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Solubilidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante em
extratos obtidos de residuo de uva de vinho da Cultivar Bordé

No processo de produgdo de vinho o residuo gerado corresponde em cerca de 20 % da matéria-prima, que consiste de engago, bagago, sementes e borras ricas
em compostos bioativos e valor nutricional que podem ser utilizados como complemento de ragdo animal ou para a adubagdo do solo. Visando dar um destino
mais nobre para esse residuo, objetivou-se investigar o efeito de solventes de extragdo em compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bordo, bem como
sua atividade antioxidante in vitro. Para tal finalidade, implantou-se um planejamento unifatorial — relagdo solvente e agua — com dois solventes (metanol e
etanol) combinados na proporgdo em volume de 0, 50, 75 e 100 % de solvente com &gua, totalizando 8 tratamentos. As analises foram fendis totais (FT),
antocianinas totais (ANT), capacidade antioxidante (CA) e aglcares redutores (AR). Foram quantificados também o teor de &acido gélico, acido cafeico e
resveratrol por CLAE. Os resultados in vitro indicam que a mistura solvente e dgua, tanto usando etanol como metanol, na propor¢do de 50 ou 75 %, melhora a
extragdo dos compostos fendlicos pelo aumento da solubilidade e, como consequéncia, facilita a permeabilidade e transferéncia desses compostos por difusdo.
Houve forte correlagdo direta entre a FT, CA e ANT, sendo que dos trés compostos identificados por CLAE, o acido cafeico destacou-se positivamente para
atividade antioxidante. Entretanto, os resultados ndo sdo conclusivos com relagdo a natureza quimica que foi favorecida frente aos oito tratamentos in vitro, mas
os resultados para AR indicam que estes estdo presentes como compostos fendlicos complexos.

Palavras-chave: Extratos fendlicos; Capacidade antioxidante; Solubilidade; CLAE; in vitro.

Solubility of phenolic compounds and antioxidant activity of extracts
obtained from residue of wine grapes of the Bordé Cultivar

Wine production generates large amounts of residues, accounting for around 20 % of the raw material. Such residue consists of stem, bagasse, seeds, and lees,
which are rich in bioactive compounds and nutritional value, being used to complement animal feed or in soil fertilization. In order to give a nobler destination to
the residue, the objective of this study was to investigate the effect of extraction solvents on phenolic compounds from wine residue of the Bordo cultivar, as
well as the in vitro antioxidant activity of the extracts. For this purpose, a factorial study design based on the solvent: water ratio was implemented with two
solvents (methanol and ethanol) combined at 0, 50, 75, and 100 % proportion of solvent with water (v/v) for a total of eight treatments. Analyses of total phenols
(TP), total anthocyanins (ANT), antioxidant capacity (AC), and reducing sugars (RS) were performed. Contents of gallic acid, caffeic acid, and resveratrol were also
quantified through HPLC. The in vitro results indicate the blend of solvent and water with either ethanol or methanol at 50 or 75 % improves the extraction of the
phenolic compounds by increasing solubility and, consequently, facilitates the permeability and transfer of those compounds through diffusion. A strong direct
correlation was found among TP, AC, and ANT, with caffeic acid standing out for its antioxidant activity among the three compounds identified through HPLC.
However, the results are inconclusive regarding the chemical nature favored in the eight in vitro treatments, but the RS results indicate those compounds are
present as complex phenolic compounds.

Keywords: Phenolic extracts; Antioxidant capacity; Solubility; HPLC, in vitro.
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INTRODUGAO

Em 2019 o Brasil produziu cerca de 1,4 milhdes de toneladas de uvas. A regido Sul é a maior
produtora com quase 60 % da produgdo nacional (IBGE, 2019). Estima-se que 20 % do volume da matéria-
prima para a producdo de vinhos e sucos de uvas seja o bagaco, parte ndo aproveitada e que a industria na
maioria das vezes trata como rejeito, desconsiderando o seu potencial para producdo de subprodutos
(MELLO, 2018). Diante deste cendrio torna-se cada vez mais necessario a busca por alternativas adequadas
para a destinagdao dos residuos vitivinicolas, sendo que a inser¢cdo destes em outros produtos podem
oferecer beneficio a salde, fato este que vem sendo ignorado (RIBEIRO, 2016; MELLO, 2018).

Para o Rio Grande do Sul o percentual citado é considerado muito expressivo, visto que
aproximadamente 90 % da producdo de vinho nacional sdo realizadas nesse estado. Assim como o vinho, a
producdo de suco de uva também contribuiu para o aumento da geracdo de residuo. Em 2018, por
exemplo, somente por empresas do Rio Grande do Sul comercializaram-se cerca de 197 milhdes de litros
desse produto (MELLO, 2018).

