e depois de 5 minutos, adicionado 1 mL
de NaOH 1 mol L™. Apés cada adicdo de reagente, a solucdo foi agitada com
auxilio de Vortex e a absorbancia lida em 506 nm apés 15 minutos de reacéo
em espectrofotdmetro UV-VIS BEL PHOTONICS (Mod. UV-M51).

A analise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em
miligramas de catequina equivalente (EC) por grama de amostra em base seca
(mgEC g™). Para a construgdo da curva analitica foi utilizado padrdo de
catequina em diferentes concentragées (5 — 40 mg L™).
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5.7.Andlise das antocianinas totais (TMA)

O conteudo de TMA foi determinado pelo método da diferenca de pH
proposta por Giusti et al. (1998), em que se dilui o extrato hidroetandlico em
dois sistemas-tamp&o: cloreto de potassio pH 1,0 (0,025 mol L) e acetato de
sédio pH 4,5 (0,4 mol L™).

O método é baseado na capacidade da antocianina sofrer
transformacdes estruturais reversiveis com alteracdo no pH, que se manifesta
no espectro de absorcao (Figura 8). Este ensaio permite a medicao precisa e
rapida das antocianinas totais, mesmo na presenca de pigmentos e outros

compostos interferentes.

2.0
1.89
1.6
1.4+
1.2
1.0
0.84
0.6
0.4+

pH 1.0

Absorbance

024 pH 4.5

00 T T T T 1
260 360 460 560 660 760

Wavelength (nm)

Figura 8. Caracteristicas espectrais de antocianinas
em solugéo tampéao de pH 1,0 e pH 4,5.

Fonte: Autor.

A forma oxonium colorido predomina a pH 1,0 e a forma hemicetal

incolor a pH 4,5 (Figura 9).
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Figura 9. Formas estruturais predominantes de
antocianinas presentes a diferentes niveis de pH.

Fonte: Autor.

O procedimento foi realizado com a adi¢cdo de aliquota de 0,1 mL do
extrato hidroetandlico em 1,9 mL da correspondente solucdo tampéao (pH 1,0
ou pH 4,5) e medido no espectrofotometro UV-VIS BEL PHOTONICS (Mod.
UV-M51). Foi utilizado a Equacdo 1 para a quantificacdo, sendo o resultado

sera expresso em mg L™

A X MM x FD x 1000
TMA = 1)
AX¢€

A concentragdo de pigmentos no extrato foi calculada e representada
em cianidina-3-glicosidio, onde na Equacédo 1, MM é a massa molecular (449,2
g mol™), FD é o fator de diluicdo, A € o caminho 6ptico da cubeta (1,0 cm) e € é
a absortividade molar (26900 L™ mol™). Todas as analises foram realizadas em

triplicata.
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5.8. Determinagéo da atividade antioxidante in vitro

A atividade antioxidante foi determinada pelo método de captura de
radical orgéanico livre ABTS e DPPH, e pelo método de reducdo do ion ferro
(FRAP).

5.8.1. ABTS™ (2,2’-azino-bis(acido-3-etilbenzotiiazoline-6-sulfénico)

A determinacdo da atividade de inibicdo do radical ABTS™ (Figura 10)
foi realizada conforme metodologia proposta por Socorro Moura Rufino, M. et
al. (2007a).

Et
| Iy
e,
HO3S Ilt

Figura 10. Reacado de sequestro de radical.
Fonte: Prior, Wu e Schaich (2005)

Um volume de 25 mL de persulfato de potassio (2,6 mmol L™) foi
adicionado a 25 mL de ABTS™ (7,4 mmol L™). A solucéo foi armazenada em
frasco ambar, no escuro e temperatura ambiente, durante 16 h, para permitir a
conclusdo na geracdo do radical ABTS™. Etanol foi utilizado para ajustar a
absorbéancia da solugédo em 0,700 + 0,050 no comprimento de onda de 734 nm,
em espectrofotometro UV-VIS BEL PHOTONICS (Mod. UV-M51).

A quantificacdo foi realizada com a adicdo de 5 pL do extrato
hidroetanélico em 3,0 mL de solugcdo ABTS™. A mistura foi agitada em Vortex
durante 5 segundos e armazenada no escuro a temperatura ambiente durante
30 minutos.

