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Resumo

O setor agroalimentar estd em constante reformulacdo e inovacdo, no que
concerne ao seu processo produtivo e ao destino dos residuos que dele advém.

Durante algumas décadas este setor focava-se unicamente na producgdo e
processamento de alimentos, ndo havendo preocupacdo relativamente a gestdo dos
residuos gerados. No entanto, considerando toda a problematica em torno deste tema, a
industria tem vindo a promover o reaproveitamento dos bioresiduos que se obtém ao
longo de toda a cadeia produtiva e de comercializagdo, tornando-se mais sustentavel.

Os residuos do setor agroindustrial, principalmente os de origem vegetal (frutas e
legumes), apresentam na sua composi¢do uma concentragdo significativa de compostos
bioativos, com acdo bioldgica, nomeadamente antioxidante, antimicrobiana,
antidiabética, hepatoprotetora, entre outras. O caso particular da industria vitivinicola,
apresenta quantidades significativas de subprodutos, ricos em compostos de elevado
interesse, especialmente acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos. Contudo,
aquando do seu reaproveitamento para obtencdo destes compostos, ¢ necessario
estabelecer qual o processo de extracao mais rentavel.

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar os compostos
fendlicos presentes nos residuos gerados a partir da producao do vinho, ou seja, do bagago
de uva (sementes, talos, cascas), através da aplicagdo de diferentes técnicas de extracao,
como sendo a extragdo por maceragdo (EM), extracdo assistida por ultrassons (EAU) e
extragdo assistida por micro-ondas (EAM). O perfil individual de compostos fenolicos
foi determinado por HPLC-DAD-ESI/MS e o potencial bioativo foi avaliado através das
atividades antioxidante, antimicrobiana, citotoxica e anti-inflamatoria; e foi também
testada a toxicidade dos extratos obtidos. Por fim, o extrato que demonstrou maior a¢ao
bioativa foi incorporado em wraps (produto de panificagdo) e o seu desempenho como
conservante foi testado através da avaliagdao da carga microbiana ao longo do tempo de
prateleira.

Nas amostras obtidas a partir do bagago de uva foram identificados é4cidos
fenodlicos, taninos, flavonoides e estilbenos. A EM evidenciou um maior niumero de
compostos (19 compostos), assim como a maior concentracdo dos mesmos, sendo um

pentamero de procianidina o composto mais abundante.
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Em relacdo a acgdo bioldgica testada, os extratos apresentaram potencial
antifingico e capacidade antibacteriana satisfatoria frente as estipes estudas. Em relagao
a capacidade antiproliferativa, os extratos obtidos através da EM e EAU apresentaram os
melhores resultados em células tumorais. E os extratos obtidos da EAM e EM ndo
apresentaram toxicidade nem atividade anti-inflamatoria.

Considerando os resultados com a maior concentracao de compostos fenolicos e
a melhor agdo bioativa dos ensaios realizados, o extrato obtido por maceragdo foi
incorporado em wraps. Trés formulagdes foram desenvolvidas: controlo (sem adig¢do de
aditivos), com adi¢do do extrato (ingrediente natural) e com adi¢cdo do conservante
sintético (sorbato de potassio — E202), e avaliada a carga microbiana de mesofilos
aerobios totais, coliformes, bolores e leveduras durante um periodo de armazenamento
(0, 3 e 7 dias). Os resultados revelaram uma reduc¢do do crescimento de mesoéfilos totais
até ao terceiro dia de armazenamento comparativamente com a amostra controlo.

Este estudo demonstrou a importancia e inovagdo da utilizacdo sustentavel dos
residuos agroindustriais, como o bagaco de uva, para a obten¢do de compostos fendlicos
bioativos € o seu potencial como conservantes naturais, contribuindo para a

sustentabilidade e avanco do setor agroalimentar.

Palavras Chaves: Bagaco de uva, compostos fendlicos, extragdo, reaproveitamento.
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Abstract

Abstract

The agri-food sector is constantly undergoing reformulation and innovation
regarding its production process and the disposal of resulting waste. For several decades,
this sector focused solely on food production and processing, without concern for waste
management. However, considering the issues surrounding this topic, the industry has
been promoting the reuse of bio-waste generated throughout the entire production and
marketing chain, making it more sustainable.

Waste from the agro-industrial sector, especially of plant origin (fruits and
vegetables), contains a significant concentration of bioactive compounds in its
composition, including antioxidant, antimicrobial, antidiabetic, hepatoprotective, and
other biological activities. In the particular case of the winemaking industry, there are
significant quantities of byproducts rich in compounds of high interest, especially
phenolic acids, flavonoids, tannins, and stilbenes. However, when reusing these
byproducts to obtain these compounds, it is necessary to establish the most cost-effective
extraction process.

In this sense, the present study aimed to evaluate the phenolic compounds present
in the waste generated from wine production, specifically grape pomace (seeds, stems,
skins), through the application of different extraction techniques, namely maceration
extraction (EM), ultrasound-assisted extraction (EUA), and microwave-assisted
extraction (EAM). The individual profile of phenolic compounds was determined by
HPLC-DAD-ESI/MS, and the bioactive potential was evaluated through antioxidant,
antimicrobial, cytotoxic, and anti-inflammatory activities. The toxicity of the obtained
extracts was also tested. Finally, the extract demonstrating the highest bioactive action
was incorporated into wraps (baked goods), and its performance as a preservative was
tested by evaluating the microbial load over the shelf life.

In the samples obtained from grape pomace, phenolic acids, tannins, flavonoids,
and stilbenes were identified. Maceration extraction showed a higher number of
compounds (19 compounds), as well as a higher concentration, with a pentamer
procyanidin being the most abundant compound.

Regarding the tested biological activity, the extracts showed antifungal potential

and satisfactory antibacterial capacity against the studied strains. Regarding
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antiproliferative capacity, extracts obtained through EM and EAU showed the best results
in tumor cells. Extracts obtained from EAM and EM showed no toxicity or anti-
inflammatory activity.

Considering the results with the highest concentration of phenolic compounds and
the best bioactive action from the conducted assays, the maceration extract was
incorporated into wraps. Three formulations were developed: control (without the
addition of additives), with the addition of the extract (natural ingredient), and with the
addition of the synthetic preservative (potassium sorbate - E202). The microbial load of
total aerobic mesophiles, coliforms, molds, and yeasts was evaluated during a storage
period (0, 3, and 7 days). The results revealed a reduction in the growth of total
mesophiles up to the third day of storage compared to the control sample.

This study demonstrated the importance and innovation of the sustainable use of
agro-industrial waste, such as grape pomace, for obtaining bioactive phenolic compounds
and their potential as natural preservatives, contributing to the sustainability and

advancement of the agri-food sector.

Keywords: Grape pomace, phenolic compounds, extraction, reuse.
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Introdugao

1 Introducao
1.1 Sustentabilidade no setor agroindustrial

O setor agroalimentar demostra um amplo impacto econémico e social em todo o
mundo, isto porque a sua producdo contribui para varios dominios da sociedade,
nomeadamente para a nutricdo da populagdo, para o produto interno bruto de cada pais e
para o aumento do nimero de postos de trabalho (Ponta et al., 2022).

Considerando as vantagens e beneficios deste setor, um dos grandes desafios com
que se depara ¢ alinhar o fornecimento de alimentos com os enormes custos ambientais,
que englobam desde a emissdo de gases no meio ambiente, até a fertilidade do solo e a
perda da biodiversidade (Notarnicola et al., 2017). Outro dos grandes desafios ¢
administrar a elevada produgdo de residuos que sdao produzidos em toda a cadeia
produtiva de alimentos, criando medidas estratégicas que contribuam para o “desperdicio
zero” (Ravindran & Jaiswal, 2016).

A grande demanda por parte do aumento populacional, leva a producdes
aceleradas que, muitas vezes, ndo sao bem acondicionadas ou aproveitadas de forma
eficiente, traduzindo-se no descarte inapropriado destes excedentes para o meio ambiente
(Ravindran & Jaiswal, 2016).

Um terco dos alimentos cultivados sdo perdidos ou desperdicados antes e depois
de chegar ao consumidor final, por isso reciclar os residuos gerados de forma eficiente
pode ser considerado um desafio moral e econdémico, uma vez que possuem
caracteristicas que podem ser valorizadas economicamente (Dini, 2021). Assim, a criagdo
de medidas que levem a pratica da reutilizacdo dos residuos do setor agroalimentar pode
beneficiar as industrias, através do desenvolvimento da economia circular. Este tipo de
economia visa obter cadeias de abastecimento mais eficientes, com o objetivo de criar um
mundo sem desperdicios, originando comportamentos conscientes em relacdo aos
produtos, materiais, recursos € meio ambiente (Dini, 2021; Murray et al., 2015).

Nesse sentido, para que a economia circular possa ser desenvolvida, devem ser
implementadas e executadas melhorias do sistema de producao e consumo, a fim de que
os residuos gerados possam ser dispostos de forma correta para serem novamente
introduzidos no setor industrial (Ponta et al., 2022).

Desta forma, para aumentar a conscientizagcdo sobre os impactos causados pela

perda e o desperdicio de alimentos, t€ém vindo a ser estabelecidas normas a curto e longo
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prazo, por parte dos 6rgdos do governo, para que haja um melhor aproveitamento dos
alimentos produzidos. Um exemplo disso, foi o facto de as Nagdes Unidas terem incluido
nos Objetivos de Desenvolvimentos Sustentdvel da Agenda 2030, praticas que
referenciam a erradicac¢ao da fome, consumo e produgao de alimentos responsaveis, a fim
de garantir a seguranca alimentar a toda populagdo (Amicarelli & Bux, 2020). Também,
a FAO (2019) cita que os seres humanos devem “reduzir pela metade o desperdicio
global de alimentos per capita nos niveis de varejo e consumidor e reduzir as perdas de
alimentos ao longo das cadeias de produgdo e fornecimento, incluindo perdas pos-

colheitas”.

1.2 Bioresiduos gerados no setor agroindustrial

Os bioresiduos sdo gerados nas etapas de producdo agricola, na industrializagao
do produto e por parte do consumidor final. Os excedentes da producdo agricola sdo,
geralmente, folhas, caules, flores e raizes, que auxiliam muitas vezes na manuten¢ao das
quintas e culturas, nomeadamente no que concerne a fertilizagdo dos solos. Na industria
alimentar, para além desse tipo de excedentes, a nivel fabril sdo gerados outros
subprodutos que consistem em frutas inteiras que ndo atendem o padrdo de qualidade
proposto para comercializagdo, assim como cascas, polpas e sementes (Chamorro et al.,
2022).

Os bioresiduos podem ser definidos, segundo o Decreto-lei n.° 73/2011, 17 de
junho do Ministério do Ambiente e do Ordenamento do Territério (2011) como “residuos
biodegradaveis de espacos verdes, nomeadamente os de jardins, parques, campos
desportivos, bem como os residuos biodegradaveis alimentares e de cozinha das
habitacoes, das unidades de fornecimento de refei¢oes e de retalho e os residuos
similares das unidades de transformacgdo de alimentos”.

A Organizacao das Na¢des Unidas Para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO),
estima que a producao mundial de residuos agroindustriais atinja 1,3 bilhdes de toneladas
por ano, sendo que, como ja mencionado 1/3 dos alimentos potencialmente destinados ao
consumo humano sao desperdigados, seja como residuos, oriundos do processamento, ou
como perda na cadeia produtiva (FAO, 2013). Os grupos alimentares de maiores perdas
sdo observados nos cereais com uma representacao de 31%, seguido dos vegetais (28 %),

laticinios (11 %), carnes (10 %) e frutas (8 %) (Alvi et al., 2022).
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Relativamente a cadeia produtiva, esses residuos sdo gerados de 11 a 23% ainda
na fase de produg¢do agricola, 17 a 19% durante o processamento industrial, 8 a 23% na
fase de inspegdo e mais de 50% ¢ desperdicada no consumo final, considerando o setor
hoteleiro e doméstico (Amicarelli & Bux, 2020).

No caso particular das frutas, no ano de 2020 foram ultrapassados os 800 milhdes
de toneladas produzidas mundialmente como mostra a Figura 1. A elevada produgdo e
praticas inadequadas de manuseamento e armazenamento gera, como consequéncia, uma
grande quantidade de bioresiduos (Igbal et al., 2021). De acordo com dados apresentados
pela FAOSTAT, no ano de 2019, as perdas no setor de frutas correspondem a
aproximadamente 20 milhdes de toneladas, causando sérios problemas de gestao do ponto
de vista ambiental e econdmico se ndo destinados de forma correta. Desta forma, a
recuperagao e valorizagdo dos bioresiduos gerados pela industria alimentar ¢ uma solucao

promissora para enfrentar esses problemas (Chaouch & Benvenuti, 2020).

Producgao Global de Frutas
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Figura 1: Produgao global de frutas no periodo 2010 — 2020
(Fonte: Adaptado de IQBAL et al., 2021).

Os residuos provenientes do processamento de frutas sdo normalmente
subprodutos fibrosos, constituidos por cascas, polpas e sementes, sendo denominados
como bagaco. De forma geral, o bagaco de frutas apresenta na sua composi¢ao diversos

compostos, como compostos fendlicos, polissacarideos, fitoquimicos, fibras alimentares,
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antioxidantes naturais e varios outros nutrientes, que podem ser recuperados e
introduzidos novamente na industria como matéria-prima para diversas finalidades (Igbal
etal., 2021; Pintado & Teixeira 2015).

Num estudo realizado por Igbal et al. (2021), onde apresentou uma proje¢ao
mundial da produgdo de bagacos e frutas citricas, uva e maga, estima-se que anualmente,
entre o periodo de 2021 a 2025, mais de 20 mil toneladas métricas devem ser produzidas
mundialmente.

Na tentativa de reducao do desperdicio e reutiliza¢ao de frutas e seus excedentes,
a extracdo de componentes de alto valor como proteinas, polissacarideos, fibras,
compostos de sabor e fitoquimicos estdo a ser, cada vez mais, estudadas e utilizadas como
ingredientes em preparagdes nutracéuticas e para o desenvolvimento de alimentos

funcionais (Kumar et al., 2017).

1.3 Compostos bioativos presentes nos bioresiduos

Os compostos bioativos sao definidos como substancias com atividades biologicas
capazes de modular processos metabodlicos, encontrados em pequenas quantidades nos
alimentos e considerados importantes para a manuten¢ao da saide humana. Estes tém
sido associados como potenciais fontes de antioxidantes, atividade antimicrobiana,
anticancerigena, inibicdo ou induc¢do de enzimas, entre outros (Dini, 2021; Kumar et al.,
2017; Barros et al., 2017; Shirahigue & Ceccato-Antonini, 2020).

