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RESUMO

A espécie Vitis vinifera L. pertence a familia Vitaceae e inclui uma grande pandplia de
variedades diferentes. Durante a producdo do vinho sdo produzidas toneladas de bagaco
da uva que é essencialmente constituido por peles, sementes e hastes das uvas. Estes
componentes, nomeadamente as sementes, sdo ricas em compostos fenolicos que
possuem diversas e excelentes atividades bioldgicas tais como antioxidante,
antitumoral, cardioprotetora e antimicrobiana.

Neste trabalho, foram avaliadas a atividade antioxidante, citotoxica e antimicrobiana das
diferentes partes do bagaco da uva e os resultados obtidos evidenciaram que, de todas as
diferentes partes constituintes do bagaco da uva, as sementes sdo uma melhor fonte de
compostos fendlicos com propriedades bioativas.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes no bagago foram
realizadas usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detetores de
diodo e de espectrometria de massa, revelando que o composto presente em maior
quantidade nas peles é o hexdsido do acido p—cumarico, enquanto que nas sementes e
mistura do bagaco os compostos presentes em maior quantidade sdo derivados da
(epi)catequina.

A otimizacdo do processo de extracdo dos compostos fendlicos indicou a combinacéo
etanol:agua 50:50 v/v como o melhor solvente e, para uma extracdo maxima de
fendlicos séo requeridas temperaturas entre 0s 75 °C a 85 °C por tempos compreendidos
entre 60 a 90 minutos.

Os resultados dos ensaios de extracdo usando um solvente verde, o lactato de etilo,
indicaram que este é um bom solvente extrativo, podendo ser usado a temperaturas mais

elevadas usando tempos de extracdo menores.

Palavras-chave: Vitis vinifera L., compostos fendlicos, bioatividades, extragéo,

identificacdo, quantificacdo, solventes verdes.
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ABSTRACT

Vitis vinifera L. species belongs to the family Vitaceae, which includes several varieties.
During wine production tons of grape pomace are produced comprising essentially the
skins, seeds and stems of grapes. These parts namely the seeds, are rich in phenolic
compounds which in turn present diverse and biological properties such as antioxidant,
antitumoral, cardio protective and antimicrobial.

In this study, in vitro antioxidant, cytotoxic and antimicrobial activities of the different
constituents of grape pomace were evaluated. The results demonstrated that the seeds
are the best source of phenolic compounds with bioactive properties.

The identification and quantification of phenolic compounds present in grape pomace
was carried out by high performance liquid chromatography coupled with diode array
and mass spectrometry detectors, revealing that p-coumaric acid hexoside is the most
abundant compound in the skins extract, while derivatives of (epi)catechin are the major
ones in the extracts of seeds and grape pomace mixture.

The optimization process of the extraction of phenolic compounds indicated the mixture
ethanol:water 50:50 v//v as the best solvent, for the maximum recovery of phenolic
compounds, temperatures between 75 °C and 85 °C are required, while the times for
extraction are between 60 and 90 minutes.

The results of the extractions using ethyl lactate indicated that it is a good solvent of

extraction that can be used at high temperatures for lower times of extraction.

Keywords: Vitis vinifera L, phenolic compounds, bioactivities, extraction,

identification, quantification, green solvents.
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1. INTRODUCAO

1.1 Importancia e Motivagao do Estudo

O consumo diario de frutas é fundamental para uma alimentacdo saudavel e equilibrada.
Muitas das frutas, como acontece por exemplo com as uvas, sdo uma importante fonte
de hidratos de carbono, vitaminas, sais minerais e outros compostos fitoquimicos.
Estudos recentes comprovam a importancia da atividade bioldgica dos compostos
fenolicos presentes nas uvas e nas suas diferentes componentes como a pele, sementes e
hastes. As uvas, principalmente as escuras, possuem diversas propriedades bioativas ja
descritas na literatura. Compostos fendlicos como as antocianinas, flavandis, flavonais,
estilbenos e 4acidos fendlicos que estdo presentes nas diferentes partes da uva,
apresentam beneficios significativos para a salde humana, pois previnem algumas
doencas degenerativas e sdo também considerados conservantes, evitando a oxidacao
dos alimentos.

Localizada no Nordeste de Portugal, a regido do Vale do Douro tem uma longa tradicéo
vinicola produzindo vinho desde tempos imemoriais. A regido Vinhateira do Douro
estende-se por diversos concelhos entre eles, Alijo, um pequeno concelho do distrito de
Vila Real.

A Adega Cooperativa de Alijo deu inicio a sua atividade em 1960 sendo no momento,
uma das cooperativas com maior desempenho socio-econémico da regido do Douro. O
seu reconhecimento deve-se a excelente qualidade dos vinhos produzidos, com especial
destaque para os Reservas o Moscatel e os Espumantes.

Devido a grande abundancia como matéria-prima na regido onde se insere o Instituto
Politécnico de Braganca (IPB), que resulta da elevada quantidade de vinho produzida, é
de grande interesse avaliar as propriedades quimicas e biologicas do bagago da uva,
bem como encontrar processos de extracdo e purificacdo que contribuam de modo

eficiente e sustentado para acrescentar valor a esse residuo da industria vitivinicola.



1.2 Objetivos do Estudo

Devido a grande importancia das propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos
presentes nas uvas e apesar da grande diversidade de estudos ja publicados na area (por
exemplo, Fontana et al,. 2013; Xia et al., 2010; Naczk e Shahidi., 2004; Murthy et al.,
2002; Bartolomé et al., 2004) é de fundamental interesse fazerem-se estudos analogos,
usando as matérias-primas produzidas na regido de Tras-Os-Montes e Alto Douro.
Assim, o0 objetivo deste estudo centra-se na avaliacdo das bioatividades do bagaco das
uvas, na identificacdo e quantificacio dos compostos fendlicos presentes e na
otimizacdo do seu processo de extragéo.

Durante a evolucdo da presente dissertacdo, dadas as boas condi¢cbes de trabalho e a
necessidade de promover o uso de solventes ndo-convencionais foi proposto realizar a
extracdo com recurso a liquidos iénicos. Porém, devido a elevada quantidade de
solvente necessaria e aos custos monetarios associados, foi explorada uma outra
alternativa, como seja 0 uso de um solvente verde.

Tendo em conta as diferentes propriedades quimicas por compara¢do a outros solventes
organicos usados na extracdo de compostos fendlicos, foi escolhido o lactato de etilo.
Desta forma, foi acrescentado mais um objetivo ao presente estudo: a avaliacdo do
comportamento do lactato de etilo como solvente de extragdo, comparando-0 ao

desempenho do solvente testado na otimizagdo da extracgéo.



2. ESTADO DA ARTE

2.1. Vitis vinifera L.

Durante as antigas civilizagdes, Grega e Romana, as uvas foram reverenciadas pelo seu
uso na vinificacdo. Hoje em dia existem trés principais grupos de uva, uvas Europeias
(Vitis vinifera), uvas Norte-Americanas (Vitis labrusca e Vitis rotundifolia) e uvas
hibridas francesas (Xia et al., 2010).

A espécie Vitis vinifera L. pertence a familia Vitaceae que inclui cerca de 60 espécies
Vitis distribuidas pela Asia, América do Norte e Europa sob condigdes climaticas
subtropicais, mediterranicas e continentais temperadas. E a Unica espécie de Vitis que
adquiriu interesse econdémico significativo, algumas das outras espécies como Vitis
rupestris, Vitis riparia ou Vitis berlandieri sdo utilizados como enxertos de reproducao
devido a sua resisténcia contra patogénicos (Terral et al., 2010).

Existem diversas variedades da Vitis Vinifera L., desde as uvas brancas (Chardonnay,
White Riesling, Pinot blanc, Pinot gris, Gewdrztraminer, Muscat Ottonel, Sauvignon
blanc, Comtessa, Noblessa, Semillon, Morio Muscat, Siegerrebe) as uvas vermelhas
(Pinot noir, Pinot Meunier, Cabernet Sauvignon, Cabernet franc, Merlot, Limberger,
Gamay noir, Trollinger e Petit Verdot) (Rodriguez Montealegre et al. 2006; Santos-
Buelga et al. 1995). Porém, as variedades de vinho tinto nacionais mais produzidas na
regido do Douro, designam-se de Touriga Nacional, Touriga Franca, Tinto Cdo, Tinta
Barroca e Tinta Roriz.

A uva da videira Vitis vinifera L. € uma das maiores culturas fruticolas do mundo que
apresenta uma producdo anual proxima de 58 milhdes de toneladas (Murthy et al.,
2002). As uvas sdo ricas em compostos fendlicos sendo que, aproximadamente 75% dos
polifendis existentes se encontram na pele e sementes. Durante 0 processamento das
uvas sdo produzidas toneladas de bagaco de uva e as sementes constituem uma
proporcdo consideravel delas, totalizando 38-52% em relacdo a matéria seca (Ghafoor,
et al., 2009).



2.2 Bagaco da Uva

A uva é uma das frutas mais cultivadas a nivel mundial e cerca de 80% da cultivacao,
destina-se apenas a fabricacdo de vinhos e seus derivados, gerando assim elevadas
quantidades de residuos especialmente borras e bagaco (Gruz et al., 2013). A
reutilizacdo do bagaco da uva como suplemento dietético nutricional ou ingrediente
funcional, proporciona uma alternativa sustentdvel ao tratamento de residuos,
promovendo assim o desenvolvimento sustentavel (Charalampia e Koutelidakis, 2016).
O bagaco da uva (Figura 1) é um subproduto da industria vinicola, constituido
principalmente por peles, sementes e hastes representando assim, cerca de 20-25% do
peso da uva esmagada para a producdo do vinho. A semente da uva é rica em acidos
fenolicos, flavonoides, procianidinas e resveratrol, enquanto que as peles sdo mais
abundantes em antocianinas (Yu e Ahmedna, 2013).

