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RESUMO

Com o aumento da populagdo e crescimento da producdo industrial, hd uma crescente
quantidade de residuos provenientes destas transformacdes. Neste estudo o foco séo os co-
produtos do processo de vinificagdo, conhecidos como bagaco. Anualmente séo produzidas no
mundo 60 milhGes de toneladas de uva, das quais 80% sdo utilizadas no processo de
vinificacdo, gerando toneladas de co-produtos organicos pouco aproveitados. Este €
caracterizado por conter altas concentracfes de compostos fenolicos, os quais podem ser
reaproveitados como antioxidantes. Assim, o principal objetivo deste projeto foi apresentar a
influéncia de diversos métodos de extracdo sobre a composicdo quimica e a atividade
antioxidante destes extratos/fragdes. Para isso foram realizadas extragcbes por micro-ondas,
ultrassom e liquido-liquido, com solventes de polaridades diferentes (etanol, agua, metanol,
hexano, cloroférmio e acetato de etila). Além disso, o extrato foi fracionado com auxilio de
coluna aberta utilizando silica como fase estaciondria e como fase movel solventes de
diferentes polaridades. A caracterizagdo quimica foi realizada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com detector UV-Vis (CLAE-UV) e Espectrometria de Massas de
Alta Resolugdo (EMAR). Entre os principais compostos identificados estéo os fendlicos como
a rutina, o acido galico, a catequina, e alguns carboxilatos como o acido linoleico e o &cido
estearico. Nas extracdes realizadas podemos identificar que o solvente etanol, em todos os
métodos de extracdo, obteve melhores resultados referente a qualificacdo e quantificacdo de
compostos quimicos em analise com CLAE-UV. A avaliacdo da capacidade antioxidante foi
realizada através do método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"). Os dados obtidos por
extracdo micro-ondas mostraram uma maior porcentagem de varredura (2,44%+36,64),
guando o solvente utilizado foi o etanol. Na extracéo por sonografia, os valores mais elevados
2,07%=74,22 foram observados utilizando-se acetato de etila. Na extracdo liquido-liquido o
maior percentual de varredura (0,61+33,62) foi observado para o solvente acetato de etila. Em
geral, os extratos obtidos por extracdo com micro-ondas apresentaram maior teor de
compostos fenolicos (0,04+13,18 a 6,02mg+107,03 GAE/100g). Os resultados obtidos neste
projeto indicam que este co-produto pode ser melhor aproveitado para a aplicagdo como uma
fonte de ingredientes funcionais, como suplementos alimentares ou na inddstria cosmética,
por conterem compostos importantes.

Palavras-chave: Uva. Vinificacdo. Co-produto. Extracdo. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

With increasing population and industrial production growth, there is an increasing amount of
waste coming from these transformations. The focus of this study will be on the co-products
of the winemaking process, known as grape marc. Every year 60 million tons of grape are
produced, 80% of which are used in the winemaking process, generating tons of underutilized
organic co-products. This is characterized by its high concentrations of phenolic compounds
which can be reused as antioxidants. Thus, the main goal of this project was to present the
influence of different extraction methods on chemical composition and antioxidant activity of
these extracts/fractions. For this, the extractions were performed by microwave, ultrasound
and liquid-liquid, with different polarities solvents (ethanol, water, methanol, hexane,
chloroform and ethyl acetate). Moreover, the extract was fractionated with the aid of an open
column using silica as stationary phase and different polarities solvents as mobile phase. The
chemical characterization was performed by High Performance Liquid Chromatography with
UV-Vis detector (CLAE) and High Resolution Mass Spectrometry (HRMS). Among the main
compounds identified are phenolics such as rutin, gallic acid, catechin, and some carboxylates
such as linoleic acid and stearic acid. In the extracted extractions we can identify that the
ethanol solvent, in all extraction methods, obtained better results regarding the qualification
and quantification of chemical compounds in analysis with HPLC-UV. The evaluation of
antioxidant capacity was carried out using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH )
method. The data obtained by microwave extraction showed a higher percentage of scanning
(2,44%=36,64), when the solvent used was ethanol. In the extraction by sonography, the
highest values 2,07%+74,22 were observed using ethyl acetate. In the liquid-liquid extraction
the highest percentage of sweep (0,61+33,62) was observed for the solvent ethyl acetate. In
general, the extracts obtained by extraction with microwaves presented higher levels of
phenolic compounds (0,04+13,18 a 6,02mg+107,03 GAE/100g). The results obtained in this
project indicate that this co-product can be better utilized for the application as a source of
functional ingredients, as food supplements or in the cosmetic industry, because they contain
important compounds.

Keywords: Grape. Winemaking. Co-products. Extraction. Phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

No ultimo século a populacdo brasileira sextuplicou. Estatisticas do IBGE — Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica 2017 informam que no pais ha cerca de 207 milhdes de
pessoas. O aumento da populacdo tem demandado uma expansdo da industria. Assim, tem
havido um recorrente aumento de residuos gerados a partir dos processos industriais, 0s quais
precisam ser descartados convenientemente.

Inseridas nesse contexto estdo as industrias vinicolas, que consideram o bagago como
subproduto. Este co-produto, gerado no processo de elaboracdo de suco de uva, tem atraido a
atencdo de pesquisadores devido a sua composi¢do quimica ser baseada em compostos
fendlicos, os quais sdo antioxidantes naturais. A producdo de uvas para processamento
vinicola ocupa uma éarea de aproximadamente 83.700 hectares no Brasil, sendo mais
proeminente na regido da Serra Gaucha (IBGE, 2016). Portanto, trata-se de uma importante
atividade agricola e econdmica, principalmente nesta regido (BARBA et al., 2016).
Anualmente sdo produzidos quase 20 milhGes de toneladas de residuos de vinificacdo que sdo
descartados, muitas vezes, de forma inadequada causando um problema ambiental grave.

Durante o processo de vinificacdo sdo gerados residuos como: engago, casca e
sementes. Estes co-produtos sdo, muitas vezes, descartados ou utilizados como
condicionadores do solo. Por outro lado, possuem uma composi¢cdo quimica rica em
compostos valiosos. Entre as substancias presentes estdo catequinas, flavondis, glicosideos,
alcoois e acidos fendlicos, estilbenos e antocianinas (KAMMERER et al., 2005).

Entre os compostos originados do metabolismo secundéario da planta sobressaem os
compostos fendlicos, os quais sdo substancias com, ao menos, um anel aromatico ligado a
uma hidroxila. S&o encontrados em frutas, verduras, sementes, bem como em chas, vinhos,
sucos e outras fontes de alimentos consumidos regularmente na dieta humana, destacando-se
as uvas que sdo particularmente ricas em polifendis bioativos, especialmente os flavonoides.

Neste contexto, ha um crescente interesse pela utilizacdo de co-produtos de vinificacéo
por possuirem propriedades antioxidantes decorrentes da presenca de compostos fendlicos da
uva. Assim sendo, o intuito desta pesquisa é avaliar diferentes métodos de extracdo com
intencdo de produzir extratos enriquecidos em compostos fendlicos a partir de co-produtos da
elaboragéo de suco de uva. Entre os meétodos de extragdo foram utilizados: micro-ondas,
ultrassom, liquido-liquido. Além disso, o extrato foi fracionado com auxilio de coluna aberta
utilizando silica como fase estaciondria e como fase movel solventes de diferentes

polaridades. Para complementar o estudo foram feitas caracterizagbes quimicas dos extratos

10



elou fracBes obtidas através de diferentes métodos analiticos (CLAE-UV e EMAR). A
capacidade antioxidante foi determinada pelo método de DPPH, e a quantidade de compostos

fenolicos totais foi avaliada pelo método de Folin-Ciocalteau.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes métodos de extracdo com intengdo de produzir extratos

enriquecidos em compostos fenolicos a partir de co-produtos da elaboracéo de suco de uva.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Comparar 0os métodos de extracdo por ultrassom, micro-ondas e liquido-liquido
para separar compostos com atividades antioxidantes a partir de residuos da
elaboracdo de suco de uva.

— Auvaliar e quantificar a composicdo quimica dos extratos obtidos através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector UV-VIS (CLAE-UV) e
Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR).

— Determinar a quantidade de fenolicos totais através do método Folin-Ciocalteau.

— Determinar a capacidade antioxidante atraves do método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH?).

12



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 UVAE VINHO

Na antiguidade, era considerada uma arte a transformagdo de uva em vinho. Na
atualidade continua sendo considerada uma arte a vinificagdo, no entanto, com uma
preocupacio maior com os valores sensoriais e funcionais da bebida (FERNANDES, 2008). E
vasta a literatura que disserta sobre a parreira, a uva e o vinho esclarecendo que ha muitas
variedades de uvas, sendo que a maioria delas pertence as classes Vitis viniferas. Aqui cabe
destacar as informacdes apresentadas por Zhu et al. (2014) que indicam ser a uva uma das
frutas mais cultivadas no mundo, principalmente em continentes de climas temperados. As
estatisticas do IBRAVIN (2016) — Instituto Brasileiro do Vinho — indicam que, anualmente,
sdo produzidas 60 milhdes de toneladas de uvas no Brasil, dos quais 80% sé&o utilizadas na
producdo de vinhos, sucos e derivados. As primeiras espécies de videiras, vindas de Portugal,
foram introduzidas no Brasil por Martim Afonso Souza no ano 1531-1532.

A uva é o fruto da videira, género Vitis. Entre as espécies destacam-se as Vitis
viniferas utilizadas para a producdo de vinhos. Esta espécie deve ser observada com atencéo
no que diz respeito ao seu potencial qualitativo, especialmente aos seus compostos
polifendlicos e aromaéticos. A uva apresenta cabo, ou pedunculo, por onde os vasos de
alimentacdo transportam, para a polpa, 0s componentes necessarios que sdo produzidos nas
folhas pela fotossintese. Esta é realizada nas folhas verdes da videira e transformam a energia
solar em carboidratos, que uma vez fermentado dardo origem ao alcool do vinho (REAL,
1981). Na figura 1 destaca-se a baga da uva em corte. Na parte externa o grdo de uva possui
casca ou pelicula, e na parte interna, geralmente ao centro, as sementes ou grainhas. Estas
partes possuem substancias comuns, ou diferentes, que entrardo na composicao do vinho ou
suco, pois todo o conjunto serd esmagado e preparado para a fermentacéo.