Embora sejam citados na literatura trabalhos que discutem ou demonstram ser possivel o
reaproveitamento do residuo da uva para diferentes fins, como a producdo de cosméticos, alimentos
funcionais, medicamentos (ZHU et al., 2015; GLAMPEDAKI et al., 2014) e fertilizantes (FERRER et al., 2001;
ARVANITOYANNIS et al., 2008; CARMONA et al., 2012) é crescente o interesse pela avaliagdo do potencial
antioxidante, antiproliferante e antilipidémico, a partir da extracdo de compostos fendlicos presentes em
extratos de semente, casca e raquis de uva (KAUR et al., 2008; JIMENEZ et al., 2008; SHROTRIYA et al.,
2015; SAHPAZIDOU et al., 2014, COLPO et al., 2019).

E crescente também a identificacdo e quantificacio desses compostos (CAPONE et al., 2011;
STALMACH et al., 2011). Por exemplo, Natividade et al. (2013), trabalhado com a identificacdo de 25
compostos por Cromatografia liquida de Alta Eficiéncia-CLAE em diferentes sucos de uva do vale Sao
Francisco, identificou e quantificou 25 compostos fendlicos diferentes em sucos de uvas. Porém, ainda nao
estd bem claro a bioatividade individual ou sinérgica desses compostos.

Em uvas e derivados tem-se encontrado diversos trabalhos que determinaram a atividade (ou
capacidade) antioxidante em extratos in vitro (GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004; MAIER et al., 2009;
ROCKENBACK et al., 2011; CHENG et al., 2012; FERNANDES et al., 2013; SOUZA et al., 2014; VERGARA-
SALINAS et al., 2015; GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). J4 se encontra alguns trabalhos relacionando
atividade antioxidante individual desses compostos. Por exemplo, Minussi et al. (2003), trabalhando com
extratos de vinho branco e tinto, encontraram correlacdo forte entre o potencial antioxidante e os acidos
galico e cafeico, mas fraca correlagdo entre o potencial antioxidante e o resveratrol.

Em relacdo aos estudos citados, cabe destacar que todos descreveram que utilizaram residuos
(semente e/ou cascas) obtidos a partir da produgdo de vinho. Com excec¢do de Rockenback et al. (2011) e
de Souza et al. (2014), os quais utilizaram em seus respectivos experimentos o cultivar Isabel e Bordé — os
demais autores, de uma maneira geral, avaliaram extratos de residuos de uvas da espécie Vitis vinifera

(Carbenet Sauvignon e Merlot, por exemplo).
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Ainda sobre os trabalhos mencionados, pode-se verificar que para a extragdo de compostos
fendlicos do residuo de uva foram, majoritariamente, avaliados: i) uma mistura de solventes, como
metanol: agua acidificado com HI (MAIER et al., 2009; ROCKENBACK et al., 2011; SAHPAZIDOU et al., 2014)
ou etanol: agua (MAIER et al., 2009; CHENG et al., 2012), ou ii) somente agua (VERGARA-SALINAS et al.,
2015; GONZALEZ-CENTENO et al., 2015). Em relagdo a composicio de cada mistura, os autores
apresentados estudaram diferentes relacdes, como 3:1 (etanol: dgua), 1:1 (metanol: dgua; etanol: dgua) e
90:9,5:0,5 (metanol: dgua: HCI).

A solubilidade de compostos quimicos organicos € um assunto de grande importancia no ramo da
guimica e com aplicagdo em diversas areas tecnoldgicas, tais como: materiais, medicamentos e meio
ambiente (MARTINS et al., 2013). A influéncia do solvente ou mistura de solventes na solubilidade é funcdo
do tipo predominante de ligacdo quimica, estrutura molecular, polaridade e tipos de interagOes
intermoleculares. Tal fato é de suma importancia para entender a operacdo de extracdo sélido-liquido e
seu mecanismo transferéncia de massa (RODRIGUEZ-JIMENES et al., 2013). Neste estudo, objetivou-se
investigar o efeito de solventes de extragdo em compostos fendlicos de residuo de vinho da cultivar Bordo,

bem como sua atividade antioxidante in vitro.

METODOLOGIA

Os residuos de vinho tinto da cultivar Bordé foram doadas pelo grupo de pesquisas VINHO NA
TALHA - IFsul campus Pelotas, da safra 2018/2019. Os residuos foram armazenados em congelador no
laboratério de Bioquimica do IFSul campus pelotas até o momento da realizacdo das andlises.