O etanol foi utilizado como branco e a analise realizada em triplicata.
Os resultados foram expressos em micromol de Trolox equivalente (TE) por
grama de amostra em base seca (umol ET g*). Para a construgéo da curva
analitica foi utilizado Trolox em diferentes concentracées (3 — 30 umol TE L™).
O Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) €& um
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antioxidante e analogo a vitamina E. Trolox é utilizado como referéncia pela
comunidade cientifica, devido as dificuldades em medir componentes
antioxidantes individuais de uma mistura complexa. Trolox e ABTS™ foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

5.8.2. DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A capacidade antioxidante foi determinada conforme metodologia via
radical livre DPPH’ proposta por Socorro Moura Rufino, M. et al. (2007b).

O teste de reducdo do radical DPPH" foi primeiramente sugerido em
meados de 1950. Tempo depois o método foi utilizado para determinar a
atividade antioxidante de fendis em alimentos e amostras bioldgicas. O radical
DPPH’" é estavel, de coloragédo purpura, porém quando reduzido, passa a ter
coloracdo amarela. A reacdo esta expressa na Figura 11.

O,N O,N
)

N—Ne NO, + R —= N—N NO,
o G o
COR: PURPURA COR: AMARELO

Figura 11. Reacédo de sequestro de radical.
Fonte: Prior, Wu e Schaich (2005)

O método é baseado na capacidade do DPPH’ em reagir com
doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes, o DPPH’
recebe H*, sendo entdo reduzido. Pode ser facilmente detectado por
espectroscopia devido a sua intensa absorcédo na regido do visivel. O ensaio é
iniciado pela adicdo do DPPH’ a amostra, em solucdo. A capacidade da
amostra de reduzir o DPPH, ou seja, evitar sua oxidacdo, é evidenciado pela

porcentagem de DPPH restante no sistema. Entdo a porcentagem de DPPH
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restante € proporcional a concentracao de antioxidante (SANCHEZ-MORENO,
2002; BONDET et al. 1997).

A reacéo foi realizada com a adicdo de 5 pL do extrato hidroetandlico
em 3,0 mL de solugcdo metandlica de DPPH’ 0,1 mmol L. A mistura foi agitada
em Vortex durante 5 segundos e armazenada no escuro a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Em seguida, a absorbancia foi medida em
espectrofotometro UV-VIS BEL PHOTONICS (Mod. UV-M51) a 518 nm.

O metanol adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) foi utilizado
para realizar a solucdo e como branco. As andlises foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram expressos em micromol de Trolox equivalente
(TE) por grama de amostra em base seca (umol ET g™). O Trolox (4cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foi adquirido da Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) e é um antioxidante analogo a vitamina E, utilizado devido
as dificuldades em medir componentes antioxidantes individuais de uma
mistura complexa e adotado pela comunidade como referéncia. Para a
construgdo da curva de calibragdo, foi utilizado Trolox em diferentes
concentracdes (10 — 300 pmol TE L™Y).

5.8.3. Método de reducédo do Ferro (FRAP)

Este ensaio ndo é baseado na capacidade de captura de radicais
livies, mas sim na habilidade de reducdo do fon Fe**. Em meio &acido o
complexo férrico tripiridiltriazina é reduzido a sua forma ferrosa de intensa cor
azul na presenca de antioxidantes, conforme metodologia proposta por Socorro
Moura Rufino et al. (2006). A Figura 12 representa a reacdo da reducéo do ion

ferro durante o teste FRAP.
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Figura 12. Reducéo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com
Fe®".

Fonte: Socorro Moura Rufino et al. (2006)

O reagente FRAP foi obtido a partir da combinacdo de 25 mL de
solucéo tamp&o de acetato 0,3 mol L™ pH 3,6; 2,5 mL de uma solucéo de TPTZ
10 mmol L™ e 2,5 mL de uma solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mmol L™,
devendo ser usado imediatamente ap0s sua preparagao.

A quantificagdo foi realizada com a adicdo de 100 pL do extrato
hidroetandlico em 3,0 mL de reagente FRAP. A solucéo foi agitada durante 5
segundos e medido em 595 nm em espectrofotbmetro UV-VIS BEL
PHOTONICS (Mod. UV-M51) ap6s 30 minutos de reacgéao.

O etanol foi utilizado como branco e a andlise realizada em triplicata.
Os resultados expressos em micromol de Fe®* equivalente por grama de
amostra em base seca (umol Fe** g). Para a construcdo da curva analitica foi

utilizado FeSO, em diferentes concentragdes (50 — 1500 pmol FeSO,).

5.9. Andlise dos compostos fendlicos por CLAE-DAD

A analise dos compostos fendlicos majoritarios foi realizado conforme
descrito por Haminiuk et al. (2014), com injecdo de 10 pL de extratos
hidroetandlicos previamente filtrados em filtro de seringa 0,45 um.