Conforme Real (1981), taninos sdo encontrados no engaco, principalmente no
pedunculo, enquanto nas cascas, ou peliculas, existem, além dos taninos, moléculas
responsaveis pelos pigmentos escuros em uvas pretas e rosadas. A polpa, quando madura,
possui agucares, acidos organicos, entre outros compostos quimicos. A semente, ou grainha,

possui acidos graxos, taninos e outras substancias.
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Figural — Composicao do gréo da uva

b e e Padiinculo

__Vasosde
alimentacdo

_———Pelicula

————Grainha

Fonte: Real (1981). A uva, em corte, mostra as partes que a compdem (foto de Miguel Torres,
desenho Octavio Pato).

E importante ressaltar que as cascas levam consigo substancias aromaticas, entre elas
compostos fendlicos. As cascas das uvas sdo de grande importancia para as caracteristicas do
vinho. Conforme Anastasiadi et al. (2011), as uvas sdo particularmente ricas em polifendis
bioativos como antocianinas, flavondis, flavonoides, estibenos e &cidos fendlicos. Sua
biossintese ocorre durante o desenvolvimento normal, ou como resposta a condicdes de stress
tais como: infeccdo, ferimento e irradiacdo UV. Em particular, o estilbeno fitoalexina trans-
resveratrol é sintetizado como resposta a varias formas de stress bidtico e abidtico, como
fungos, infeccdes, lesdes, geada e metais pesados.

Yilmaz et al. (2014) indicam que a pele e sementes da uva sdo ricas fontes de
compostos fendlicos como os flavonoides e as antocianinas. O autor relata que a presenca
destes compostos depende de varios fatores, tais como: a variedade, maturidade das uvas, e

também envolvem a pratica utilizada na viticultura.

3.2 INDUSTRIA VINICOLA: PRODUTO E SUBPRODUTO

A industria vitivinicola é considerada muito importante para algumas regides do
mundo e dos respectivos paises. No Brasil encontra-se presente em varios estados e regides
concentrando-se em duas especificas: Serra do Rio Grande do Sul e Nordeste Brasileiro. Esta
atividade é especialmente importante para o Rio Grande do Sul por possuir grande
importancia socioeconémica devido ao seu elevado impacto na geracdo de emprego e renda.
Nesta regido, quase a totalidade da producéo se destina a agroindustria do suco e do vinho.

Uma das caracteristicas marcantes dos diferentes segmentos da vitivinicultura é a

coexisténcia de regides com diferencas climéticas, que vao desde regides temperadas de
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altitude até polos de produgdo em clima tropical (ZANUS, 2015). Mello (2016) destaca que
nos ultimos anos, com a implementagdo das Indicagcdes Geograficas no Brasil, a viticultura
tem contribuido fortemente para o desenvolvimento dos territérios envolvidos, promovendo a
agregacdo de valor aos produtos e a valorizacdo de seus respectivos fatores naturais e
culturais.

A atividade vitivinicola tem experimentado transformac@es significativas nos ultimos
anos em decorréncia das contingéncias que se colocam no cenario do agronegocio brasileiro.
Além disso, tem tentado acompanhar as tendéncias da vitivinicultura mundial. Nesse sentido,
o perfil do negdcio vitivinicola brasileiro, como um todo, tem evoluido continuamente e o
esforgo pela procura da exceléncia e da qualidade tem sido consideravel. O Brasil é o maior
pais da Ameérica Latina, sendo considerado o quinto maior produtor vitivinicola do
Hemisfério Sul produzindo vinhos desde o comeco de sua colonizagdo. A viticultura brasileira
ocupa uma area de aproximadamente 83.700 hectares e, em 2015, foram produzidas
1.499.353 toneladas de uvas no Brasil, conforme dados apresentados na tabela 1 (IBGE,
2016).

Tabela 1 — Produg&o de uvas no Brasil (toneladas)

Estado/Ano 2013 2014 2015
Ceara 664 573 940
Pernambuco 228.727 236.767 237.367
Bahia 52.808 77.504 77.401
Minas Gerais 12.734 11.557 12.615
Séo Paulo 172.868 146.790 142.063
Parana 79.052 80.910 80.000
Santa Catarina 53.153 66.106 69.189
Rio Grande do Sul 808.267 812.537 876.286
Goias 4.581 3.330 3.492
Brasil 1.412.854 1.436.074 1.499.353

Fonte: Mello (2016).

No Rio Grande do Sul, a producgéo de vinhos, suco e derivados foi de 583.015 milhdes
de litros em 2015 (IBGE, 2016). O segmento de suco tem sido uma alternativa para a
sustentabilidade da vitivinicultura gaicha, pois tem absorvido uma boa parte da producdo de
uvas americanas e hibridas que tradicionalmente eram destinadas apenas para a producdo de

vinhos de mesa.
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A producdo de uvas destinadas ao processamento de vinho, suco e derivados foi de
781.412 milhdes de quilos de uvas em 2015, representando 52,12% da producgédo nacional. O
restante da producdo (47,88%) foi destinado ao consumo in natura (MELLO, 2016). No
entanto, ha uma grande variabilidade no material genético utilizado, sendo mais de 120
cultivares de Vitis vinifera e mais de 40 cultivares de uvas americanas, incluindo castas de
Vitis labrusca, Vitis bourquina e de hibridas interespecificas (CAMARGO et al., 2011).

Conforme relata o site http://www.winesofbrasil.com/pt/, atualmente a producdo de
vinhos finos no Brasil chega a 10.000 hectares de uvas Vitis vinifera. Sdo, aproximadamente,
150 vinicolas elaborando vinhos finos espalhadas pelo pais. A inddstria vitivinicola brasileira
é formada por cerca de outras 1.000 vinicolas, a maioria instalada em pequenas propriedades
(média de 2 hectares por familia), dedicando-se a producdo de sucos, vinhos de mesa ou
artesanais.

O processo de vinificacdo tem inicio na avaliagdo das condicfes sanitarias e da
maturacdo da uva, considerando que esta € mensurada pela medida de sélidos sollveis
conhecido como brix (os principais sdo acgUcares), presentes na uva. Equipamentos especificos
processam o desengagamento, que consiste em separar 0 grao do engago e, posteriormente, o
esmagamento, quando as bagas passam por uma prensa de borracha para romper sua casca e
liberar o suco (FERNADEZ, 2008). Ap6s ocorre o chamado processo de fermentagdo que da
origem ao vinho.

No processamento da uva para a obtencdo de sucos, vinhos e derivados, pela industria
vitivinicola, geram-se diversos residuos como a borra, sementes e 0 bagaco, sendo este ultimo
0 mais representativo dos co-produtos (CRUZ et al., 2010). Estima-se que, aproximadamente,
80% da producdo mundial de uva seja destinada a fabricacdo de vinhos, e que para cada 100
litros de vinho séo gerados de 25 a 31 Kg de residuos, sendo de 13 a 17 Kg sé de bagaco. Ao
considerar que, em 2009, cerca de 680 mil toneladas de uva foram destinadas a producéo de
sucos, vinhos e derivados, pode-se inferir que a quantidade de co-produto gerado foi de
aproximadamente 135 mil toneladas (20%). Na figura 2 destacamos, de forma simplificada, a

fabricacédo do vinho.
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Figura 2 — Fluxograma simplificado da fabrica¢éo do vinho
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Esta pronto para o
ENGARRAFAMENTO consumo.

Campos (2005) relata que o bagaco de uva é composto por 40% de fibra, 16% de 6leo,
11% de proteinas, 7% de compostos fendlicos, acucares e sais minerais. Relata ainda que a
casca da uva é uma fonte de antocianidinas e antocianinas, que sdo considerados corantes
naturais e também possuem propriedades antioxidantes. Este bagaco de uva pode ser
considerado um problema ambiental, e possui pH baixo e elevados teores de compostos
fendlicos, antibacterianos e fitotoxicos, dificilmente degradados no ambiente. Na figura 3

podemos observar a uva em processo de fermentacao.
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Figura 3 — Uva no processo de fermentagéo
bl
e

1

Fonte: Clube dos vinhos (2016).

Os problemas agronémicos associados a aplicacdo do bagaco de uva no solo podem
ser minimizados ou eliminados por vermicompostagem, um processo bio-oxidativo no qual as
minhocas deteriorizam interagindo com 0s micro-organismos no processo de decomposicao,
acelerando a estabilizacdo da matéria organica e modificando as propriedades fisico-quimicas
(DOMINGUEZ et al., 2016).

Atualmente estes co-produtos também tém sido aplicados na producao de etanol, para
extracdo de &cidos organicos, producdo de Oleo de semente de uva e outros ingredientes
alimentares. Ainda, em muitos casos, € aplicado como fertilizante, racdo animal e adubo
(CRUZ et al., 2010).

Em outro caminho tem-se que os subprodutos da uva, tanto as sementes como o
bagaco, sdo fontes para extracdo de antioxidantes. De acordo com sua composi¢do quimica e
devido as suas propriedades, estes subprodutos podem ser Uteis como uma fonte de
ingredientes funcionais, ou seja, como suplementos alimentares (BARROS et al., 2014;
ROCKENBACH et al., 2007).

Conforme Bottti (2016), o bagaco é residuo do processo de elaboracdo de vinhos e
sucos e apresenta valor alimenticio comprovado. O autor confirma que este co-produto € rico
em polifendis e antioxidantes naturais. Os compostos que se destacam pela real importancia
sdo os flavonoides (antocianina e flavondis), os estilbenos (resveratrol), além dos acidos
fenolicos (derivados dos &cidos cinamicos e benzo6icos) e uma larga variedade de taninos.
Estes antioxidantes naturais atuam como sequestradores de radicais livres, promovendo a
vasodilatacdo e inibindo enzimas como fosfolipase, ciclooxigenase e lipooxogenase, além de
reduzir a peroxidacg&o lipidica (SOUZA, 2011).
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3.3 APLICACOES DE CO-PRODUTOS DA UVA

Rondeau et al. (2012) estudaram a extracdo de taninos condensados a partir de oito
amostras de bagaco de uva tinta e branca. O objetivo dos autores era a obtencédo de adesivos
para madeira. Como resultados foram obtidas diferencas nas composi¢des dos extratos com
amostras contendo 3-6% m/m de 6leo e 20-46% m/m de acgucares, principalmente glucanos e
xiloglucanos. Os autores observaram também baixos teores de polissacarido e pectéaceos,
sendo que os taninos condensados representaram 20-51% m/m das extracdes feitas com agua.
Quanto as propriedades adesivas, os resultados foram considerados promissores.