Os compostos bioativos apresentam uma extensa gama de moléculas, que se
dividem em vérias classes como: os compostos fenolicos, carotenoides e tocoferois, entre

outros como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2: As principais classes de compostos bioativos
(Fonte: Adaptado de Shirahigue & Ceccato-Antonini, 2020)

Por exemplo, os carotenoides sdo encontrados, principalmente, nas cascas ¢ na
polpa dos frutos conferindo coloragdo entre o amarelo e o vermelho-escuro. Atuam como
precursores da vitamina A, contribuem para a capacidade antioxidante e anti-inflamatoria
dos vegetais e evidenciam, também, efeito vasodilatador; acdo antialérgica; anti-
hepatotdxica; antiulcerogénica; agdo antiplaquetaria; bem como a¢des antimicrobianas e
antivirais (Tiwari et al., 2019; Lopes, 2015).

Os tocoferois sdo, também, antioxidantes encontrados naturalmente em alimentos
de origem vegetal como em frutas, vegetais verdes-escuros, sementes oleaginosas, 6leos
vegetais e no gérmen de trigo. Sao classificados de acordo com o nimero e a posi¢ao dos
substituintes metil na por¢do do anel fendlico em isdmeros. No organismo, estes
compostos desempenham atividades relacionadas com o retardamento e a protecdo de
doencas cronicas ndo transmissiveis, como: Parkinson, Alzheimer, tumores e doencas
cardiovasculares (Zayed et al., 2021; Becker et al., 2010).

Desta forma, os bioresiduos obtidos a partir do processamento de frutas sao uma

matriz de interesse para a obtengdo destes compostos, por apresentar na sua cComposi¢ao




Introdugao

cascas, talos, polpa e sementes que possuem estrutura quimica de alta complexidade,
compostos bioativos e outros compostos de interesse (Simoes et al., 2021).

Considerando todo o potencial promissor destes excedentes da industria, diversos
estudos tém sido realizados utilizando os bioresiduos de frutas para a obtengdo de
compostos bioativos.

Tiwari et al. (2019) estudaram residuos bioldgicos de cenoura para extragdo de
carotenoides e obtiveram resultados satisfatorios em relacao a atividade antioxidante e ao
elevado teor de B-caroteno.

Narvaez et al. (2020) caracterizaram o 6leo de semente de goiaba e identificaram
na sua composi¢ao fitoesteroies, tocoferdis e compostos fendlicos. Entre os fitoesterois e
tocoferdis, B-sitosterol e y-tocoferol foram os mais abundantes.

Zayed et al. (2021) desenvolveram um estudo para a valorizacdo da extragdo de
sementes citricas para aplicagdes em alimentos funcionais. Os compostos bioativos
encontrados foram tocoferdis, carotenoides e compostos fendlicos, € a semente de toranja
entre as sementes citricas analisadas, provou a sua eficacia para ser usada em preparagdes
cicatrizantes, antioxidantes, antibacterianas e antidiabéticas.

Sicari et al. (2017) utilizaram casca seca de laranja como agente gelificante
alternativo para a producdo de marmelada e avaliaram a atividade antioxidante e os
compostos bioativos. Nesse estudo foram identificados 4cidos fenolicos (4cido
clorogénico e acido cafeico), flavonoides e antocianinas. Verificou-se também que a
adi¢do da casca de laranja aos produtos alimentares retardou a formag¢dao de HMF
(hidroximetilfufural) e a diminui¢ao da capacidade antioxidante.

Considerando os compostos bioativos disponiveis em matrizes de frutas,
destacam-se os compostos fendlicos como os mais estudados devido aos seus diversos

beneficios associados a satide humana (Routray et al., 2022).

1.3.1 O caso particular dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundérios das matrizes vegetais. Sao
caracterizados por uma estrutura formada por um anel aromatico, com um ou mais
substituintes hidroxilicos, que variam de moléculas elementares monofenolicas a

compostos altamente polimerizados. Estes compostos sdo encontrados em matrizes
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vegetais na forma livre ou conjugada com agucares, proteinas e outros compostos (Dini,
2021; Beres et al., 2017; Kumar & Goel, 2019).

Os compostos fenolicos, sdo divididos em varias classes entres elas os acidos
fendlicos, taninos, estilbenos, lignanas e flavonoides, sendo os flavonoides a maior classe
e a mais encontrada em alimentos. Esses compostos estdo relacionados, principalmente,
com a defesa das plantas contra estresses bidticos e abidticos, pragas e patdogenos,
desempenhando, assim, uma acao antioxidante e antimicrobiana de grande interesse (De
Camargo et al., 2018; Zhang & Tsao, 2016).

Os acidos fendlicos sdo polifendis ndo flavonoides, divididos em acidos
hidroxibenzdicos (4cido galico, p-hidroxibenzdico e siringico) e hidroxicinamicos
(acidos cafeicos, p-cumarico, ferulico), sdo, essencialmente, encontrados em frutas,
vegetais, graos integrais (aveia, cevada, arroz, trigo, milho) e leguminosas (grao-de-bico,
soja, lentilha, feijao, entre outros) (Chedea et al., 2022; Cuevas-Rodriguez & Oseguera-
Toledo, 2022)

De outro modo, os estilbenos sao compostos formados por dois anéis aromaticos
ligados pelo radical etileno e aparecem naturalmente no amendoim, na familia das
leguminosas, bagas, vinho e sumo de uva. A molécula mais estudada ¢ o resveratrol e
seus derivados (Puangpraphant, Cuevas-Rodriguez & Oseguera-Toledo, 2022).

Relativamente aos taninos, estes podem ser classificados em dois grupos: taninos
condensados ou ndo hidrolisdveis (proantocianidinas) e taninos hidrolisaveis
(elagitaninos). O primeiro grupo ¢ encontrado em sementes e cascas de frutas e o segundo
sao considerados os principais compostos fenolicos disponiveis em sementes (Chedea et
al., 2022; Puangpraphant, Cuevas-Rodriguez & Oseguera-Toledo, 2022).

Por sua vez, os flavonoides estdo, principalmente, presentes na casca dos
alimentos e sdo reconhecidos pela sua capacidade antioxidante, evidenciando agdo
protetora contra os radicais livres (Puangpraphant, Cuevas-Rodriguez & Oseguera-
Toledo, 2022).

Desta forma, os compostos fenolicos possuem propriedades que sdo objeto de
varios estudos por parte da comunidade cientifica, nomeadamente a agdo antioxidante
(Neves, 2015; Zardo, 2019), antimicrobiana, antitumoral, antidiabética, anti-inflamatodria

e protetora da radiacdo ultravioleta (Dini, 2021).
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Marques et al. (2017) realizou andlises em farinha obtida a partir de bagaco de
acerola e o extrato apresentou uma grande concentracdo e variedade de compostos
fendlicos com potencial bactericida e potencial antioxidante (a capacidade de captagdo de
radicais DPPH (2,2 —Difenil-1-picrilhidrazil)) foi maior que 70% (Caetano et al., 2009).

Ferreira (2010) avaliou separadamente o bagaco de uva, as sementes e as cascas.
A fragdo das sementes foi a que apresentou maiores conteidos de compostos fendlicos
totais e capacidade antioxidante.

Deng et al. (2012) analisaram a relagdo da atividade antioxidante e os compostos
fenolicos presentes em residuos de 50 frutos (cascas e sementes) e constataram que o 0s
compostos fendlicos estdo correlacionados com o potencial antioxidante. Observaram,
também, que os compostos bioativos foram encontrados em maior quantidade nas cascas
e sementes comparativamente com as polpas.

Arbos et al. (2013) avaliaram atividade antimicrobiana, antioxidante e o teor de
compostos fenolicos de extrato hidroalcodlico obtido a partir da casca e semente de frutos
de manga. O extrato da casca apresentou teores de compostos fendlicos totais
significativamente superior, assim como melhores resultados de atividade antioxidante e
antimicrobiana.

Para que estes compostos sejam recuperados de forma eficiente e assim
reintroduzidos como ingredientes funcionais em produtos alimentares e nutracéuticos,
varias técnicas de extracdo tém que ser estudadas. Isto porque, trata-se de moléculas de
alta sensibilidade, sendo importante avaliar todos os fatores envolventes para promover
uma elevada extratabilidade mantendo a estabilidade e o seu potencial biologico

(Majumde & Annegowda, 2021).

1.4 Técnicas de extracao

A extragdo consiste numa operagdo de transferéncia de massa com o objetivo de
captar os compostos de interesse de uma matriz, através de processos quimicos ou fisicos.
Ao realizar-se o processo de extragdo nas matrizes vegetais, deve considerar-se a parte da
matriz utilizada e os compostos que se desejam extrair (Vieira, 2015).

Desta forma, a eficiéncia da extracdo de compostos bioativos depende de varios
fatores, nomeadamente da matriz vegetal utilizada, do método aplicado, da

disponibilidade desses compostos nas matrizes bioldgicas, (forma livre, ligacdes com
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outras biomoléculas), da estabilidade das moléculas pretendidas, da temperatura aplicada,
do solvente utilizado, entre outros (Dini, 2021; Routray et al., 2022). Por isso, selecionar
o método de extracdo que permita uma maior extratabilidade ¢ de extrema importancia,
pois influenciara diretamente o rendimento final do extrato e a concentracdo de
compostos de interesse (Bondam et al., 2022).

Os métodos convencionais de extragao utilizados durante muitos anos, geralmente
realizados com técnicas de refluxo, maceragdo a frio, soxhlet e destilacdo simples,
apresentam algumas desvantagens se comparadas com técnicas ndo convencionais
(extracdo assistida por micro-ondas e extragdo assistida por macera¢do), como o maior
custo operacional, menor rendimento, maior consumo de energia, maior tempo de
extracdo e maiores quantidades significativas de solventes (Cigeroglu et al., 2020; Bandar
etal., 2013).

A extragdo por maceragdo (EM) é uma técnica bastante utilizada e apresenta como
principais desvantagens a utilizagdo de solventes ndo permitidos na industria alimentar,
altas temperaturas e tempo prolongado de extracdo, que podem levar a degradacdo dos
compostos fendlicos. Porém, apresenta como vantagem baixo custo de opera¢do e
facilidade de manuseio (Kumar et al., 2017).

Com o avanco dos processos tecnologicos, técnicas emergentes de extragdo foram
citadas por apresentarem beneficios significativos frente as técnicas convencionais
comumente utilizadas. Desta forma, as técnicas emergentes possuem maior eficiéncia,
menor tempo e um menor consumo de solventes. Essas técnicas sdo consideradas como
ambientalmente convenientes, por nao fazerem uso de solventes toxicos no seu processo
(Alvi et al., 2022).

Sdo varias as técnicas de extracdo emergentes aplicadas: extracdo de dioxido de
carbono supercritico, extracdo de agua subcritica, extragdo de liquido pressurizado,
extracdo assistida por ultrassons e extracdo assistida por micro-ondas, sendo as duas
ultimas as mais aplicadas (Gomez et al., 2020; Kumar et al., 2017).

A EAM foi desenvolvida para a extragdo de compostos como antioxidantes,
compostos aromaticos, 6leos essenciais, pigmentos € outros compostos organicos obtidos
a partir de amostras solidas de alto valor (Alvi et al., 2022). A técnica consiste na
utilizacao de ondas eletromagnéticas, com uma frequéncia geralmente de 2450 MHz,

equivalente a cerca de 600-700 watts. O principio basico € que a energia absorvida pelo
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micro-ondas no processo de passagem pelo meio € convertida em energia térmica, o que
facilita o processo de extracdo. O aquecimento por micro-ondas induz a rota¢ao dipolar
de moléculas e migracao de ides, difusao de solvente e dissolu¢do de componentes devido
a rutura das ligacdes de hidrogénio (Igbal et al., 2021).

Outra metodologia muito utilizada para extracdo de compostos fenolicos de
bioresiduos de frutas é a EAU (Dini, 2021). O mecanismo de funcionamento,
normalmente, ¢ de cavitacdo que gera a compressao e expansao da matriz, causando a
permeabilizarao da parede celular e aumento do rendimento dos compostos desejados.
Com o aumento dos ciclos de compressao e refracdo ocorre o aumento da extragdo (Igbal

etal., 2021).

1.5 Subprodutos alimentares: medidas estratégicas para a criacdo de solucoes
industriais sustentaveis

O desperdicio de alimentos pode ser relacionado com varios problemas,
nomeadamente sociais (como € o caso da desnutricao) e ambientais, causando anualmente
a liberagdo de 3,3 bilhdes de toneladas de CO> na atmosfera e dioxinas (Dini, 2021).

Uma das razdes que leva a baixa taxa de reciclagem ¢ o reduzido custo de descarte
dos excedentes, comparativamente com o custo de reciclagem/conversao dos mesmos.

No entanto, torna-se cada vez mais urgente a andlise e defini¢do de estratégias de
gestdo de residuos, para que sejam criadas e aplicadas solugdes tecnologicas, como o
desenvolvimento de sistemas de colheita para digestdo anaerdbica de residuos
biodegradaveis mistos, compostagem e incineracdo, a producdo de biocarvao ou
bioenergia (por exemplo, biogas, biodiesel), ou extrair metabdlitos primarios e
secundarios para uso em cosméticos, produtos farmacéuticos e suplementos alimentares
(Dini, 2021). Tudo isto contribuird para o desenvolvimento de toda a cadeia alimentar,

promovendo o incremento da economia circular, a inovagado e a valorizacao de recursos.

1.6 Caracterizagio, origem e producio da uva

Asuvas sdo frutos silvestres produzidos por plantas do género Vitis, domesticadas
ha mais de 6000 anos. E uma baga disposta em cacho que apresenta vérias formas,
podendo ser esférica, ovoide ou elipsoide, com pesos e tamanhos variados. Pode também

apresentar diversas coloragdes, podendo ser verde, branca, dourada, rosada, rubra,

10



Introdugao

azulada ou preta, e 0 seu aroma e o sabor vao do doce ao adstringente (Aires et al., 2021;
Venkitasamy et al., 2019).