Foi utilizado um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE), modelo
Shimadzu Prominenca acoplado a um detector de arranjo de diodos (DAD) e
auto sampler (Figura 13C). Os dados coletados foram obtidos pelo software

LCSolution fornecido pela Shimadzu (Figura 13A).
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A separacao foi realizada em gradiente conforme Tabela 3 e Figura

13B. A fase movel foi composta de Acido Acético 1,0% v/v (solvente A) e
metanol (solvente B) adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Utilizou-

se uma coluna Acclaim® 120 C18, 4,6 mm x 250 mm, 5 um (Dionex, Salt Lake
City, UT, USA) a 40 °C (Haminiuk et al., 2014).

100 4

Metanol (%)

20 4

80 4

60

40 -

Tabela 3.
Programacéao do gradiente.
Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 95 5

2 90 10
5 80 20
10 70 30
15 65 35
25 50 50
30 40 60
35 20 80
45 0 100
52 0 100
57 95 5

70 95 5

(A)

Tempo (min)

(B) (C)

Figura 13. (A) Cromatografo Shimatzu Prominence; (B) Gradiente composto

de metanol e 4gua acidificada 1% &cido acético; (C) Detalhe da alocacgéo de

vaios da curva de calibracéo.
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A vazdo adotada foi 1,0 mL min™ e os ensaios monitorizados a 280,
320 e 370 nm. A quantificagao foi realizada por meio de curvas de calibragéo
externa com padrdes Sigma e realizada em triplicata.

Os tempos de retencdo foram avaliados com injecao de padréo externo
separadamente nas mesmas condicbfes de extracdo. Foram avaliados os
parametros de recuperacdo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo
conforme Ribani et al. (2004).

Foram utilizados padrdes HPLC adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Os analitos monitorados em 280 nm foram acido galico, teobromina,
acido siringico, acido vanilico, acido trans-cindmico e catequina. Em 320 nm
foram monitorados &cido clorogénico, &cido ferulico, acido caféico, acido p-

coumarico e resveratrol. Em 370 nm foram monitorados quercetina e rutina.

5.10. Analises estatistica

Os dados foram tratados com software STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA). Os valores foram relatados como média + desvio padrdo (SD)
para cada ensaio. Todos os resultados obtidos para as variaveis estudadas
foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e seguido por comparacdes
feitas pelo teste de Tukey, com um nivel de significancia de 5%. A andlise de
correlagcdo de Pearson foi realizada entre o TPC, TFC, TMA e a atividade
antioxidante através do software Action® Versao 2.9 (Statcamp, Sdo Carlos,
SP).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao de grupos funcionais nos bagacos de uva

Primeiramente foram realizados os espectros de FTIR dos bagacos de
uva para obter os grupos funcionais majoritarios presentes. Os espectros de
FTIR apresentados na Figura 14 exibem um elevado numero de bandas,

indicando a natureza complexa das amostras.

Tannat

23671
23326

1736,5
1604,4

97,5
] Merlot

2924 1

Cabernet

Bordo

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm’1)

Figura 14. Espectros de infravermelho dos bagagos de uva.
Fonte: Autor.

Os resultados de espectro apresentam sobreposicdo de bandas. No

entanto, alguns picos caracteristicos foram identificados.
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Devido a natureza complexa, bandas largas que aparecem na regiao
de 3650 — 3200 cm™ estéo relacionados ao estiramento O-H, mas nesta regi&o
podem-se sobrepor os estiramentos N-H (3500 - 3300 cm™), =C-H sp (3300
cm™), =C-H sp? (3095 — 3010 cm™). O estiramento nesta regido pode estar
relacionado diretamente a presenca de umidade na amostra (Pavia et al.,
2010).

As bandas localizadas na regido de 2924,1 e 2850,6 cm™ estdo
correlacionados a estiramentos -C-H sp3 relacionado a —CHj; (alcanos). O
estiramento em 3010,0 cm™ provavelmente esteja relacionado a estiramento
=C-H sp? (alcenos). Em 1740,0 cm™ est4 associado ao estiramento C=0 em
ésteres alifaticos. Esta regido também pode estar relacionada a conjugacao do
grupo C=0 com C=C a, B ou com grupamento fenila. Esta regido também pode
ser devido a presenca de CO, presente no ar atmosférico (Pavia et al., 2010.).

A interpretacdo de bandas localizadas na regi&o abaixo de 1700 cm™
torna-se equivocada, pois esta regido é denominada a impressao digital da
amostra. Em fim, ndo foram encontrados dados publicados relacionados aos

bagacos de uva utilizados neste estudo para fins de comparacéo.