Nos Ultimos anos, ndo sé os subprodutos da vinificagdo mas também os residuos
agricolas de origem vegetal tém despertado uma atencdo consideravel como potenciais
fontes de fendlicos bioativos, que podem ser utilizados para varios fins na industria
farmacéutica, cosmética e alimentar (Makris et al., 2007). A composicdo de polifenois
de cada parte da uva presente no bagaco varia dependendo das variedades da uva e €
influenciada pela localizacdo, clima, maturidade e tempo de fermentacdo, ndo sendo
naturalmente facil de generalizar (Yu e Ahmedna, 2013; Xia et al. 2013).

O bagaco da uva himido é um material extremamente perecivel sujeito a deterioracédo
microbiana descontrolada, devido ao seu alto teor de humidade e a atividade da &gua.
Assim, o processo de desidratacdo € um passo fundamental na extensdo da vida Util da
matéria-prima e na manutencdo das suas propriedades nativas antes da utilizacdo para

diferentes propdsitos (Planinic et al., 2015).

Figura 1: (1) Bagaco da uva liofilizado; (2) Sementes da uva; (3) Mistura de
peles e hastes da uva.



2.3 Composicao de Compostos Fendlicos no Bagaco da Uva

Os compostos fenolicos mais comuns no bagaco sdo as antocianinas, catequinas,
procianidinas, acidos fendlicos e estilbenos (Spencer et al., 2008). Por sua vez, a uva da
Vitis vinifera L. é rica em compostos fenodlicos, estando estes distribuidos
principalmente nas peles, hastes, folhas e sementes da uva, ao inves da sua parte
suculenta interior (Tabela 1) (Xia et al., 2010).

A quantidade média de compostos fendlicos presentes na uva é de 50-490 mg/100g
sendo que no vinho tinto é de 1000-4000 mg/dm?®, maior do que no vinho branco que é
somente 200-300 mg/dm® (Bravo, 1998). Um estudo realizado nas uvas muscadine,
cinco de pele roxa e cinco de pele branca, cultivadas no sul da Georgia, estado dos
Estados Unidos da América refere que, a concentracdo total de compostos fendlicos nas
sementes, peles, carne e folha é de 2178.8, 374.6, 23.8 e 351.6 mg/gcae (equivalente de
acido galico), respetivamente (Pastrana-Bonilla et al., 2003). Além da maturidade do
fruto, as condi¢des ambientais como por exemplo o estado da agua da videira tem sido
associado a diferencas nos polifendis nas uvas, uma vez que influéncia o crescimento
dos frutos que, por sua vez influencia a concentracdo de fendlicos totais e os atributos

sensoriais do vinho (Kennedy et al., 2000).

Tabela 1: Compostos fendlicos presentes nas uvas e nas suas diferentes partes de acordo com Xia et

al., (2010).

Fonte Compostos Fendlicos

Acido galico, (+)-catequina, epicatequina, dimero de procianidina,
Semente Lo

proantocianidinas
Pele Proantocianidinas, acido elagico, quercetina, miricetina, canferol
Folha Miricetina, acido elagico, canferol, quercetina, acido galico
Haste Rutina, trans-resveratrol, quercetina 3-O-glucuronideo
Uva seca Acido hidroxicinamico, hidroximetilfurfural

Catequina, quercetina, resveratrol, cido hidroxicindmico, malvidina-3-
Vinho tinto O-glucosido, peonidina-3-O-glucdésido, cianidina-3-O-glucédsido,
petunidina-3-O-glucésido




2.4 Compostos Fenolicos

A estrutura basica de um flavondide (C6-C3-C6) (Figura 2) contém 15 atomos de
carbono dispostos em trés anéis que sdo legendados como A, B e C. Os flavondides séo
divididos em seis subgrupos: flavonas, flavandis, flavondis, flavanonas, isoflavonas e
antocianinas, de acordo com o estado de oxidagdo do anel C central (Dai e Mumper,
2010). As propriedades biologicas dos flavondides estdo relacionadas com a atividade

antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio.

Figura 2: Estrutura bésica e sistema de numeracéo de flavondides
[Fonte: Bravo, 1998].

Os compostos fendlicos nas uvas e vinhos podem, em geral ser classificados em trés
principais grupos: acidos fenolicos, flavondides e taninos (Fontana et al., 2013).

Os é&cidos fendlicos dividem-se em &cidos hidroxibenzéicos (derivados do &cido
benzdico) e &cidos hidroxicindmicos (derivados do acido cindmico). Os flavondides
podem se dividir em flavandis, flavondis, estilbenos e antocianinas e por ultimo, o os
taninos que se podem dividir em hidrolisaveis e condensados ou proantocianidinas.

As quatro maiores classes de polifendis encontrados em alimentos sdo os &cidos
fendlicos, flavonodides, lignanos e estilbenos (Dai e Mumper, 2010; Yu e Ahmedna,
2013).

Na Tabela 2 sdo indicados os subgrupos e estruturas quimicas dos principais

constituintes fendlicos presentes nas uvas e no vinho.



Tabela 2: Subgrupos e estruturas quimicas dos compostos fendlicos presentes nas uvas e vinho

[Fonte: Fontana et al., 2013].

Compostos Fenolicos

Estrutura Quimica

Compostos

Acidos hidroxibenzoicos

Ry
Rz
Ry
HO \
COOR,
Rz

Acidos hidroxicinamicos

Flavanois

Flavondis

Estilbenos

Antocianinas R
=
/

Acido galico

Acido siringico

Acido p-hidroxibenzoico
Acido protocatepanico

Acido caféico
Acido p-cumérico
Acido ferulico
Acido sinapico
Acido caftérico
Acido coutérico

Catequina
Epicatequina
Epicatequina galato

Canferol

Quercetina

Canferol 3-O-glucésido
Quercetina 3-O-glucdsido
Quercetina 3-O-galactosido
Quercetina 3-O-glucurénido
Quercetina 3-O-ramnose
Rutina

Trans-resveratrol

Cianidina
Peonidina
Delfinidina
Petunidina
Malvidina




2.5 Bioatividades dos Compostos Fenolicos Presentes nas Uvas

O interesse na investigacdo de componentes ativos, especialmente compostos fendlicos,
presentes em fontes naturais como frutas e vegetais tem aumentado consideravelmente
nos ltimos anos (Ghafoor et al., 2009). A razdo deste aumento deve-se ao beneficio das
atividades bioldgicas para a saide humana, como por exemplo, as propriedades
antioxidantes, cardioprotetoras, antitumorais, anti-inflamatorias, antimicrobianas e anti-
envelhecimento (Tabela 3) (Xia et al., 2010). De seguida, descrever-se-a algumas das

atividades de maior relevancia para a matéeria-prima em estudo.

Tabela 3: Bioatividades de alguns compostos fenélicos presentes nas uvas [Fonte: Xia et al., 2010].

Compostos Fenolicos Bioatividade

Resveratrol Eliminag&o de radicais livres
Aumenta o nivel de éxido nitrico do plasma
Regulacdo do metabolismo lipidico

Quercetina Antibacteriana
Aumenta o nivel de 6xido nitrico do plasma
Catequina Antitumoral

Eliminacdo de radicais livres
Antibacteriana
Anti-inflamatéria
Procianidina Antitumoral
Eliminacdo de radicais livres
Anti-inflamatoria
Antioxidante
Acido galico Eliminacdo de radicais livres
Epicatequina Antibacteriana

2.5.1. Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante é provavelmente a bioatividade mais notavel dos compostos
fendlicos presentes no bagaco da uva (Yu e Ahmedna, 2013). Um antioxidante pode ser
definido como “qualquer substidncia que, quando presente em baixas concentragdes,
comparada com a de um substrato oxidavel, retarda ou inibe significativamente a
oxidagdo desse substrato” (Young e Woodside, 2014). A principal classe de compostos

com atividade antioxidante sdo as vitaminas (vitaminas C e E), os carotendides



(carotenos e xantofilas) e os polifendis (flavondides, acidos fendlicos, lignanos e
estilbenos) (Oroian e Escriche, 2015).

2.5.1.1 Meétodos Aplicados na Avaliacédo da Atividade Antioxidante

Sdo vérios os métodos usados para avaliar a capacidade antioxidante dos compostos
fenolicos extraidos das uvas e das suas diferentes componentes, bem como de outros
residuos agro-alimentares (Xia et al., 2010). Os testes antioxidantes em alimentos
podem ser classificados em dois grupos: os ensaios usados para avaliar a peroxidacao
lipidica, no qual um lipido ou substrato lipoproteico sob condi¢bes padrdo € usado e o
grau de inibicdo da oxidacdo medido, e os ensaios usados para medir a habilidade de
sequestro de radicais livres (Alves et al., 2010; Fontana et al., 2013). O método de
captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) baseia-se na medida da
capacidade antioxidante de uma determinada substancia em sequestrar o radical DPPH
reduzindo-o a hidrazina (Figura 3). Quando uma determinada substancia que age como
dador de &omos de hidrogénio é adicionada a uma solucdo de DPPH a hidrazina é
obtida com mudanga simultnea na coloracdo de violeta a amarelo palido (Alves et al.,
2010). A avaliacdo da atividade antioxidante da-se através da monitorizacdo do
consumo do radical livre DPPH por medic¢do das absorvancias a um comprimento de
onda entre 515-517 nm. A percentagem de atividade antioxidante (AA%) corresponde a
quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentracdao inicial de DPPH em 50% é
denominada de concentracdo eficiente (ECsp). Quanto maior o consumo de DPPH por
uma amostra, menor serd o valor de ECsy e maior serd a sua atividade antioxidante
(Borges et al., 2011).
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Figura 3: Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH
[Fonte: Alves et al., 2010].



