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RESUMO

O aproveitamento de residuos agroindustriais, potencialmente ricos em substancias de alto
valor nutricional e funcional, tem mostrado ser uma alternativa promissora no que diz
respeito a recuperacdo de compostos bioativos. O objetivo do trabalho foi realizar
caracterizagdo fitoquimica de residuo de uvas tintas da variedade Syrah utilizando dois tipos
de solventes extratores. O residuo de uvas, constituido de cascas e sementes, foi cedido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Petrolina (PE) e mantido sob congelamento.
Para os ensaios foi elaborado um extrato do residuo com solvente na propor¢do 1:5. As
analises de compostos fendlicos totais e flavonoides foram realizadas em espectrofotdmetro
com base na curva padrdo de acido galico e quercetina, respectivamente. A determinacgéo da
atividade antioxidante por DPPH também foi realizada em espectrofotdmetro. A
concentracdo de fitoquimicos nos residuos de uvas para o solvente etanol 95% e metanol
99%, respectivamente, foi de 334,246+0,005 e 550,684+0,020 mg EAG/g para o contetdo de
compostos fendlicos; 3,624+0,004 e 7,217+0,004 mg EQ/g para o teor de flavonoides; e foi
observado o contetido de 0,492+0,003 e 0,729+0,006 mg/g para o contetdo de antocianinas.
O valor de CE50, concentracéo efetiva de extrato que neutraliza 50% dos radicais livres,
para o residuo da variedade Syrah foi de 2,403+0,075 mg/g para o extrato etandlico e para o
metandlico obteve-se o valor de 0,657+0,124 mg/g.

Palavras-chaves: compostos fendlicos; flavonoides; antocianinas; atividade antioxidante;
Vitis vinifera L.

ABSTRACT

The use of agricultural residues, potentially rich in substances of high functional and
nutritional value, has been shown to be a promising alternative in respect to recovery of
bioactive compounds. The objective was carry out phytochemical characterization of residue
of grapes of Syrah variety using two types of extracting solvents. The residue of grapes,
consisting of skins and seeds, was ceded by the Brazilian Agricultural Research Corporation -
Petrolina (PE) and kept under freezing. For the tests it designed a residue extract solvent in
the ratio 1:5. The analysis of phenolic compounds and flavonoids were carried out in a
spectrophotometer based on the standard curve of gallic acid and quercetin, respectively.
Determination of antioxidant activity by DPPH was also performed in a spectrophotometer.
The concentration of phytochemicals in grapes residues to the solvent ethanol 95% and
methanol 99% respectively, was 334.246 + 550.684 + 0.005 and 0.020 mg GAE / g for the
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content of phenolic compounds; 3.624 + 0.004 and 7.217 + 0.004 mg EQ / g for flavonoid
content; and it noted the contents of 0.492 + 0.003 and 0.729 + 0.006 mg / g for the content of
anthocyanins. The EC50 value, effective concentration extract that neutralizes 50% of free
radicals to the residue variety Syrah was 0.075 = 2.403 mg / g for the ethanol extract and the
methanol there was obtained a value of 0.657 £ 0.124 mg / g.

Keywords: phenolic compounds; flavonoids; anthocyanins; antioxidant activity; Vitis
vinifera L.

1. INTRODUCAO

O cultivo de uva ¢ uma das atividades mais importantes no cendrio agricola mundial,
possuindo destaque tanto na economia, quanto a nivel nutricional e fitoquimico. A viticultura
brasileira apresenta grande diversidade, no Nordeste, a regido do Vale do Sdo Francisco se
destaca como polo produtor e exportador de uvas de alta qualidade [1], além de ser capaz de
produzir mais de duas safras por ano [2].

A uva contém varios elementos, tais como vitaminas, minerais, hidratos de carbono, fibras
alimentares e fitoquimicos. A importancia nutricional das uvas e dos produtos obtidos, como
sucos, vinho, uva, geleias e passas tém sido relatadas constantemente [3]. A correlagio direta
entre ingestdo de uvas e vinhos com beneficios na saude é devido a grande quantidade de
compostos fendlicos presentes nessa fruta, que apresentam significativo poder antioxidante

[4].

Dentre os diversos residuos gerados pela agroindustria, os vinicolas destacam-se por serem
fontes ricas em compostos fendlicos [5]. O processamento da uva gera grande quantidade de
residuos, cerca de 30% do volume de uvas utilizadas, que embora seja biodegradavel, exige
um tempo minimo para ser mineralizado, constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais
[6,7]. Estima-se que, aproximadamente, a cada 100 litros de vinho produzidos, no mundo,
sejam gerados de 25 a 31 kg de residuos. Do total de residuo produzido, cerca de 13 a 17 kg
sdo constituidos de bagacgo, sendo por isso, referenciado com o principal residuo do
processamento da uva [8,9]. Com a grande quantidade de subprodutos e residuos gerados,
existe um interesse crescente no aproveitamento desses produtos como culturas industriais,
tanto por raz0es econdmicas quanto por preocupagdes ambientais [10,11].