Mendoza et al. (2012) utilizaram métodos de extragdo com solventes e aquecimento
(Soxhlet) seguido por fracionamento com hexano, cloroférmio e acetato de etila dos bagacos.
A determinacdo da composi¢do quimica foi feita por CLAE. Os resultados identificaram que a
fase de acetato de etila continha a maior variedade de compostos fendlicos. Quanto aos
compostos quimicos, a quercetina foi identificada em quase todas as fragcGes. Além disso, 0s
autores avaliaram a atividade antifingica destes extratos com a Botrytis cinerea, sendo que as
fracdes hexano e cloroférmio apresentaram o melhor efeito inibitério sobre o crescimento
micelial deste fungo, com um valor IC50 de 40 ppm. Desta forma, os autores indicaram que 0
bagaco de uva tem um potencial antiflngico.

Diaz et al. (2013) avaliaram a fermentacdo de uma mistura de bagaco de uva e casca
de laranja através de via hidroliticas por Aspergillus awamori. Estas foram testadas em duas
configuracBes de biorreatores. Os autores consideraram promissores 0s resultados, indicando
ser uma alternativa viavel a utilizacdo de bagacos para obtencdo de alcoois.

Ja Melo et al. (2015) avaliaram o potencial antioxidante de extratos hidroalcoolicos de
bagaco de uva. Como resultados indicaram que concentracdes moderadas de etanol (43% e
57%) combinada a uma temperatura moderada, foram as melhores condi¢des para a extracdo
de compostos antioxidantes. Nestes extratos foram identificadas moléculas como catequina,
procianidina B1, epicatequina e acido galico. Além disso, 0s mesmos apresentaram baixa
toxicidade contra células RAW 264. Como concluséo, os autores indicaram que o bagago tem
grande potencial na aplicacdo das industrias alimenticia e farmacéutica.

No mesmo caminho, Kabir et al. (2015) foram capazes de extrair polifenois em bagaco

de uva utilizando sistemas enzimaticos de celulase e glucoamilase. Para caracterizar 0s
extratos foram utilizados os métodos DPPH (capacidade antioxidante) e Folin-Ciocalteu

(compostos fendlicos totais). Os resultados mostraram que ambos os extratos (extraidos com
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celulase e com glucoamilase) de bagago de uva mostraram-se eficientes como antioxidantes.
Assim, os autores indicaram que sistemas enzimaticos sdo eficientes para extracdo de

compostos ativos a partir de bagaco de uva.
3.4 COMPOSICAO QUIMICA DOS RESIDUOS DE UVA

A composicdo quimica dos residuos de vinificacdo é marcada pelos compostos
fenolicos como antocianinas, catequinas, acidos fenolicos, alcoois e estilbenos, como mostra a
figura 4 (MENDOZA et al., 2012). Como relata Ferrari (2010), a composi¢do quimica do
bagaco de uva esta relacionada com a da intensidade da prensagem que é sofrida durante o

processo industrial.

Figura 4 — Estruturas quimicas de alguns compostos fendlicos
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Segundo Marino et al. (2005), 60% dos polifendis da uva encontram-se nas sementes e
estes apresentam quantidades elevadas de flavan-3-ols, catequina e epicatequina. Assim, a
maioria destes compostos sdo também identificados nos residuos de uva (FONTANA et al.,
2013). Por isso, 0 bagaco de uva é um dos subprodutos agricolas que tem recebido a maior
atencdo dos cientistas (LOMILLO et al., 2014).

No mesmo caminho, Melo et al. (2015) identificaram e quantificaram compostos
fenolicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-UV) apds
processo de extracdo em subprodutos de uva. Neste trabalho, os autores encontraram onze
compostos fenolicos distribuidos em cinco classes diferentes: acidos galico e siringal (acidos
hidroxibenzdicos), procianidinas B1 e B2 (proantocianidinas), catequina, epicatequina, galato

de epicatequina (flavan-3-ols), 3-D-glicosidio de quercertina (flavonol), 3-glicosidio de
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delfinidina, 3-O-glicosidio de peonidina e 3-glicosidio de malvidina (antocianinas), catequina,
procianidina B1, epicatequina e acido gélico.

3.4.1 Resveratrol

Entre os compostos fendlicos mais conhecidos esta o resveratrol, o qual é encontrado
na videira estando presente nas folhas. Na uva atua como agente protetor contra os raios
ultravioletas. Também inibe o processo da infeccdo, fator que o inclui numa classe de
antibidticos naturais chamados fitoalexinas.

Este composto é encontrado no vinho, sucos de uva e também no residuo de
vinifica¢do. Suas concentrac@es variam de acordo com a origem e o tipo da uva, o processo de
vinificacdo ou extracdo do suco e a infeccdo fungica ocorrente na videira (FREITAS et al.,
2010). Este composto é um polifenol da familia das viniferrinas e possui atividade
antioxidante capaz de inibir a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (FERNANDES,
2008). Este composto € biosintetizado sob duas formas isoméricas: cis e trans (BOTTI, 2016),
como mostra a figura 5 a seguir. O trans-resveratrol é fotossensivel e estd localizado,
principalmente, na casca da uva, sendo transformado e isomerizado para a forma cis na
presenca de luz.

O resveratrol € um composto fendlico que apresenta atividade de inibicdo da
agregacdo plaquetaria e coagulacdo. Também apresenta acdo anti-inflamatoria e regula o
metabolismo lipoproteico (BOTTI, 2016). A partir destas propriedades, a medicina oriental
tem utilizado este composto, ou fragbes enriquecidas do mesmo, no tratamento
de arteriosclerose, infeccBes inflamatorias e alérgicas (BOTTI, 2016). Este mesmo autor

identificou a presenca de resveratrol em residuos de vinificacao.

Figura 5 — Estruturas quimicas do cis- e trans-resveratrol
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3.5 COMPOSTOS FENOLICOS COMO ANTIOXIDANTES

Por definicdo, antioxidante € qualquer substancia presente em baixas concentracdes
quando comparada a do substrato oxidavel, que retarda ou blogueia a oxidacéo deste substrato
de maneira eficaz. Conforme Bianchi et al. (1999), os antioxidantes sdo agentes responsaveis
pela inibicdo e reducdo das leses causadas pelos radicais livres nas células. Os antioxidantes
podem ser classificados em dois grupos: enzimaticos e ndo enzimaticos. Entre 0s enzimaticos
estdo a superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. Os antioxidantes néo
enziméaticos sdo moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas
durante a reacdo. Nesta classificacao incluem-se os antioxidantes naturais e sintéticos como 0s
compostos fendlicos (ANGELO et al., 2006).

Entre os compostos fendlicos estdo as proantocianidinas, as antocianidinas, o0s
flavanoides e as flavonas (SALES et al., 2012). Lomillo et al. (2014) estudaram residuos de
vinificacdo que apresentaram capacidade antioxidante e propriedades antimicrobianas,
também retardaram com sucesso o inicio da oxidacéo lipidica no teste Rancimat.

Dominguez et al. (2016) determinaram o teor de compostos fendlicos em bagago de
uva através do método colorimétrico Folin-Ciocalteau. Os autores identificaram altas
concentracdes de polifendis como acido galico, catequina e epicatequina como principais

compostos.

3.6 METODOS DE EXTRACAO

Diversos estudos destacam a extracdo de compostos quimicos de co-produtos da uva.
A obtencdo de produtos puros de um extrato € um processo longo, caro e necessita de varias
etapas. Normalmente, estes compostos sao instaveis e obtidos em quantidades reduzidas; em
razdo desta realidade é conveniente o uso de diferentes técnicas de isolamento. Assim, a
escolha do solvente correto bem como da técnica mais adequada conseguimos obter melhores
resultados. Se for escolhido o uso de solventes de baixa polaridade ou apolares obtém-se
compostos mais lipofilicos. No entanto, com solventes alcoolicos ou mais polares é possivel
obter uma quantidade maior de compostos quimicos. Apos a obtencdo dos extratos brutos, 0s
fracionamentos permitem uma divisdo mais fina em fracOes de distintas polaridades
(QUEIROZ et al., 2014).
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Atualmente, a descoberta de farmacos provenientes de produtos naturais envolve
diversas areas do saber, bem como diversos métodos de andlise. O processo se inicia
tipicamente com um botanico ou um etnoboténico, o qual coleta e identifica plantas de
interesse medicinal (BAKER et al., 1995). Os métodos de extracdo sdo utilizados para a
obtenc¢éo dos extratos, sendo que estes passam por ensaios para a avaliacdo de seu potencial
bioldgico. Diversos processos de isolamento e de caracterizacdo das fragfes sdo realizados
com a finalidade de elucidar as estruturas quimicas envolvidas nas atividades observadas
(BALUNAS; KINGHORN, 2005).

De modo geral, antes de se iniciar uma metodologia de extracdo é necessario verificar
a estabilidade dos compostos quimicos em relagdo a cada método. Processos de degradacao
podem ser originados a partir de diversos fatores como presenca de luz, exposicdo ao ar,
tempo de extracdo e temperatura. Enzimas presentes nas amostras também podem ser
liberadas para o solvente de extracdo e levar a reacOes de degradacdo. Radicais livres podem,
por exemplo, ser formados e contribuir para a modificacdo estrutural dos compostos de
interesse (BIESAGA, 2011).

Um dos grandes desafios nos processos de extracdo de moléculas, a partir de matrizes
complexas (como o caso dos materiais vegetais), se deve ao fato de que os compostos de
interesse estdo impregnados dentro das matrizes. Dessa forma, é importante a utilizacdo de
técnicas seguras que permitam a extracdo adequada desses compostos bioativos (TIWARI,
2015). A maior parte dessas técnicas é baseada no poder de extracdo de diferentes solventes e
também na aplicacdo de aquecimento ou mistura. As técnicas classicas sdo compostas pelo
uso de soxhlet, maceracdo e hidrodestilacdo, sendo que outras técnicas, atualmente, também
estdo sendo utilizadas como digestdo enzimatica, extrusdo, uso de micro-ondas, fluidos
supercriticos e solventes acelerados (AZMIR et al., 2013).