3.2. Efeito da proporcao de solvente sobre o contetdo fendlico total

Foi realizado o processo de extracdo solido-liquido com solucéo
hidroetandlica em diferentes proporcdes (20%, 40%, 60% e 80%) para se obter
um extrato rico em composto fendlicos (Figura 15a e 15b).

Através das solucdes obtidas, foi utilizado o ensaio de Folin-Ciocalteu
para quantificacdo de fendis totais (Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos,
1999) mediante curva de calibracdo (Figura 15c). Os resultados estédo

apresentados na Tabela 4.
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Figura 15. (A) Extracdo hidroetandlica; (B) Extrato centrifugado. (C) Curva
acido galico.
Fonte: Autor.

Tabela 4.
Concentracao de compostos fendlicos totais por solucdo extratora.

Etanol / Agua

Amostras 0% T20% "60% '80%

Bordo  1680,46+39.15° 231620+97.20° 341557+335,71° 3182,20+139 15°
;i?/?égﬁtn 3255,04+24 982 4901 66+87,628 5671,84+152,292 4854 78+17,782
Merlot  2463,37+136,47° 4446.84+7948% 5051 25+108.96% 4638,86+109,162
Tannat  2384,30+118,39° 4051 16+244.27° 5070,21+546 392 4107,02+139,49°

' Resultados expressos em média de mg de acido galico equivalente (GAE) por 100
gramas de amostra seca + S.D. (n = 3);

* Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P <0,05);

Fonte: Autor.

Através dos dados apresentados na Tabela 3, pode concluir que a
solucdo extratora hidroetandélica 60% apresentou melhores resultados. Solucao
etandlica foi adotada devido ao baixo custo, alta disponibilidade e baixa
toxicidade frente a outras solugbes extratoras. Condi¢cbes de extracao
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semelhantes foram encontradas na literatura (Amendola, De Faveri e Spigno,
2010; Antoniolli et al., 2015; Medouni-Adrar et al., 2015). Considerando-se o
solvente de extragdo utilizado em relacdo ao seu custo, recuperagao e
eficiéncia, diferentes misturas tém sido propostas, utilizando metanol e acetona

(Amendola, De Faveri e Spigno, 2010; Fontana, Antoniolli e Bottini, 2013).

3.3. Determinacéao de flavonoides e antocianinas monoméricas

Através da solucdo obtida, diferentes ensaios foram realizados com a
solucdo hidroetandlica 60%, a fim de avaliar: o teor de flavondides totais (TFC)
e antocianinas totais monoméricas (TMA) (Tabela 5); avaliar a atividade
antioxidante pelos métodos de captura de radical organico (ABTS, DPPH) e
reducdo de ion metalico (FRAP) (Tabela 6); quantificacdo de compostos
fenolicos majoritarios por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)
(Tabela 8) e FTIR-ATR (Figura 16).

Tabela 5.
TPC, TFC e TMA determinado nos extratos hidroetanélicos.
Amostras TPC TFC TMA
(mg GAE 100g™h) (mg EC g™ (mg CG 100g™h
Bordo 3415,57+335,71° 15,16+0,48° 157,669,572
Cabernet 5671,84+152,292 35,67+0,962 39,86+2,80°
Sauvignon
Merlot 5051,25+108,962 28,44+0,82° 22,90+3,31°
Tannat 5070,21+546,392 24,10+0,27° 86,52+6,82"

* Resultados expressos em média + S.D. (n = 3);

** |etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P <0,05);

TPC: compostos fendlicos totais; TFC: flavonoéides totais; TMA: antocianinas totais
monomeéricas; GAE: equivalente acido galico; CE: catequina equivalente; CG:
cyanidin-3-glucoside equivalente.

Os valores médios de TPC variaram entre as variedades BO, MT, TN e
CS respectivamente 3415,57, 5051,25, 5070,21 e 5671,84 mg GAE 100g™.
N&o houve diferenga significativa (P <0,05) entre o TPC nos extratos das
variedades CS, MT e TN analisadas, mas uma diferenca significativa no extrato
da variedade BO (Tabela 5). A variedade CS foi a que exibiu maior teor de TPC
e TFC, no entanto, pode-se verificar que o teor de TMA nas amostras

apresentou uma relacéo inversa ao teor de TPC e TFC.
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O TPC encontrado num estudo realizado por Rockenbach, Rodrigues,
et al. (2011), apresentaram valores de 74,75 e 46,23 mg GAE g* em peso
fresco respectivamente para as variedades CS e MT. Bozan, Tosun e Ozcan
(2008) encontraram 103,7 e 1057 mg g’ em peso fresco de TPC
respectivamente em sementes de uva de CS e MT. Estes valores estdo
proximos ao encontrado neste estudo. Dados referentes as variedades BO e
MT n&o foram encontrados.