Atualmente no mundo existem cerca de 8.000 a 10.000 cultivares de uvas V.
Vinifera, 33 variedades ocupam 50% da &rea cultivada. Mundialmente sdo uma das
frutiferas mais populares, comercializadas e consumidas in natura ou como produtos
processados, como vinhos, uvas passas, uvas de mesa, sucos, geleias e para diversas
outras destinagdes. O cultivo de uva varia em todo o mundo de acordo com a aptidao do
cultivo, resisténcia a doengas, cor, sabor, textura e muitas outras caracteristicas. Durante
o ano de comercializagdo 2019/2020 a produ¢do global de uva foi de cerca de 23,8
milhdes de toneladas métricas, os paises com maior produgdo de uva de mesa sdo China,
seguido da India e Turquia, respetivamente. De outro modo, paises como Italia, Franca,
Espanha e Argentina sdo paises especializados na produgdo de vinho (Sabra et al., 2021;
Bares et al., 2017; Venkitasamy et al., 2019).

De acordo com a Organizacao Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), em 2020,
Portugal registrou uma produg¢do de vinho de aproximadamente 6,4 milhdes de
hectolitros, posicionando-o como o décimo primeiro maior produtor de vinho do mundo.
Além disso, foram colhidas cerca de 853.384 toneladas de uvas frescas e 17.849 toneladas
de uvas de mesa no pais. Esses dados fornecidos pela OIV refletem a importancia e o

impacto significativo da industria vitivinicola portuguesa.

1.6.1 Bagaco de uva

O bagago de uva ¢ o principal residuo das industrias de processamento de sumos
e vinhos, tendo na sua composi¢ao moléculas promissoras para o desenvolvimento de
novos produtos alimentares (Monteiro et al., 2021).

De acordo com um estudo realizado por Spigno et al. (2017), o bagago ¢&,
geralmente, descartado nas industrias de processamento de uva, tornando-se o principal
residuo sélido produzido, representando cerca de 60% do total e cerca de 20% a 25%, em
peso, das uvas utilizadas. A maior utilizagdo das uvas produzidas no mundo € na industria
vinicola, rondando cerca de 75% da producgao total (Igbal et al., 2021).

Os residuos obtidos correspondem a peles prensadas (75%), sementes (22%)),

polpa residual e caules (3%). Em termos de matéria seca, cerca de 75% do bagaco de uva
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¢ fibra alimentar, principalmente composto por celulose, hemicelulose e pectinas (Igbal
etal., 2021).

No Brasil e na Europa, o bagaco de uva, normalmente, tem como destino a
aplicacdo no solo, como por exemplo em aterros ou como biofertilizantes, a incineragao
ou para a alimentagdo animal (Monteiro et al., 2021). O interesse pelo bagaco de uva
como fonte potencial de compostos fenolicos ocorre porque este subproduto possui uma
concentracdo significativa de polifendis devido a maceracdo incompleta durante o

processo de vinificacao (Nayak et al., 2018).

1.6.2 Composiciao nutricional e quimica

O bagacgo de uva ¢ composto por macro e micronutrientes como as proteinas,
lipideos, hidratos de carbono, vitaminas e compostos bioativos, bem como por compostos
fenolicos (Monteiro et al., 2021).

A casca da uva contém uma grande quantidade de &cidos hidroxicinamicos,
antocianinas (conferem a coloracdo vermelha ap6s o amadurecimento) e flavonoides
glicosideos, enquanto os flavonois estdo presentes principalmente nas sementes (Igbal et
al., 2021). As sementes de uva contém 13 a 19% de 6leo, que € rico em acidos gordos
essenciais, cerca de 11% de proteina, 60 a 70% de hidratos de carbono ndo digestiveis e
antioxidantes ndo fenolicos, como tocoferois e betacaroteno (Yu & Ahmedna, 2012).

Num estudo realizado por Sousa et al. (2014) foi feita a avaliacdo da composicao
quimica da farinha do bagago de uva e obtiveram-se valores de humidade de 3,33g/100g,
acidez de 0,64g de acido citrico/100g e cinzas de 4,65g/100g. A quantidade de fibra
alimentar total foi de 46,17g/100g, carboidrato (29,2g/100g), proteina (8,49g/100g) e
lipidios (8,16g/100g). E em relagdo aos compostos com propriedades funcionas, foram
observados maiores valores de fibra insoluvel 79% (36,4g/100g); vitamina C (26,25 mg
de 4cido ascorbico/100g) e antocianinas (131mg/100g).

Também Prozil (2012) avaliou a composicdo quimica dos engacos de uva
provenientes de bagago de uva tinta, testando o seu valor nutricional. Estes autores
obtiveram uma concentragao de cinzas de 7%, celulose de 30,3%, proteinas 6,1%, taninos
15,9%, lignina 17,4%, hemicelulose 21%. Minerais detetados: potassio (0,9%), calcio
(0,15%), magnésio (0,02%), zinco (0,01%), sodio (<0,01%).
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Moro et al. (2021) determinou os compostos fenolicos de bagaco de uva,
identificando sete compostos fendlicos de quatro classes nomeadamente: acidos galico,
siringico e vanilico (acidos hidroxibenzodicos), procianidina B2 (proantocianidina),
catequina e epicatequina (flavan-3-06is) e quercetina (flavonol).

O conteudo fendlico total encontrado no bagaco de uva por Theagarajan et al.
(2019) foi de 280,6 equivalentes de acido galico por grama de bagaco seco (mg GAE/g
de bagaco seco), ja os resultados encontrados por Moro et al. (2021) foram de 118,1 mg
GAE/g de bagaco seco. Ja em estudo realizado por Ferreira (2010) compara a diferenca
de compostos fendlicos presentes no bagaco de uva e nas demais partes da uva (Tabela

1).

Tabela 1: Principais compostos fendlicos em diferentes fracdes da uva
Compostos Bagaco de uva Cascas Sementes Raquis

Acidos fenélicos 0,03 -8,31 0,17-8,23  0,10-0,11 0-0,04
Flavan-3-0is totais 0,34 — 4,25 0,12-3,38  3,56-6,15 0,22-0,89
Antocianidinas totais 11,47 -29,82 11,47 -29,82
Flavonoides totais 0,03 -0,63 0,48 - 0,63 0,02 - 0,05 0-0,22
Fonte: (Adaptado de Ferreira, 2010)

Considerando os estudos anteriormente realizados e disponiveis na literatura, a
composi¢do do bagaco de uva varia de acordo com as condi¢gdes climaticas e praticas da
viticultura, variedade, maturidade, condi¢des sanitérias e o processamento (Venkitasamy

etal., 2019).

1.6.3 Aplicacdes industriais e beneficios

Tradicionalmente o bagaco de uva ¢ utilizado para a producdo de diferentes
destilados, fertilizantes ou racdo animal. No entanto, nos ultimos anos a demanda por
ingredientes saudaveis e naturais de fontes alimentares tornou o bagago de uva um
ingrediente natural promissor, com caracteristicas antioxidantes e conservantes, capaz de
fazer frente aos aditivos sintéticos comercialmente aplicados (Bordiga et al., 2019).

Até a data, foram realizados alguns estudos com os excedentes obtidos na
industria do processamento de uva e constatou-se que a farinha do bagaco de uva pode

substituir as farinhas tradicionais e fortificar produtos alimenticios. Desta forma, a adi¢ao

13



Introdugao

da farinha de bagaco de uva foi utilizada na elabora¢do de cereais matinais a base de
milho, apresentando elevado teor de fibras (21,89g/100g de amostras base seca (b.s)) e
com alta capacidade antioxidante (188 pumol trolax.g "' de amostra b.s) (Ferreira, 2010).
Para além disso, Theagarajan et al. (2019) utilizou bagaco de uva em pod, em diferentes
concentragdes, para desenvolver cookies funcionais, e verificou que ndo correram
alteracdes significativas nos paramentos fisicos, porém verificou-se um aumento do teor
de fibras e proteinas e uma a¢ao antioxidante moderada em todas as concentracoes.

Por outro lado, a aplicagdo da farinha de casca de uva na formulacao de snacks
extrusados Bender et al. (2016) detetou a presenca de resveratrol, luteolina e kaempferol,
indicando a presenca de moléculas antioxidantes na farinha.

Nao obstante, também as sementes de uva podem ser utilizadas, nomeadamente
para a extragdo de 6leo, pela sua composicao em acidos gordos, tornando-se um potencial
ingrediente em aplicagdes de cosméticos e alimentos (Cecchi et al., 2019; Igbal et al.,
2021). O extrato obtido a partir de semente da uva tem sido estudado devido ao seu
potencial na preven¢do de algumas doengas. Isto porque, este extrato contém quantidades
promissoras de proantocianidinas que intervém na eliminagao de radicais livres contra o

anido superoxido e radical hidroxilo (Topalovi¢ et al., 2020).
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2 Objetivos

Anualmente, sdo desperdigados no setor agroalimentar milhdes de bioresiduos ao
longo de toda a cadeia, desde a produgdo agricola até aos consumidores finais.
Considerando esta problematica, ¢ importante estabelecer medidas estratégicas para a
reducdo dos mesmos, fazendo o seu reaproveitamento e valorizagao.

Uma vez que esses bioresiduos sdo um potencial fonte de compostos bioativos, o
seu reaproveitamento e aplicacdo na industria alimentar como possiveis ingredientes
funcionais e conservantes ird permitir o incremento socioecondmico ¢ a sustentabilidade
do setor, o desenvolvimento da economia circular, assim como, proporcionar uma gama
de alimentos mais saudéaveis (alimentos funcionalizados) ao consumidor.

Neste sentido e, considerando que a indistria do processamento de uva gera uma
grande quantidade de subprodutos, este trabalho teve como objetivo avaliar a
extratabilidade dos compostos fenolicos presentes nos residuos do processamento do
vinho - bagaco de uva (sementes, talos, cascas), através da aplicagdo de diferentes
técnicas de extracdo (extragdo por maceracao, extragao assistida por ultrassons e extracao
assistida por micro-ondas). Para além disso, foi avaliado o potencial bioativo dos 3
extratos obtidos e incorporado o extrato com maior agdo bioativa num wrap (produto
alimentar da industria de panificagdo). Para avaliar o desempenho do extrato incorporado
como conservante foi avaliada a carga microbiana ao longo do tempo de prateleira do

produto.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

1) Aplicagao e avaliagao de diferentes metodologias de extracao para avaliagao da
extratabilidade de compostos fenolicos no bagago de uva: a) EM, a temperatura ambiente;
b) (EAU); ¢) (EAM); d) determinacgdo do perfil fendlico individual dos 3 extratos obtidos,
utilizando técnicas de analise cromatograficas - HPLC-DAD-ESI/MS;

i1) Avaliagdo do potencial bioativo dos extratos obtidos pelos trés métodos de
extragdo aplicados, através dos ensaios de atividade antioxidante, citotdxica,
hepatotoxica, anti-inflamatdria e antimicrobiana (antifingica e antibacteriana);

ii1) Incorporacdo, na forma livre, do extrato com melhor acdo bioldgica num
produto alimentar;

iv) Avaliacdo do potencial conservante do extrato incorporado, através da

avaliacdo da carga microbiana ao longo do tempo de prateleira do produto alimentar.
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Figura 3: Representagdo esquematica dos objetivos da dissertagao.

(Fonte: do autor, 2022).
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3 Material e métodos

3.1 Amostras em estudo: aquisicio e processamento

As amostras usadas neste estudo consistem em bagaco de uva, fornecidos pela
empresa Destildouro (Folgosa, Portugal) na forma fresca. A amostragem ¢ constituida
por sementes, talos e cascas resultantes do processamento da uva em vinho. Apds a sua
rececdo, a amostra foi desidratada por liofilizagao e triturada até obtengao de um po fino

e homogéneo para posteriores andlises (Figura 4).

Figura 4: (A) Amostra do bagago de uva desidratada; (B) Amostra do bagago de uva triturada.
(Fonte: do autor, 2022).

3.2 Padroes e reagentes

3.2.1 Analise quimica: determinacio do perfil fendlico individual

Etanol, metanol e acetonitrilo (99,9%; grau HPLC) foram fornecidos pela empresa
Fisher Scientific (Leicestershire, Reino Unido). A agua destilada foi obtida através de um
sistema de purificacdo de 4gua Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, EUA).
O 4cido formico foi adquirido na empresa Prolabo (VWR International, Franga). Os
padrdes de compostos fendlicos foram adquiridos na empresa Extrasynthese (Genay,

Franca).

3.2.2 Estudos das bioatividades
Atividade citotoxica e hepatotoxica: Os padrdes e reagentes, tais como o soro fetal

de bovino (SFB), a L-glutamina, a solu¢dao salina de Hank’s (HBSS), a solugdo de
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penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 mg/mL) e o meio DMEM (meio de cultura
para células animais (Dulbecco Modified Eagle), foram adquiridos na empresa Hyclone
(Logan, Utah, USA). A empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) forneceu o acido
acético, a elipticina, a sulforodamina B (SRB), o 4cido tricloroacético (TCA) e o Tris. A
agua foi tratada como referido anteriormente na sec¢do 3.2.1.

Atividade anti-inflamatoria: O Griess Reagent System Kit foi adquirido na
Promega (Madison, WI, USA). As células RAW 264.7 foram compradas na ECACC
(“European Collection of Animal Cell Culture™) (Salisbury, UK) e 0 DMEM na empresa
Hyclone (Logan, Utah, USA).

Atividade antimicrobiana: O composto cloreto de iodonitrotetrazolio (INT) foi
adquirido na empresa Panreac Applichem (Barcelona, Espanha). O Mueller-Hinton agar
(MH) ou (MHB) foi adquirido na Biolab (Hungria). Os antibidticos Vancomicina e
Imipenem foram adquiridos na Hikma farmacéutica (Portugal SA) e a Ampicilina na
Janssen farmacéutica (Bélgica).

Atividade  antioxidante: O padrdo trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-carboxilico), AAPH foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA).