Quanto ao método da auto-oxidagao do sistema B-caroteno/acido linoleico, este permite
avaliar a capacidade de uma determinada substancia prevenir a oxidagdo do B-caroteno,
protegendo-o dos radicais livres gerados durante a peroxidacdo do &cido linoleico
(Figura 4). A reacdo pode ser monitorada espetrofotometricamente pela perda da
coloragdo do B-caroteno a um comprimento de onda de 470 nm, com leitura imediata e

em intervalos de 15 min, por um tempo total de 2 horas (Alves et al., 2010).
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Figura 4: Estrutura do f-caroteno (A) e do &cido linoleico (B)
[Fonte: Alves et al., 2010].

Entre outros métodos utilizados, pode ainda nomear-se 0 método FRAP (capacidade de
reducdo férrica do plasma) que se baseia na capacidade dos antioxidantes presentes nas
amostras reduzirem o Fe** a Fe®* (Figura 5). Essa capacidade pode ser avaliada pela
monitorizagdo da formacdo do complexo Fe** - TPTZ (ferroso-tripiridiltriazina) que
apresenta cor azul intensa e pode ser medido espetrofotometricamente a um

comprimento de onda de 593 nm (Vasconcelos et al., 2007).
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Figura 5: Reducéo do Fe(l11) a Fe(ll) pela adicdo de um antioxidante
[Fonte: Huang et al., 2005].
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O método de inibicao da peroxidacéo lipidica através do ensaio das espécies reativas de
acido tiobarbiturico (TBARS) é um método empregue na avaliagdo da peroxidacao
lipidica. Baseia-se na reacdo do é&cido tiobarbitirico (TBA) com os produtos de
decomposicédo dos hidroperdxidos. Um dos principais produtos formados no processo
oxidativo é o malonaldeido (MDA), que apresenta coloracdo rosada sob aquecimento,
podendo ser acompanhada pela medicdo da absorvancia a 532 nm (Figura 6). A
oxidagdo é inibida com a adigdo de um antioxidante, tendo como resultado uma

diminuicdo da absorvancia (Alves et al., 2010).

HS, N, _OH s N_ _OH HO._ _N._ _sH
o QR oS
o "o + >

OH H20 OH OH
Malonaldeido 2-thiobarbituric acid TBA chromophore (Amax=532 nm)

Figura 6: Reagdo do malonaldeido com o &cido tiobarbitdrico
[Fonte: Borges et al., 2011].

A atividade antioxidante pode ainda ser medida através dos métodos ABTS (2,2’-
azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonato) e ORAC (capacidade de absorvancia do
radical de oxigénio) (Xia et al., 2010). O método ABTS é também um método
colorimétrico quem relaciona a habilidade dos antioxidantes em neutralizar o radical
ABTS [sal de amonio do acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzenotiazolina-6-sulfonato)]. O
radical apresenta absorvancia caracteristica a 515 nm e absorc¢fes secundarias a 660,
734 e 820 nm. O ABTS apresenta cor verde e quando adicionado a um meio contendo
antioxidantes permite avaliar através do grau de descoloracdo a sua capacidade
antioxidante (Figura 7) (Borges et al., 2011; Vasconcelos et al., 2007; Miller, et al.,
1993).

K2505

el =]
0l 5 50, 02 50,
3 5 ) H='< U + antioxidante ¥ N —{Ij/
>“=‘H N _— N ]
N, /

C.H, CaHy
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Figura 7: Reacdo do radical ABTS com um antioxidante
[Fonte: Vasconcelos et al., 2007].
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2.5.1.2 Atividade Antioxidante de Vitis vinifera L.

Segundo Xia et al. (2010) atraves do método ABTS, usando os extratos das diferentes
partes da uva, a maior capacidade antioxidante foi encontrado nas sementes, seguidas da
pele e a carne que apresentaram menor capacidade antioxidante, 281,3 umolyg/g, 12,8
pmol+ye/g, e 2,4 umolye/g respetivamente. Por seu lado, Murthy et al. (2002) estudaram
a atividade antioxidante do bagaco da uva Vitis vinifera e constataram que usando o
método do radical DPPH, os extratos do bagaco da uva dissolvidos em metanol
mostraram méxima atividade entre os restantes extratos dissolvidos em acetato de etilo e
agua, 87,1, 76, e 21,7% de atividade antioxidante. Alguns autores tém tentado descobrir
quais os compostos fendlicos e estrutura quimica responsaveis pelas atividades
antioxidantes de extractos de uva, tendo concluido que, a capacidade antioxidante dos
compostos fenolicos tende para um limite de saturacdo de concentracdo e acima desse
limite a atividade ndo aumenta ainda mais com a concentracao (Dani et al., 2009).

2.5.2 Atividade Citotdxica

A citotoxicidade é considerada como o potencial que um composto tem para inibir o
crescimento celular e eventualmente, induzir a morte celular. A maioria dos testes in
vitro de avaliacdo de citotoxicidade medem a necrose (morte celular) no entanto, outro
mecanismo de morte celular designado de apoptose (morte celular geneticamente
programada), pode ser avaliado requerendo métodos diferentes de analise (Eisenbrand
etal., 2002).

2.5.2.1 Meétodos Aplicados na Avaliacdo da Atividade Citotoxica

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo Uteis para definir a capacidade intrinseca de um
composto causar a morte celular e também para definir a gama de concentracdo para
ensaios in vitro adicionais e mais detalhados (Eisenbrand et al., 2002). Um indicador de
toxicidade é o crescimento celular alterado e o efeito dos produtos quimicos sobre a
capacidade de replicacdo das células. A concentra¢do da substancia em que 50% das
células ndo se multiplicam, é designada de dose inibitoria (IDso) (Ekwall et al., 1990) ou
também de Glsp concentracdo de amostra que inibiu 50% do crescimento celular liquido
(Dias et al., 2013).
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A reproducdo celular pode ser medida através de varios métodos incluindo a contagem
de células, ADN, teor de proteina ou atividade enzimatica. Outro indice de toxicidade é
a viabilidade celular medida utilizando corantes vitais, tais como o azul tripano que so6
entra em células mortas ou, o vermelho neutro que é activado quando tomado por
células vivas (Ekwall et al., 1990).

O ensaio de sulforodamina B (SRB) é um dos métodos mais utilizados para avaliagdo
da citotoxicidade in vitro. O ensaio baseia-se na capacidade do SRB ligar-se a
componentes de proteinas de células, que foram fixadas em placas de cultura de tecidos
pelo &cido tricloroacético (TCA). SRB é um corante amino-xanteno de coloracao rosa
brilhante, com dois grupos sulfénicos que se ligam a residuos de aminoacidos basicos,
sob condices &cidas suaves e dissociam em condigdes basicas. Como a ligagdo do SRB
é estequiométrica, a quantidade de corante extraida é proporcional & massa de células.
Este método tem sido usado em testes de toxicidade de drogas contra diferentes tipos de

linhas celulares cancerosas e ndo cancerosas (Vichai e Kirtikara, 2006).

2.5.2.2 Atividade Citotoxica e Potencial Antitumoral de Vitis vinifera L.

As atividades anticancerigenas dos polifendis podem ser explicadas por diversos
mecanismos. Varios polifendis inibem a activacdo de NF-KB (complexo proteico que
desempenha funcGes como fator de transcricdo) provavelmente através do disparo de
um sinal redox sensivel nas células. A inibicdo de tais fatores de transcricdo por
polifendis pode desempenhar um papel essencial na prevencgdo de cancros (Scalbert et
al., 2005).

Os polifendis podem induzir apoptose de células tumorais e portanto, reduzir o
crescimento de tumores (Scalbert et al., 2005). Os extractos ricos em antocianinas
derivadas do bagaco da uva e varias antocianidinas puras exibem efeitos pro-
apoptoticos em varios tipos de células (Wang e Stoner, 2008). Um estudo realizado por
Gee et al., (2002), sobre a supressédo da proliferacdo celular de criptas intestinais por
quercetina em ratos onde aplicaram quercetina exposta a células de rato, concluiram que
a quercetina inibe a proliferacdo de celulas cancerigenas gastricas e coldnicas (colon) in
vitro, suprimindo a mitose e aumentado a apoptose. Também foi relatado por Yu e
Ahmedna (2013) que os fendis presentes nas sementes e na pele da uva inibem algumas
proteases, tais como a elastase de leucdcito e gelatinases, associadas a inflamagdo e

invasdo do cancro.
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2.5.3 Atividade Antimicrobiana

Devido as preocupacdes ambientais e com a saude relacionadas com o uso de
compostos antimicrobianos de origem sintética, o interesse em obter esses compostos a
partir de fontes naturais, como frutas e vegetais tem aumentado consideravelmente
(Fontana et al., 2013). A atividade microbiana é uma causa priméaria da deterioracéo de
muitos alimentos e é muitas vezes responsavel pela perda de qualidade e seguranca dos
alimentos (Nirmala e Narendhirakannan, 2011). Muitos dos extractos fendlicos
presentes em plantas exibem atividade antimicrobiana contra estirpes especificas de
bactérias tais como, o Staphylococcus aureus, Streptococcus mutan e Escherichia coli
(Yu e Ahmedna, 2013).