As amostras foram congeladas a -80 ° C em ultra freezer INDREL® IULT 335 D e liofilizadas em
liofilizador de bancada (Modelo L101 LIOTOP) durante 24 horas. Apds este processo as amostras foram
trituradas e tamisadas em peneiras de 20 mesh. Em seguida, foram armazenados em frascos dmbar a -20 °C
até o momento das andlises. Apds, as amostras foram secas em estufa a 80 °C (515-C, Fanen) por 10
minutos para inativar as enzimas responsdveis pelo escurecimento enzimatico. Deixou-se resfriar em
dessecador, seguido por desidratacdo em estufa com circulacio de ar (Modelo TE-394/2, Tecnal®,
Piracicaba, Brasil) a 50° C durante 24 horas. A espessura da amostra foi de 0,5 cm a velocidade do ar de 0,78
m s1. Apds a desidratacdo as amostras foram trituradas em moinho de facas (QUIMIS Modelo Q298A21) e
tamisadas em peneiras de 20 mesh. Em seguida, foram armazenadas em frascos ambar a -20 °C até o
momento das andlises. Os residuos desidratados e moidos com circulacgdo de ar apresentaram

aproximadamente 8 % de umidade em Umida e doravante foram chamados de ‘residuo-DM’.

Efeito da relacdo solvente e agua na extragdo in vitro

Para analisar o efeito da relacdo solvente e agua no teor de fendis totais, antocianinas, capacidade
antioxidante e teor de aglcares redutores, um planejamento unifatorial — relacdo solvente e dgua — com
dois solventes (metanol e etanol) combinados na proporgdo em volume de 0, 50, 75 e 100 % de solvente

com 4&gua, totalizando 8 tratamentos (Tabela 1). Cada tratamento foi feito em triplica da unidade
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experimental (residuo-DM), sendo que os tratamentos 1 e 5 sdo tratamentos iguais usados como controle
de ocorréncia do erro do tipo I. Em um béquer, juntou-se 5,000 gramas de residuo-DM de vinho Bordo e
50,0 mL da mistura de solventes como descrito na Tabela 1. A mistura de solvente foi previamente
acidificada a pH 1,5. O conteuddo do béquer foi transferido para um frasco de erlenmeyer e conduzido em
agitacdo orbital (Quimis-Q816M22) a 50 rpm, 30 °C durante 2 horas. Posteriormente, foi centrifugado por
10 minutos e 3200 rpm. O extrato obtido de residuo desidratado e moido foi doravante chamado de
‘extrato-RDM’ e foram armazenados em frascos Falcon a -20 ° C até o momento das analises para fendis

totais, antocianinas, capacidade antioxidante e analise cromatografica CLAE.

Tabela 1: Planejamento experimental para o sistema solvente: agua.

Tratamento Solventes % v/v
1 Metanol e dgua 0

2 Metanol e dgua 50

3 Metanol e dgua 75

4 Metanol e dgua 100
5 Etanol e dagua 0

6 Etanol e dagua 50

7 Etanol e dagua 75

8 Etanol e dgua 100

Fendis totais

O teor de fendis totais (TFT) foi determinado segundo a metodologia adaptada de Singleton et al.
(1965), com determinagdo colorimétrica utilizando o reagente Folin-Ciocalteau a 725 nm. Para cada extrato
uma aliquota de 1mL foi recolhida em um baldo volumétrico de 100 mL, no qual se adicionou 60 mL de
agua deionizada e 5mL de Folin-Ciocaulteau. Apds, deixou-se o meio reacional em repouso por 8 minutos e
20 mL de carbonato de sddio a 20 % p/v foi adicionado. Completou-se o volume com agua deionizada. Apds
2 horas, uma aliquota do meio reacional foi retirada para medir a absorbancia em 725 nm, utilizando um

espectrofotdmetro AJX-1000 UV/VIS. A concentracdo de fendis totais foi determinada através da Equacdo
1: onde A é absorbancia, MM é massa molecular do acido galico (188,14g/mol), € é absortividade molar e C

€ o caminho dtico 1 cm. Os resultados expressos em mg de acido galico por litro de extrato, através da

construcdo de uma curva de calibrag¢do para acido galico.

_A*MM*105

FT
exC

Antocianinas

O teor de antocianinas do extrato foi determinado pelo método de Lees et al. (1972). Para cada
extrato uma aliquota de 1 mL foi recolhida em um béquer de 100 mL, no qual se adicionou 25,0 mL de

etanol pH de 1,0. A mistura permaneceu sob agitacdo por 1 hora e logo apéds, filtrou-se com papel
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Whatman n° 26 e transferido para baldo volumétrico de 50,0 mL, completando o volume com etanol pH
1,0. Uma aliquota da mistura foi retirada para medida da absorbancia em 520nm, utilizando um
espectrofotdmetro AJX-1000 UV/VIS. A concentracdo de antocianinas totais foi determinada através da

Equacdo 2: onde A é a absorbancia e FD é o fator de dilui¢do. Os resultados expressos em mg.100g™.