3.3 Extracdo dos compostos fenolicos através da aplicacdo de trés metodologias
distintas

3.3.1 Extracido por maceraciao

A extracdo por maceracdo foi realizada com a adi¢do de 30 mL de uma solugdo
hidroalcodlica etanol/agua (80:20, v/v) a, aproximadamente, 1 g de bagaco de uva (Figura
5A). A mistura permaneceu durante 1 hora sob agitagdo magnética constante (150 rpm),
a temperatura ambiente (Figura SB). Seguidamente, o sobrenadante foi filtrado (Figura
5C) com o auxilio de papel filtro (Whatman N°4) e o processo foi repetido, sendo a
amostra re-extraida com mais 30 mL da mesma solucao de extragdo. O filtrado foi levado
ao evaporador rotativo a uma temperatura de 40 °C (Biichi R-210, Flawil, Switzerland)
para remover a fragao alcoodlica (Figura SD) e, posteriormente, a fracdo aquosa restante
foi congelada (Figura SE) e liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO,
USA) (Figura SF).
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Figura S: Etapas da extragdo por maceragdo do bagago de uva.
(Fonte: do autor, 2022)

3.3.2 [Extracio assistida por ultrassons
Para a extragdo assistida por ultrassons foi utilizado um procedimento

anteriormente descrito por Drevelegka & Goula (2020). Foram pesadas 8,75 g de bagaco

de uva e adicionados 70 mL da solucao hidroalcodlica etanol/agua (50:50, v/v) (Figura
6A). A extragdo foi realizada num equipamento de sonda de ultrassons (Sonicadores
QSonica, modelo CL-334, Newtown, CT, EUA) (Figura 6B), aplicando as seguintes
condig¢des: amplitude de 200W, temperatura de 10 °C e tempo 10 minutos. Seguidamente
fez-se a filtracdo do sobrenadante (Figura 6C), a remocao da fracdo alcodlica através de
um evaporador rotativo (Biichi R-210, Flawil, Switzerland: a uma temperatura de 40 °C)
(Figura 6D), o congelamento da fracdo aquosa (Figura 6E) e a sua liofilizagdo (Figura

6F) (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA).
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Figura 6: Etapas da extracdo assistida por ultrassons do bagaco de uva.
(Fonte: do autor, 2022)

3.3.3 Extracao assistida por micro-ondas

Para a extragdo assistida por micro-ondas foi utilizado um procedimento
anteriormente descrito por Drevelegka & Goula (2020). Foi feita a pesagem de 1 g de
bagaco de uva e adicionados 24 mL da solu¢do hidroalcodlica etanol/agua (40:60 v/v), e
a solucdo acondicionada num tubo de micro-ondas (Figura 7A). Posteriormente a
extragdo foi realizada num equipamento de Micro-ondas (Biotage Initiador+, Uppsala,
Suécia) usando copos fechados, com poténcia de 408 W, 630 rpm e temperatura de 70 °C
(Figura 7B). Seguidamente fez-se a filtragao do sobrenadante (Figura 7C) e a remogéo
da fracgdo alcoolica através do evaporador rotativo (Biichi R-210, Flawil, Switzerland: a
uma temperatura de 40 °C) (Figura 7D) e o congelamento e liofilizagdo da fracdo aquosa

(FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA).
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Figura 7: Etapas da extragdo assistida por micro-ondas do bagaco de uva.
(Fonte: do autor, 2022)

3.4 Determinacao do perfil fendlico individual das amostras do bagaco de uva:
analise cromatografica

O extrato foi dissolvido em EtOH:H>O (20:80 v/v) e filtrado com um filtro de
seringa de nylon de 0,2 pm em um frasco e analisado usando um sistema de HPLC
equipado com um detecor de arranjo de diodos acoplado a um detetor de espectrometria
de massas (HPLC-ESI -Orbitrap-MS, Thermo Scientific), sistema equipado com injetor
automatico com temperatura controlada a 5°C, desgaseificador e compartimento de
coluna com termostato a 35°C, conforme realizado por Barros et al. (2013). Foi realizada
a dete¢do do composto usando um detetor de matriz de diodos (DAD) em comprimentos
de onda 280, 330 ¢ 370 nm. A separagdo do composto foi realizada usando coluna Waters
Spherisorb S3 ODS-2 C18 (4,6 x 150 mm; 3 um; Milford, EUA) em fase reversa
empregando (A) acido formico (0,1%) e (B) acetonitrilo na fase moével a um fluxo de 0,5
mL/min em regime de eluicdo gradiente: 10 a 15% B por 5 minutos, 15 a 20% B por 5
minutos, 20 a 25% B por 10 minutos, 25 a 35% B por 10 minutos, 35 a 50% B por 10
minutos, e reequilibrar a coluna por 10 minutos. O sistema foi conectado a um
espectrometro de massa fon Trap Linear LTQ XL (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA)
com uma fonte de ionizacao por eletrospray (ESI) empregando azoto como gés de arraste

a 50 psi, com uma tensao de spray de 5 kV, a tensdo inicial temperatura de 325°C, tensao
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capilar de -20 V e tensdo da lente do tubo de -66 V. Os espectros foram registrados no
modo negativo entre 100 e 1.500 de razdo de massa de carga (m/z), e a energia de colisao
foi mantida em 35 unidades arbitrarias. A aquisi¢cdo, o processamento € a interpretagao
dos dados foram realizados com o software Xcalibur versao 2.2 (ThermoFinnigan, San
Jose, CA, EUA). Para a identificagdo dos compostos, o tempo de retengdao (Rt), o
comprimento de onda de absor¢do maxima (Amax), ido pseudomolecular ([M-HJ),
espectros UV-Vis, espectros de massa e padroes de fragmentagao ionica (MS2) foram
comparados com literatura e padrdes disponiveis comercialmente. Para a quantificagao
dos componentes (expressos em mg/g de extrato seco), foram utilizadas as curvas de
calibragdo obtidas a partir dos padrdes disponiveis: Curvas de calibracdo utilizadas: Picos
1 e 11: 4cido galico (y=131538x+292163, R?>=0,9969, LOD = 8,05ug /mL e LOQ =
24,41ug/mL); Picos 2 e 3: resveratrol (y = 54835x — 29986, R?>= 0,9989, LOD
9,11pg/mL e LOQ = 4,21ug/mL); Pico 4: acido protocatectiico (y = 214168x + 27102,
R?=0,9999; LOD = 0,14 pg/mL; LOQ = 0,52 pg/mL); Pico 5: apigenina-7-O-glicosideo
(y = 10683x - 45794; R*> = 0,999; LOD = 0,10 ug/mL; LOQ = 0,53 pg/mL); Picos 6-10 ¢
12: catequina (y = 84950x — 23200, R? = 0,9999; LOD 0,17 pg/mL; LOQ 0,68 pg/mL);
Picos 15, 16 e 18: quercetina-3-O-glicosideo (y = 34843x — 160173; R? = 0,9998; LOD
= 0,21 pg/mL; LOQ = 0,71 pg/mL); Pico 13 e 14: quercetina-3-O-rutinosideo (y =
13343x + 7675, R* = 0,9998, LOD = 0,1 pg/mL; LOQ = 0,65 pg/mL; Picos 17 e 19:
luteolina-7-O-glicosideo ( y = 43453x — 1354,5, R =0,998; LOD = 0,40 ng/mL; LOQ =
0,88 ug/mL).

3.5 Avaliacao das propriedades bioativas dos extratos obtidos a partir do bagaco

de uva

3.5.1 Preparacio dos extratos

Os extratos hidroetanolicos foram obtidos de acordo com o descrito anteriormente
na seccdo 3.3.1, seccdo 3.3.2, seccdo 3.3.3. Os extratos liofilizados obtidos foram
separadamente dissolvidos: numa solug¢dao hidroetanodlica (EtOH/H>O; 80:20) com
concentracdo de 10 mg/mL para a avaliacdo da atividade antioxidante (sec¢do 3.5.2); em
meio de cultura numa concentragdo de 10 mg/mL foram dissolvidos para atividade

antimicrobiana (sec¢do 3.5.3) e em 4gua destilada numa concentrag¢do de 8 mg/mL para
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a avaliagdo da atividade citotoxica, hepatotdxica (sec¢do 3.5.4) e atividade anti-
inflamatéria  (sec¢do  3.5.5). Posteriormente, estas solugdes foram diluidas

sucessivamente de forma a obter as concentracdes de trabalho.

3.5.2 Atividade antioxidante
3.5.2.1 Inibicao da peroxidacio lipidica em tecidos cerebrais de porco através da
formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico TBARS

A peroxidacao lipidica pode ser determinada pelos produtos da oxidacao que
reagem com o acido tiobarbitirico (TBA), dando origem a compostos rosa que sdo
conhecidos como espécies reativas ao acido tiobarbitiarico (TBARS — “thiobarbituric acid
reactive species”). Um dos produtos comumente usados como biomarcador de
peroxidacao lipidica ¢ o malodialdeido (MDA) que se associa ao TBA na presenca de
ides H para formar um cromodgeno (MDA-TBA). Nesta metodologia, a oxidagdo de uma
preparagao rica em lipidos ¢ induzida pela adicdo de um ido metalico (ferro ou cobre), e
a extensdo da reacdo com o acido tiobarbiturico ¢ determinada pela capacidade dos
antioxidantes, presentes na amostra, protegerem os tecidos contra o processo de oxidagao,
inibindo assim a formagdo do cromdgeno (menos rosa) (Gutteridge, 1995; Ng et al.,
2000).

Para a realizagdo da analise de TBARS, procedeu-se conforme descrito por Barros
et al. (2010). Cérebro de porco, obtido num matadouro local, foi dissecado e
homogeneizados com um Polytron em tampao Tris-HCI gelado (20 mM, pH 7,4), para
produzir um homogenato de tecido cerebral 1:2 (p/v) que foi centrifugado a 3000 g
durante 10 min. Uma aliquota (0,1 mL) do sobrenadante foi incubada com as diferentes
concentragdes da solugdo (0,2 mL) na presenga de FeSO4 (10 uM; 0,1 mL) e acido
ascorbico (0,1 mM; 0,1 mL) a 37 °C durante 1 hora. A reacdo foi interrompida pela adi¢ao
de acido tricloroacético (28% p/v, 0,5 mL), seguido por &cido tiobarbiturico (TBA, 2%,
p/v, 0,38 mL), e a mistura foi entdo aquecida a 80 °C durante 20 min. Apds centrifugacao
a 3000 g durante 10 min, para remover a proteina precipitada, a intensidade da cor do
complexo MDA-TBA no sobrenadante foi medida pela sua absorbancia a 532 nm (Figura

8). A taxa de inibi¢do (%) foi calculada usando a Equacéo 1.
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N (A-B)
Taxa de inibicio (%) = —a X 100

Equacio 1. Equacdo da determinagdo da taxa de inibigdo em ensaio TBARS

Onde:
A ¢é a absorbancia do controlo

B ¢ a absorbancia da solugdo do composto

Figura 8: Ensaio de avaliagdo da atividade antioxidante: TBARS.
(Fonte: do autor, 2022)

3.5.2.2 Avaliagdo da atividade antioxidante celular (CAA)

Para avaliar a atividade antioxidante celular (CAA), os extratos hidroetandlicos
obtidos a partir de bagago de uva foram dissolvidos em agua para obter uma concentragdo
de 8 mg/mL, a partir da qual foram feitas diluicdes sucessivas usando 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH) preparadas com etanol e diluida com HBSS (50 uM)
com o intuito de obter as concentragdes a serem testadas (500 - 2000 pM).

A anélise foi feita conforme descrito por Wolfe & Rui (2007). A linhagem celular
utilizada foi RAW 246.7 (macrdéfagos de rato), mantida em incubadora a 37°C, com
atmosfera humidificada com 5% de CO; em meio de cultura DMEM suplementado com
L-glutamina, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL), soro fetal bovino
(10%) e aminoacidos ndo essenciais (2 mM).

Os macréfagos foram separados com um raspador de células e o conteudo foi
transferido para um falcon. A solu¢do foi centrifugada durante 5 minutos a 1200 rpm. O
meio foi descartado e uma nova quantidade de meio foi adicionado baseado na quantidade

de precipitado obtido apds centrifugacao. Uma solucdo com densidade celular de 70 000
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células/mL foi entdo preparada e transferida (300 pL) para microplacas pretas com fundo
transparente (SPL Lifesciences) e incubadas durante 48h. Apos o periodo de incubagao,
o meio foi descartado e as células foram lavadas com HBSS (2x, 100 uL), tratadas com
diferentes concentragdes do extrato (200 pL; 32,5 - 2000 uM) e incubadas durantel hora.
Posteriormente, as células foram lavadas novamente com HBSS (2x, 100 pL) e uma
solugdo de 2,2 2'-azobis (2- metilpropionamidina) dicloridrato (AAPH) (100 uL; 600 uM)
foi adicionado. A fluorescéncia foi lida a cada 5 minutos durante 1 hora (leitor de
microplacas Biotek FLx800) a 485 nm de excitagdo e 538 nm de emissdo. A quercetina
foi usada como controlo positivo e diclorohidrofluresceina ¢ o meio de cultura DMEM

foram usados como controlo negativo.

3.5.3 Atividade antimicrobiana
3.5.3.1 Atividade antibacteriana

Para avaliag¢do da atividade antibacteriana aplicou-se o método de microdilui¢ao
(Clinical and Laboratory Standards Institute ([CLSI], 2009; Tsukatani, Suenaga Shiga,
Noguchi, Ishiyama, Ezoe et al., 2012). Foram utilizadas bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli (ATCC 25922), Enterobacter cloacae (ATCC 35030), Salmonella
Typhimurium (ATCC 13311)) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus (ATCC 11632),
Bacillus cereus (food isolate) Listeria monocytogenes (NCTC 7973)). Estes
microrganismos foram adquiridos no Laboratério de Micologia do Departamento de
Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagdo Biologica “SiniSa Stankovi¢” da
Universidade de Belgrado na Sérvia. Foram utilizadas placas de microtitulacdo de 96
pocos onde se determinou a concentragdo minima inibitoria (CIM) e concentracao
minima bactericida (CMB) para cada um dos extratos avaliados.

As culturas bacterianas foram ajustadas com solugdo salina estéril até a
concentragido de 1,0 x 103 UFC/mL. Os extratos foram dissolvidos em metanol 30% e
adicionados ao caldo de soja triptico (TSB), apo6s inoculados com bactérias na
concentragdo final 1 x 10 UFC/pogo. As microplacas foram incubadas por 24 h, a 37°C.

As CMIs das amostras foram detetadas apds a adi¢ao de 40 pL de cloreto de
iodonitrotetrazolium (INT; 0,2 mg/mL) e incubou-se a 37°C durante 30 min. As

concentragdes mais baixas sem crescimento visivel de bactérias sob o microscopio dtico
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foram definidas como CMIs (inibi¢do significativa de 50% do crescimento da bactéria
em comparagao com o controlo positivo).