2.5.3.1 Meétodos Aplicados na Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

Os métodos de avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) podem ser divididos
em grupos tais como difusdo, diluicdo, impedancia e métodos de densidade dptica
(Lambert et al., 2001). Os métodos mais usados sdo provavelmente o método da difuséo
em &gar por disco e o da microdiluicdo em caldo (Bona et al., 2014). A MIC é definida
como “a menor concentracdo que resultou na manutencdo ou redugdo da viabilidade do
inoculo” (Carson et al., 1995). A determinacdo da MIC envolve um procedimento de
teste semi-quantitativo que da uma aproximagdo a menor concentracdo de um
antimicrobiano necessario para prevenir o crescimento microbiano (Lambert e Pearson,
2000).

2.5.3.2 Atividade Antimicrobiana de Vitis vinifera L.

Junge et al. (2005) reportaram que o resveratrol, presente na pele da uva apresenta
fortes atividades antifingicas e antibacterianas. Os fungos considerados sensiveis ao
resveratrol incluem os patogénicos humanos (Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae e Trichosporon beigelii). Ainda, Thimothe et al. (2007) estudaram a
composigdo quimica e a atividade bioldgica de fenolicos obtidos de vérias variedades de
uvas de vinho tinto e os seus extratos de bagaco sobre a patogenicidade do
Streptococcus mutans. Observaram que a atividade bioldgica do bagaco foi tdo eficaz

quanto (ou significativamente melhor) do que os extratos de uva inteiras.
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2.6 Analise de Compostos Fendlicos

O processo utilizado no processamento do vinho tem uma grande influéncia sobre o tipo
e 0 nivel de compostos fenolicos nos vinhos (Yilmaz e Toledo, 2004). Estes séo
considerados metabolitos secundarios que séo sintetizados pelas plantas durante o seu
desenvolvimento normal (Naczk e Shahidi, 2004). Nas plantas, os fenolicos podem
atuar como fitoalexinas, antioxidantes, agentes protectores contra radiacdo UV e
contribuem para a pigmentacéo da planta, enquanto que nos alimentos, os fendlicos sdo
responsaveis pelo sabor, odor, amargura, astrigéncia, cor e estabilidade oxidativa dos
produtos (Naczk e Shahidi, 2004).

Entres os acidos fendlicos, os acidos hidroxicindmicos como o &cido ferulico, sinapico,
cafeico e 0 p-cumarico sdo os mais amplamente distribuidos nas plantas e graos
(Karakaya, 2004). Os flavonodides sdo geralmente classificados como fendlicos ou
polifendis devido a sua estrutura quimica. Pequenas diferencas na estrutura quimica
alteram o espectro ultra violeta (UV) dos flavondides tornando mais facil a sua
diferenciacdo e quantificagdo numa amostra. Entre as frutas, as uvas e 0S seus
componentes sdo boas fontes de flavondides dietéticos (Yilmaz e Toledo, 2004).

A cor do vinho tinto deve-se principalmente as antocianinas, derivadas do fruto e
pigmentos poliméricos formados a partir de antocianinas por condensagdo com outros
compostos flavonoides (Bakker et al., 1986). Os polifendis presentes nas uvas, as
antocianinas e proantocianidinas desempenham um papel importante na cor, astrigéncia
e estabilidade dos vinhos tinto. As proantocianidinas, sdo também conhecidas como
taninos condensados e estdo presentes nas peles da uva e sementes, como procianidinas
e prodelfinidinas (Yilmaz & Toledo, 2004a). As antocianinas, flavondides e resveratrol
sdo o0s principais componentes funcionais responsaveis pela maioria das atividades
bioldgicas das uvas (Xia et al., 2010).

Um dos metodos comumente usados para determinar o teor de fenolicos totais é o
método colorimétrico do reagente Folin-Ciocalteu (FCR) modificado por Singleton e
Rossi (1965) que atua sobre os fendis devido as suas propriedades redutoras. Os
resultados séo expressos em miligramas de acido galico por grama de extrato (mg gag/
Oextrato) (LOrrain et al., 2013; Bozan et al., 2008).
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2.6.1 Extracdo de Compostos Fenolicos

O objetivo do processo de extracdo deve centrar-se numa recuperacdo maxima de
compostos e na sua elevada qualidade (concentracdo e poder antioxidante) (Spigno et
al., 2007).

A extracdo de compostos fenolicos em materiais vegetais é influenciada pela sua
natureza quimica, pelo método de extracdo utilizado, pelo tamanho da particula da
amostra, pelo tempo e condi¢des de armazenamento bem como pela presenca de
substancias interferentes (Naczk & Shahidi, 2004). A classificagdo dos compostos
fendlicos para fins nutricionais, distingue também os polifendis extraiveis que se
designam de polifendis de baixa massa molecular e podem ser extraidos com &gua,
metanol, etanol, éter etilico, acetato de etilo e acetona em solucdo aquosa, dos polifendis
ndo extraiveis, que sdo os polifendis de alto peso molecular ou fendis ligados a fibras ou
proteinas dietéticas que permanecem insolUveis nos solventes usuais (Bravo, 1998;
Bonilla et al. 1999; Naczk e Shahidi 2004).

A extracdo solido-liquido € a técnica mais comum para extraccdo de polifenodis do
bagaco e baseia-se na migracdo dos analitos contidos numa matriz solida para o
solvente que estd em contacto com essa mesma matriz (Fontana et al., 2013). A
extracdo por solventes pode ser melhorada aumentado a temperatura dos solventes, pois
temperaturas mais altas costumam favorecer a extracdo, sendo o coeficiente de difusdo
maior (Oroian e Escriche, 2015).

Com o passar dos anos, foram propostas novas técnicas para a extracao de fenélicos do
bagaco da uva, das quais se destaca a extrac¢do por fluidos supercriticos (SCF). Esta
emprega as propriedades Unicas de fluidos supercriticos para facilitar a extracdo de
analitos organicos de amostras sélidas, aumentando assim a sua adaptabilidade como
solventes para processos de extracao (fluidos supercriticos s@o fluidos que acima da sua
temperatura critica e pressdo, tém geralmente um bom poder solvente, alta difusividade
e baixa viscosidade) (Fontana et al. 2013; Oroian e Escriche 2015; Dai e Mumper,
2010). Um método semelhante é a extracdo acelerada de solventes, também conhecida
como extracdo de fluido pressurizado ou extracdo de liquido pressurizado (PLE), que
utiliza solventes convencionais a altas temperaturas e pressdes para melhorar a extracdo
de analitos organicos a partir de amostras sélidas (Fontana et al., 2013). Outros métodos
como a extragdo assistida por microondas (MAE), extracdo assistida por ultra-som

(UAE), a extraccdo subcritica da dgua (SWE), extracdo por descargas eléctricas de alta
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tensdo (HVED), extracdo a alta pressdo hidroestatica (HHP) e extracdo assistida por
enzimas (EAE) podem ainda ser empregues, eliminando ou reduzindo o uso de
solventes organicos, que em grandes quantidades sdo prejudiciais a satde (Xia et al.
2013; Oroian e Escriche 2015; Dai e Mumper, 2010).

Ghafoor et al. (2009) realizaram um estudo sobre a otimizacdo da extracdo por ultra-
som de compostos fendlicos e antocianinas das sementes da Vitis vinifera. As melhores
condicBes para a extracdo maxima total de compostos fendlicos (5,44 mgsae/100mL)
incluem 53,15% de etanol, uma temperatura de 56,03 °C e um tempo de 29,03 min. Para
a extracdo maxima total de antocianinas (2,28 mg/mL), 52,35% de etanol, uma
temperatura de 55,13 °C e um tempo de 29,49 min.

Usando técnicas recentes de extracdo, num estudo realizado por Ju e Howard (2003)
utilizaram a extracdo liquida pressurizada para extrair antocianinas de peles de uva
vermelha seca, concluindo que a PLE a altas temperaturas (80-100 °C), usando agua
acidificada (0,1% de HCI em agua desionizada) foi tdo eficaz na extracdo de
antocianinas de peles de uva, como o metanol acidificado a 60% (0,1% HCI em 60%
metanol). Um outro estudo que compara as técnicas de extracdo de polifendis totais e
flavonoides presentes nas sementes e peles da Vitis vinifera L. var. Pinot Noir
fornecidos por uma empresa localizada em Trentino (norte de Italia), foi realizado por
Casazza et al. (2010). Os autores observaram que a extracdo a alta temperatura e
pressao num reactor Parr (modelo 350 M, série 4650) foi a mais eficiente, a
concentracdo de polifendis totais nas sementes e pele foi de 108,3 mgcae/gow € 34,2
mgcae/gow (mMiligramas de acido galico equivalente por grama de residuo seco)
respetivamente e de flavonois nas sementes e pele foi de 47,2 mgce/gpw € 21,6
mgce/gow (Miligramas de catequina equivalente por grama de residuo seco).