- AxFD
~ 982

Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante relativa foi determinada segundo o método de OZGEN (2006) em termos
de capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) em 2,2-difenil-1-picrilhidrasil (DPPH). Aliquotas de
20 pl dos extratos foram adicionados a 3 mL da solucdo do radical livre DPPH a 100 uM. Apds 30 minutos,
fez-se a leitura da absorbancia a 515 nm para DPPH, utilizando um espectrofotémetro AJX-1000 UV/VIS. Os
valores encontrados foram calculados de acordo com a Equacgdo 3: onde Ag é a absorbancia do branco, Ax é
a absorbancia da amostra, V é o volume de centrifugado em mL, m é a massa de amostra em g, € é
absortividade molar do Trolox em DPPH e FD é o fator de diluicdo. Os resultados expressos em mg por litro
de extrato, através da construgdo de uma curva padrdo Trolox em DPPH.

reac = L2, YV opp
€ m

Acucares redutores

Os acucares redutores foram determinados pelo método colorimétrico da glicose usando 1 mL 3,5-
dinitrosalicilico (DNS, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Alemanha), 1 mL de extrato e 1 ml de 4gua, seguido de
banho-maria fervente (JProlab Modelo 8370) por 5 minutos. No branco, foi utilizada agua destilada no lugar
do meio de cultura. Todas as medidas foram conduzidas em triplicatas. A transmitancia resultante dessa
reacdo foi medida a 490 nm, utilizando um espectrofotdmetro AJX-1000 UV/VIS. A massa de glicose no
meio reativo, foi determinada através da curva padrdo de glicose Equacdo 4: onde AB é a absorbancia do
branco, AA é a absorbancia da amostra, Aé a constante de proporcionalidade de 1,72274; V é o volume
final do meio reativo, em mL, e F é o fator de diluicdo. Os limites de detec¢do e quantificagcdo sdo iguais a

32,5 mg L' e 108,44 mg L respectivamente (FERREIRA, 2016).

AA— AB
m =448,

F
A

Analise por CLAE-DAD

A andlise de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foi realizada em um cromatégrafo da marca
Agilent Technologies, detector de arranjos de diodos (DAD), com varredura entre 140-800 nm, usando uma
coluna de separagdo analitica Zorbax Cis (3,9 cm x 150 mm x 4 um). O eluente de escolha foi acetonitrila
Merck grau HPLC e dgua ultrapura (20:80) ajustando-se o pH 2,5 com acido acético p.a Merck. A injecdo da

amostra foi de 20 uL a 35 °C com fluxo de 0,5 mL min. A quantificac3o foi feita por padroniza¢do externa,
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com os padrées galico, cafeico e resveratrol da marca Sigma, usando curva de calibragdo (Tabela 8 -
Resultados). As solucbes estoque foram 2.500, 2.000 e 1.000 pg mL? dos padrdes galico, cafeico e
resveratrol, respectivamente. Os compostos fendlicos foram identificados comparando os tempos de
retencdo dos padrdes e através de informagdes obtidas dos espectros de absorcdo no UV-visivel em
comprimento de onda de 250 a 320 nm. O teor dos compostos fendlicos foi expresso em pg mL? de

extrato.

Andlise estatistica

O software Statistica 13.4 (STATSOFT EUA) foi utilizado para calcular os coeficientes de regressao
linear, o coeficiente de determinacdo e a analise de variancia (ANOVA), bem como para gerar os graficos
em duas e trés dimensdes. Os intervalos de confianca dos coeficientes foram calculados multiplicando-se o
erro padrdo por Student-t (n-2), ajustado aos graus de liberdade (p = 0,05). A comparacdo de médias foi

feita pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Curva de calibragdo para determinagao de fendis totais

Na Figura 1 tem-se uma curva de calibragdo tipica para determinacdo de fendis totais com
coeficiente de determinacdo (R?=0,9815). A constante de proporcionalidade (A) entre a absorbancia e a
concentracdo de fendis totais e coeficiente linear da reta (B) foram calculadas por regressao linear. O valor
de A (coeficiente angular) foi significativo (p0,01) e com intervalo de confidéncia de 0,001445+0,000198 L
mg?t cm™. O valor de B é 0,007511+ 0,052207 mg L. Os Limites de Deteccdo (LD) e Quantificacdo (LQ)
iguais a 76,69204 e 255,6401 mg L. A absortividade molar para fendis foi de 27280 L mol™ cm™. SILVA et
al. (2011), usando o mesmo método de Singleton et al. (1965), obteve uma curva semelhante com uma

absortividade molar igual a 20.500 L mol™t cm™.