As CMBs foram determinadas por subcultivo em série de 2 pL em microplacas
contendo 100 uLL de TSB. A concentragdo mais baixa que ndo apresentou crescimento
apos esta subcultura foi considerada como CMB. Os aditivos alimentares de sulfito de
sodio (E221) e metabissulfito de potassio (E224) foram usados como controles positivos.

Os resultados foram expressos em mg/mL de extrato hidroetanolico liofilizado.

3.5.3.2 Atividade antifungica

Para a avaliacdo da atividade antifingica, foi utilizada a técnica de microdilui¢ao
modificada (Daouk, Dagher & Sattout, 1995; Espinel-Ingroff, 2001). Para tal, foram
usadas algumas estirpes de microfungos, tais como: Aspergillus ochraceus (ATCC
12066), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus niger (ATCC 6275),
Penicillium funiculosum (ATCC 36839), Penicillium aurantiogriseum (food isolate),
Trichoderma viride (IAM 5061). Estes organismos foram adquiridos no Laboratdrio de
Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagao Bioldgica
“SiniSa Stankovi¢” na Universidade de Belgrado na Sérvia.

Os fungos foram mantidos em malte agar (MA) para a verificagdo da auséncia de
contaminagao e validade do in6cuo, as culturas foram armazenadas a 4°C e sub-cultivadas
uma vez por més. Os esporos fungicos foram lavados da superficie das placas de agar
com soluc¢do salina estéril a 0,85% contendo Tween 0,1% (v/v). A suspensdo de esporos
foi ajustada com uma solucao salina estéril para uma concentragdo de aproximadamente
1,0x10° num volume final de 100 uL por pogo.

A determina¢do da CMI foi realizada pela técnica de diluigdo sucessiva em
microplacas de 96 pocos. As amostras foram adicionadas ao meio de malte com o indculo
fingico e as microplacas foram incubadas durante 72 horas a 28°C. As concentracoes
mais baixas sem crescimento visivel (usando um microscopio binocular) foram definidas
como CML

As concentragdes minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura
em série de 2 pL. de cada pogo que ndo apresentou mudanca de cor, em microplacas
contendo 100 pL de caldo de malte por poco e posterior incubadas durante 72 horas a

28°C. A menor concentra¢dao sem crescimento visivel foi definida como CMF, indicando
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99,5% de morte do indculo original. Os aditivos alimentares sulfito de sodio (E221) e
metabissulfito de potassio (E224) foram usados como controles positivos. Os resultados

de CMI e CMF foram expressos em mg/mL de extrato hidroetandlicos.

3.5.4 Avaliacdo da citoxicidade e hepatotoxica

Para a avaliag@o do potencial citotoxico dos extratos hidroetandlicos (80:20, v/v)
obtido a partir de bagago de uva foi utilizado o ensaio de Sulforodamina B (SRB), descrito
previamente por Barros et al. (2013). Todos os procedimentos foram realizados em
ambiente asséptico e em camara de fluxo laminar (TLStar, AV-30/70), a fim de evitar
contaminagoes.

Para testar a capacidade anti-proliferativa do extrato em células tumorais, foram
usadas varias linhas celulares tumorais humanas, tais como: MCF-7 (carcinoma da
mama), NCI-H460 (carcinoma de pulmio), AGS (adenocarcinoma gastrico) ¢ CaCo2
(adenocarcinoma colorretal); obtidas no DMSMZ — Leibniz — Institut DSMZ — Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. Estas linhas foram mantidas
em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM glutamina, 100
U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina, incubados a 37°C com ar humidificado e
5% COo.

Para a realizacdo das anélises foram adicionados 8 mg de cada um dos extratos
em 1 mL de 4gua, obtendo uma concentragdo de 8 mg/mL. A partir das quais foram feitas
dilui¢des sucessivas, obtendo-se as concentragdes a serem testadas (0,125 - 8 mg/mL).

Seguidamente, as células foram transferidas (190 puL) para uma microplaca, de
forma a obter uma densidade de 1,0 x 10* células/pogo, juntamente com 10 uL das
diferentes dilui¢des do extrato hidroetanolico com dgua (400 a 6,25 pg/mL). As
microplacas foram incubadas a 37 °C e com 5% de CO,, em ambiente himido, apos
verificacdo da aderéncia das cé€lulas. Todas as linhagens celulares sdo testadas em uma
concentracdo de 10.000 células/poco. As microplacas foram seladas e guardadas na
incubadora durante 24h até ao teste da SRB. Apds tal periodo de incubag¢ao, adicionou-
se a cada pogo acido tricloroacético frio (TCA, 10%; 100 puL), incubando-se em seguida
durante 60 min a 4 °C. As microplacas foram lavadas com dgua desionizada e secas. Apos
a secagem, adicionou-se solugdo de SRB (0,1% em 1% &cido acético; 100 pL), ficando a

placa a incubar durante 30 min a temperatura ambiente.
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Posteriormente, removeu-se o SRB ndo aderido com a lavagem das placas por trés
vezes com solugdo de acido acético (1%, v/v) e colocadas para secar. O SRB aderido foi
solubilizado com 200 pL de Tris (10 mM; pH 7,4) num agitador de microplacas (Stat
Fax-2100). A absorbancia foi medida a 540 nm num leitor de microplacas (Instrumentos
Bio-Tek, ELX800, Inc; Winooski, EUA), utilizando-se a elipticina como controlo
positivo. Os resultados foram expressos em valores de Glso (concentracao de amostra que

inibe 50% de crescimento celular) em unidades de pg/mL.

3.5.5 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria

Para a avaliagdo da atividade anti-inflamatodria os extratos foram dissolvidos em
agua para obter uma concentrac¢do final de 8 mg/mL. Foram usadas células macrofagas
RAW 264.7 de rato, de acordo com o procedimento de Jabeur et al. (2016), as células
foram cultivadas em meio DMEM, suplementado com 10% de soro bovino inativado por
calor e L-glutamina, a 37°C com 5% de CO», em ar humidificado.

As células foram soltas com um raspador de células, a densidade experimental das
células foi estabelecida a 5x10° células/mL e a propor¢io de células mortas foi inferior a
5%, de acordo com o teste de exclusdo de azul tripano. Seguidamente, as células foram
distribuidas numa placa de 96 pocos (150000 células/pog¢o), a microplaca foi incubada
durante 24 horas na incubadora com as condi¢des previamente indicadas de forma a
permitir uma adequada aderéncia e multiplica¢do das células.

Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentragoes dos
extratos (15 pL, 0,125 - 8 mg/mL) e incubadas por uma hora, sendo a faixa de
concentracao testada de 6,25 - 400 pg/mL, seguido de estimulacdes com lipopolisacaridos
(LPS) (1 pg/mL) ao longo de 24 horas.

Dexametasona (50 mM) foi usada como controlo positivo e amostras sem a adi¢ao
de LPS foram usadas como controlo negativo. A quantificacdo do 6xido nitrico foi
determinada utilizando um kit de reagentes Griess (solugdes de nitrofenamida,
etilenodiamina e nitrito) e através da curva de calibragao de nitrito (100 mM nitrito de
sodio a 1,6 mM) preparada em uma placa de 96 pogos. O 6xido nitrico produzido foi
determinado pela leitura das absorbancias a 540 nm (leitora de microplacas ELX800
Biotek, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA) e por comparagao com a linha

de calibragdo padrao.
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Os resultados foram calculados através da representagdo grafica da percentagem
de inibi¢do da producdo de 6xido nitrico versus a concentragdo da amostra e expressos
em relagdo a concentracdo de cada um dos extratos que causa a inibicao de 50% da

producao de 6xido nitrico - ICso.

3.6 Incorporacio do extrato mais promissor, obtidos a partir de bagaco de uva
num produto alimentar

Apos a realizagdo das analises procedeu-se a incorporagdo do extrato com maior
concentragdo de compostos fendlicos e melhor atividade bioativa. Nesse sentido, foi
escolhido o extrato obtido a partir de EM.

Na concretizag@o do processo de incorporagdo, o extrato obtido a partir do bagaco
de uva foi adicionado em wraps ou tortilhas (como também ¢ denominado), um produto
alimentar amplamente comercializado e consumido em diversos paises, principalmente
pela sua versatilidade e facilidade de preparagao.

Primeiramente foram determinados os tempos de armazenamento. Considerando
que, os wraps comercializados, é recomendado consumir em 5-7 dias apos a abertura da
embalagem, o produto alimentar do presente estudo foi testado nos tempos 0, 3 e 7 dias
de armazenamento.

As amostras com a adi¢do do ingrediente natural foram comparadas com amostras
controlo (sem adi¢do de qualquer tipo de aditivos) e amostras com incorporagdao do

aditivo sintético aplicado industrialmente neste produto alimentar (acido sorbico - E200).

3.6.1.1 Preparacio dos Wraps

O wrap ¢ um produto alimentar que tem vindo a ganhar destaque pela sua fécil
preparagdo e versatilidade culinéria. Desta forma, procedeu-se a incorporagdo do extrato
rico em compostos fendlicos, utilizando uma receita de wraps disponivel na literatura e
que apresenta textura e aparéncia similar aos wraps comercializados.

Apo6s a escolha da receita ocorreu a preparagao de trés formulagdes (Figura 9),
sendo uma delas denominada controlo (sem adi¢do de qualquer aditivo), outra com a
adicdo do extrato (ingrediente natural) e uma terceira com adi¢do do conservante sintético

comercialmente utilizado, sorbato de potassio (E202).
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A quantidade do ingrediente natural, assim como a quantidade de sorbato de
potassio foram definidas de acordo com o regulamento Europeu (EC N° 98/2018, 2018)
que limita o seu uso a 2 g/kg em produtos de panificacdo, e a quantidade adicionada em
gramas foi determinada usando como referéncia a quantidade de farinha (100%).

Os ingredientes e as concentracdes utilizadas para cada formulagao estdo descritos
a seguir:

- 125 g de farinha;

- 2,5 gde sal;

- 17,5 mL de oleo;

- 60 g 4gua;

Para a preparacdo dos wraps, foram adicionados num recipiente todos os
ingredientes, sendo que o ingrediente natural foi dissolvido em dgua e o aditivo sintético
foi dissolvido na farinha. Apds essa etapa ocorreu a homogeneizagao e o fracionamento
da massa em porg¢des de 20g. As porgdes foram cozinhadas até obterem uma aparéncia

caracteristica de wraps.

Figura 9: Etapas de preparagdo dos wraps.
(Fonte: do autor, 2022)

3.6.2 Determinacio da carga microbiana do produto alimentar
3.6.2.1 Preparacao do meio de cultura
A preparagdo dos meios de cultura microbiana seguiu o procedimento descrito

pela International Organization for Standardization (ISO, 2003) ou conforme indicagdes
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descritas pelo fabricante. Para cada produto alimentar ¢ selecionado um meio de cultura
especifico, determinado conforme o microrganismo. Para a determinacdo da atividade
antimicrobiana em wraps foram realizadas as seguintes analises: bolores e leveduras,
coliformes totais e mesoéfilos e aerdbios totais.

Apos a preparacao do meio, foi feita a identificacdo das placas e o plaqueamento

do meio para anélise de bolores e leveduras em camara de fluxo laminar.

3.6.2.2 Preparacao das amostras para a analise da carga microbiana

A preparagao das amostras (Figura 10) para a analise da carga microbiana ocorreu
nos dias 0, 3 e 7. Em sacos de stomacher pesou-se 10 gramas de cada amostra de wraps
(Figura 10A) e adicionaram-se 90 mL de dgua peptonada (Figura 10B), posteriormente
homogeneizadas em stomacher (Star Blender, VWR, Radnor, EUA) por 30s (Figura
10C). A partir da primeira suspensio obtida (10'), as demais dilui¢des, adicionando em
falcon 9 mL de dgua peptonada e um 1 mL da suspensao inicial, e assim sucessivamente
até a dilui¢do 107 para os dias 0 e 3 e 10° para o dia 7. Cada solugio foi analisada em
triplicado (Figura 10D).

Para a analise de coliformes totais as dilui¢des foram inoculadas em meio VRBLA
(Violet Red Bile Lactose Agar) (Liofilchem Co., Roseto degli Abruzzi, Italia) pela técnica
de pour plate, em duplicata (LOQ = 1 log UFC/g). 1 mL de suspensao foi pipetado na
placa (Figura 10 E) e 15 mL de VRBLA (Liofilchem Co., Roseto degli Abruzzi, Italia)
(mantido a 50°C em um banho-maria ou incubadora) foram vertidos (Figura 10F),
homogeneizados e deixados para solidificar. As placas foram incubadas a 30°C durante
48 h, em posic¢ao invertida.

Para a anélise de bolores e leveduras (ISO 21527-1/2:2008), as dilui¢des foram
inoculadas em DRBC (Agar dicloran rosa bengala cloranfenicol) (Liofilchem Co., Roseto
degli Abruzzi, Italia) pela técnica de sementeira em meio s6lido, em duplicado (LOQ =
1,7 log UFC/g). 0,2 mL das suspensdes foram pipetadas numa placa contendo 15 mL do
meio (Figura 10G) e espalhadas com um espalhador descartavel (Figura 10H). A
incubacdo foi feita em 25°C durante 5 dias, na posic¢ao vertical. A contagem de colonias
de leveduras e fungos foi realizada separadamente apds 3 dias (leveduras) e 5 dias

(bolores) de incubagao.
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Para analise de mesoéfilos totais, utilizou-se a técnica de semeadura por
incorporagdo: 1 mL de cada diluicdo da amostra foi colocado em placa de Petri e foram
adicionados 15 mL de Plate Count Agar (PCA). O procedimento foi realizado em
duplicado. As placas foram entdo homogeneizadas e ap6s a solidificagdo do meio, foram
incubadas a 30°C em posicao invertida durante 72 h. A contagem foi realizada em placas
contendo até 300 colénias (Limite de Quantificacdo (LOQ) = 1 log UFC (unidade

formadora de coldnia) /g).