Trabalhos realizados por Doshi, Adsule e Banerjee (2006) e por Lago-
Vanzela et al. (2011) demonstram que o conteudo e perfil do TPC em uvas
dependem do tipo de processo de vinificacdo, bem como as caracteristicas
genéticas, ambientais e culturais.

O CS também foi a variedade que apresentou teor mais elevado de
TFC (35,67 mg EC g™). Valor préximo ao encontrado no estudo realizado por
Rockenbach, Gonzaga, et al. (2011), onde foi encontrado 252 mg EC g™ na
pele e 5312 mg EC g’ na semente, ambos referente em peso fresco. Bozan,
Tosun e Ozcan (2008) encontrou TFC em sementes para as variedades CS e
MT, respectivamente, 125,0 e 122,7 mg EC g™ em peso fresco A variedade BO
apresentou a menor concentracdo. Pode-se verificar pela Tabela 5 que o TPC
e TFC podem estar correlacionados.

A Tabela 5 apresenta também a TMA nos extratos avaliados. Foram
observadas diferencas significativas (P < 0,05) entre as variedades. Em
contraste com o TPC, o bagaco da variedade BO apresentou maior teor de
antocianinas (157,66 mg CG 100g™"). Avaliando a TMA nas variedades
analisadas como fonte de corantes naturais, o bagaco BO tem um potencial

mais elevado que as outras variedades avaliadas neste estudo.

3.4. Determinacao da capacidade antioxidante In Vitro

A atividade antioxidante foi avaliada devido estudos demonstrarem o
consumo de antioxidantes naturais encontrados em frutas e vegetais
apresentarem associagdo com baixo risco de doengas degenerativas (Renaud
et al., 1998).

O interesse na medicdo e avaliagcdo da capacidade antioxidante esta
na importancia da captura de espécies reativas de oxigénio (ROS) e radicais.
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Os ROS podem ser anions superoxido (O,7), radical hidroxila (OH), radical
lipidico (L"), dentre outros (Krinsky, 1994; Prior, Wu e Schaich, 2005; Fontana,
Antoniolli e Bottini, 2013).

Atualmente existe um grande numero de métodos que sdo aplicadas
para avaliar a atividade antioxidante de natureza lipofilica e hidrofilica, ndo
havendo um consenso (Prior, Wu e Schaich, 2005; Fontana, Antoniolli e Bottini,
2013).

A andlise da capacidade antioxidante dos extratos de bagaco de uva foi
mensurada através de trés metodos diferentes (DPPH, ABTS e FRAP),

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6.
Capacidade antioxidante determinada por DPPH, ABTS e FRAP nos extratos
hidroetandlicos.

Samoles DPPH’ ABTS’ FRAP
P (umol TE g™) (umol TE g™) (mg FeSO, L™)
Bordo 71,41+1,412 45,07J_r1,06ab 2885,21+138,91°
Cabernet a
: 73,89+1,412 52,77+1,232 4594,34+164,00

Sauvignon

Merlot 77,60+2,172 51,56+5,702 4111,22J_r71,85b
Tannat 76,11+4,292 39,42+1,91° 3853,56+59,89"

* Resultados expressos em média £+ S.D.; n = 3.

** |etras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (P <0,05);
DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical assay; ABTSe: 2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) radical assay; FRAPe: ferric reduction
assay; TE: Equivalente Trolox.

Os resultados apresentaram divergéncia em funcdo dos métodos
utilizados para mensurar a capacidade antioxidante, porém foram observadas
diferencas significativas nos ensaios (P < 0,05).

O ensaio DPPH variou 71,41 — 77,60 pmol TE g’ nos extratos
hidroetandlicos. O extrato de MT apresentou o valor mais elevado (77,60 pmol
TE g%, juntamente com a variedade TN (76,11 pmol TE g*) e com diferenca
significativa menor que 0,05. A variedade CS apresentou 73,89 umol TE g™
Valor préximo ao encontrado no trabalho de Rockenbach, Gonzaga, et al.
(2011) para CS (8281 pmol TE 100g™~%) na semente em peso fresco.

No ensaio ABTS, o0s extratos apresentaram comportamentos

diferentes. Neste ensaio, 0 extrato CS apresentou maior atividade antioxidante
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(52,77 pmol TE g) seguido pelo extrato da variedade MT (51,56 pmol TE g™).
O extrato TN a menor atividade (39,42 pmol TE g™).