Absorbancia

0 100 200 300 400 500
Fendis Totais (mg/L)
Figura 1: Curva de calibracdo para fendis totais.

A andlise de variancia (ANOVA) da curva de calibragdo para fendis totais € mostrada na Tabela 2.
Como o valor do Fcaculado € mMaior que O Frapelado, pode-se dizer que o modelo é preditivo. Assim,

considerando que o coeficiente linear nao foi significativo, pode-se afirmar que a curva segue a Lei de
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Lambert-Beer e pode ser calculado pela Equagdo 1 descrita na Metodologia.

Tabela 2: Andlise de variancia da curva de calibragdo para fendis totais

Efeito s.Q G.L M.Q Fcaculado
Regressdo 0,518686 1 0,518686 317,6414
Residuo 0,009798 6 0,001633

Total 0,528483

F (1,6) tabelado =13,75a 1%
Curva de calibragao para capacidade antioxidante

A curva de calibracdo para capacidade antioxidante encontra-se na Figura 2. A constante de
proporcionalidade (A) entre a absorbancia e a concentracdo de fendis e o coeficiente linear da reta (B)
também foram calculadas por regressao linear. O valor de A (coeficiente angular) foi significativo (p0,01)
e com intervalo de confidéncia de 0,00074+0,00007. O valor de B é -0,01084+0,03938. Os Limites de
Detecgdo (LD) e Quantificacdo (LQ) iguais a 69,692 e 232,307 mg L (Tabela 5). A absortividade molar para
capacidade antioxidante foi de 186 L mol? cm™. Silva et al. (2011), usando o mesmo método de Ozgen

(2006), obteve uma curva semelhante com uma absortividade molar igual a 188 L mol™* cm™.

0,400

Absorbancia

0,200

0.000

00 1000

=]

200 400 600
Trolox-DPPH (mg/L)
Figura 2: Curva de calibragdo para capacidade antioxidante
A andlise de variancia (ANOVA) da curva de calibragdo para capacidade antioxidante é mostrada na
Tabela 3. Como o valor do Fcaiculado € maior que 0 Frabelado, pode-se dizer que o modelo é preditivo. Assim,
considerando que o coeficiente linear nao foi significativo, pode-se afirmar que essa também segue a Lei de

Lambert-Beer e pode ser calculado pela Equacgao 3.

Tabela 3: Analise de variancia da curva de calibragdo para capacidade antioxidante.

Efeito S.Q G.L M.Q Fcaculado
Regressao 0,443038 1 0,443038 581,1595
Residuo 0,003049 4 0,000762

Total 0,446087

F(1,4) tabelado=21,20a1 %
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Efeito da relagao solvente e agua na extragdo in vitro

Na Tabela 4 encontram-se listados os resultados para os teores de antocianinas, fendis totais,
capacidade antioxidante relativa (TEAC-DPPH) e agucares redutores para o efeito da relagdo solvente e
agua na extracdo in vitro. Para fendis totais, os ensaios 2 (1.000,259 mg GAE L), 3 (1.085,603 mg GAE L?),
4 (895,201 mg GAE L1), 6 (1.016,602 mg GAE L) e 7 (953,567 mg GAE L!) foram significativamente
superiores aos demais tratamentos (p < 0,05). Também se observou esse comportamento para ANT e CA
(Tabela 4). Tal fato indica que a mistura dos solventes em agua, tanto 50 % em volume como 75 % volume,
melhorou a solubilidade dos compostos fendlicos, independente do solvente na mistura ser metanol ou
etanol. Cheng et al. (2012), comparando trés misturas solvente e agua a 50 % (v/v), na extragdo de
compostos fendlicos de residuo de uva das cultivares pinot noir (PN) e pinot meunir (PM) na temperatura
ambiente, encontraram para PN 148,4 mg GAE por grama extrato e para PM 77,5 mg GAE por grama
extrato, ambos os valores para mistura metanol e agua 50 %, que foi superior tanto mistura etanol e dgua
como a mistura acetona e agua a 50 %. Para capacidade antioxidante observaram o mesmo
comportamento, mas ndo mediram antocianinas totais. Outros autores tém demonstrado a importancia da
relacdo solvente dgua na extracdo, bem como o tipo de solvente (BABBAR et al., 2011; NEGRO et al., 2003;
VENKATESAN et al., 2019).