Figura 10: Preparagdo das amostras para a analise da carga microbiana.
(Fonte: do autor, 2022)

3.6.3 Anailise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa RStudio, versdo 4.1.1
(R Core Team, 2021, Vienna, Austria). Os resultados dos ensaios desenvolvidos nesse
estudo foram expressos em média + desvio padrao (SD). Com o intuido de determinar as
diferencgas significativas entre as amostras foi utilizado o teste t-studant (aquando da
analise entre duas amostras) e foi aplicada a andlise de varidncia one way (ANOVA)
seguida de comparacdes multiplas de médias (no caso de resultado significativo) usando
a funcao glht do pacote multcomp com ajustamento do p-value pelo método "single-step"

(aquando da avaliacdo entre trés amostras), considerando o nivel de significancia de 5%.
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4 Resultados e discussao

4.1 Compostos fendlicos presentes no bagaco de uva

Os perfis fenolicos dos extratos obtidos a partir do bagago de uva foram
identificados por HPLC-DAD-ESI/MS, utilizando os dados cromatograficos de cada pico
em termos de tempo de retencao (Tr) comprimento de onda de absor¢do maxima na regido
de UV-Vis (Amax), ido pseudomolecular ([M-H]") e a fragmentacao do ido molecular (MSn),
precedido de uma tentativa de identificagdo com base nestes dados e comparagdo com a
literatura (Tabela 2).

Em todos os extratos foi possivel identificar a presenca de compostos fendlicos.
O extrato obtido por EM apresentou, no geral, uma concentracio de compostos
significativamente mais elevada que os restantes, sendo identificados 19 compostos e com
um teor total de 28 mg/g de extrato seco. Nesses 19 compostos, foram identificados 2
acidos fenodlicos, 6 taninos condensados, 1 tanino hidrolisavel, 8 flavonoides e 2
estilbenos. Por outro lado, o extrato obtido por EAU apresentou um rendimento de 15
mg/g de extrato seco e um total de 15 compostos identificados, sendo 2 4cidos fenolicos,
1 tanino hidrolisavel, 5 taninos condensados, 5 flavonoides e 2 estilbenos. Por fim, no
extrato obtido por EAM foram identificados 15 compostos fenolicos (13 mg/g de extrato
seco), nomeadamente 2 acidos fendlicos, 5 taninos condensados, 6 flavonoides e 2
estilbenos.

Relativamente aos 4acidos fenolicos foram tentativamente identificados 2
compostos, o pico 1 ((M-H]" a m/z 169) foi identificado como acido galico com base no
seu espectro UV (Amax 277) e a producdo do fragmento MS? a m/z 125; e o pico 4 ([M-
H]" a m/z 153) que foi identificado como 4cido protocatecuico com base no seu espectro
UV (Amax 275) e a produgdo do fragmento MS? a m/z 135. Quando avaliada a
concentracdo dos 4cidos fendlicos, o extrato obtido por EM foi onde se obteve os
melhores resultados com 1,5+0,1 mg/g de extrato seco, seguida do extrato obtido por
EAU (1,03+£0,05 mg/g de extrato seco) e por fim, o extrato obtido por EAM (0,55+0,01
mg/g de extrato seco).

O grupo com maiores compostos identificados nos extratos obtidos por EAM e
EAU foram os taninos com um total de 7 picos, dos quais 6 taninos condensados. O pico

6 ([M-H]" a m/z 1169) foi identificado como trimero de procianidina digalato com base
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no seu espectro UV (Amax 311) e a produgio dos fragmentos MS? a m/z 1017, 881, 729,
847, 891, 577, 289; o pico 7 ([M-H]" a m/z 1017) foi identificado como trimero de
procianidina monogalato com base no seu espectro UV (Amax 321) e a produgdo dos
fragmentos MS? a m/z 729, 865, 847, 577, 575, 559, 289; o pico 8 ([M-H]" a m/z 865) foi
identificado como trimero de procianidina com base no seu espectro UV (Amax 311) e a
producio dos fragmentos MS? a m/z 451, 425, 407, 289; os picos 9 e 12 ([M-H]" a m/z
865) foram identificados como tetramero de procianidina com base no seu espectro UV
(Amax 309 e 279 respetivamente) e a producio dos fragmentos MS? a m/z 865, 713, 577,
575, 561, 289 e, por fim, o pico 10 ([M-H]" a m/z 1439) foi identificado como pentdmero
de procianidina com base no seu espectro UV (Amax 274) e a produ¢do dos fragmentos
MS?am/z 1153, 865, 713, 577, 575, 561, 289, sendo o composto maioritario dos extratos
obtidos (7,4+0,2; 2,99+0,05; 5,8+0.5 mg/g de extrato, obtidos por EM, EAM, EAU,
respetivamente). O tanino hidrolisavel, pico 11 ((M-H]" a m/z 937) foi identificado como
trigalaiol -HHDP- glicose nos extratos obtidos por EM e EAM. Em relagdo aos taninos
condensados, o extrato obtido por EM (20+1 mg/g de extrato) apresentou um nivel de
extragdo significativamente maior do que as demais extracdes avaliadas e, relativamente
ao tanino hidrolisavel, o extrato obtido por EAU (1,4+0,03 mg/g de extrato) mostrou um
resultado significativamente maior que o extrato obtido por EM (0,47+0,04 mg/g de
extrato), e no extrato obtido a partir da EAM nao foi detetada a presenca desse composto.

Em relacdo ao extrato obtido por EM o grupo com maior nimero de compostos
identificados foram os flavonoides, com um total de 8 picos. O pico 5 ([M-H]" a m/z 593)
foi identificado como apigenina 6,8-C- diglicosideo com base no seu espectro UV (Amax
324) e a produgio dos fragmentos MS? a m/z 505, 473, 383, 353, 325; o pico 16 ((M-H]"
a m/z 447) foi identificado como kaempferol-3-glicosideo com base no seu espectro UV
(Amax 315) e a producdo do fragmento MS? a m/z 285; o pico 17 ((M-H]" a m/z 461) foi
identificado como luteolina-glicuronideo com base no seu espectro UV (Amax 346) e a
produgio do fragmento MS? a m/z 285; pico 18 ([M-H]" a m/z 463) foi identificado como
quercetina-3-0-glicosideo com base no seu espectro UV (Amax 338) e a producdo do
fragmento MS? a m/z 301. Os picos 13/ 14/ 19 foram encontrados apenas no extrato obtido
a partir da EM, e foram identificados como quercetina-3-O-rutinosideo ([M-H]" a m/z
609); kaempferol-3-O-rutinoside ([M-H]" a m/z 593); seringetina-3-O-hexosideo ([M-

H]" a m/z 507), respetivamente, € o pico 15 a quercetina-3-O-glucoronideo ((M-H]" a m/z
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477) foi identificada nos extratos obtidos por EM e EAM com base no seu espectro UV
(Amax 328) e a producdo do fragmento MS? a m/z 301. Dentre os flavonoides detetados
em todas as extragdes a luteolina-glicuronideo foi o Unico composto que apresentou
diferenca significativa, para os extratos obtidos por EAU e EAM a concentragdo foi a
mesma (0,1+0,01 mg/g de extrato), diferenciando se apenas do extrato obtido por EM
(0,047+0,002 mg/g de extrato). Porém, de todos os flavonoides, a seringetina-3-O-
hexosideo (0,79+0,05 mg/g de extrato) esteve presente em maior concentragao e foi obtida
por EM.

Os flavonoides representam um grupo importante na classe dos compostos
fenolicos, principalmente pelas suas propriedades antioxidantes (que atuam na eliminagao
de radicais livres) e antimicrobianas (pela capacidade de se ligar a proteinas extracelulares
e soluveis, permitindo a complexag¢ao com as paredes celulares bacterianas) (Moro et al.,
2021; Ballard & Marostica, 2019). A seringetina, o flavonoide mais abundante nesse
estudo, possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, além de efeitos benéficos
para a saude cardiovascular e preven¢ao do cancer. Essas propriedades estao relacionadas
a sua capacidade de alterar a atividade de algumas enzimas e de modular certas vias
biossintéticas (Chmiel & Stompor-Goracy, 2022).

Os restantes flavonoides identificados nesse estudo (quercetina, luteolina,
apigenina) também apresentam propriedades benéficas para a satde, auxiliando na
prevengdo de doengas cardiovasculares, como a aterosclerose e a também apresentaram
resultados promissores na prevengdo doencas como a diabetes e cancro (Ballard &
Marostica, 2019).

Outro grupo identificado nos extratos foi o dos estilbenos, onde foram
tentativamente identificados 2 picos. O pico 2 ([M-H]" a m/z 227) foi identificado como
resveratrol com base no seu espectro UV (Amax 280) e a produgdo do fragmento MS? a
m/z 143 e o pico 3 ([M-H]" a m/z 389) foi identificado como resveratrol-3-O-glicosideo
com base no seu espectro UV (Amax 295) e a producio do fragmento MS? a m/z 227.

O resveratrol e seus glicosideos sdo metabdlitos secundarios, com propriedades
antimicrobianas produzida na planta em resposta ao ataque de patdgenos, considerado um

fungicida natural com baixa toxicidade em humanos (Yu & Ahmedna, 2012).
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Tabela 2: Compostos fenoélicos encontrados no bagaco de uva, obtidos por diferentes métodos de extragdo

Pico Tr Amax MJ* Fragmento principal Tentativa de identificacio Extrato obtido Extrato Extrato
(min) (nm) ESI- MSn [intensidade (%)] por maceracio obtido por obtido por
(mg/g) micro-ondas ultrassons
(mg/g) (mg/g)
1 4,12 277 169 125(100) Acido gélico 0,65 £0,04° 0,23 +0,01* 0,26 +£0,02%
2 4,56 280 227 143(100) Resveratrol 0,48 0,03 ® 0,35+0,02 2 0,44 +0,02
3 4,75 295 389 227(100) Resveratrol-3-O-glicosideo 0,84+0,01¢ 0,4+0,02° 0,63+0,02°
4 4,91 275 153 135(100) Acido protocatecuico 0,82+0,02° 0,316+0,002* 0,77+0,03°
5 5,69 324 593 505(14),473(20),383(21),353(39),325(8) Apigenina 6,8-C-diglicosideo 0,59+0,01° 0,46+0,02° 0,51+0,03%
6 6,16 311 1169 1017(100),881(5),729(11),847(25),891(14),577(65),289(8) Trimero de procianidina digalato 1,9+0,1¢ 1,3+0,1° 0,65+0,01%
7 6,52 321 1017 729(21),865(12),847(2),577(100),575(55),559(6),289(9) Trimero de procianidina 1,0+0,1* 0,86+0,04* 0,9+0,1°
monogalato
8 6,92 311 865 451(44),425(59),407(97), 289(65) Trimero de procianidina 2,2+0,1° 1,0£0,1? 1,0+0,1?
9 7,11 309 1153 865(22), 713(4), 577(33), 575(16), 561(20), 289(100) Tetramero de procianidina 1,1£0,1° 0,7140,05* 0,7+0,1°
10 8,01 274 1439 1153(100),865(32),713(8),577(33),575(16),561(50),289(10 Pentamero de procianidina 7,440,2¢ 2,99+0,05° 5,8+0,5°
11 10,36 280 937 865(22), 713(4), 577(33), ;75(16), 561(20), 289(100) Trigaloil-HHDP-glicose 0,47+0,04* nd 1,40+0,03°
12 12,32 279 1153 865(22), 713(4), 577(33), 575(16), 561(20), 289(100) Tetramero de procianidina 6,5+0,3¢ 2,7+0,1° 0,22+0,01*
13 13,02 361 609 301(100) Quercetina-3-O-rutinosideo 0,30+0,03 nd nd
14 13,48 368 593 285(100) Kaempferol-3-O-rutinoside 0,33+0,03 nd nd
15 13,75 328 477 301(100) Quercetina-3-O-glicoronideo 0,7+0,1* 0,63+0,05* nd
16 14,29 315 447 285(100) Kaempferol-3glicosideo 0,73+0,03* 0,6+0,04* 0,66+0,05*
17 15,21 346 461 285(100) Luteolina-glicuronideo 0,047+0,002* 0,1+0,01° 0,1£0,01°
18 16,04 338 463 301(100) Quercetina-3-0-glicosideo 0,62+0,02° 0,63+0,04° 0,58+0,01*
19 17,77 356 507 345 (100) Seringetina-3-O-hexosideo 0,79+0,05 nd nd
Total Acidos Fendlicos 1,5+0,1¢ 0,55+0,01* 1,03+0,05°
Total Taninos Condensados 20£1° 9,5+0,4% 9+1°
Total Taninos Hidrolisaveis 0,47+0,04* nd 1,4+0,03°
Total Flavonoides 4,1£0,3° 2,4240,2° 1,85+0,1°
Total Estilbenos 1,3340,04¢ 0,75+0,04° 1,06+0,05"
Total de Compostos Fenolicos 28+1° 13+12 1512

Extrato obtidos por EM- Extrato obtido por maceragdo; Extrato obtido por EAM- Extrato obtido por extra¢do assistida
por micro-ondas; Extrato obtido por EAU- Extrato obtido por extragdo assistida por ultrassons. As diferengas
estatisticas das médias foram obtidas através de uma andlise de variancia one-way (ANOVA). Em cada linha, para cada
tipo de extragdo (maceragdo, micro-ondas, ultrassons) letras diferentes significam diferengas significativas (p < 0,05).

Peixoto et al. (2018) identificaram os compostos fenolicos dos extratos do bagaco
de uva obtidos por EM. O autor identificou 11 compostos fendlicos (5,380 + 21 mg/g de
extrato) e a (epi) catequina tipo- £ tetramero (1,035 mg/g de extrato) foi a principal
molécula encontrada no bagago.

Zhu et al. (2018) avaliaram o perfil fenolico do bagaco de sumo de uva por HPLC-
ESI-MS, e a sua correlagdo com as propriedades antioxidantes. Foram identificados 26

compostos, incluindo antocianinas, flavonois, flavan-3-6is e acidos fendlicos.
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Em estudos realizados em extratos obtidos do bagaco de uva por extracao assistida
por ultrassons (EAU), referente ao rendimento total de compostos fenolicos Goula et al.
(2016) obtiveram 9,57 mg GAE/g de bagaco seco, valor um pouco abaixo do encontrado
no presente estudo que foi de 15+1 mg/g de bagago seco, ja Drevelegka & Goula (2020)
ao analisarem o total de compostos fenolicos em bagaco de uva obtiveram 33,88 mg
GAE/g.

Garrido et al. (2019) extrairam os compostos fendlicos do bagaco de uva
Chardonnay, onde avaliaram a concentragao de solvente, massa solida e tempo extragao
empregando a extragdo assistida por micro-ondas. O perfil fenolico encontrado também
apresentou uma grande variedade de flavonoides, destacando-se as procianidinas, apesar
do numero significativamente maior de picos (37 picos), o que pode estar relacionado
com os parametros de extragdo utilizados. Outros compostos identificados em ambos os
estudos foram quercetina, kaempferol e acido galico. O autor ainda ressalta que os
polifenois possuem atividade antioxidante, devido aos resultados encontrados no ensaio
DPPH realizados no estudo.