No ensaio FRAP, o extrato CS apresentou o maior resultado de
4594,34 mg FeSO, L*, seguido pelo MT com 4111,22 mg FeSO, L. A
variedade CS apresentou valor proximo ao encontrado no trabalho de
Rockenbach, Gonzaga, et al. (2011) na semente de 10591 umol Fe** 100g7*.

A analise de correlacdo de Pearson (Tabela 7) foi realizada para
explorar a relacdo entre os niveis de TPC, TFC, TMA e atividade antioxidante

dos extratos.

Tabela 7.

Matriz de Correlacdo de Pearson e respectivos p-valores.

ENSAIOS TPC TFC TMA DPPH ABTS FRAP
TPC 1 '0,9947 '.0,8824 10,4072 '.0,1773 '0,9835
TFC "'0,0059 1 '.0,8350 '0,3125 '.0,0788 '0,9629
TMA "0,1175 0,1649 1 '.0,7016 10,4927 '.0,0081

DPPH "0,5927 10,6874 "0,2983 1 '.0,9657 '0,5505
ABTS 0,8228 10,9211 "0,5073 0,0343 1 '.0,3430
FRAP "0,0164 0,0370 0,0918 10,4494 "0,6570 1

' Matriz de Correlacédo de Pearson; " Matriz de p-valores.

Através da correlacdo de Pearson, podemos verificar que o TPC tem
correlacdo (0,9947) significativa com o TFC, comprovada pelo p-valor de
0,0059. Também se pode constatar a mesma relagdo com o teste antioxidante
FRAP, com correlacdo 0,9835 e p-valor de 0,0164. Ambos apresentaram p-
valor inferior ao nivel de significAncia adotado de 5%, indicando correlagdo
significativa entre o TPC, TFC e o teste antioxidante FRAP. Trabalho realizado
por Xu et al. (2010) em 6leo de sementes de uva também apresentaram
correlacdo direta de TPC com TFC. A TMA apresentou boa correlagdo negativa
(-0,8824) com a TPC.

O ensaio antioxidante ABTS apresentou correlagcdo negativa (-0,1773)
com o TPC, indicando que ha baixa associacdo entre eles. O ensaio DPPH
mostrou correlagéo superior ao ABTS (0,4072), mas nao demonstrou uma boa
correlagdo com o TPC.
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Trabalho realizado por Thaipong et al. (2006), verificaram que o FRAP
foi & técnica mais reprodutivel e que apresentou uma elevada correlagdo com
os teores de acido ascorbico e grupos fendlicos obtidos de frutos de goiaba,
pelos métodos ABTS, DPPH, FRAP e ORAC.

Trabalho realizado por Riceevans, Miller e Paganga (1997) relaciona a
estrutura do composto fendlico com a atividade antioxidante de fendis e é
demonstrado na Tabela 8. Na Tabela 8, foi padronizada a atividade
antioxidante da Vitamina C e E igual a um. Fica evidente que diferentes
compostos apresentam atividade diferente. Estas peculiaridades no meio

biologico podem apresentar efeitos sinérgicos ou antag6nicos quando em

conjunto.
Tabela 8.
Compostos antioxidantes e sua correlacdo na atividade antioxidante.
Antioxidantes Fontes Atividade (mmol TEAC)*
Vitaminas
Vitamina C Frutas e vegetais. 1,0+0,02
Vitamina E Graos, nozes e 6leos. 1,0+0,03
Flavon-3-ols
Cebola, pele de maca,
Quercetina bagas, uvas pretas, cha e 4,7+0,10
brécolis.
Kaempferol Alho-poro, brécolis, uva e 1,340,08
cha.
Flavonas
Cebola, pele de macéa;
Rutina bagas, uvas pretas, cha e 2,4+0,12
brécolis.
Flavon-3-ols
Epicatequina Vinho tinto. 2,4+0,02
Acidos hidrocinamicos
Acido caféico Uvas brancas, repolho e 1,340,01
aspargo.
Acido clorogénico Maga, pera, cereja, tomate 1,3+0,02
e péssego.
Acido ferulico Gréos, tomate, repolho e 1,9+0,02
aspargo.
Acido p-coumarico Uvas ~brancas,  tomate, 2,2+0,06

repolho e aspargo.

* Medido como o TEAC (atividade antioxidante Trolox equivalente).
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A presenca em excesso, ou até mesmo a auséncia de algumas
substancias em amostras biologicas, podem representar resultados de
atividade antioxidante sub ou sobre estimados. Na literatura, estudos sobre

sinergismo e antagonismo de substancias néo foram encontrados.