Tabela 4: Fendis totais (FT), antocianinas totais (ANT) e capacidade antioxidante (CA) e agucares redutores que foram
obtidos usando diferentes relagdes solvente e agua 25 °C.

Solventes Tratamento Proporgdes FT ANT CA AR
(vg GAEg?) (mg 100 g?) (mg L) (sL?)
Metanol 1 0 385,473 b 137,8140 b 382,381b 1,06 b
Metanol 2 50 1.000,259 a 533,2654 a 989,048 a 2,13 a
Metanol 3 75 1.085,603 a 603,1908 a 1.140,476 a 2,02a
Metanol 4 100 895,201 a 529,1921 a 957,619 a 0,47 b
Etanol 5 0 316,991 b 100,8147 b 288,095 b 1,44 b
Etanol 6 50 1.016,602 a 422,9464 a 880,952 a 2,282
Etanol 7 75 953,567 a 448,7441 a 857,143 a 2,28 a
Etanol 8 100 309,209 b 118,4657 b 402,619 b 2,15a

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p <0,05). Os coeficientes de variagdo
experimental ficaram entre 10 e 20 %. Os oito tratamentos foram repetidos em triplicata.

Por outro lado, os tratamentos 1 e 5, somente dgua como solvente de extracdo, usados como
controle do erro do tipo |, ndo apresentaram diferenca entre si por Tukey (p<0,05) e tiveram resultados
inferiores para FT, ANT e CA in vitro (Tabela 4). O tratamento 8, somente etanol como solvente de
extracdo, também inferior para FT, ANT e CA. Buci¢-koji¢ et al. (2009), estudando a influéncia da
temperatura e da mistura etanol e dgua na extracdo de compostos fendlicos de semente de uva da cultivar
Frankovka, também observaram os menores valores para FT para dgua pura (FT= 30.87 mg g1), seguido de
etanol puro (FT= 94,44 mg g!). Assim como neste trabalho, os referidos autores encontraram maior teor

de fendis totais para mistura 50 % em volume de etanol, porém eles trabalharam a 80 °C, FT igual 129.59
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mg g'. Para antocianidinas e atividade antioxidante encontraram maior teor para 50% em volume de
etanol. Quanto ao efeito da temperatura, para mistura 50 % etanol e agua, o valor de FT a 80 °C
praticamente dobrou quando comparado com a temperatura 25 °C (FT= 70,77 mg g?).

Para teor de agucares redutores, observou-se comportamento semelhante aos resultados
encontrados para FT, ANT e CA, ou seja, os tratamentos 2 (2,13 gL?), 3(2,02gL?),6(2,28gLY) e 7(2,28¢
L) foram significativamente superior aos demais (p < 0,05). A excecdo foi o tratamento 4, 100 % de
metanol, que foi significativamente superior para FT, ANT e CA, mas ndo para o AR. O tratamento 8, 100 %
etanol, ficou no mesmo nivel de significancia dos tratamentos 2, 3, 6 e 7. Por outro lado, observou-se um
baixo teor de AR nos tratamentos 1 e 5, que é 100 % agua. Isto provavelmente ocorreu porque parte dos
aclcares redutores esta combinado com as antocianidinas para formar a antocianina mesmo apds a
extracdo a temperatura ambiente. Normalmente, a glicose livre é mais solivel em agua do que em etanol e
suas misturas (ALVES et al., 2007). Por outro lado, as antocianidinas sozinhas sdo pouco solluveis em agua e
bastante solivel em etanol e suas misturas, observado nos estudos de Buci¢-Koji¢ et al. (2009). Assim,
considerando que parte dos agucares redutores estdo combinados na forma de antocianinas, os dois
efeitos estdo contribuindo no valor de AR no tratamento 8, somente etanol.

Segundo Jayaprakasha et al. (2001), a presenga de agua melhora a permeabilidade do tecido celular
e, portanto, permite uma melhor massa de transferéncia por difusdo, porém muitos autores relatam que a
agua, quando utilizada como Unico solvente, indica resultados inferiores para FT, ANT e CA (CACACE et al.,
2003; BUCIC-KOJIC et al., 2009; CUJIC et al., 2016). Além do provavel efeito sinérgico ainda nio bem
documentado na literatura, a melhor explicagdo para esse fato é que a 4gua recupera os compostos
bioativos solliveis em dgua na miriade de compostos fendlicos presentes em tecidos vegetais. Outro fato
importante é se o composto fendlico encontra-se livre ou ndo no tecido vegetal ou apds a extragdo. Por
exemplo, Lou et al. (2014) encontraram para o composto p-cumarico FT de 355 mg GAE 100 g apds um
pré-aquecimento antes da extragdo, sendo que o p-cumarico na forma soluvel contribuiu com 24,2 % do
valor total de FT e o p-cumarico na forma insoltvel 63,8 %. A forma sollvel foi testada em agua quente e

acetato de etila como solventes extratores.