Vale ressaltar que a diversidade e quantidade de compostos fenolicos encontrados
nas amostras de bagagco de uva dependem das caracteristicas de cada residuo,
nomeadamente, fatores do plantio, matura¢do da uva, os tipos de cultivares e condigdes

do processamento.

4.2 Avaliacido das propriedades bioativas dos extratos hidroetandlicos obtidos a
partir do bagaco de uva
4.2.1 Atividade antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos obtidos a
partir do bagaco de uva foram aplicados dois métodos colorimétricos in vitro, inibi¢ao da
peroxidacgdo lipidica (TBARS) e atividade antioxidante celular (CAA). Os resultados
estdao expressos na Tabela 3.

No ensaio de TBARS considerando que os valores de ECso correspondem a 50%
de inibi¢do antioxidante (ou seja, quanto menor o valor de ECso maior a capacidade
antioxidante do extrato), foi possivel verificar que o extrato com o resultado mais
promissor foi obtido através da EM (12,3 +0,12 pg/mL), seguido do extrato obtido por
EAM (25,8+ 0,37 pg/mL) e do extrato obtido por EAU (37,5+ 0,09 pg/mL).
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Em relagdo ao ensaio de CAA, a maior concentracdo de extrato testada foi de 2000
pg/mL para os trés métodos de extragdo, sendo a EAU a técnica com o melhor resultado,
onde a concentragdo de 2000 pg/mL foi responsavel por 81% de inibig¢ao.

Através da avaliacdo estatistica dos dados, os trés métodos de extragdo
apresentaram diferencas significativas nos dois ensaios, 0 que nos permite constatar que
a EM tem uma capacidade de extratabilidade de compostos que atua de forma mais
eficiente na inibi¢do da peroxidacdo lipidica, ao contrario do CAA em que por EAU se

obtém melhores resultados.

Tabela 3: Atividade antioxidante dos extratos hidroetandlicos obtidos a partir do bagago de uva em
diferentes métodos de extracdo

Atividade Extrato obtido por  Extrato obtido por  Extrato obtido por
antioxidante maceracao micro-ondas ultrassons
TBARS 12,3 £0,1* 25,8+ 0,4° 37,5+ 0,1¢
(Valores de ECsy,

ng/mL)

CAA 58 £5° 74 + 5° 81 +5¢

(% inibicao [ | max

testada; 2000png/mL)

Extrato obtidos por EM- Extrato obtido por maceragdo; Extrato obtido por EAM- Extrato obtido por extraggo assistida
por micro-ondas; Extrato obtido por EAU- Extrato obtido por extragdo assistida por ultrassons. Valores de ECso:
Concentragdo de extrato correspondente a 50% da atividade antioxidante. Trolox (controlo positivo para TBARS) ECso
=23 ug/mL (inibigdo de TBARS). Controlo positivo para CAA: quercetina: 95 + 5% inibigdo da oxida¢do em 0.3
pg/mL. Em cada linha, para cada tipo de extragdo (maceragdo, micro-ondas, ultrassons) letras diferentes significam
diferengas significativas (p < 0,05).

Foram vérios os estudos realizados com interesse na avaliagdo da capacidade
antioxidante do bagago de uva nos tltimos anos. Fazendo um levantamento, foram poucos
os que avaliam a capacidade antioxidante com os ensaios citados nesse trabalho (TBARS
e CAA), destacando-se mais o ensaio de DPPH e ABTS, onde avaliam a capacidade
captadora de radicais DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil); e ABTS " (2,2-azinobis [3-
etilbenzotiazolina] 6-acido sulfonico) gerados respetivamente (Antoniolli et al., 2015).

Arboleda Mejia et al. (2020) analisaram o extrato de bagaco de uva vermelha
obtido a partir da EAU. A capacidade antioxidante foi avaliada pelos ensaios de sequestro
de radical DPPH e ABTS e apresentaram uma percentagem de eliminagdo de 16 + 0,3%
e 41 = 3,5% respetivamente, o que segundo o autor ¢ considerada uma atividade
antioxidante fraca para DPPH e uma eficécia crescente ao radical ABTS. Neste estudo,

os autores acreditam que o fator que contribuiu para este resultado foi o teor relativamente
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baixo de compostos polifendlicos no extrato, o que evidencia a importancia do estado da
matéria-prima e a otimizacao dos pardmetros de extracao.

Xu et al. (2015) também avaliaram extratos de bagago de uva e suas atividades
antioxidantes. A maior capacidade de eliminagdo de radicais livres foi exibida por
Chambourcin, seguido por Cabernet Franc, Vidal Blanc e Viognier variando de 3,54 a
28,2 umol TE/g em ensaios DPPH. Para a capacidade de eliminagcdo de ABTS os extratos
apresentaram os valores entre 334 ¢ 1013 pmol TE/g, com a ordem de Cabernet Franc,
Viognier, Chambourcin, Vidal Branc.

Ferri et al. (2017) utilizaram o método ABTS para analisar a atividade
antioxidante de extratos de bagago de uva branca obtidos a partir da extracao assistida por
enzimas aquosas ¢ a base de etanol de bagaco humido (WP) e seco (DP). As amostras DP
apresentaram, em média, uma atividade antioxidante 1,7 vezes maior do que as amostras
WP, a maior atividade encontrada foi de 7,82 g AA eq/L no extrato de 4gua mais etanol.

Também Nayak et al. (2018) avaliaram a atividade antioxidante pelo ensaio de
eliminagdo de radicais DPPH do extrato de bagaco de uva Cabernet obtido a partir da
extracdo assistida por ultrassons com utilizacdo de diferentes solventes. Os resultados
revelaram uma maior atividade antioxidante no extrato dgua-etanol (103,8 mg/100 g) em
relagdo ao extrato aquoso (376 mg/100 g).

Garrido et al. (2019) extrairam antioxidantes naturais de bagago de uva
Chadonnay utilizando extragao assistida por micro-ondas (EAM) e os polifenois obtidos
por EAM apresentaram uma inibi¢cdo de DPPD de 87 + 5%.

Romanini et al. (2021) comparou os métodos de extracdo assistida por ultrassons
(EAU) e extragdo por maceragdo (EM) para obten¢ao de compostos bioativos de bagaco
de uva e diferentes analises para determinar a atividades antioxidantes (DPPH, ABTS e
FRAP). Os resultados para a capacidade antioxidante dos extratos obtidos por EAU foram
estatisticamente superiores ao CE, com valores de DPPH (0,23 + 0,02 ¢ 0,12 + 0,01 pmol
TE/mg), ABTS (305,73 £4,00e¢ 217,73 £ 6,11 uM ET/mg) ¢ FRAP (77,97 £0,71 ¢ 60,97
+ 0,24 pmol de Fe*'mg).

Peixoto et al. (2017) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos obtidos a
partir da mistura de bagaco de uva Vitis vinifera L. e fragdes separadas das sementes e

casca. No ensaio de TBARS os extratos hidroetandlicos das sementes apresentaram maior
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atividade antioxidante (49,6 pg/mL), seguido da mistura (97 pg/mL) e da pele (629
pug/mL).

Negro et al. (2003) também avaliaram extratos obtidos a partir do bagago,
sementes ¢ casca ¢ relatou no seu estudo que a maior contribuicdo para atividade
antioxidante do bagago de uva é encontrada nas sementes, pela grande quantidade de
proantocianidinas, que sdo flavonoides conhecidos pela sua elevada agdo antioxidante.
Quando comparados os resultados de Peixoto et al. (2017) com os resultados encontrados
no presente estudo a atividade dos extratos obtidos a partir do bagaco de uva apresentaram
uma atividade antioxidantes ainda maior, demostrando uma boa relagao entre o residuo e
a capacidade antioxidante do extrato.

Neste sentido, pode ser observada a interessante atividade antioxidante do bagaco
de uva em diferentes estudos, a influéncia do método de extragao aplicado e do ensaio

utilizado, assim como da composi¢do da matéria-prima.

4.2.2 Atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos nos ensaios de atividade antimicrobiana (antibacteriana e
antiftingica) dos extratos hidroetanolicos obtidos a partir do bagago de uva, avaliados em
diferentes métodos de extracao, estdo presentes na Tabela 4.

Para as analises foram utilizadas trés bactérias patogénicas Gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes) e trés Gram-negativas
(Escherichia coli, Enterobacter cloacae e Salmonella Typhimurium) e seis fungos
(Aspergillus  ochraceus, Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Penicillium
Sfuniculosum, Penicillium aurantiogriseum, Trichoderma viride).

No geral, os resultados obtidos evidenciaram a capacidade antibacteriana frente
as estirpes estudadas. Em relagdo as bactérias Gram-negativas a Escherichia coli (E.c) e
a Salmonella Typhimurium (S.t) apresentaram valores de CMI (inibi¢ao de 50% das
bactérias) de 1 mg/mL e CMB (concentra¢cdo minima bactericida) de 2 mg/mL para todos
os extratos. A estirpe Enterobacter cloacae (En.cl) mostrou-se mais sensivel para todos
os extratos analisados com os valores de CMI de 0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL e 1 mg/mL
(EM, EAU, EAM, respetivamente) e CMB de 0,5 mg/mL; 1 mg/mL e 2 mg/mL para os
extratos obtidos por EM, EAU e EAM, respetivamente. Foi possivel observar que, de

todos os extratos avaliados, o extrato obtido por EM apresentou um melhor desempenho
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bactericida e bacteriostatico, e a En.cl. foi a estirpe mais suscetivel. As bactérias
patoégenas Gram-positivas Staphylococcus aureos (S.a) e Listeria monocytogenes (L.m.)
apresentaram valores de CMI de 1 mg/mL e CMB de 2 mg/mL em relacdo aos trés
extratos analisados. Bacillus cereus (B.c.) foi a estirpe mais suscetivel a capacidade
inibitoria e bactericida do extrato obtido por EAU, com CMI de 0,25 mg/mL e CMB de
0,5 mg/mL, quando comparados com os demais extratos.

Quando analisados os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos e
comparados com os conservantes utilizados como controlo positivo, o Bacillus cereus foi
mais sensivel ao extrato obtido por EAU com CMI de 0,25 mg/mL do que para os
conservantes E211 e E224 (CMI de 0,5 mg/mL e 2 mg/mL, respetivamente), e o extrato
obtido por EM apresentou melhor atividade (CMI de 0,25 mg/mL) para o Enterobacter
cloacae do que os conservantes E211 e E224 (CMI de 2 mg/mL).

Em relagdo a avaliacdo do potencial antifungico, todos os extratos apresentaram
valores satisfatorios fungicidas (CMI) e fungiostaticos (CMF). Os extratos obtidos por
EM apresentaram valores de CMI e CMF de 0,5 e 0,1 mg/mL, respetivamente, para as
espécies Aspergillus ochraceus (A.o), Aspergillus versicolor (A.v) e Penicillium
funiculosum (P.f). As estirpes mais suscetiveis ao extrato obtido por EM foram
Aspergillus niger (A.n), Penicillium aurantiogriseum (P.a) e Trichoderma viride (T.v)
com valores de CMI de 0,25 mg/mL e CMF de 0,5 mg/mL. Relativamente ao extrato
obtido por EAM a estirpe Trichoderma viride (T.v) foi mais suscetivel com CMI de 0,25
mg/mL e CMF de 0,5 mg/mL. O extrato obtido por EAU apresentou melhores resultados
com valores de CMI 0,25 mg/mL para Aspergillus niger (A.n), Penicillium funiculosum
(P.f) Penicillium aurantiogriseum (P.a) e Trichoderma viride (T.v) € 0,5 mg/mL para os

demais fungos e CMF de 0,5 mg/mL para todas as estirpes analisadas.

Tabela 4: Atividade antibacteriana e antifiingica dos extratos hidroetandlicos obtidos a partir do bagago de
uva em diferentes métodos de extracdo

Atividade Antibacteriana

S.a. B.c. L.m. E.c. S.t En.clL
Extrato CMI 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 0,25
obtido por CMB 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 0,5
maceracao
CMI 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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Extrato CMB 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
obtido por
micro-ondas
Extrato CMI 1,00 0,25 1,00 1,00 1,00 0,5
obtido por CMB 2,00 0,5 2,00 2,00 2,00 1,00
ultrassons
E211 CMI 4,00 0,50 1,00 1,00 1,00 2,00
CMB 4,00 0,50 2,00 2,00 2,00 4,00
E224 CMI 1,00 2,00 0,50 0,50 1,00 2,00
CMB 1,00 4,00 1,00 1,00 1,00 4,00
Atividade Antifungica
Extrato A.o. A.n. A.v. Pf. P.a. Tov.
Extrato CMI 0,5 0,25 0,5 0,5 0,25 0,25
obtido por CMF 1,00 0,5 1,00 1,00 0,5 0,5
maceracao
Extrato CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25
obtido por CMF 1,00 0,5 0,5 1,00 1,00 0,5
micro-ondas
Extrato CMI 0,5 0,25 0,5 0,25 0,25 0,25
obtido por CMF 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
ultrassons
E211 CMI 1,00 1,00 2,00 1,00 2,00 1,00
CMF 2,00 2,00 2,00 2,00 4,00 2,00
E224 CMI 1,00 1,00 1,00 0,50 1,00 0,50
CMF 1,00 1,00 1,00 0,50 1,00 0,50

Extrato obtidos por EM- Extrato obtido por maceragdo; Extrato obtido por EAM- Extrato obtido por extragdo assistida
por micro-ondas; Extrato obtido por EAU- Extrato obtido por extragdo assistida por ultrassons. S.a.: Staphylococcus
aureos; B.c.: Bacillus cereus; L.m.: Listeria monocytogenes, E.c.: Escherichia coli; S.t.: Salmonella Typhimurium;
En.cl.: Enterobacter cloacae; A.o.: Aspergillus ochraceus; A.n.: Aspergillus niger; A.v.: Aspergillus versicolor, Pf.:
Penicillium funiculosum; P.a.: Penicillium aurantiogriseum; T.v.: Trichoderma viride. CMI: concentragdo minima
inibitéria, CMB: concentragdo minima bactericida; CMF: concentragdo minima fungicida. (Benzoato de s6dio-E211 e
Metabissulfito de potassio-E224)

Existem varios estudos disponiveis na literatura que evidenciam o potencial
antimicrobiano do bagaco de uva.
O bagacgo de uva apresenta resultados que podem variar de acordo com o cultivar,

método de extracdo, concentragdo do extrato e a composi¢io fenodlica (Ozkan et al., 2004).
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Isso pode ser evidenciado no estudo realizado por Silva et al. (2018) que ao avaliarem a
atividade antimicrobiana dos extratos das cascas, sementes e caules obtidos de
subprodutos vinicolas de duas variedades de uva, os resultados comprovaram a eficacia
dos extratos para todas as estirpes gram-positivas (Listeria monocytogenes, Bacillus
cereus e Staphylococcus aureos). Porém para as bactérias gram-negativas (Sal/monella
enteritidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosas) nao apresentaram inibi¢ao da
atividade antibacteriana.