Em suma, a aplicacdo de métodos convencionais de extragdo tem a vantagem de ser
acessivel para a maioria dos laboratorios com recuperagfes satisfatorias quando os
parametros de extracdo sdo optimizados com sucesso. Contudo, estdo condicionados a
determinadas restricdes, como por exemplo o sobreaquecimento do material vegetal, o
que pode produzir uma perda de atividade e uma fraca estabilidade do produto final,

bem como o elevado consumo de energia e solventes organicos (Fontana et al., 2013).

17



2.6.2 ldentificacdo e Quantificacdo de Compostos Fendlicos

Os materiais vegetais podem conter compostos fendlicos simples (acidos fendlicos e
antocianinas) bem como substancias altamente polimerizadas (taninos) em diferentes
quantidades (Dai & Mumper, 2010).

Foram desenvolvidos varios metodos espectrofotométricos para a quantificacdo de
compostos fenolicos. Estes métodos baseiam-se em diferentes principios e séo
utilizados para determinar varios grupos estruturais presentes nos compostos fenolicos.
A cromatografia gasosa (GC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) séo
amplamente utilizadas tanto para a separa¢do como para identificacdo de compostos
fenolicos. A elucidacdo da estrutura € muitas vezes obtida utilizando a combinacéo de
GC e HPLC com anélise espectrométrica de massa (MS) (Naczk e Shahidi, 2004). No
HPLC, o sistema solvente consiste numa fase aquosa e numa fase organica
(principalmente metanol ou acetonitrilo) que s&o misturadas isocraticamente ou num
gradiente. Geralmente, se 0 sistema estiver acoplado a um detetor MS, adiciona-se um
acido (acético e férmico sdo os mais comuns) aos solventes em concentracdes que
variam de 0,1 a 10% para obter uma boa forma do pico, mas também para melhorar a
ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI) (Fontana et al., 2013).

Vaérias fases moveis estdo disponiveis no HPLC para a analise das antocianinas,
procianidinas, flavononas, flavondis, acidos fendlicos e flavandis. A introducdo de
colunas de fase reversa aumentou consideravelmente a separacdo por HPLC de
diferentes classes de compostos fendlicos (Naczk & Shahidi, 2004).

A fim de investigar o teor de antocianinas em extratos da uva Vitis vinifera, um estudo
realizado por Kallithraka et al. (2005) conclui que a quantidade de antocianinas
presentes variam entre 85,7 e 1914,0 mg/kg de massa fresca, sendo a media de 731.7
mg/kg. Um estudo similar foi desenvolvido por Rodriguez Montealegre et al. (2006)
que avaliaram a quantidade de compostos fendlicos presentes nas peles e sementes de
dez variedades da uva Vitis vinifera cultivadas em clima quente. O estudo foi
monitorizado em HPLC e os resultados mostraram que as peles continham ésteres
tartaricos de acidos hidroxicindmicos (6-45 mg/kg de uva), flavan6is monomeéricos e
diméricos (9-96 mg/kg) e flavondis (25-197 mg/kg), enquanto que, 0S compostos
presentes nas sementes compreendiam quase exclusivamente aos flavan6is com

concentracdes entre 330-1390 mg/kg. Identicamente ao estudo anterior, Yilmaz e
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Toledo (2004) avaliaram as diferencas entre os principais flavanois monomeéricos e
acidos fendlicos nas sementes e peles das uvas da Vitis vinifera variedade Chardonnay e
Merlot e nas sementes da uva Vitis rotundifélia variedade Muscadine. ConcentracGes de
acido galico, catequina monomeérica e epicatequina foram determinadas 99, 12 e 96
mM@/1000 esiduo seco NAS Sementes da Muscadine, 15, 358 e 421 mg/100g residuo seco NAS
sementes Chardonnay e 10, 127 e 115 mg/100g resiquo seco Nas sementes Merlot

respetivamente.

2.7. Otimizacéo do Processo de Extracéo

A extracdo tem como principal objetivo a obtencdo de determinados componentes
desejados retidos numa dada matriz (Pinelo et al., 2005). A extracdo de polifendis
depende da sua difusdo para o solvente usado na extracdo. Deste modo, na literatura é
usual informar diversas condicfes de extracdo como o0 tempo, solvente, temperatura,
racio solido/liquido e tamanho das particulas, de acordo com a acessibilidade dos
polifendis nas diferentes matrizes. Uma vez que os fendis sdo altamente reativos, as
condicGes de extracdo podem alterar profundamente o perfil fendlico do extrato (Mané
et al., 2007; Pinelo et al., 2005).

O ajuste das condicGes de extracdo é geralmente realizado através da otimizacdo
sucessiva dos principais parametros que influenciam a eficiéncia da extracdo, sem levar
em conta as eventuais interaces entre eles. A solubilidade dos compostos fendlicos é
determinada pela natureza quimica da amostra vegetal, bem como pela polaridade do
solvente utilizado (Mané et al., 2007).

O tipo de solvente tem sido um factor de investigacdo importante. O acetato de etilo foi
relatado como um dos melhores solventes para extracdo de polifendis de sementes de
uva (é capaz de extrair selectivamente proantocianidinas) e a adicdo de agua até um
certo nivel aumenta o rendimento de extracéo (devido ao aumento da permeabilidade de
sementes de uva). Por outro lado, solventes alcodlicos tém sido comumente empregados
na extracdo de fendlicos a partir de materiais vegetais, aumentando assim, o rendimento
do extrato bruto. Em particular, misturas de alcoois e agua revelaram ser mais eficientes
na extracdo comparado com o sistema de solvente monocomponente (Spigno et al.,

2007). Solventes como o metanol, etanol, acetona, acetato de etilo em combinagéo com
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agua, tém sido amplamente utilizados para a extracdo de fendis a partir de materiais
vegetais (Dai e Mumper, 2010; Naczk e Shahidi, 2004).

A comparagdo entre metanol e etanol usado em extracgdes realizada por Yilmaz e
Toledo (2004) relata que é preferivel o uso do etanol tendo em vista uma aplicacédo
alimentar dos extratos.

O tempo e a temperatura de extracdo sdo também pardmetros importantes a serem
otimizados, ndo s6 pela recuperacdo maxima de compostos, mas também para
minimizar o custo de energia do processo.

Muitos autores concordam com o facto de que o aumento da temperatura favorece a
extracdo, aumentando ndo sé o coeficiente de difusdo mas também a solubilidade do
soluto, mas notando que acima de um determinado valor limite os compostos podem ser
desnaturados (Spigno et al., 2007; Yilmaz e Toledo, 2004). Longos tempos de extracdo
e temperaturas altas aumentam a possibilidade de oxidacdo dos fendis que, por sua vez,
diminui o rendimento dos fendis nos extratos. Por exemplo, para a extracdo de
antocianinas sdo usadas temperaturas entre os 20 e 50 °C, pois, temperaturas acima dos
70 °C causam uma rapida degradacdo das antocianinas (Dai & Mumper, 2010). Em
relacdo aos tempos de extracdo, estes normalmente variam de 1 min a 24 h. Tempos de
extracdo mais longos aumentam a possibilidade de oxidagdo de compostos fendlicos a
ndo ser que sejam adicionados agentes redutores ao sistema solvente (Naczk e Shahidi,
2004).

Spigno et al., (2007) estudaram a otimizag&o do processo de extragdo de compostos
fendlicos a partir do bagaco da uva, investigando o tempo de extracdo (1 a 24 h), a
temperatura (45° e 60 °C) e o efeito do solvente (etanol com diferentes teores de agua),
sobre o rendimento de fendis e a qualidade dos extratos (concentracdo e poder
antioxidante). Os resultados mostraram que os rendimentos de extracdo foram maiores a
60 °C do que a 45 °C, com aparente degradagdo térmica além das 20 h. O rendimento
de fenois aumentou para o teor de agua do etanol de 10% para 30% e manteve-se
constante para o teor de agua de 30% a 60%, enquanto a concentracdo de extratos de
fenois diminuiu para o teor de agua acima de 50%. O poder antioxidante (método
ABTS) foi altamente correlacionado com a concentracdo total de fendis e ndo foi
influenciado pelo teor de agua do etanol, sugerindo que esta variavel influenciou apenas
a quantidade mas ndo a natureza dos compostos extraidos. Ballesteros et al. (2014)

estudaram as condi¢Oes de extracdo e solventes (etanol, agua, metanol e acetona) para
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uma maxima recuperacdo de compostos fendlicos antioxidantes presentes no café
Silverskin concluindo que a melhor condic¢do de extragcdo para uma maxima recuperagdo
de compostos fendlicos, foi alcancado quando usado como solvente o etanol a 60%
(V/v) num racio de 1gcare:35 mL durante 30 min a uma temperatura entre os 60-65°C. Ao
contrario de Guerrero et al. (2008), que estudaram a extracdo etandlica e aquosa de
polifendis a partir do bagaco destilado da uva Vitis vinifera var. Albarijjo e verificaram
que o rendimento de polifendis em extracdo aquosa foram mais elevados (até 30 vezes

mais) do que o da extracédo etanolica.

2.8 Extracgao com Solventes Verdes

Devido as preocupagdes relacionadas com a seguranca alimentar e o impacto ambiental
das tecnologias de extracdo de solventes, é importante explorar outras vertentes ou seja,
explorar novos solventes que sejam verdes, eficientes e seguros para posterior consumo
dos extratos por humanos (Leng Kua et al., 2016).