Correlagdo entre FT e ANT com capacidade antioxidante

Os coeficientes de correlacdo calculados para fendis totais versus capacidade antioxidante e
antocianinas totais versus capacidade antioxidante para os oitos tratamentos in vitro sdo mostrados nas
Figuras 3 e 4. Tanto FT (r=0,95496) como ANT (r=0,98455) mantiveram uma correlagdo forte e positiva com
CA. Resultados semelhantes foram encontrados por Cheng et al. (2012) para residuo de uva. Outros
autores tém demonstrado essa correlagao para outras frutas, vegetais e seus residuos (CANTILLANO et al.,

2012; XU et al., 2009; PASKO et al., 2009).
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Figura 3: Correlagdo entre CA e FT para os extratos in vitro.
1400
1200

1000

=
=1
=

CA (mg.L™")

400

b

r= 98455

0 100 200 300 400 500 800 700 800
ANT (mg.100 g™)

Figura 4: Correlacdo entre CA e ANT para os extratos in vitro.
Quantificagdo de acido galico, acido cafeico e resveratrol por CLAE

Na Tabela 5 tem-se os parametros, os limites de detec¢do, quantificacdo e a andlise estatistica das
curvas de calibracao do acido gélico, acido cafeico e resveratrol. Todas mostraram-se preditivas decorrente

de Fealculado bEM superior ao Fiabelado-

Tabela 5: Parametros das curvas de calibragdo para acido galico, acido cafeico e resveratrol.

Coeficientes Valores 2
Acido gélico Acido cafeico Resveratrol
(ng.mL?) (ng.mL?) (ng.mL?)
A (angular) 100,8+ 116,4 ™ 90,1+1,35 ** 179,7 +3.70**
B (linear) -388,1+ 3,83 " 48,6 £41,0™ 69,0+112,1 N
R? 0,98 0,99 0,99
LD 4,04 1,59 2,18
LQ 12,2 4,82 6,61
F calculado 3046,7 19620,21 10433,28
F tabelado (1,16) 8,53 8,53 8,53

avalor @ intervalo de confidéncia a p=0,05. **Significativo (p20,01). " Nio significativo.

O espectro cromatograma obtido para solu¢des de acido galico, acido caféico e resveratrol e seus

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais

v.12-n.5 * Mai 2021 Page |115




Solubilidade de compostos fendlicos e atividade antioxidante em extratos obtidos de residuo de uva de vinho da Cultivar Bordé
RODRIGUES, C. S.; PIEGAS, I. O.; COSTA, P. M.; VAZ, B. S.; MONKS, J. L. F.; SAINZ, R. L.; TORALLES, R. P.;

respectivos tempos de retencdo estdo na Figura 5. Como podemos ver, considerando as caracteristicas da

coluna C18, o 4acido galico é o mais polar e a ordem de polaridade é acido gdlico > acido cafeico >

resveratrol.

Figura 5: Espectro cromatograma dos compostos fendlico e seus respectivos tempos de retengdo (TR): acido galico
(TR= 6,012 minutos, 200 nm); acido cafeico (TR= 8,468 minutos, 320 nm) e resveratrol (16,015 minutos, 320 nm).

Na Tabela 6 tem-se o estudo do efeito da relagdo solvente e agua na extracdo in vitro do acido
galico, acido cafeico e resveratrol determinados por CLAE. Para o acido galico, os tratamentos 1 (30,3 ug
mL?) e 5 (38,3 ug mL?), somente dgua como solvente, foram significativamente superiores aos demais
tratamentos (p < 0,05). Lou et al. (2014) demonstraram a boa solubilidade desse acido em agua e acetato
de etila.

Os tratamentos 3 (37,8 ug mL?) e 4 (37,3 pug mL?) foram significativamente superiores para acido
cafeico (p < 0,05), seguido dos tratamentos 2 (29,5 pug mL?), 6 (27,2 pg mL?) e 7 (29,10 ug mL?). Tal fato
indica que o acido cafeico teve um comportamento semelhante aos resultados para FT, ANT e CA, ou seja,
os maiores valores absolutos para acido cafeico foram encontrados para as misturas 50 e 75 % v/v, tanto
para metanol como etanol, sendo que o metanol puro se mostrou melhor que o etanol puro e dgua pura
para extracdo de acido cafeico. Para extrato (75 % v/v de etanol) de residuo prensado semente de uva
cultivar Lemberger, Maier et al. 2009 encontraram 127,7 mg Kg* de acido galico e 12,3 mg Kg?! &cido

cafeico.