A utilizagéo do bagago da uva e dos seus componentes tem um impacto ambiental importante
na reducio do lixo, e possibilidades para elaboragio de produtos com alto valor agregado. A
biomassa residual de uvas que foram beneficiadas pode ser uma matéria-prima barata e
valiosa para a recuperagdo de compostos polifenolicos biologicamente interessantes e
produtos a base desses compostos.

O bagaco de uva € constituido de cascas, talos ou hastes e sementes, que apresentam teores
significativos de compostos fenolicos, sendo os principais os flavondides (antocianinas,
flavanois e flavondis), os estilbenos (resveratrol), os acidos fenolicos (derivados dos acidos
cinamicos e benzdicos) e uma larga variedade de taninos [12,13]. Estes compostos bioativos
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possuem propriedades antioxidantes, como a inibi¢do de lipoperoxidacdo e a atividade
antimutagénica, além de atuarem como antagonistas naturais de patogenos, dessa forma
podem exercer um importante papel fisiolégico, minimizando os danos oxidativos no
organismo animal [14,7].

A potente atividade antioxidante de extratos de vinho e uva no controle da oxidacio de
lipoproteinas de baixa densidade in vitro foram correlacionadas significativamente com a a¢io
dos compostos fendlicos contidos nas amostras, principalmente, na casca da uva [15,16].

Diversos estudos buscam a aplicabilidade de residuos oriundos do processamento da uva,
principalmente com o objetivo de aumentar o aporte de componentes bioativos em produtos
alimenticios [17,18]. Pesquisas nas areas alimenticias, farmacéutica, médica e agronémica
tém revelado grande potencial do residuo de uva para recuperagio de compostos fendlicos e
flavonoides, uma vez que, sdo comprovados nessas pesquisas, beneficios associados a sua
ingestdo, como melhoria a tolerancia a glicose em diabéticos, diminui¢do da ocorréncia de
doengas cardiovasculares, atenuagdo dos sintomas da menopausa, protecdo contra a
osteoporose, cincer e mal de Alzheimer.

Os recentes estudos cientificos tém sido voltados para o emprego de residuos oriundos do
processamento de alimentos [19, 20, 21]. O conteudo de compostos bioativos obtidos de
residuos alimenticios apresenta grande potencial para incorporagdo em géneros alimenticios,
podendo oferecer um carater funcional a produtos originalmente pobres nesses compostos,
caracteristica importante quando se trata do estimulo a busca por estilo de vida saudavel.

A extracdo destes compostos polifenolicos em matérias vegetais tem sido realizada com
diversos solventes e diferentes métodos, sendo que o rendimento da extragéio € influenciado
tanto pelo solvente utilizado como pelo método aplicado [22, 23, 24]. Sendo assim, o presente
trabalho objetivou realizar caracterizagdo fitoquimica de residuo de uvas tintas da variedade
Syrah utilizando diferentes solventes extratores, etanol e metanol.

2. METODOLOGIA

Para o estudo foram utilizados residuos de uvas tintas da variedade Syrah gerados pela
industrializagfo da uva, da regido do Vale Submédio do Sao Francisco. As uvas e os residuos
de vinicolas foram transportados para o laboratério experimental, onde foram mantidas sob
temperatura de congelamento até a realizagfo dos procedimentos experimentais.

Elaboracao do extrato

Para os ensaios foi elaborado um extrato a partir do residuo, que foi diluido com solvente na
propor¢do 1:5, em seguida foi agitado por 60 minutos a 55°C em incubadora tipo shaker,
centrifugado por 10 minutos, filtrado com filtros de papel (80g/m?) e deixados em estufa a
55°C até peso constante. As solugdes para as analises fitoquimicas foram preparadas com

etanol 95% e metanol a 99%, tendo como concentragdo final Smg/mL.

Determinacio dos compostos Fenoélicos Totais.
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O teor de fendlicos totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau [25]. Preparou-se
a reagdo em tubo de ensaio contendo uma aliquota de 0,5mL da amostra concentrada a
Img/mL, 2,5mL de solugfio aquosa de Folin-Ciocalteau (10%) e 2,0mL de carbonato de sédio
(7.5%). Os tubos foram aquecidos em banho-maria a 50°C durante 5 minutos e por seguinte
foi realizada a leitura em espectrofotometro em absorbancia de 765nm. A quantificagio dos
fenolicos totais se deu a partir da curva padrio de solugGes conhecidas do padréo acido galico
e expressa em equivalente de acido galico (mg de acido galico em g de extrato).