Cada técnica apresenta vantagens e desvantagens intrinsecas, porém a escolha da
técnica de extracdo deve levar em conta a capacidade de solubilizagdo dos compostos de
interesse, evitando-se a ocorréncia de modificacGes quimicas. A taxa de eficiéncia de cada
método de extracdo também é influenciada por diversos fatores como o tipo e concentragdo
dos solventes utilizados, razdo solvente-sélido, tempo de extracdo, temperatura empregada,
pH, entre outros (CUJIC et al., 2016).

A selecdo do método para a extracdo de componentes ativos com 0 maximo de
rendimento e altos niveis de pureza depende, principalmente, da natureza e da estabilidade
térmica dos compostos quimicos, bem como da natureza do material vegetal a ser processado

(SHIRSATH et al., 2012). As técnicas de extracdo para a obtencdo de compostos fendlicos
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simples como éacidos benzoicos, aldeidos, acidos cindmicos e catequinas, a partir de materiais
solidos e semissolidos, consideravelmente baseiam-se em técnicas de maceragdo com a
utilizacdo de solventes organicos. Nessa técnica, a amostra é colocada em contato com
solventes, com ou sem agitacdo, por um longo periodo de tempo a temperatura ambiente ou
sob aquecimento, até a completa solubilizacdo dos compostos quimicos no solvente. Porém,
devido ao longo tempo envolvido nesse processo de extracdo, 0s compostos podem sofrer
modificagdes quimicas (GARCIA-SALAS et al., 2010). Em relacdo a compostos termo
sensiveis, técnicas de extracdo conduzidas em altas temperaturas podem prejudicar a
qualidade dos extratos bem como provocar a destruigdo dos compostos ativos (SHIRSATH et
al., 2012).

Diferentemente da maceracdo, as técnicas de ultrassom sdo bem conhecidas por
apresentarem alta eficiéncia e reducdo dos tempos necessarios para a extracdo de compostos
biolégicos, bem como menor utilizacdo de solventes nos processos além de sua alta
reprodutibilidade (KHAN et al., 2010). Muitas classes de compostos tém sido extraidas por
técnicas de ultrassom como aromas, pigmentos, antioxidantes e outros compostos organicos e
minerais a partir de diferentes tipos de matrizes como tecidos animais, microalgas, leveduras,
alimentos e vegetais (CHEMAT et al., 2017).

Segundo Yeo et al. (2015), o uso de diferentes técnicas de sonicacdo reduz,
significativamente, o tempo de extracdo produzindo extratos com maior atividade
antibacteriana com reducdo no consumo de solventes. Esta técnica poderia ser utilizada
comercialmente por ser mais econdmica e sustentavel, sem o comprometimento da qualidade
dos extratos. Esse método de extracdo emprega o uso de ondas de ultrassom que provocam
colisBes de alta velocidade entre as particulas do material usado na extracdo e o solvente
promovendo uma maior dissolucdo dos compostos quimicos. As taxas de rendimento obtidas
nesse tipo de extracdo estdo diretamente ligadas a estrutura, bem como a reologia e a
composicdo do material vegetal, que pode apresentar diferentes graus de resisténcia as ondas
de ultrassom (VILKHU et al., 2008).

As técnicas envolvendo extragdo por micro-ondas sdo conhecidas pela eficiéncia da
extracdo de metabdlitos a partir de materiais biologicos diversos. Entretanto, os fatores
limitantes dessa técnica estdo relacionados com a poténcia e a frequéncia utilizadas no
equipamento, temperatura de extracdo, pressao de extracdo e escolha do tempo de duracdo da
exposicao da amostra & radiacdo de micro-ondas. Outro fator limitante € a escolha do solvente

adequado que deve permitir a absorcdo da energia pelo equipamento (ZHANG et al., 2011).
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Por outro lado, os beneficios apresentados por essa técnica estdo relacionados ao menor
tempo de extracdo e menor consumo de solventes em relagdo aos métodos convencionais.

Trusheva et al. (2007) indicam que a utilizacdo da técnica de ultrassom resultou em
altos rendimentos, alta seletividade de compostos de interesse, assim como em reducdo do
tempo de extragdo. Os estudos de Khacha-Ananda et al. (2013) também comprovaram que as
técnicas de ultrassom resultaram em extratos, a maior concentracéo de flavonoides e fenolicos
totais, como também maior atividade antioxidante em relacdo aos extratos obtidos por
maceracao.

Entre os métodos de extracdo destacam-se:

e Extracdo micro-ondas:

Esta técnica tem o principio no efeito direto da energia de micro-ondas sobre as
moléculas através da conducdo idnica e da rotacdo dos dipolos. Quando o campo magnético é
aplicado ha uma migracdo dos ions e uma movimentacao dos dipolos, o que provoca calor. A
extracdo com micro-ondas de compostos fendlicos em residuos de uva, em cascas e sementes,
revela eficiéncia na recuperacédo de antioxidantes.

e Extracdo por ultrassom:

Este método atua na superficie da matriz da amostra produzindo maior contato com o
meio de extracdo. E um processo no qual a energia é dissipada através de ondas
eletromagnéticas (cavitacdo). Tém sido aplicados para a extracdo de compostos organicos ndo
volateis e pouco volateis. Alguns autores tém demonstrado a eficiéncia do método para
extracdo de lipideos, proteinas e compostos fenolicos das plantas, residuos de uva
(GRAEBIN, 2014). E um método com boa reprodutibilidade, rapido, de baixo custo, além de
possibilitar a utilizacdo de amostra de diversos tamanhos de particula (LUZ, 1998).

e Extracéo solido-liquido:

Este é considerado o método padrdo para separacdo/purificacdo em industrias. Neste
método, a separacdo da fase liquida pode ser realizada atraves de processos de filtracdo, ou
mesmo por decantacdo. No entanto, a eficiéncia do processo de extracdo € inversamente
proporcional ao tamanho das particulas. Existem duas técnicas de extracdo: continua ou
descontinua. Se a substancia for mais soltvel no solvente organico do que na agua recorre-se
ao método descontinuo, caso contrario utiliza-se 0 método continuo. A escolha do solvente é
feita a partir da facilidade de dissolucdo da substancia em que se pode isolar o soluto extraido.
Caso seja necessaria energia (aquecimento) pode-se utilizar uma técnica na qual é utilizado
solvente em ebulicdo (CAMPQOS, 2005).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de artigo cientifico, que sera

submetido a revista Journal of Science Food Agriculture — Editado pela Wiley.
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Abstract

Background: According to the exponential increase of the world population, the
industry has expanded to meet the demand for food. In this context, industrial waste from the
winemaking process is produced on a large scale and often discarded in the environment,
causing great impact. However, some of these residues, as wine by-products, had shown
valuable compounds because of their structural characteristics and biological activities, such
as the flavonoids. In this context, this work aims at the production of enriched extracts in
active biomolecules from grapes juice industry by-products through four different extraction
methods.

Results: As results, we observed different yields as well as chemical composition,
from the extraction methods: liquid-liquid; Ultrasound; and Microwave, with variation of the
solvents polarity. The chemical composition was determined by High Efficiency Liquid
Chromatography with UV-Vis detector, with the identification of 6 compounds: catechin,
resveratrol, hesperidin, gallic acid, epicatechin, naringin in concentrations ranging from 0.01
to 5.01 mg/Kg. In addition, the extracts were evaluated by High Resolution Mass
Spectrometry (HRMS), where 14 were identified, with the presence of glycosylated
flavonoids, in the ESI (+) and ESI (-) modes. Also, the crude extract was fractionated through
open column with silica as stationary phase, which made it possible to obtain enriched
extracts in Resveratrol (maximum of 5.9 pg/mL), with increasing solvent polarity. The
antioxidant activity and the total phenolic content were evaluated by the DPPH and Folin-
Ciocalteau method respectively, highlighting these fractions obtained with polar solvents. The
percentage of inhibition of the DPPH radical was ranging from 14.2 and 74.2%, and the total
phenolic content expressed in mg/100g Gallic acid, ranging from 0.1 and 107.0mg
GAE/100g.

Conclusion: The grape juice industry’s by-product can be better utilized, with
applications ranging from the food industry, cosmetics, among others, according to a wide
range of phenolic compounds present. In this way, the microwave assisted extraction using
polar solvents, such as ethanol and water, showed the best yield and chemical composition
rich in flavonoids. Thus, it has been showed that it is possible to transform an environmental

problem into a product rich in antioxidant compounds.

Keywords: Grape; Industrial By-products; Extraction; HPLC-UV; HRMS; Flavonoids.
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INTRODUCTION

In the last century, the world population has increased fivefold. In 1900, it was about
1.5 billion people, while in 2000 there were almost 7 billion humans on the planet.* At this
rate, the planet should reach 2100 with 11.2 billion human beings, a growth of 53% compared
to the present. This fact has required an industrial expansion, with a recurring increase in
waste generated from processes, which need to be conveniently discarded.

Inserted in this context is the wine sector, which is generating a large number of by-
products. The grape is cultivated all over the world mainly in the temperate zone with a total
of 107.3 million tons of which 57% was used for winemaking in 2014.2 However, its residue
has attracted researchers’ attention, because its chemical composition is based on phenolic
compounds, which are natural antioxidants. These secondary metabolites are produced in
plants, also in Vitis labrusca, as a response to various forms of environmental stress.? Its
features are attributed to the polyunsaturation, able to reduce the activity of free-radicals as
scavengers, electron or hydrogen donors and strong metal chelators, thus preventing the lipid
peroxidation, DNA damage and others.*>

Nevertheless, these compounds are not homogenously distributed on plants tissue,
cellular and subcellular levels, while the insoluble are the cell walls constituents, the soluble
are compartmentalized within the plant cell vacuoles.®® Also, the chemical nature of these
compounds can range from low to highly polymerized substances, including a variable
proportion of phenolic acids, anthocyanins and tannins.* By the way, the extraction efficiency
is directly influenced by the energy method, the compounds thermal stability, the sample
particle size, as well as the other substances interferences (in complex mixtures as plants
extracts). In recent years it’s been featured the evolution of some techniques, which have been
applied to phenolic extraction, such as ultrasound for propolis samples.'’ In this way,
microwave has also been applied for extraction of active compounds of plants.*?