Os solventes verdes sdo conhecidos como bio-solventes, uma vez que apresentam baixa
toxicidade, baixa miscibilidade em agua, sdo biodegradaveis, apresentam ponto de
ebulicdo alto e séo de fécil recuperacdo (Sin et al., 2017). Recentemente, 0s solventes a
base de biomassa tém sido usados em diversos estudos devido as suas propriedades
Unicas como a nao toxicidade, reciclagem, seguranca e a sua producdo a partir de
matérias-primas renovaveis que os tornam solventes econémicos (Paul et al., 2016).

O lactato de etilo (2-hidroxipropanoato de etilo) de férmula molecular CsH1oOs,
apresenta-se no estado liquido de cor clara amarelado e pode ser facilmente encontrado
em pequenas quantidades em diversos alimentos, incluindo vinhos, frango e algumas
frutas (Pereira, et al., 2011). E o principal membro da familia de ésteres de lactato e
embora muito poucos estudos relatem a sua sintese, a sua forma de producéo é bastante
interessante e demonstra claramente que é um solvente verde comparado aos solventes a
base de petrdleo. E sintetizado a partir de uma reacdo de esterificagdo entre o acido
lactico e o etanol (Figura 8) e o seu ponto de ebulicdo é de 151-155 °C, podendo desta
forma substituir os solventes orgénicos de baixo ponto de ebuli¢do. Apresenta também
um bom poder de solvéncia, baixa pressdo de vapor e baixa tensdo superficial (Paul et
al., 2016; Pereira et al., 2011).
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O lactato de etilo € geralmente classificado como solvente polar capaz de formar uma
ligagdo de hidrogénio intra e intermolecular quer como dador ou receptor de protdes.
Em suma, o lactato de etilo pode dissolver substancias polares e ndo polares sendo
capaz de extrair compostos com uma ampla gama de polaridade. Este solvente é usado
em industrias de sintese organica, fragancias, tintas e revestimentos, bem como
removedor de tinta, removedor de graffiti, agente de limpeza e como fonte de
mondmero para o fabrico de um polimero biodegradavel PLA (&cido poliléctico) (Leng
Kua et al., 2016).

H.C 0

H.C 0 W o/
HsC—, >_< - - _
=N + ) cH, + HOH

CH HO o] i

Etanol Acido Lactato de etilo Aaua

Figura 8: Reacdo de esterificacdo reversivel na producgdo de lactato de etilo
[Fonte: Leng Kua et al., 2016].
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3. COMPONENTE EXPERIMENTAL

3.1. Avaliacao das Bioatividades, Identificacdo e Quantificacdo de Compostos
Fendlicos

Os ensaios da avaliacdo das bioatividades bem como a identificacdo e quantificacdo dos

compostos fenolicos presentes nos extratos da Vitis vinifera L., foram realizados na

Escola Superior Agréria do Instituto Politécnico de Braganca.

Todos os procedimentos e métodos de avaliagdo foram seguidos de acordo com os

procedimentos desenvolvidos pela equipa de investigacdo em que se insere este

trabalho.

Caracterizacao das amostras

O bagaco da uva em estudo foi fornecido pela cooperativa de Alijo. Segundo os dados
do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA), Alijo ainda que do distrito de
Vila Real ja se encontra na fronteira com o distrito de Braga e é uma area com uma
orografia bastante relevante. Por este facto, e também pela melhor disponibilidade dos
dados, os dados relativos a radiacdo global total (RG_TOT) foram recolhidos de uma
estacdo meteoroldgica situada em Cabeceiras de Basto, e os dados relativos a
quantidade de precipitacdo (PR_QTD) foram recolhidos de uma estacdo meteoroldgica
situada em Cabril. Alijé tem um clima quente e temperado, durante o ano de 2016 foi
registado uma radiacdo total de 5674925.7 kj/m* sendo a média por dia cerca de
15547.7 kj/m?. Julho foi o més mais quente do ano com uma radiacdo média diaria de
27255.3 kj/m?. Relativamente & quantidade de precipitacéo, foram registados em 2016
cerca de 2253.5 mm, sendo a média por dia cerca de 6.17 mm. Janeiro foi 0 més com
maior quantidade de precipitacdo, com uma media de 19.1 mm.

Apo0s a separacdo manual das diferentes partes da uva (peles, sementes e hastes) estas
foram liofilizadas. A liofilizagdo é um método de secagem eficaz para subprodutos onde
0 material ndo € exposto a altas temperaturas resultando na preservacdo das
propriedades organolépticas e nutritivas dos produtos, sendo um processo fundamental
no pré-tratamento das amostras do bagaco da uva (Planinic et al., 2015). A liofilizagéo
foi realizada a uma temperatura de -47 °C e pressao 0.01 mbar durante cerca de 5 dias
num liofilizador FreeZone 4.5 model 7750031, Labconco, KS, USA. Apds liofilizagdo

procedeu-se a caracterizacdo das amostras sendo a mistura de peles sementes e hastes
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designada de MU, as sementes da uva designada de SU e por ultimo, a mistura peles e
hastes (ndo sendo a separacdo entre as peles e as hastes possivel devido as pequenas
dimensGes das hastes) designada de PHU.

3.1.1 Procedimento de Extracao para Avaliacdo das Bioatividades

As amostras secas (1g) foi adicionado 30 mL de solu¢do metanol:agua (80:20 v/v). A
extracdo foi realizada com recurso a agitacdo a 150 rpm durante 1 h, e de seguida,
filtrada por papel Whatman N° 4. Aos residuos adicionou-se novamente 30 mL de
metanol:agua (80:20 v/v) de forma a executar uma nova extracdo durante 1 h nas
mesmas condicdes. Os extratos combinados foram evaporados a 40 °C num evaporador

rotativo para a extracdo do metanol presente nas amostras.
3.1.2 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante, os extratos em solucdo de concentracdo 20
mg/mL foram submetidos a sucessivas dilui¢des de 20 mg/mL a 0.039 mg/mL.

A atividade captadora de radicais DPPH foi monitorizada utilizando um leitor de
microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc.). De todas as diluicbes das amostras
previamente preparadas, foram colocados 30 pL nos diferentes pocos de uma
microplaca de 96 pocos e de seguida, adicionou-se 270 pL de solucdo de DPPH de
concentracdo 6x10° mol/L. As placas foram colocadas no escuro durante 1 h e a
absorvéancia foi medida a 515 nm. A atividade captadora do radical (ACR) foi calculada

como percentagem de descoloracdo da solugdo DPPH utilizando a equacéo:

% ACR= [(AbSDppH — Ast)/AbSDppH)] x 100 [1]

Onde, Abspppy corresponde a absorvancia da solugdo de DPPH e Abss a absorvancia da
solucdo de DPPH na presenca da amostra. O valor de ECsy (concentracdo de amostra
responsavel pela captacdo de 50% de radicais DPPH) foi calculado por interpolacdo
gréafica da percentagem de ACR em funcdo da concentracdo da amostra.

Na avaliagdo do poder redutor, os antioxidantes presentes nas amostras em estudo vao
reduzir o Fe**/ ferrocianeto que apresenta cor amarela a forma ferrosa/Fe?*, verificando-
se assim a alteracdo da cor para diferentes tons de verde.

Foram colocados 500 pL das diferentes concentragfes das amostras em trés eppendorfs,
de seguida adicionaram-se 500 pL de tampéo fosfato de so6dio (200 mol/L, pH 6.6) e
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500 uL de ferrocianeto de potéssio (1% wi/v). Todos os eppendorfs foram submetidos a
sucessivas diluicdes e incubados a 50 °C durante 20 min. Apds incubagdo, adicionaram-
se 500 L de &cido tricloroacético para parar a reagdo e desta mistura foram retirados
800 pL para uma placa de 46 pocos, contendo previamente 800 pL de agua destilada e
160 pL de solucdo cloreto de ferro. A atividade foi monitorizada por um leitor de
microplacas ELX800 (Bio-Tek Instruments, Inc.) e a absorvancia lida a 690 nm, sendo a
concentracdo de extrato com 0.5 de absorvancia (ECsp) calculada a partir do grafico de
absorvancia a 690 nm em fungéo da concentragéo do extrato.

Quando auto-oxidados pela luz, calor ou radicais livres, os carotendides podem sofrer
uma répida descoloracdo. De modo a inibir a descolora¢do do B-caroteno, adiciona-se
antioxidantes individuais ou extratos naturais, uma vez que estes tém a capacidade de
ceder atomos de hidrogénio aos radicais, prevenindo assim a descoloragdo do f-
caroteno.

Preparou-se por dissolu¢do uma solugdo de p-caroteno (2 mg) em cloroférmio (10 mL).
Transferiu-se 2 mL desta solugdo para um baldo de fundo redondo e evaporou-se a
40 °C num evaporador rotativo para a remocdo do cloroférmio. De seguida,
adicionaram-se 40 mg de &cido linoleico, 400 mg de emulsionante Tween 80 e 100 mL
de &gua destilada, agitando-se vigorosamente. Transferiu-se 4.8 mL desta emulsdo para
tubos de ensaio contendo 200 L das diferentes concentracdes dos extratos. Mediu-se a
absorvancia a 470 nm e incubaram-se os tubos em banho-maria a 50 °C sob agitacao.
Apbs 2 h de incubacdo, mediu-se novamente a absorvancia. A inibicdo da descoloracédo

do B-caroteno foi calculada utilizando a equagéo:

% Descoloragéo = [(AbS7onm ap6s 2h/ AbS470nm iniciar) X 100] [2]

A concentracdo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (ECsp) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da
descoloragdo do B-caroteno em fungé@o da concentracdo de extrato.