Determinacio do teor de Flavonoides Totais

A andlise foi feita em espectrofotometro a 415nm, utilizando-se 3mL de cloreto de aluminio a
2% diluido em metanol [26] e 3mL das amostras. O mesmo procedimento foi realizado
utilizando solugdes conhecidas do padrdo quercetina para a elaboragdo da curva padréo e a
quantidade de flavonoides totais foi expressa como equivalentes de quercetina (mg de
quercetina em g de extrato).

Antocianinas

A extragdo das antocianinas dos residuos de uva Syrah foi realizada conforme metodologia
descrita na literatura [27]. Cerca de 0,5g da amostra foi pesada em erlenmeyer e por seguinte
foram adicionados 30mL da solugdo extratora (etanol 95% - HCI 1,5N e metanol 95% - HCI
1,5N) na propor¢do 85:15. As amostras repousaram por 12h a 4°C. Apos o tempo
transcorrido, filtrou-se o contetido para um baldo volumétrico de 100mL, envolto com papel
aluminio, aferindo-se com a propria solucdo extratora, deixou-se descansar por 2h em
temperatura ambiente antes da leitura feita por espectrofotometria a 535nm.

Determinaciio da capacidade anti-radical (DPPH)

A mensuracdo da atividade antioxidante foi pelo método DPPH [28] utilizando-se o reativo
1,1-diphenil-2-picrilhidrazil, usado como radical livre com o objetivo de reagir com os
compostos antioxidantes presentes nas amostras. Cinco dilui¢des foram preparadas (0,6 a
2,2mg/mL) das solugdes etandlica e metanolica, em triplicata. Uma aliquota de ImL de cada
diluigio da amostra foi transferida para tubos de ensaio com 3,0mL da solugdo etandlica
radical DPPH (0,004%). Apo6s 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a redugéo do
radical livre DPPH foi quantificada pela leitura da absorbancia em 517nm. O mesmo
procedimento foi adotado com os solventes (etanol e metanol) no lugar da amostra, sendo
considerado como branco. A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa por percentual
de inibig¢do de oxidagdo do radical e calculada conforme a Equagio (01).

absorbancia final da amostrax100
% sequestro = 100 — ¢ fh , ) (01)
absorbancia branco

Além da porcentagem de inibi¢éo de oxidacgéo do radical, foi calculada a concentragéo efetiva
necessaria para o sequestro de 50% do DPPH (EC50).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

79



V WORKSHOP DE PESQUISA TECNOLOGIA E INOVAGAO (PTI)
I SIMPOSIO INTERNACIONAL DE INOVAGAO E TECNOLOGIA (SIINTEC)

10 e 11 de setembro de 2015 / Salvador, Bahia, Brasil

Os teores de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas encontrados para o residuo de
uva Syrah encontram-se na Tabela 1. Os compostos fendlicos sdo fitoquimicos com alta
capacidade antioxidante e eficazes na redugio de radicais livres, através de mecanismos de
inibi¢do de enzimas responsaveis pela produgio e reducfo de espécies reativas de oxigénio
[29]. Os compostos fendlicos, em razdo das suas caracteristicas, podem ser extraidos de uma
matriz utilizando solventes polares, entretanto, é fundamental definir adequadamente o
solvente de extracdo de acordo com a matriz utilizada [14].

Tabela 1 — Médiatdesvio padrio da quantificacdo de compostos de fenodlicos (mg de
equivalente de acido galico/g), flavonoides (mg de equivalente de quercetina/g) e antocianinas
totais (mg/g) de residuos de uvas da variedade Syrah.

Fenolicos Flavonoides
Amostra Antocianinas (m
(mgEAG/g) (mgEQ/g) (mg/e)
Residuo Syrah E{OH  334,246+0,005 3,624+0,004 0,492+0,003
Residuo Syrah
+ + +
MetOH 550,684+0,020 7,217+0,004 0,729+0,006

*Desvio padrdo referente as absorbéncias obtidas.