3.5. Determinacao de compostos fendlicos individuais por HPLC

Todos os extratos foram submetidos a analise por HPLC-DAD para
quantificar compostos fendlicos (Figura 16). Derivados de flavondides,
estilbenos e acidos (hidroxibenzoico e hidroxicinamico) foram detectados e

quantificados (Tabela 8).
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Figura 16. Cromatogramas da variedade Bordo (Vitis vinifera L.): (A) 280 nm;
(B) 320 nm e (C) 370 nm. Note: (I) Acido Galico; (II) Teobromina; (lll)
Catequina; (IV) Acido Vanilico; (V) Acido Siringico; (VI) Acido trans-Cinamico;
(V1) Acido Clorogénico; (VIII) Acido Caféico; (IX) Acido p-Coumarico; (X) Acido
Ferulico; (X1 Resveratrol; (X1 Rutina; (X1 Quercetina.



Tabela 8.
Quantificacdo de compostos fendlicos em extrato hidroetandlico (60%) de bagacgo de uva por cromatografia liguida de alta eficiéncia.
A ~ ) Tr | 'Cabernet | |

Compostos (nm) Equacgéao R LD LQ (min) Bordo Sauvignon Merlot Tannat
Acidos
Hidroxibenzéico
Acido Galico 280 y =-6434,11+29621,50*x 0,98 0,04 0,39 6,55 10,44%0,29° 11,68+0,41° 14,32+0,02°  10,42+0,03°
Acido Siringico 280 y = 4580,18+33614,27*X 0,99 002 0,20 1525 12,07+0,10° 136,50+6,40° 140,10+2,36* 37,22+0,99"
Acido Vanilico 280 y=-33675,07+71976,22*x 0,99 0,01 0,08 14,30 26,33+0,61" 88,52+2,06° 63,67+1,31° 50,39+0,62°
Acidos
Hidroxicinamico
Acido Caféico 320 y =-89330,15 + 74270,21*x 0,98 0,01 0,08 14,36 1,34+0,00% 0,66+0,01° 0,57+0,01° 0,36+0,00°
’é‘;'gr?]érico P~ 320 y=-7157647+7588692'x 098 003 034 183  111#0,01°  0,08:0,00°  0,26+0,01°  2,34+0,01°
Acido Ferulico 320 y=-4958543+7290583*x 0,98 0,02 021 19,6  1,03+0,19°  0,39+0,01°  0,32+0,02°  0,79+0,02°
Acido . 320 y = 1777,72+22054,58*x 0,99 0,08 0,79 12,71 12,98+0,08° 1,23+0,05° 1,24+0,02° 2,75J_r0,03b
Clorogénico
éicr']‘;fmco Wans- 589 y=55530,35+83436,83*x 0,99 0,02 0,17 29,95 2,33+0,06°  149+0,32°  0,07+0,01°  0,96+0,04°
Flavonéides
Quercetina 370 y=-58287,42+44466,75*x 0,99 0,03 0,35 30,53 4,36+0,06° 2,78+0,01° 1,93+0,01° 3,94+0,02°
Catequina 280 y =-12669,78+7729,21*x 0,98 0,03 0,27 11,30 176,59+3,12" 479,79+7,78% 233,44+0,96° 222,19+1,67°
Rutina 370 y = 6924,63+13533,05*x 0,99 0,06 0,57 2355 0,30+0,04° 6,05+0,04" 5,39+0,06° 10,61+0,05°
Estilbeno
Resveratrol 320 y = -57,84+86900,82*x 0,99 0,01 0,05 24,18 2,40+0,10° 1,26+0,02° 0,97+0,02¢ 3,60+0,03%

! mg 100g"1; n.d. = ndo detectado; LD: Limite de Detecc¢do; LQ: Limite de Quantificacdo; Tr: Tempo de Retencéo;

** | etras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P <0,05);
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O LD e o LQ estdo expressos em mg L™. Todos os analitos apresentaram
valores acima do LQ.

O acido gélico, um acido fendlico nao-flavondide dentre os mais analisados
em amostras de bagaco de uva, estava presente nas variedades BO, CS, MT e TN
respectivamente em concentracdes de 10,44, 11,68, 14,32 e 10,42 mg 100g™.
Valores de 4,59 e 9,08 mg 100 g em peso fresco respectivamente foram
encontrados para as variedades CS e MT (Rockenbach, Rodrigues, et al., 2011). O
acido siringico e vanilico foram um dos compostos mais presentes nos extratos,
sendo o CS a variedade com concentracdo de 136,50 e 88,52 mg 100g™
respectivamente, juntamente coma variedade MT, apresentando 140,10 e 63,67 mg
100g™ respectivamente.