Therefore, this work aims the reduction of an environmental problem, caused by
wineries by-products, with the generation of a value-added product as enriched phenolic
extracts. Thus, different extraction methods were tested: microwave; Ultrasound;
conventional liquid-liquid system with different solvent. The chemical characterization was
by High-Performance Liquid Chromatography (HPLC-UV), and High Resolution Mass
Spectroscopy (HRMS). The antioxidant capacity of the extracts, were determined by the

DPPH method, and the total phenolic was determined by Folin-Ciocalteau method.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals

Calibration curves for HPLC were constructed for the following polyphenols
standards: gallic acid, catechin, chlorogenic acid, epicatechin, rutin, ferulic acid, naringin,
hesperidin, myricetin, resveratrol, quercetin and vitexin (all obtained from Sigma-Aldrich).
The acetonitrile HPLC (chromatographic analyses) grade was purchased from Sigma-Aldrich
also. For the chromatographic analyses HPLC-grade ultrapure water was prepared using a
Milli-Q system. The solvents used for extraction process (hexane, chloroform, ethyl acetate,

ethanol, water) in P.A. grade, were purchased from Merck®

Grapes by-products

Grapes of varieties of V. labrusca L. Bordo and Isabel were cultivated in the State of
Rio Grande do Sul, in the Southern Region of Brazil. The grapes were cultivated in the
conventional systems were used for grape juice preparation through an industrial-scale
technological process. The grapes were manually harvested at the stage of technical maturity,
with soluble solids readings between 14 and 20 Brix, according to OIV.'? After harvesting,
grapes were kept separately at room temperature (20°C) until juice processing within a period
of 2 days. The juice was produced through a continuous-flow process, with the grapes berries
crushed using an industrial mechanical crusher (EDA, S&o Paulo, Brazil) and immediately
pumped through a tubular heat exchanger (85 + 1°C for 10s) (Boff, Vacaria, Brazil). The
extracted grape juice was centrifuged at 50009 for 10min using a 600 Series Pieralisi decanter
centrifuge (Jesi, Italy). This solid by-product carried-out from centrifugation process was the
one used in this work. After this process, and before the extraction, it was maintained at 4°C
in the absence of light, for a maximum period of 20 days.
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EXTRACTION METHODS AND FRACTIONATION

Ultrasound

Ultrasound assisted extraction was performed as described by Oliveira.'* Briefly, 5g of
grape by-product were weighed individually, to which were added 100ml of each solvent
(hexane, ethylic alcohol, chloroform, ethyl acetate and ultra-pure water). Extractions were
carried-out with ultrasound probe (model Vibra-cell, Sonics®), working at 30% of amplitude
and potency 500W for a period of 20min. After, samples were filtered, and the respective
solvents were dried under vacuum in a rotary evaporator. The resulting samples were

conditioned at -20°C for further evaluation.

Microwave

The microwave extractions were performed as described by Barba et al.'® Briefly, to
2g of grape by-products were weighed individually 10ml of each solvent (hexane, ethylic
alcohol, chloroform, ethyl acetate and ultra-pure water). The extractions were performed at
110°C for a period of 20min, at 850W of potency, using the microwave equipment
(Monowave 300, Anton Paar®). After the samples were filtered and dried under vacuum

(rotatory evaporator). The resulting samples were conditioned at -20°C for further evaluation.
Liquid-liquid

The liquid-liquid process was adapted from Mendoza et al.'® Briefly, 10g of by-
products were extracted with solvents in increasing order of polarity (hexane, after
chloroform, after ethyl acetate, and after ethylic alcohol (3 x 30mL, for each solvent) using a
separation funnel. After separation, the solvent was filtered and dried under vacuum (rotatory
evaporator) individually. The resulting samples were conditioned at -20°C for further

evaluation.

Fractionation

The fractionation was conducted using an open column (4cm x 45cm) with 147g of

silica gel and 22.4g of grape by-product. Initially chloroform (100-60%), and ethyl acetate (0-
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40%) was used as mobile phase. After, the mobile phase was changed to methanol (5-100%)
and ethyl acetate (95-0%). 255 fractions were collected and analyzed by thin layer
chromatography (TLC), using mobile phase constituted by chloroform: ethyl acetate (7:3).
The TLC plates were visualized under UV light at 254 and 365nm, and also stained with
vanillin-sulphuric acid spray and further heating. The fractions with similar chromatographic
profiles were pooled and the solvent was removed by rotary evaporator. Altogether, 12

different fractions were obtained.

HPLC analysis

All HPLC analyses were carried out on a Hewlett-Packard 1100 system equipped with
quaternary pump, auto-sampler, degasser and UV-VIS detector. The column used was a
Lithosphere C18 (250mm x 4mm, particle size 5um) with a guard column of the same
material. Chromatographic data were acquired and processed using the HP ChemStation
software. Mobile phase consisted of solvent A (aqueous solution with 1% v/v phosphoric
acid) and solvent B (ACN). The injection volume was 5 pL and polyphenols were eluted
using a gradient system with 90% A for 5min, 60% A 5 to 40min and then 90% A 45 to
50min. Run time was 50min and the flow was 0.5mL/min. The analysis was monitored at
210nm according to modified chromatographic method reported by Morelli.'” The samples
were filtered through a 0.45um nylon membrane prior to analysis. Peaks were identified by
comparing their retention time and UV-Vis spectra with reference compounds and data were
quantified using the corresponding curves of the reference compounds as standards (gallic
acid, catechin, chlorogenic acid, epicatechin, rutin, ferulic acid, naringin, hesperidin,
myricetin, resveratrol, quercetin and vitexin). All standards were dissolved in methanol and

the results were expressed in mg/Kg of extract.

Mass analysis

The ethyl acetate total extract and the fractions were diluted in a solution of 50% (v.v)
chromatographic grade acetonitrile (Tedia, Fairfield, OH, USA), 50% (v/v) deionized water
and 0.1% formic acid. The solutions were infused directly individually or with HPLC
(Shymadzu) assistance into the ESI source by means of a syringe pump (Harvard Apparatus)
at a flow rate 10puL.min™. ESI(+)-MS were acquired using a hybrid high-resolution and high

accuracy (5uL) microTOF-QIIl mass spectrometer (Bruker® Daltonics) under the following
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conditions: capillary and cone voltages were set to +3500V and +40V, respectively, with a de-
solvation temperature of 100°C. Diagnostic ions were identified by the comparison of exact
m/z with compounds determined in previous studies. For data acquisition and processing,
Hystar software (Bruker® Daltonics) was used. The data were collected in the m/z range of
70-800 at the speed of two scans per second, providing the resolution of 50.000 (FWHM) at
m/z 200. No important ions were observed below m/z 100 or above m/z 800.

Total phenolic content

Ethyl acetate total extract and the fractions (04-11) were individually diluted in a
hydrochloric solution (70%) at a concentration of 0.5mg/mL. Each sample (0.5ml) was
diluted in a Folin-Ciocalteau solution 0.2 N (2.5ml) for 5 minutes. After, 2ml of sodium
carbonate solution (7.5%) was added and the samples were incubated at 50° + 1.0°C for 5min.
The absorbance of the reactions was measured at 760nm at spectrophotometer.’® Gallic acid

was used as a standard compound in a range of 20-220ug/mL to construct a standard curve.
Antioxidant activity

DPPH’ radical scavenging activity of the extracts were measured using a method
modified from that of Yamaguchi et al.'®. The extracts obtained in the ultrasonic, microwave
and liquid-liquid extractions were added to the Tris-HCI buffer (100nm, pH 7.0) containing
250um of DPPH’ dissolved in ethanol. Tubes were stored in the dark for 20 minutes and then
the absorbance was read at 517nm (model UV-1700 spectrophotometer, Shimadzu, Kyoto,

Japan). Results were expressed as percentage of inhibition of the DPPH" radical.
Statistical Analysis

Phenolic quantification and antioxidant activity were expressed as mean + standard
deviation obtained from three independent experiments. Statistical analyses were performed
using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS, version 21.0) for Windows (Illinois,
USA). Kolmogorov—Smirnov test was used to assess for the parametric distribution of data.
Statistical significance was evaluated using one-way analysis of variance (ANOVA), followed

by Tukeys post hoc test. Results are deemed significant if p-value was less than 0.05.
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Discussion and Results

As a result of the accelerated increase in the population density, there is a greater
demand for industrial products, with consequent waste generation.”® Among these residues,
there are some with a high incidence of active antioxidant compounds, such as the residues
from the wineries (grape juice processing and derivatives). The state of Rio Grande do Sul is
the main producer of wines and derivatives in Brazil.

Melo et al.?? and Anastasiadi et al.?® in recent works, have determined the existence of
phenolic compounds in wine by-products, which can be reused in pharmaceuticals, cosmetics
and food additives sectors. However, there is a need to develop efficient and selective
extraction methods to obtain enriched extracts in phenolic compounds. On this way, we tested
three different processes using solvents with different polarities and different energy forms

(Microwave and Ultrasound). Table 1 shows the yield results (m/m) for the tested processes.

Table 1.

Liquid-liquid is a traditional extraction technique of metabolites in plants and
derivatives, which is related to the solubility difference of the chemical compounds.'® The
procedure advantages are the possibility of parameters adjustment such as pH, temperature,
time, particle size of the initial solid, among others. In this work, a higher relative yield in the
extracts with apolar solvents (hexane) and polar (ethanol and water) were observed. And the
yield has been ranging from 0.1 to 2% with water, ethanol and hexane®®.

Except for hexane, the extracts yields carried-out from ultrasound were quite similar
which to those obtained with liquid-liquid, Table 1. In this process, occurs the phenomenon
known as cavitation, which improves the transference of heat through the cell walls,
facilitating the extraction of bioactive compounds. Palma and Barroso® tested ultrasound to
extract tartaric and malic acid from winemaking by-products. As a result, the amount ranges
from 130 to 199 ppm and 33 to 41 ppm of tartaric and malic acid respectively. The authors
had used methanol and water as solvents with variation of volume, temperature and time, as
well as ultrasound amplitude.