A amostra de residuo avaliado apresentou maior teor de compostos fenolicos utilizando
solvente metanodlico, 550,684 mg EAG/g, enquanto que a extragdo com o etanol resultou num
teor de 334,246 mg EAG/g. E possivel encontrar na literatura conteado de compostos
fenolicos em uvas tinta inferiores ao encontrado nesta pesquisa, com aplicacdo de diferentes
sistemas solventes para a extracfio. Llobera e Caiiellas [30], relataram teores médios de 26,3
mg EAG/g em peso seco, utilizando metanol a 50% para extrair compostos fendlicos do
bagaco de uvas tintas da variedade Manto Negro. Negro et al. [21], pesquisaram os residuos
da vinificacdo de uva da variedade Negro Amaro, com extragfio a partir do etanol a 80%
acidificado, e encontraram teor de compostos fenolicos de 41,9 mg EAG/g em peso seco no
bagaco. A diferenca nos valores pode estar relacionada com as variagdes no método de
extragfio utilizado e a heterogeneidade das estruturas quimicas dos compostos das variedades
estudadas.

Os flavonoides sfo os principais compostos fendlicos presentes na uva, que compreendem as
antocianinas e flavonois [13]. O teor de flavonoides encontrado na amostra de residuos de
uvas foi de 7,217 mg EQ/g empregando o solvente metanol e 3,624 mg /g utilizando o etanol.
De forma concordante, Silva et al. [31] encontraram 1,60 mg EQ/g do contetido de
antocianinas totais para a casca da variedade Alicante, utilizando solugfo extratora etanol
95%, acidificada com HCI 1,5 N.

O teor de antocianinas, presentes no residuo de uvas estudado, apresentou valores de 0,729 e
0,492 mg/g, para o extrato metandlico e etandlico, respectivamente, indicando a maior
eficiéncia do metanol na extracdo deste flavonoide. De acordo com Malacrida [32] o teor de
antocianinas encontrado em uvas tintas maduras variam de 0,30 a 7,50 mg/g. Kato et al. [33],
encontraram valores proximos para uvas da cv. Bordd, uma faixa de 0,143 a 0,978 mg/g de
antocianinas, utilizando etanol 70% como solvente extrator em diferentes faixas de pH.
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O conteudo de antocianinas se relaciona com a capacidade antioxidante da uva, quanto mais
intensa a coloragio maior serd o potencial funcional, logo as uvas de coloragio escura
apresentam maior conteudo de compostos fenolicos e maior capacidade antioxidante [4]. A
concentraco destes compostos ¢é influenciada por diversos fatores, pois a composi¢io
quimica da uva varia, principalmente, em fung¢éo do clima, solo, variedade e cultivar.

A atividade antioxidante e a porcentagem de sequestro de radicais livres para os extratos de
residuos de uvas da variedade Syrah sdo apresentados na Tabela 2. A variagdo da atividade
antioxidante foi expressiva em relagdo ao tipo de solvente utilizado no experimento. O
percentual de atividade antioxidante foi mais elevado utilizando solugdo extratora a partir de
metanol, resultando num sequestro de radicais livres duas vezes superior ao etanol nas
mesmas concentragdes. Mello [34] pesquisou a composi¢do quimica de extratos aquosos de
residuos provenientes da produgdo vinicola, e encontrou para os residuos de Cabernet
Sauvignon e Moscato percentuais superiores a 90 % de atividade antioxidante.

Tabela 2 - Porcentagem de sequestro dos radicais livres de DPPH (%)+desvio padrio*.

Concentraciio mg/mL Residuo Syrah EtOH Residuo Syrah MetOH
22 47.36620,008 81.666+0.005
1.8 41,64620,005 80.555+0,023
1.4 35,843+0,006 72.906£0,005
1.0 29.588+0,006 60.384+0,008
0,6 24,115+0,008 43,717+0,006

*Desvio padréio referente ds absorbancias obtidas.

O valor de CE50 representa a concentragio efetiva de extrato que sequestra 50% dos radicais
livres. Para as amostras solubilizadas com etanol, o EC50 encontrado foi de 2,403+0,075
mg/g e para as metanolicas obteve-se o valor de 0,657+0,124 mg/g. Desta forma, a
solubilidade dos compostos antioxidantes em meio metandlico foi superior a0 em meio
etanolico, visto que quanto menor o EC50 melhor sera a atividade antioxidante do composto
analisado.

4, CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a influéncia dos diferentes sistemas solventes empregados na
extracdo de compostos bioativos dos residuos de uvas tintas da variedade Syrah. Os teores
detectados de compostos fendlicos, flavonoides e antocianinas foram mais expressivos com o
uso do solvente metanol, que apresentou maior capacidade extratora destes compostos
bioativos em residuos de uvas. O uso do sistema solvente metanol resultou em teores de
compostos fitoquimicos mais elevados em cerca de 40%, quando comparados com os
conteudos obtidos utilizando o solvente etanol.

Sugere-se que outros estudos sejam desenvolvidos, utilizando distintos sistemas solventes,
para avaliar o comportamento extrator em residuos de uvas.
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