Apos oxidacdo de um substrato lipidico, o malonaldeido (MDA) de coloracdo rosa
formado por clivagem dos acidos gordos insaturados pode ser medido a 532 nm. Como
substrato lipidico foi usado um tecido cerebral de porco. Ao tecido adicionou-se tampéo
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Tris-HCI (20 mM, pH 7.4) numa propor¢do 1:2 (w/v) a mistura foi agitada
vigorosamente e centrifugada a 3000 rpm durante 10 min. Preparou-se eppendorfs com
200 pL de diferentes concentracOes de extrato e de seguida adicionou-se 100 pL de
acido ascorbico, 100 uL de sulfato de ferro, 100 pL do sobrenadante do homogeneizado
cerebral e incubou-se a 37.5 °C durante 1h. Posteriormente, adicionou-.se 500 uL de
acido tricloroacético para parar a reacao (28% wi/v) e 380 uL de &cido tiobarbiturico
(TBA) (2% wi/v) colocando-se novamente a incubar a 80 °C durante 20 min. Apds
incubacgéo, centrifugou-se a 3000 rpm durante 5 min com o objetivo de remover as
proteinas precipitadas. Por fim, mediu-se a intensidade da cor do complexo MDA-TBA
do sobrenadante a 532 nm. A percentagem de inibicdo da peroxidacéo lipidica (%) foi

calculada pela seguinte equagéo:

Inibigo = [(A — B)/A] x 100] 3]

Em que A e B correspondem a absorvancia do branco e da amostra, respetivamente. A
concentracdo de extrato que fornece 50% de inibicao da peroxidacéo lipidica (ECsp) foi
calculada a partir do grafico da percentagem de inibicdo da formacdo de TBARS em
fungéo da concentragéo de extrato.

3.1.3 Avaliacdo da Atividade Citotdxica

Para a avalizacdo da atividade antitumural utilizaram-se quatro linhas celulares tumorais
humanas, HelLa (carcinoma cervical), MCF-7 (carcinoma da mama), NCI-H460
(carcinoma do pulméo) e HepG2 (carcinoma do figado).

As células foram mantidas como culturas de células aderentes em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor e 2 mM
glutamina (células MCF-7) ou meio DMEM suplementado com 10% SFB, 2 mM de
aminoacidos ndo essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina
(células HeLa, HepG2 e NCI-H460) numa incubadora humidificada a 37 °C, numa
atmosfera com 5% CO,. Para a avaliacdo da hepatotoxicidade, possibilidade de
danificar as células hepéaticas ndo tumorais, foi utilizada uma cultura de células

primérias a partir de figado fresco de porco (PLP2) obtido num matadouro local,
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mantida em meio DMEM suplementado com 10% SFB, 2 mM de aminoacidos nao
essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina.

Todas as experiéncias foram realizadas em ambiente asséptico numa camara de fluxo
laminar vertical de classe Il (TLStar, AV-30/70, Espanha). O procedimento seguido € o
descrito por Vichai e Kirtikara (2006).

Preparacao dos extratos

Os extratos hidrometandélicos foram dissolvidos em agua desionizada estéril de modo a
obter-se uma concentracdo de 8000 pug/mL. Transferiu-se 10 pL deste preparo para uma
placa de 96 pocos previamente identificada e efectuaram-se sucessivas diluicdes usando

para cada uma das concentragdes de extrato até 125 pg/mL.

Tratamento das células

Inicialmente removeu-se 0 meio das caixas de cultura de células e adicionou-se 2 mL de
solucdo tampdo fosfato-salino (PBS) para lavar as células. Removeu-se a solugdo PBS e
adicionou-se 2,5 mL de solucdo HBSS (a quantidade deve cobrir uniformemente a
superficie do crescimento celular na caixa) para que as células se desagreguem. Para
que a tripsina seja eficaz colocou-se a caixa na estufa a 37 °C durante 5 min. O
desagregamento das células foi visualizado através de um microscopio invertido (Nicon
Eclipse Ts 100). De seguida transferiu-se a suspenséo celular para um tubo de 15 mL e
levou-se a centrifuga a 1200 rpm durante 5 min. Retiraram-se 75 pL de suspensio para
um eppendorf e adicionaram-se 75 puL de solucdo de azul tripano para contagem do
namero de células numa camara de Neubauer. As células sdo viaveis e estdo aptas para
se proceder as avaliagdes seguintes se o corante ndo penetrar na membrana das células,

0u seja, se estas se mantiverem na sua cor original, incolor.

Exposicdo das celulas aos extratos em estudo

Assim que as células estdo aptas para proceder a medicdo da atividade, estas foram
entdo colocadas numa placa de 96 pocos a uma densidade adequada ao ensaio (10.000
células/pogo; viota 200 UL) contendo previamente 10 pL das diferentes concentracfes de
extrato preparadas. Deste modo, as concentragdes finais de extrato em cada poco serdo

400 pg/mL, 100 pg/mL, 25 pg/mL, e 6.25 pg/mL As placas foram colocadas na
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incubadora humidificada a 37 °C, numa atmosfera com 5% CO, durante 48 h. Este

procedimento foi realizado em todas as linhas celulares tumorais e ndo tumorais.

Fixacao celular e coloracdo

Apdbs as 48 h, retirou-se as placas da incubadora e adicionaram-se 100 uL de &cido
tricloroacético (TCA) com o objetivo de inibir a reagdo. Colocaram-se as placas no frio
a 4 °C durante 1 h. Apo6s 1 h, as solucdes foram descartadas e lavaram-se as placas
cuidadosamente com agua corrente da torneira e deixou-se secar na estufa até completa
secura. Apos secagem completa das placas, adicionou-se solugdo corante sulforodamina
B (SRB) (1% acido aceético + 0.6% de sulfato de amina) de coloracdo rosa e deixou-se
repousar durante 30 min a temperatura ambiente. Ap6s os 30 min, descartou-se as
solucBes e lavou-se as placas com acido acético 1% para remogdo do corante ndo

ligado.

Medicéo da densidade Optica

Por fim, adicionaram-se 112 pL de solugdo Tris base 10 mM com o intuito de lisar as
células e consequentemente libertar as proteinas coradas com SRB. Agitaram-se as
placas e leu-se as absorvancias a 515 nm num leitor de microplacas ELX800 (Bio-Tek
Instruments, Inc.). Como padrdo foi utilizada a ellipticina. Os resultados foram
expressos em valores de Glsp (concentracdo de amostra responsavel por 50% de inibicao

de crescimento celular).

3.1.4 Avaliagdo da Atividade Antimicrobiana

As culturas das bactérias em estudo foram Escherichia coli e Listeria monocytogenes,
(crescidas em meio soja tripticaseina, TSB), Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeuroginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), Staphylococcus aureus susceptivel a meticilina (MSSA), e Morganella
murganiforam. (crescidas em meio Miller-Hinton, MH). Para as bactérias Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae foram estudadas duas estirpes, uma proveniente do
CHATMAD (Centro Hospital de Tras-os-Montes e Alto Douro) e outra proveniente do
ULSNE (Unidade Local de Saide do Nordeste).

Foram preparadas as concentragcdes de extrato de 100 mg/mL em &gua desionizada

estéril. De seguida, preparou-se 0os meios agar MH e TSB com 0s extratos em tubos
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esterilizados de 15 mL, de forma a obter-se uma concentracdo de 20 mg/mL. Foi
colocada uma pequena massa de bactéria num tubo de ensaio contendo
aproximadamente 2 mL de agua desionizada estéril e mediu-se a densidade atraves de
um densitdmetro (DEN-18McFarland) ndo deixando exceder 5 x 108 UFC/mL. Numa
placa de 46 pocos colocou-se em duplicado 200 L de concentracdo inicial (20 mg/mL)
de cada extrato e efectuou-se sucessivas dilui¢cdes até 0,015 mg/mL, como solvente foi
usado os meios MH e TSB previamente preparados. De seguida adicionaram-se 10 pL
de bactéria contendo 5 x 108 UFC/mL a cada um dos pocos e no final, todas as placas
foram incubadas a 37 °C durante 24 h. A visualizacdo da MIC foi feita através da adi¢édo
de 40 pL de corante cloreto de trifeniltetrazolio (CTT) (indicador de oxidacdo-reducéo
utilizado para diferenciar os tecidos metabolicamente ativos dos néo ativos) preparado
no proprio dia. Ap6s adi¢do, colocaram-se as placas na estufa a 37 °C durante 30 min. A
determinacéo da MIC foi definida como a concentracdo mais baixa do extrato, capaz de
prevenir o crescimento microbiano, ou seja na presenca de coloracdo rosa houve
crescimento bacteriano e na auséncia houve inibicdo do crescimento da bactéria por
acdo dos extratos. Assim, foi considerada a concentragdo mais baixa em mg/mL de

extrato que pode proporcionar a inibicdo completa do crescimento.