The microwave assisted extraction showed the highest relative yields. This procedure
has also been used to obtain bioactive plants and derivatives.”® In this process, the
electromagnetic energy, between 300MHz and 300GHgz, is transferred in form of heat by ionic

conduction being enough to break the cells and release the active compounds. In the same
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way, the process involves diffusion of the solvent through the sample matrix and consequent
release of the metabolites.” In addition, it is possible to make a temperature and energy
gradient, facilitating the extraction without degradation of the active principles, evaluated the
effects of microwave assisted extraction with polar solvents (water and ethanol) on wineries
by-products, which were dried in different ways.”>?® The yields obtained by the authors were
ranging from 2 to 16%, which the air dried showed the best results.

The chemical composition of the extracts and fractions is directly related to the
solvents and the extraction methods used. For the qualification and quantification of the
chemical compounds present in the extracts, we used High Performance Liquid

Chromatography (CLAE-UVis) detector, in method adapted from Morelli et al.*’

The Figure
1 shows the selectivity of the analysis, where 12 compounds could be simultaneously
analyzed (gallic acid, catechin, chlorogenic acid, epicatechin, rutin, ferulic acid, naringin,
hesperidin, myricetin, resveratrol, quercetin and vitexin).

The chromatographic methods with different detectors have been widely used for the
qualification and quantification of phenolic compounds in extracts of plants and industrial
residues. For grape by-products using HPLC-UV, Brazinha et al.?” and Anastasiadi et al.> had
demonstrated selectivity analysis of four compounds (gallic acid, catechin, epicatechin and
ferulic acid) and fourteen (gallic acid, catechin, epicatechin, procyanidin B2, epicatechin
gallate, trans-resveratrol, quercetin, kaempferol, quercetin-3-O-galactoside, quercetin-3-O-

glucoside, quercetin-3-O-coumaric acid and ferric acid) respectively.
Figure 1.

The Table 2 shows the parameters related to the analysis method developed for the
evaluation of the phenolic compounds. Thus, for each standard a calibration curve was made,
with determination of linearity coefficients R% as well as LOD detection limits and LOQ

quantification.
Table 2.

In our extracts, six of these compounds were identified, which are presented in Table
3. The gallic acid and naringin were the most prevalent ranging from 1.8 to 33.9mg/Kg and
0.3 to 5.6mg/Kg respectively in the microwave assisted extraction. By solvents, the most

polar (ethanol and water) presented the highest amount of the evaluated compounds.
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According to our results, between the solvents investigated in the extraction of phenolic
compounds, ethyl acetate and ethanol have been quoted for its efficiency.?® In this way,
catechins successful carried-out from grape berry using methanol and ethyl acetate as solvents
by the shaker extraction method.? By this same method Ribeiro et al.*® had extracted phenolic
acids, among them gallic acid, using the polar solvents, ethyl acetate and water. As a main
feature, the Resveratrol has been identified in ethanol and ethyl acetate from liquid-liquid, and

microwave assisted extraction in concentrations ranging from 0.9 to 7.6mg/kg. Careri et al.**

and Yilmaz et al.*

identified the presence of resveratrol in wine-making residues. Trans-
resveratrol is a phytoalexin and belongs to the class of stilbenes, consequently they are found

in grape by-products, especially in red varieties.

Table 3.

Oliveira et al.'*

extracted winemaking by-products using ethanol, water and ethyl
acetate with ultrasound and identified gallic acid, p-OH-benzoic acid, vanillic acid and
epicatechin by CLAE-UV in concentrations ranging from 0.5 to 5.1mg/Kg. In the same way,

Melo et al.??

extracted grapes pomace and rachis using solvents of different polarity, including
water and ethanol. The authors identified eleven different compounds, among them gallic
acid, catechin, epicatechin in amounts ranging from 0.1 to 7.4mg/Kg.

In order to obtain fractions enriched in phenolic compounds, we tested the open
column fractionation using chloroform, ethyl acetate and methanol as mobile phase and silica
as the stationary phase. Thus, 255 fractions were separated, which after preliminary analysis
(Thin Layer Chromatography — TLC), were joined in a group of 12 with similar composition.
The Table 4 described the identified compounds (gallic acid, catechin and resveratrol) by
CLAE-UV. Resveratrol was extracted in higher concentrations in the fractions with
chloroform: ethyl acetate (7:3 until 3:4). All fractions collected by the fractionation method

showed the presence of gallic acid. Nugroho et al.*

also used open column for the isolation of
phenolics from leaves of the species Carica papaya. The authors had used CHCl;—MeOH-
H,O (70:30:10, lower phase) as a mobile, carried-out 186 fractions where the myricetin-3-
rhamnoside, kaempferol-3-rutinoside, quercetin, kaempferol, and other phenolics were

isolated.

Table 4.

10
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High Resolution Mass Spectrometry (HRMS) is a powerful tool for identification of
natural metabolites, for instancephenolics® andalkaloids® in complex mixture as extracts. By
HRMS, a set of information as exact mass and isotopic ratio can be used in the chemical
identification.***" In addition, for unequivocal identification and differentiation of isobaric
interferences, the fragmentation pathway is also powerful tool. In the extracts and fractions
was possible to identify 14 compounds by ESI (+) and ESI (-) mode, which are described in
Table 5. The Figure 2 shown a spectrum of HRMS in full ESI (-) mode for extract carried-out

in ultrasound using Hexane as solvent.

Table 5.

Figure 2.

The Figure 3 shows the chemical structures of the all compounds identified by HRMS.
The technique used in this work allowed the identification of two glycosides, malvidin-O-
glycoside and quercetin-3-O glycoside. Casas et al.** carried-out extracts of grape using
methanol and water under pression over which were determinated polyphenolic compounds
by HRMS being identified also gallic acid, catechin, epicatechin. Also, the authors had
reported the presence of resveratrol, stiloenes and derivatives such as O-glucosides, which

was found in the grapes stems.

Figure 3.

The flavonoids such as quercetin, malvidin and resveratrol, beyond the glycosylated,
such as quercitin-3-O-glucoside and Malvidin-3-O-glucoside, are known for their in vivo
antimicrobial, antifungal and antioxidant activities.'***** These natural antioxidants act as
free radical scavengers, promoting vasodilation and inhibiting enzymes such as

phospholipase, cyclooxygenase and lipoxygenase, in addition to reducing lipid peroxidation.**

Antioxidant capacity

Phenolic compounds have been featured as an important source of natural
antioxidants. The extracts were evaluated by DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) method,
Table 6.
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Table 6.

Considering the solvents, the extracts with the highest antioxidant capacity were those
obtained with ethyl acetate and ethanol. Meanwhile, comparing the extraction modes, the
ultrasound allowed us to obtain the highest percentage (74.22 = 2.07%) of scanning with ethyl
acetate solvent. In the liquid-liquid extraction, the highest percentage of sweep was obtained
by the ethyl acetate and ethanol solvents. In the microwave extraction, the highest percentage
of scanning was 36.64 + 2.44%, using ethanol as solvent. In the same way, Brazinha et al.?’
had reported that hydro alcoholic extracts showed higher DPPH values (up to approximately
80%).

Kabir et al.* had used enzymatic digestion for phenolic compounds extraction from
grape by-products. The obtained extracts showed a percentage of DPPH radical scan around
60 and 70%. Rajha et al.*® carried out a study with ground grape, using solid-liquid extraction
with water as solvent, varying time and temperature parameters. According to the authors, the
scanning activity of the DPPH radical was 11% to 35%, which corroborates with the results of

the present study.

Total phenolic compounds

The phenolic compounds found in grapes and derivatives can be classified into three
main groups: (1) phenolic acids as benzenic and hydroxycinnamic; (2) flavonoids as
catechins, flavanols and anthocyanins; and (3) tannins and proanthocyanidins.?’ To determine
the amount of total phenolic, was used the Folin-Ciocalteau method adapted from Roesler, et
al.®. Comparing the extractions methods, it was observed that the samples with higher

content of polyphenols also had higher antioxidant activity, Table7.

Table 7.

In general, the extraction by ultrasound were inferior to those obtained in the
microwaves and liquid-liquid. However, the microwaves crude extracts showed the best
results (0.04 + 13.18 to 6.02 + 107.03mg GAE/100g). Kabir et al.** using enzymatic digestion
for phenolic extraction, reported range from 33.19 to 41.05mg in comparison of chlorogenic
acid EQ/g dry bagasse. Yilmaz et al.“® reported that higher total phenolic contents were found

in the peel and seeds of the residues when compared to pulp. The polyphenols of grape differ
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significantly, depending mainly on the cultivar, the vintage, the degree of maturation and the
technology applied during the vinification. Corrales et al.*’ and Centeno et al.*® had tested
extractions of grape by-products with ultrasound, using water and ethanol as solvents, with
results ranging from 0.20 £ 6.17mg GAE/100g; 0.56 + 5.31mg GAE/100g; 1.22 + 31.47mg
GAE/100g and 7.62 + 28.66mg GAE/100g of total phenolics and antioxidant capacity by
DPPH respectively. The authors suggest that the application of ultrasound power improves the
efficiency and yield of the extraction process, being faster and accelerating over time in a

comparison between extractions methods for grape by-products.
Conclusion

In summary, this work had demonstrated that Vitis labrusca varieties, widely
cultivated in southern Brazil, also have a high antioxidant potential, which is associated with
the presence of phenolic compounds. On the extraction methods, the microwave, with polar
solvents, presented the best results regarding the presence of bioactive compounds.
Furthermore, we have shown that the residues of vinification, which are normally discarded as
an environmental problem, can be reused.
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Figure Legends

Fig. 1 Chromatogram obtained by HPLC-UVis for the twelve standards tested.

Fig. 2 Spectrum of HRMS for ultrasound extract carried-out with hexane in ESI(-) mode.

Fig. 3 The chemical structure of compounds identified in extracts of grape juice by-products

by HRMS.
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Fig. 2
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Tables

Table 1 Yields (%) related to the methods of extracting of winery by-products.

Table 2 Parameters of the HPLC-UVis method for the evaluated compounds.

Table 3 Polyphenolic composition of extracts studied (mg/Kg).