Tabela 6: Acido galico, acido cafeico, resveratrol que foram obtidos usando diferentes relacdes solvente e dgua a 25
oC.

Solventes Tratamento Proporgoes Acido gélico Acido cafeico Resveratrol
(ug mL?) (ng mL?) (ug mL?)

Metanol 1 0 30,3b 1,88d 0,0e
Metanol 2 50 19,6 ¢ 29,5b 0,0e
Metanol 3 75 13,7 d 37,8a 0,189 ¢
Metanol 4 100 0,0e 37,3a 0,289 a
Etanol 5 0 38,3a 2,04d 0,0e
Etanol 6 50 0,0e 27,2 b 0,0e

Etanol 7 75 0,0e 29,1b 0,234 b
Etanol 8 100 0,0e 5,34c 0,133 d

*Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p <0,05). Coeficientes de variagdo
experimental ficaram entre 10 e 20 %. Todos menores que LD para o teor de resveratrol. Os oito tratamentos foram
repetidos em triplicata.

Todos os valores encontrados para resveratrol ficaram abaixo do limite de deteccdo LD, que é a
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mais baixa concentra¢do de analito que pode ser detectado de forma confidvel e distinto de zero; porém o
tratamento 4, somente metanol, foi onde observou-se o maior valor para resveratrol. Natividade et al.
(2013), trabalhado com a identificagcdo de 25 compostos por CLAE em diferentes sucos de uva do vale Sao
Francisco, identificou e quantificou esses compostos em sucos de uvas. Os valores para acido gélico ficaram
entre 1,92 e 5,42 mg L'%; do 4cido cafeico entre 0,14 e 3,90 mg L e do resveratrol entre 0,05 e 0,67 mg L.
Os coeficientes de correlagdo calculados para acido cafeico versus fendis totais e acido cafeico
versus capacidade antioxidante estdo as Figuras 6 e 7. Tanto FT (r=0,89404) como CA (r=0,91995)
mantiveram uma correlacdo forte e positiva com 4acido cafeico. ANT versus acido cafeico também,
r=0,92451. Tanto o 4cido gélico como o resveratrol mostraram correcdo fraca com FT, ANT e CA, r < 0,5.
Minussi et al. (2013), trabalhando com extratos de vinho branco e tinto, encontraram correlacdo forte para

acido gélico e cafeico, mas baixa para resveratrol.
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Figura 6: Correlagdo entre acido cafeico e fendis totais.
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Figura 7: Correlagdo entre acido cafeico e capacidade antioxidante.

CONCLUSOES

Para os oito tratamentos, em que se estudou o efeito da relagdo solvente e dgua na extracdo de
compostos fendlicos e aglcares redutores em residuo de uva da cultivar Bordd in vitro, destacaram-se
positivamente as relag8es 50 e 75 % v/v de solvente, tanto para metanol como etanol, em relagdo TFT, TAT,
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AA e AR. Além disso, o metanol puro mostrou-se superior como solvente frente a dgua pura e o etanol
puro, exce¢do para valor de AR. Ja o etanol puro mostrou-se positivo para AR, mas a agua pura ndo. A
melhor explicacdo para esse fato é que parte desse aglcar esta na forma glicosilada com as antocianidinas.
Houve alta correlagdo direta entre a FT, CA e ANT, sendo que dos trés compostos identificados por
HPLC, o acido cafeico destacou-se positivamente para atividade antioxidante. O resveratrol teve uma
correlagdo moderada e o acido galico a contribuicdo é inversa. As curvas de calibracdes para FT e CA
seguiram a Lei de Lambert-Beer, sendo que a relagdo entre absor¢do versus FT e absorcdo versus CA sdo
lineares e crescentes com absortividade molar de 27280 L mol? cm™ e 186, respectivamente. A curvas de
calibragdo para o acido galico, cafeico e resveratrol também tiveram comportamento linear e crescente.
Finalmente, os resultados in vitro indicam que a mistura solvente e dgua, tanto usando etanol como
metanol, na propor¢do de 50 ou 75 %, melhora a extragdo dos compostos fendlicos pelo aumento da
solubilidade e, como consequéncia, facilita a permeabilidade e transferéncia desses compostos por difusao.
Porém, os resultados deste trabalho ndo sdo conclusivos em relagdo a natureza quimica que foi favorecida

frente aos oito tratamentos in vitro, mas os resultados para AR indicam que os compostos fendlicos estdo

na forma complexa.
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