Em relagdo & rutina, foi encontrado para a variedade CS 6,05 mg 100g™,
5,39 mg 100g™ para MT e para TN 10,61 mg 100g™. Rockenbach, Rodrigues, et al.
(2011) encontrou 25,47 e 41,43 mg 100g™ em peso fresco respectivamente para as
variedades CS e MT.

O valor mais elevado encontrado em ambas as variedades foi a catequina.
Um antioxidante natural pertencente ao grupo flavandis. Os valores encontrados
para as variedades BO, CS, MT e TN foram 176,59, 479,79, 233,44 e 222,19 mg
100g™ respectivamente. Trabalho realizado por Rockenbach, Rodrigues, et al.
(2011) encontraram valores de 150,16 e 122,29 mg 100g* em peso fresco
respectivamente para as variedades CS e MT.

O elevado teor de catequina encontrado nas variedades pode estar
relacionado com as sementes de uva, como sugerido no trabalho realizado por
Montealegre et al. (2006), onde as sementes de uva sdo compostas quase
exclusivamente de flavanéis como a catequina.

Foi possivel detectar a presenca de resveratrol no bagaco das quatro
variedades em estudo. A TN apresentou 3,60 mg 100g™, o valor mais elevado entre
as amostras, seguido pela variedade BO apresentando 2,40 mg 100g™. CS
apresentou 1,26 mg 100g™* e 0,97 mg 100g™ para MT. Rockenbach, Rodrigues, et al.
(2011) encontrou 4,02 e 6,40 mg 100g™ em peso fresco respectivamente para as
variedades CS e MT.
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6.1. SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Visto que os compostos bioativos apresentam estrutura simples e complexa,
€ necesséaria a avaliagdo de solventes utilizados no processo de extracdo para
compostos especificos e de interesse para recuperacdo. Os compostos bioativos
diferenciam-se um dos outros pelo seu maior carater lipofilico ou hidrofilico, assim o
solvente utilizado pode interferir no produto da extracdo nas mesmas condi¢cdes de
extracao.

Outro ponto a destacar seria realizar um estudo dirigido com 0s compostos
isolados, para ter uma melhor compreensdo se suas propriedades antioxidantes
individuais. Depois poderia ser avaliando suas propriedades em conjunto com outros
compostos, para elucidar seus efeitos sinérgicos ou antagbnicos. Esta etapa merece
atencdo especial, pois na capacidade antioxidante do extrato, cada composto
colabora de forma distinta na capacidade antioxidante, além de levar em
consideracao a sua concentracao no extrato.

Realizar a extracdo do 6leo essencial do bagaco de uva, quantificacdo dos
acidos graxos presentes e estudos microbiolégicos como inibicdo do seu

crescimento.
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7. CONCLUSAO

Os dados demonstraram que as condi¢cdes ambientais e de processamento
afetam diretamente a composi¢cdo do bagaco de uva numa mesma variedade, assim
como o meétodo utilizado para extracdo de compostos bioativos e 0 solvente
utilizado.

As variedades Cabernet Sauvignon e Merlot apresentaram teor de
compostos fendlicos totais e flavondides mais elevados. A variedade Bordo
apresentou teor mais elevado de antocianinas. A catequina foi o composto mais
abundante no bagaco de uva de todas as variedades estudadas. A atividade
antioxidante dos extratos obtidos a partir de bagaco de uva mostrou que das
variedades estudadas, a variedade Cabernet Sauvignon tem o maior potencial como
fonte de compostos a ser aplicado como antioxidantes naturais em alimentos,
seguido pela variedade Merlot. A variedade Bordo apresentasse como uma fonte
potencial de corante natural dentre as analisadas.

A catequina, um flavonoide, foi o composto de maior concentracdo
encontrado nas variedades estudadas, apresentando maior concentracdo na
variedade Cabernet Sauvignon e Merlot. Acido siringico e vanilico apresentaram
maior concentracdo nas variedades Cabernet Sauvignon e Merlot. Resveratrol
apresentou maior concentracdo nas variedades Tannat e Bordo. Fatores como
pressao de prensagem, tempo de maceracao, espécie ou fatores climaticos, podem
alterar os dados aqui apresentados.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o bagaco de uva é uma
rica fonte de compostos fendlicos, antocianinas e podem ser utilizados tanto para
obtencdo de antioxidantes e corantes naturais. Existem diferengas significativas
entre as variedades em relacdo ao teor de compostos fendlicos, flavondides e
antocianinas, assim como a atividade antioxidante. Através da correlacdo de
Pearson, verificou-se que a concentracdo de antocianinas € inversamente

proporcional em relacéo ao teor de compostos fendlicos totais.
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