Table 4 Polyphenolic composition of fractions studied (ng/mL).

Table 5 Chemical compounds identified in V. labrusca extracts by high resolution mass

spectrometry, in positive and negative mode.

Table 6 The crude extracts antioxidant capacity determinated by DPPH* method.

Table 7 Content (%) of total phenolic compounds mg GAE/100g gallic acid.
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Table 1

Method/Solvents Hexane Chloroform Ethyl acetate Ethanol Water
Liquid-liquid 0.64 + 0.02% 0.15 + 0.03% 0.21+0.01% 0.47 + 0.05% 0.44 + 0.02%
Ultrasound 0.23+£0.05% 0.15 + 0.03% 0.24 £ 0.02% 1.03+0.01% 0.65 + 0.05%
Microwave 4.15+ 0.04% 4.68 £ 0.01% 0.45 + 0.02% 2.06 + 0.03% 3.12+ 0.04%

Data are expressed as mean + standard deviation (n=3)
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Table 2

Standarts R2 Line equation (":?IEL) (l;?ni)
Chlorogenic acid 0.9932 y =12.14x - 16.49 0.15 0.50
Ferulic acid 0.9990 y =113.61x - 11.98 0.03 0.11
Gallic acid 0.9999 y = 69.95x + 0.66 0.03 0.10
Catechin 0.9982 y =179.43x - 30.56 0.02 0.06
Epicatequina 0.9995 y =123.22x - 54.57 0.04 0.09
Hesperidin 0.9993 y =40.76x + 4.50 0.02 0.08
Myricetin 0.9972 y = 105.82x - 64.59 0.05 0.18
Naringin 0.9926 y = 55.59x + 45.30 0.03 0.09
Quercetin 0.9999 y =64.11x - 0.68 0.04 0.12
Resveratrol 0.9999 y =63.76x + 0.27 0.03 0.10
Rutin 0.9996 y=29.71x + 1.19 0.04 0.12
Vitixin 0.9972 y = 38.89x + 1.62 0.06 0.19
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Table 3

Entry/Solvent Hexane Chloroform Ethyl acetate Ethanol Water
Liquid-Liquid

Catechin Nd Nd Nd Nd Nd
Resveratrol Nd Nd Nd 0.94 + 0.06"° Nd
Hesperidin Nd Nd Nd 0.59 + 0.07AP Nd
Gallic acid 2.03+0.04% 0.04 + 0,001 0.04+0.001% 3.25+ 013" 1.94 +0.03%
Epicatechin Nd Nd Nd Nd Nd

Naringin 1.72+0.06" 0.01+0.002% 0.02+0.001% 0.28+0.07% 0.3140.04%

Ultrasound

Catechin Nd Nd Nd Nd Nd
Resveratrol Nd Nd Nd Nd Nd
Hesperidin Nd 0.02+0.002% 0.16 +0.01%° 0.50 + 0.06"° Nd
Gallic acid 0.08+0.003°°  0.08+0.003° 0.23+0.002% 410+0.03% 5014012
Epicatechin Nd Nd 0.06 + 0.002°P Nd Nd

Naringin 0.04+0003% 00220003 0.04 +0.003%" 0.50 + 0.08"° 0.45 + 0.08"°

Microwave

Catechin Nd Nd 1.40 + 0.04"2 Nd Nd
Resveratrol Nd Nd 1.17 +0.05% 7.59 + 0.49"° Nd
Hesperidin Nd Nd 0.62 +0.09% 3.16+0.23" Nd
Gallic acid 1541+048% 1644 +0.39% 1.74+0.045 33.87+ 037 24.98+0.29%
Epicatechin Nd 12.29+0.16" 1.14+0.04% 5.24 +0.255 Nd

Naringin 5.55 + 0.64" Nd 0.27 +0.05" 1.37+0.31% 3.41+0.55%

Averages followed by the same letter do not differ significantly from each other by the Tukey test at 0.05%.

Lowercase letters correspond to the columns between the same compound and uppercase to the rows.
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Table 4

Entry/Fraction F1 F2 F3 F4 F5 F6

Catechin Nd Nd Nd Nd Nd Nd
Resveratrol Nd Nd Nd Nd 1.38 +0.06° 1.50 + 0.09°
Gallic acid 1.35+0.07" 1.46+0.06" 1.76 + 0.079 2,65+ 0.03° 2.95+0.02° 3.04+0.05°

F7 F8 F9 F10 F11 F12

Catechin Nd Nd 1.69 + 0.072 048 + 0.02° Nd Nd

Resveratrol 5.89 +0.14° 1.68+0.03° 1.18+0.07° Nd Nd Nd
Gallic acid 3.24+0.04° 3.78+0.06° 2.54+0.05° 2.60 £ 0.05° 2.18+0.11° 3.07 +0.06™

Averages followed by the same letter do not differ significantly from each other by the Tukey test at 0.05%.
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Table 5

Entry P.ercursor Extract Method Identification Elem. Diff Ref.
ion m/z Comp. ppm
Analysis in ESI(+): Hexane (A); Chloroform (B); Ethyl acetate (C); Ethanol (D); Water (E);
Ultrasound (1); Microwave (2); Column (3); Liquid-liquid (4).
1 129.0546 AE 1-4 Furaneol CeHgO3 441 Sasaki et al.®
2 169.0496 A-E 1;2;4 Vanillic acid CgHgO4 2.86 Ribeiro et al.*°
3 193.0725 E 4 Quinic acid CH1z06 5.06 Silvaet al.*
4 181.0496 D-E 1;2;4 Caffeic acid CoHgO4 2.67 Ribeiro et al.*°
5 229.0885 B 1 Resveratrol CH1,04 4.86 Koyama et al.”
6 291.0855 D-E 14 Catechin/Epicatechin CisH1406 4.68 Ribeiro et al.*
7 303.0506 C-D 1;2 Quercetin CisH1007 0.40 Ribeiro et al.*°
8 331.0810 E 1 Malvidin Ci7H1s0 2.35 Koyama et al.”
9 465.1008 c-D 1 Quercetin-3-0 -glucoside CaH201 5.38 Koyama et al.”
10 493.1360 D-E 1;2 Malvidin-3-O -glucoside Cy3H2501, 2.84 Koyama et al.”
Extracts analysis in negative mode ESI(-): Hexane (A); Chloroform (B); Ethyl acetate (C); Water (E);
Ultrasound (1); Microwawe (2); Column (3); Liquid-liquid (4).

11 179.0558 AD-E 1-4 Glucose CeH1,04 1.32 Kurt et al.
1 255.2364 AE 1-3 Palmitic acid CieH30, 441 Ribeiro et al.
13 279.2340 cD 13 Linoleic acid CisH3,0, 571 Ribeiro et al.*
12 283.2698 AC 14 Stearic acid CisH30, 422 Ribeiro et al.*
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Table 6

Solvents Liquid-Liquid Ultrasound Microwave
Hexane 14.87 + 7.01° 16.59 + 5.79"° 20.26 + 1.22"
Chloroform 19.61 + 7.01°° 17.03 + 0.30"° 17.89 + 2.74"
Ethyl acetate 33.62 + 0.61°° 74.22 £2.07™ 31.03+6.71%°
Ethanol 29.53 + 3.96"® 31.47 £ 1.22% 36.64 + 2.44"
Water 14.22 + 3.05°° 28.66 + 7.62"° 27.59 + 1.22"

Averages followed by the same letter do not differ significantly from each other by the Tukey test at 0.05%.

Capital letters represent statistical differences between extraction methods, lowercase letters represent significant

differences between solvents.
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Table 7

Solvents Liquid-Liquid Ultrasound Microwave
Hexane 3.58 + 0.25%" 0.05 + 0.002° 31.76 + 0.66°
Chloroform 0.09 + 0.005 0.07 + 0.007¢" 107.03 + 6.02"*
Ethyl acetate 0.15 + 0.003°° 0.92 + 0.0065° 13.18 + 0.04%
Ethanol 12.75 + 0.39"° 6.17 + 0.20" 73.33 + 2.45%°
Water 10.23 + 0.63"" 5.31 + 0.56"° 26.15 + 1.29™

Averages followed by the same letter do not differ significantly from each other by the Tukey test at 0.05%.

Capital letters represent statistical differences between extraction methods, lowercase letters represent significant

differences between solvents.
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5 DISCUSSAO GERAL

Nas ultimas décadas ocorreu um grande crescimento demografico, e com isso surgiu a
necessidade da expansdo industrial para atender a demanda por alimentos e medicamentos.
Dentro desse contexto h&d uma preocupagdo com o excesso de residuos industriais descartados
no meio ambiente. Entre estes segmentos destaca-se o setor vitivinicola, que esta entre as
industrias que mais produzem residuos organicos. Portanto existe uma necessidade no
desenvolvimento de novas alternativas capazes de transformar estes co-produtos em produtos
Uteis. Esta biomassa residual apresenta compostos valiosos devido as suas caracteristicas
estruturais, tais como os flavonoides (antocianinas, catequinas, flavonadis), glicosideos,
alcoois, acidos fenolicos, estilbenos (KAMMERER et al., 2005). Dessa forma, a recuperagédo
destes compostos em extratos, ou fragcdes enriquecidas, podem ter aplicacdes uteis. Para isso €
necessario o aprimoramento dos métodos de extracdo e purificacdo, sendo este o principal
objetivo deste projeto.

Assim sendo, os residuos de vinificacdo foram previamente isolados e submetidos a
extracOes assistidas por diferentes formas de energia (ultrassom e micro-ondas) e com
utilizacdo de solventes de polaridades diferentes (hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol
e agua). Além disso, um processo de prévio isolamento através de coluna aberta com silica foi
testado. A composicdo quimica foi avaliada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com detector UV-Vis (CLAE-UV), Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR). A
quantidade de fendlicos totais foi avaliada bem como a capacidade antioxidante através dos
métodos de Folin-Ciocalteau e DPPH respectivamente.

A extracdo é um passo importante na recuperacdo, isolamento e identificacdo de
compostos. A variacdo e intensidade de energia, polaridade dos solventes, pH dos sistemas,
entre outras caracteristicas, sdo essenciais para o isolamento de um composto ou grupo a
partir de misturas complexas.