Xu et al. (2015) também avaliou as bactérias Gram-positivas (Listeria
monocytogenes ¢ Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Salmonella typhimurium) do extrato do bagaco de uva de quatro variedades de uvas
cultivadas na Virginia. Os resultados mostraram que os extratos ndo apresentaram
atividade antimicrobiana para as culturas gram-negativas, o que diverge dos resultados
encontrados no presente trabalho onde os extratos do bagaco de uva apresentaram
resultados positivos frente as bactérias patogenas Gram-negativas analisadas.

Por outro lado, Ozkan et al. (2004) avaliaram os efeitos antibacterianos de
diferentes concentracgdes (1, 2,5, 5, 10 e 20%) de extrato de bagago de uva contra 14
bactérias, entre elas as Gram-positivas: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e as
Gram-negativas: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, que também foram avaliadas
no presente estudo. E os resultados revelaram que apenas a concentragdo de 1% nao
apresentou inibi¢do antibacteriana. O que comprova a eficacia do extrato de bagago de
uva frente as bactérias Gram-negativas, resultados que também foram encontrados nesse
estudo.

Em relagdo a atividade antiflingica ndo sdo encontrados muitos trabalhos na
literatura que analisem este tipo de amostragem. Destaca-se apenas Yadav et al. (2015)
que avaliaram a atividade antiflingica de extratos da casca de uva preta em diferentes
solventes de extragdo, nas estirpes de fungos Aspergillusniger e Aspergillusversicolor.
Os resultados mostraram semelhanga com o presente estudo, quanto ao potencial

inibitorio.
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4.2.3 Avaliacdo da citoxicidade e hepatotoxica

Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e hepatoxicidade estdo
representados na Tabela S. Este estudo mostrou que nem todos os extratos testados tém
capacidade antiproliferativa em todas as linhas celulares tumorais usadas.

O extrato obtido por EM apresentou capacidade antiproliferativa nas linhas
celulares tumorais AGS, MCF-7 e NCI-H460 e o maior potencial inibitorio foi
encontrado na linha tumoral NCI-H460 com um valor de Glsode 20117 pg/mL. De outro
modo, no extrato obtido por EAM apenas a linha celular tumoral AGS apresentou
capacidade antiproliferativa com o valor de Glso de 285+19 pg/mL. O extrato que
apresentou potencial inibitorio (< 400 pg/mL) em todas a linhas avaliadas foi obtido por
EAM, observando-se maior capacidade antiproliferativa na linha celular NCI-H460 (Glso
de 166+6 pg/mL).

Apds a aplicacdo do tratamento estatistico, os extratos obtidos por EM e EAU nao
apresentam diferencas significativas entre eles (p < 0,05) nas linhas celulares tumorais
em que ambos apresentam potencial inibitério (<400 pg/mL). Nesse sentido, os extratos
obtidos por EM e EAU apresentaram os melhores resultados nas linhas tumorais AGS,
MCF-7 e NCI-H460.

Em relacdo ao ensaio de toxicidade, avaliado através de uma cultura de células
primarias ndo-tumorais (PLP2), provou-se que os extratos obtidos a partir das extragdes

por EM e EAM ndo possuem toxicidade até a concentragao testada de 400 pg/mL.

Relativamente aos resultados da atividade anti-inflamatoria, presentes na Tabela
5, foi possivel constatar que ndo houve atividade por parte de nenhum dos extratos
testados, ou seja, ndo foi detetado potencial anti-inflamatorio até a concentragdo maxima

testada de 400 pg/mL nos diferentes extratos de bagago de uva.
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Tabela 5: Atividade citotoxica e anti-inflamatdria dos extratos hidroetanolicos obtidos a partir do bagago
de uva em diferentes métodos de extragdo

Atividade Citotoxica

Glso Extrato obtido por  Extrato obtido por  Extrato obtido por  p-
(pg/mL) maceraciao micro-ondas ultrassons value
AGS 209+3% 285£19° 211+22 <0,01
CaCo2 > 400 > 400 265+19 -
MCF 7 31244 > 400 287127 0,13
NCI-H460 20117 > 400 166+7 0,11
PLP2 > 400 > 400 323432 -

Atividade Anti-inflamatoria

RAW264,7 >400 > 400 > 400

AGS: adenocarcinoma gastrico; CaCo2: adenomacarcinoma colorretal; MCF7: carcinoma da mama; NCI-H460:
carcinoma de pulmdo; PLP2: cultura primaria de figado de porco; RAW 264,7: células macrofagas de rato. Em cada
linha, para cada tipo de extracdo (maceragdo, micro-ondas, ultrassons) letras diferentes significam diferengas

significativas (p < 0,05).

Costa et al. (2019) analisaram a citotoxicidade do bagaco de uva Vitis vinifera L.
cv. Syrah em concentragdes de 1 e 2% (p/v) obtidos por extracao enzimatica. A toxicidade
foi avaliada através do ensaio XTT em células intestinais de Caco2 antes e apds a
ingestao. O extrato promoveu o metabolismo das células Caco2 antes da ingestdo, e apds
a ingestao as células de Caco2 apresentaram uma leve, mas nao significativa inibicdo do
metabolismo. Esses autores puderam concluir que em concentragdes de até 2% o bagago
de uva ¢ seguro para utilizacdo como ingrediente alimentar.

Também a citotoxicidade do bagaco de uva Vitis vinifera L. (peles, semente e
mistura) obtidos a partir da extragdo por maceragao foi analisada por Peixoto et al. (2018).
As linhagens celulares avaliadas foram: MCF-7, NCI-H460 e a cultura de células ndo
tumoral PLP2. Para MCF-7 as sementes € a mistura inibiram o seu crescimento com
valores de Glso = 352 pg/mL e Glso = 332 pg/mL respetivamente, mas ndo apresentaram
efeitos citotoxicos na linhagem NCI-H460. E em relacdo a célula ndo tumoral PLP2
nenhum dos extratos apresentaram toxicidade.

Relativamente a atividade anti-inflamatoria, até a presente data ndo foram
encontrados estudos que avaliem a atividade anti-inflamatoria dos referidos extratos em
células macrofagas RAW 264.7 de rato. Nos estudos encontrados Martins et al. (2016)

avaliaram a atividade anti-inflamatoria do bagaco de uva (GP) tratados com Paecilomyces
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variotii tanase (GPTNS), analisando se os seus constituintes apresentavam diminui¢do da
inflamacao em células Caco-2 quando comparados com o bagaco de uva ndo tratado, os
resultados obtidos revelam que tanto o GP quanto o GPTNS atenuaram as respostas
inflamatoérias induzidas por IL-1b em células Caco-2 e o tratamento com tanase aumentou
essas agoes.

Trikas et al. (2016) avaliaram e compararam a atividade anti-inflamatoria das
antocianinas extraidas do bagago com a variedade de vinho (Syrah) a partir da qual os
subprodutos especificos foram produzidos. Os resultados mostraram que o bagaco
reduziu a atividade da COX-1 em 99% e COX-2 em 89,1% na mesma concentracdo com
o vinho tinto (100 100 uM de TAC).

Os dois estudos apresentados que avaliaram a atividade anti-inflamatoria em
bagaco de uva obtiveram resultados positivos frente as células analisadas. Podendo
concluir que em determinadas células o bagago de uva apresenta atividade anti-
inflamatoria. Esta discrepancia de resultados pode ser explicada devido a diversidade da
amostragem, ou seja, variedade da uva usada para o processamento do vinho, assim como,

estado de maturagdo e divergéncia percentual de cascas, talos e sementes.

4.3 Estudo de incorporacio do extrato rico em compostos fendlicos, obtidos a

partir do bagaco de uva em wraps

4.3.1 Avaliacido da carga microbiana

O estudo de incorporagdo foi realizado usando o extrato com maior concentragao
de compostos fendlicos, assim como, melhor potencial bioativo, levando a aplicacio do
extrato do bagaco de uva obtido a partir da EM.

A carga microbiana foi avaliada através da analise de inibi¢dao do crescimento de
diferentes microrganismos e observacdo do seu crescimento ao longo do tempo de
armazenamento. Foram analisadas, nas trés amostragens (controlo, aditivo sintético e
ingrediente natural), mesofilos aerobios totais, coliformes, bolores e leveduras no periodo
de armazenamento de 0, 3 e 7 dias apds a sua preparagdao. Os resultados estdo
representados em forma de graficos, com os respetivos desvios padrdes, na Figura 11.

Em relacdo aos mesofilos totais, foi possivel observar que o crescimento dos

microrganismos nos wraps que tinham a adicdo do aditivo artificial apresentou os
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melhores resultados, e nos wraps com adicao do extrato até o terceiro dia diminuiram
significativamente o crescimento quando comparado com controlo. No caso das
leveduras foi observado um crescimento significativo no terceiro dia em todos as
amostras ¢ um comportamento inesperado na analise nos wraps com aditivo,
apresentando um elevado crescimento quando comparado com as demais amostras. Nos
wraps com adi¢do do extrato o crescimento de leveduras foi significativamente menor
apenas no sétimo dia de armazenamento quando comparado com o controlo. No que
concerne aos bolores e coliformes ndo foi observado o crescimento significativo em

nenhum dos wraps analisados ao longo dos 7 dias de armazenamento.
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Figura 11: Graficos do crescimento microbiano.
(Fonte: do autor, (2022))
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Sagdic et al. (2011) avaliaram o extrato de cinco variedades bagaco de uva em
diferentes concentragdes (1, 2, 5 e 10%) em hamburgueres bovinos, observando o
crescimento microbiano ap6s um periodo de armazenamento de 0, 12, 24 ¢ 48 horas. Os
resultados apresentaram uma inibi¢do de todos os microrganismos avaliados na
concentragdo de 10%. E os patogenos Enterobacteriaceae e bactérias coliformes, e os
microrganismos deteriorantes, incluindo leveduras, bolores e bactérias lipoliticas,
também foram inibidos na concentragao de 5% em 3 variedades do extrato de bagaco de
uva. Os extratos que apresentaram maior atividade de eliminagdo de radicais e maior
quantidade de compostos fenolicos apresentaram melhores resultados.

Zaky et al. (2020) avaliaram a utilizacdo de diferentes concentra¢des do extrato
de bagaco de uva (0,5%, 1%, 2% e 3%) como fonte antioxidante natural em biscoitos.
Foram realizados testes fisico-quimicos e sensoriais para avaliar a qualidade dos biscoitos
produzidos. Os resultados mostraram que o uso do extrato de bagaco de uva melhorou a
atividade antioxidante, o teor de fendlicos totais € a cor dos biscoitos. Além disso, a
adi¢do 2% de extrato de bagago de uva melhorou a estabilidade oxidativa e aumentou a
vida util dos biscoitos.

Os estudos apresentados acima ressaltam que a variedade, a concentragdo dos
extratos de bagaco, assim como a quantidade de compostos fenolicos influenciam
significativamente na eficacia antimicrobiana e antioxidante quando adicionados em
formulagdes alimenticias. Os demais estudos encontrados na literatura, que utilizaram o
bagaco de uva em produtos de panificagdo, em sua maioria ¢ na forma de farinha para
melhorar a caracteristicas nutricionais, aumentando a percentagem de fibras, e como
possivel agente antioxidante, retardando as reacdes oxidativas e conservando-os por mais

tempo.

49



Consideracdes finais

5 Consideracdes finais

A atual necessidade da diminuicdo dos impactos gerados pela grande producao de
residuos das industrias alimentares, assim como a busca por alternativas mais saudaveis
que mantenham as caracteristicas e necessidades disponibilizadas pelos aditivos
artificiais, foram fatores que contribuiram a escolha do tema desta dissertagao.

Sabe-se que as propriedades farmacologicas, tecnoldgicas, antioxidantes e
antimicrobianas estdo diretamente ligadas aos compostos fendlicos presentes no bagago
de uva e a sua concentragao esta relacionada com diversos fatores, nomeadamente a
variedade da uva, estdgio de maturagdo, tecnologia de extragao aplicada, condi¢cdes de
armazenamento, processamento ¢ cultivo.

Neste sentido, o presente estudo levou a cabo a caracterizagdo dos residuos
obtidos na transformacdo da uva em vinho, designado de bagaco de uva, avaliando trés
diferentes métodos de extragcdo (EM, EAU e EAM) quanto a influéncia nas concentragdes
de compostos fendlicos e nas propriedades bioativas do bagago de uva.

Os extratos dos residuos do bagaco de uva obtidos pelos trés métodos de extragao
apresentaram diferentes concentragdes de compostos fenolicos, tendo sido identificados
acidos fendlicos, taninos, flavonoides e estilbenos. A pentamero de procianidina foi o
composto fenolico com maior concentragdo nos trés extratos analisados. Em relagdo as
propriedades bioativas do bagaco de uva, destacou-se a sua atividade antioxidante e
antimicrobiana.

O extrato obtido por ME foi, claramente, o extrato mais promissor, tendo sido o
escolhido para os estudos de incorporagdo em wraps. Através da andlise da carga
microbiana, verificou-se uma redugao do crescimento de mesoéfilos totais até ao terceiro
dia de armazenamento quando comparado com a amostra controlo.

Desde forma, o estudo permitiu verificar que o bagaco de uva pode ser
considerado uma fonte de compostos fenodlicos, com propriedades conservantes, capaz de
substituir de forma eficaz os seus analogos sintéticos.

Relativamente as perspetivas futuras, novas analises serdo desenvolvidas com o aumento
da concentragdo do extrato em wraps, com o intuito de avaliar se ao longo do tempo com
o aumento da concentragdo de extrato, ocorre uma diminuigdo do crescimento
microbiano. E andlises nutricionais e fisico-quimicas a fim de verificar alteragdes do

comportamento e caracteristicas do alimento ap6s a adi¢do do extrato.
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