O método conhecido como liquido-liquido, onde é possivel fazer variacbes de
solventes, pH, entre outros pardmetros, é a forma mais utilizada para extracdo de compostos.
Por conta das facilidades de operagéo e a ndo necessidade de equipamentos especiais, esta tem
sido a técnica mais utilizada para a producdo de extratos de produtos naturais (MENDOZA et
al., 2013).

Em outro caminho, a extracdo assistida por ultrassom tem sido implementada para
melhorar a eficiéncia da extragdo de fendlicos, acUcares e minerais. Isto ocorre porque a

energia facilita o rompimento das células liberando os metabolitos secundarios. Sendo assim,
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0 processo de extracdo € normalmente mais rapido, com baixo consumo de solvente, é mais
reprodutivel, sendo possivel controlar e fazer gradiente de poténcia. O fenbmeno responsavel
pelo processo de extracdo € chamado de cavitacdo (BARBA et al., 2016).

Da mesma forma, a extracdo assistida por micro-ondas destaca vantagens como:
viabilidade no uso do processo em escala industrial, apresenta aquecimento mais homogéneo
e rapido sendo possivel fazer gradientes térmicos. Este método tem sido utilizado para a
extracdo de compostos organicos em geral, principalmente aromaticos.

De acordo com o0s objetivos, comparou-se as técnicas de extracdo: (i) Liquido-
Liquido; (ii) Assistida por ultrasom; e (iii) Assistida por micro-ondas, com varia¢Ges de
solventes para residuo de vinificagdo. Assim, as extracbes com ultrassom e liquido-liquido
obtiveram rendimentos semelhantes as realizadas em solventes polares como etanol (0,05 +
0,47% e 0,01 £ 1,03%) e agua (0,02 = 0,44% e 0,05 + 0,65%) e apolares hexano (0,02 +
0,64% e 0,05 * 0,23%). Enquanto isso, com a utilizacdo de micro-ondas o maior rendimento
foi obtido com cloroférmio (0,01 + 4,68%).

Para a qualificacdo e quantificacdo dos componentes dos extratos e fracdes utilizou-se
CLAE-UV, EMAR e a determinacdo de fendlicos totais via técnica de Folin-Ciocalteau. Na
primeira foi utilizado um método j& otimizado para a determinacdo de flavanoides, o qual é
baseado em trabalho de Morelli (2010), onde sdo analisados 12 padrbes simultaneamente
(&cido gélico, catequina, acido clorogénico, epicatequina, rutina, acido ferulico, naringina,
hesperidina, miricetina, resveratrol, quercetina e vitexina). Destes 12 avaliados, foram
identificados 6 nos extratos, catequina, resveratrol, hesperidina, acido galico, epicatequina.

Os compostos acido galico e naringina foram identificados em todas as extragdes
(micro-ondas, ultrassom e liquido-liquido) e solventes (hexano, cloroférmio, acetato de etila,
etanol e agua), apresentando maiores valores na extracdo micro-ondas: entre 0,37 +
33,87mg/Kg acido galico e 0,64 + 5,55mg/Kg naringina. Ainda, na extracdo assistida por
micro-ondas o resveratrol foi prevalente nos solventes etanol e acetato de etila variando entre
1,17 a 7,59mg/Kg. Da mesma forma destacou-se que este Ultimo processo foi 0 que mais
extraiu compostos fendlicos.

Com a finalidade de obtengdo de extratos enriquecidos em compostos fenolicos, 0s
residuos de vinificagdo foram fracionados com auxilio de coluna aberta utilizando silica como
fase estacionaria e solventes de polaridades diferentes (cloroférmio, acetato de etila e
metanol). Este é 0 mesmo método adotado por Nugroho et al. (2016) para o isolamento e

obtencdo de compostos fenolicos de folhas da espécie Carica papaya.
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A partir do residuo fresco foram obtidas 255 fragdes, as quais foram analisadas por
cromatografia de camada delgada, sendo visualizadas sob luz UV a 254 e 365nm, e também
coradas com spray de acido sulfdrico-vanilina e aquecimento adicional. Assim, elas foram
unidas por similaridade em 12 diferentes fracdes. Apos, estas fracGes foram avaliadas por
CLAE-UV sendo determinada a presenca de 3 compostos (catequina, resveratrol e &cido
gélico) em diferentes concentragcdes. Enquanto todas as fragGes apresentaram acido galico na
sua constituicio em concentracdes variando entre 0,07" + 1,35 a 0,06% + 3,78mg/Kg, 0
resveratrol ( 0,07° + 1,18 a 0,14* + 5,89mg/Kg) foi identificado nas fracdes obtidas com
cloroférmio e acetato de etila. Dessa forma foi possivel avaliar que este método pode ser
utilizado para enriquecimento de fracdes em determinados compostos como, por exemplo,
resveratrol.

Com a intencéo de uma qualificacdo mais ampla da composicdo quimica, os extratos e
fracbes foram avaliados também por EMAR como ionizagdo por electrospray (ESI). Esta
técnica tem sido amplamente utilizada para identificacdo de compostos fen6licos em misturas
complexas, como sdo os extratos de plantas, por exemplo, fendlicos (RUFATTO et al., 2013)
e alcaloides (NICOLA et al., 2013) em mistura complexa como extratos. Aqui identificou-se
14 compostos, em ambos os modos ESI(+) e ESI(-) como: furaneol, &cido quinico, &cido
vanilico, acido cafeico, resveratrol, catequina, malvidina, quercetina-3-O-glucosideo,
malvidina-3-O-glucosideo, glucose, &cido palmitico, &cido linoleico, &cido estearico. Destaca-
se que a extracao assistida por ultrassom apresentou 13 destes 14 compostos, com destaque
para 0s compostos glicosilados (quercetina-3-O-glucosideo). Estes compostos sdo conhecidos
como inibidores de enzimas como fosfolipases A2 e C, tirosina quinases, lipoxigenages, entre
outras, sendo responsaveis por atividades anti-inflamatdria, anti-histaminica e até citotoxica
(WOLFFRAM et al., 2002).

Neste estudo, a analise de compostos fendlicos totais foi realizada através do método
desenvolvido por Folin-Ciocalteau. Roesler et al. (2007) faz uma comparagédo direta do
extrato com um padrdo (acido galico) utilizando um espectrofotdmetro. O teste estatistico
ANOVA foi aplicado nos resultados para verificar diferencgas significativas nas amostras. Os
resultados obtidos na extragdo por ultrassom foram inferiores aos obtidos nas extracGes
micro-ondas e liquido-liquido, com variacdo entre (0,002°° + 0,05 a 0,20"° + 6,17 mg
GAE/100g). No entanto, a extragdo micro-ondas apresentou melhores resultados, entre 0,04 +
13,18 a 6,02 £ 107,03mg GAE/100g. Ao se comparar os métodos de extracdo, obteve-se 0
conteldo de compostos fendlicos totais que foram de 0,002 + 0,05mg/GAE/100g a 6,02 +
107,03mg/GAE/100g. Casas e col. (2015) e Corrales e col. (2008) utilizaram este método para
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andlise de fendlicos totais em extratos de residuos de vinificagdo. Seus resultados foram
similares (entre 0,20 = 6,17 a 1,22 £ 31,47) aos obtidos aqui, confirmado que estes
subprodutos sdo ricos em compostos fendlicos. Ainda, a avaliacdo de compostos fenolicos
totais demonstra que existe uma variacao expressiva entre os extratos.

Como exemplo, o extrato com solvente cloroférmio, na extracdo micro-ondas,
apresentou alta quantidade de compostos fendlicos 6,02 + 107,03mg GAE/100g, mas poucos
compostos no CLAE-UV entre 0,16 £ 12,29 a 0,39 + 16,44mg/Kg.

Muitos destes compostos podem estar em baixas concentracdes e serem mascarados
quando presentes em extratos totais. Neste sentido, a extracOes e fracbes podem auxiliar na
atividade isolada de cada composto, ou de compostos enriquecidos em amostras.

Neste trabalho optou-se pelo método DPPH’, a qual é uma técnica espectrofotométrica
que consiste em medir a diminuicdo da absorvéncia a 517nm do radical DPPH’, provocada
pela presenga de antioxidantes. Os extratos obtidos com ultrassom foram os que apresentaram
maior percentual de inibigdo radical DPPHe. (2,07 + 74,22% para acetato de etila). Enquanto
isso, 0s obtidos com micro-ondas apresentaram o percentual de inibicdo de 2,44 + 36,64%,
utilizando etanol como solvente. Destaca-se ainda que para a extracao liquido-liquido o maior
percentual em 0,61 + 33,62% de inibicdo do DPPH" foi obtida pelo extrato em acetato de
etila. Desta forma, demonstra-se que os extratos obtidos a partir de residuos de vinificacao
apresentam boa capacidade de sequestro de radicais livres, conclusdes semelhantes as obtidas
por outros autores como Kabir e col. (2015) em que seus extratos mostraram um percentual de
varredura em torno de 60 e 70%; e para Rajha et al. (2013), o percentual do radical DPPH" foi
de 11% a 35% para extratos obtidos a partir de residuos de vinificagdo com os solventes

etanol e gua, utilizando a mesma técnica de analise.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos com esse estudo permitem concluir que:

Residuos de suco de uva sdo ricos em compostos fenolicos, principalmente
flavonoides;

Sobre os métodos de extracdo a partir de subprodutos de uva conclui-se que o0
método por micro-ondas, usando solventes polares como etanol e agua, apresentou
0 melhor rendimento;

Tirar a frase

A composicdo quimica pode ser determinada pela soma das técnicas: CLAE-UV,
EMAR e compostos fendlicos totais;

Portanto, este trabalho demonstrou que € possivel uma utilizacdo mais nobre de
residuos de vinificacdo, os quais normalmente sdo descartados no meio ambiente.
De acordo com os métodos de extracdo e solventes é possivel determinar fracdes

enriquecidas em diferentes compostos.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como continuidade deste trabalho seria importante:

— Testar novos métodos de extracdo como sélido-liquido e fluido subcritico e outras
formas de isolamento de compostos quimicos.

— Auvaliar os compostos quimicos identificados quanto a suas propriedades in vivo e
in vitro.

— Aplicar os extratos enriquecidos em compostos fenolicos como aditivos em

alimentos e cosméticos.
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