3.1.5 Anélise de Compostos Fendlicos e Antocianinas

3.1.5.1 Acidos Fenolicos e Flavonoides

Os extratos hidrometandlicos obtidos foram dissolvidos em metanol aquoso a 80% a 20
mg/mL e filtrados através de um disco de filtro LC descartavel de 0.22 pum. A andlise
cromatografica foi realizada em sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC (Thermo
Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com um detetor de matriz de diodos acoplado
a um detetor de massa de ionizagdo por eletropulverizagdo (LC-DAD-ESI/MSn), uma
bomba quaterndria Auto-sampler (mantida a 5 °C), um degaseificador e um
compartimento de coluna termoestatica automatizada. A separacdo cromatografica foi
conseguida com uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 C18 (3 pm, 4.6 mm x 150
mm, Waters, Milford, MA, EUA) termostatizada a 35 °C.

Os solventes utilizados foram: (A) 0,1% de acido férmico em agua, (B) acetonitrilo. O
gradiente de eluicdo estabelecido foi isocratico a 15% B (5 min), 15% B a 20% B (5
min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B (10 min) e re-equilibracéo da
coluna, utilizando um caudal de 0.5 mL/min. A dupla detecdo em linha foi realizada no
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DAD utilizando 280 e 370 nm como comprimentos de onda preferidos e num
espetometro de massa (MS) ligado ao sistema HPLC através da saida da célula DAD.

A detecdo MS foi realizada em modo negativo, usando um espetdmetro de massa Linear
lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA) equipado com uma fonte
ESI. O azoto serviu como gas de bainha (50 psi), o sistema foi operado com uma tensao
de pulverizacdo de 5 kV, uma temperatura da fonte de 325 °C e uma tensdo capilar de -
20 V. O deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma tenséo de -66 V. A varredura
completa cobriu a faixa de massa de M/z 100 a 1500. A energia de colisdo utilizada foi
35 (unidades arbitrarias). A aquisicdo dos dados foi realizada com o sistema de dados
Xcalibur® (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA).

Os compostos fenolicos foram identificados por comparacdo dos seus tempos de
retencdo, UV-vis e espetros de massa com 0s obtidos a partir de compostos padrdo,
quando disponiveis. De outro modo, os compostos foram tentativamente identificados
comparando as informacdes obtidas com os dados disponiveis relatados na literatura.
Para analise quantitativa, foi construida uma curva de calibracdo para cada padrdo
fenolico disponivel com base no sinal UV. Para os compostos fendlicos identificados
para 0s quais ndo estava disponivel um padrdo comercial, a quantificacdo foi realizada
através da curva de calibracdo do padrdo mais semelhante disponivel. Os resultados

foram expressos em ug/Jextrato-

3.1.5.2 Antocianinas

As amostras liofilizadas dos extratos (1 g) foram extraidas com 30 mL de metanol
contendo TFA 0,5% e filtradas através de papel Whatman N° 4. O residuo foi entdo re-
extraido duas vezes com 30 mL de TFA 0,5% em metanol. Os extratos foram
concentrados, liofilizados, re-dissolvidos em 1 mL de metanol aquoso 20% e depois
filtrados através de filtros de papel Whatman N° 4.

Os extratos foram analisados através do sistema de HPLC descrito anteriormente e de
acordo com o procedimento descrito por Gongalves et al., (2017).

A separacdo cromatografica foi conseguida numa coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2
C18, (3 um, 4.6 mm x 150 mm) de fase reversa termostatizada a 35 °C. Os solventes
usados foram: (A) 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) em agua, (B) acetonitrilo. A
eluicdo em gradiente seguiu os seguintes parametros: 10% de B durante 3 min, de 10 a
15% de B durante 12 min, 15% de B durante 5 min, de 15 a 18% de B durante 5 min, de
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18 a 30% de B durante 20 min, de 30 a 35% de B durante 5 min e de 35 a 10% durante
10 min.

O tempo total de execucdo resultante foi de 60 minutos, seguido por recondicionamento
de coluna de 10 minutos, utilizando um caudal de 0.5 mL/min. A dupla detecdo em
linha foi realizada no DAD utilizando 520 nm como o comprimento de onda preferido e
num espetémetro de massa (MS) ligado ao sistema HPLC através da saida da célula
DAD.

A detecdo de MS foi realizada em modo positivo, utilizando um espetdmetro de massa
Linear lon Trap LTQ XL (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA) equipado com uma
fonte ESI. O azoto serviu como gas de bainha (50 psi), o sistema foi operado com uma
tensdo de pulverizacdo de 4.8 kV, uma temperatura de fonte de 320 °C e uma tenséo
capilar de 14 V.

O deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma tenséo de 75 V. A varredura
completa cobriu a faixa de massa de M/z 100 a 1500. A energia de coliséo utilizada foi
de 20 (unidades arbitrarias). A aquisicao dos dados foi realizada com o sistema de dados
Xcalibur® (Thermo Finnigan, San Jose, CA, EUA).

As antocianinas presentes nas amostras foram caracterizadas de acordo com o0 seu
espetro UV e de massa, e tempo de retencdo por comparacdo com padrdes, quando
disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibracdo por injecao
de solugbes-padrdo com concentragGes conhecidas (0,25-50 pug/mL). Os resultados

foram expressos em ug/Jexrato-

3.2.  Otimizacéo do Processo de Extragdo

A otimizacgdo do processo de extracao foi realizada no Centro de Engenharia Biologica
da Universidade do Minho.

Foram optimizados os seguintes parametros: solvente, temperatura e tempo de extracdo
para todos os extratos em estudo.

Apds a otimizacdo dos parametros de extracdo, foram realizadas novas extracgdes
usando como solvente o lactato de etilo, a fim de se verificar possiveis alteragdes no
teor de fendis totais, atividade antioxidante e tipo de compostos fenolicos presentes em

cada extrato.
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3.2.1. Solvente de Extracao

Devido a pouca quantidade de extratos SU e PHU disponiveis, 0 processo de otimizacao
do solvente foi realizado usando apenas o extrato MU (mistura do bagaco da uva).
Inicialmente foram testados a agua, etanol 96% e combinacdes diferentes de etanol:agua
(20:80 v/v; 50:50 v/v; 80:20 v/v). Os ensaios foram realizados a 30 °C e 50 °C em
banho maria Julabo SW-22 230 V com agitagdo constante a 170 rpm. Os solventes
foram avaliados de acordo os resultados obtidos referentes ao rendimento de extracao,
poder antioxidante pelo método DPPH e teor de fendis totais pelo método do reagente

Folin-Ciocalteu.

3.2.2. Processo de Extracao

O processo de extracdo baseou-se numa maceracdo onde o racio solido-liquido foi um
parametro fixo (1 g de extrato para 30 mL de solvente). Aos extratos pesados (1 g)
foram adicionados 30 mL de solvente e colocados num banho Julabo SW-22 230 V, a
temperatura desejada com agitacao orbitral constante a 170 rpm.

A mistura foi filtrada através de um sistema de filtracdo a vacuo, utilizando filtros de
papel (7-10 um) e o filtrado recolhido para tubos de falcon de 50 mL estéreis
previamente identificados.

Aos extratos recolhidos apds a filtracdo, foram retiradas aliquotas de 2 mL para
eppendorfs estéreis para congelar, previamente identificados a fim de preservar os
compostos. Os extratos mantidos em tubos de falcon foram colocados numa sala fria a 5
°C para posteriormente determinar a sua concentragdo, poder antioxidante e teor de
fendis totais.

Os ensaios para determinar a concentracédo dos extratos foram realizados em duplicado,
pelo método do peso seco. Foram pesados cerca de 1 g de extrato liquido para formas de
aluminio previamente pesadas e colocadas na estufa a secar a 105 °C durante 24 h.

A massa seca foi determinado pela seguinte equacgéo:

Mextrato seco (9) = Mrormaextrato seco (9) — Mrorma (Q) [5]

A capacidade antioxidante foi avaliada pelos métodos DPPH (descrito anteriormente),
ABTS e FRAP. No método ABTS, inicialmente foi preparado o radical ABTS (mistura
de 5 mL de stock ABTS com 88 pL de persulfato de potéassio. Apds 16 h no escuro, 1
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mL desta solucdo foi diluido em 50 mL de etanol 96 %, ajustando-se a absorvancia a
0.70 a 734 nm. Apds o reagente ABTS apresentar absorvancia de 0.70, foram colocados
10 pL de extrato numa placa de 96 pocos e 200 pL de reagente ABTS. A placa
guardou-se no escuro durante 6 min e a absorvancia foi lida a 734 nm. Trolox foi usado
como padréo (y = 0.1056x + 0.05; r’=0.9998) e o0s resultados expressos em micromol de
Trolox Equivalente por grama de extrato.

No método FRAP, foi preparado o reagente FRAP (mistura de 5 mL de TPTZ, 5 mL de
FeCl; e 50 mL de tampé&o acetato). Numa placa de 96 pocos foram colocados 10 pL de
extrato e 290 L de reagente FRAP, colocou-se a placa no escuro a 37 °C durante 15
min e leu-se a absorvancia a 593 nm. Sulfato de ferro foi usado como padrdo (y=
0.0006x + 0.2828; r*= 0.9993) e os resultados expressos em miligramas de Fe*" por
grama de extrato.

A determinacdo do teor de fendis foi realizada através do método Folin-Ciocalteu: numa
placa de 96 pocos foram colocados 5 L de extrato, 60 pL de carbonato de sodio, 15 pL
de reagente Folin-Ciocalteu e 200 pL de dgua pura. A placa foi colocada na estufa a 60
°C durante 5 min e a absorvancia foi lida a 700 nm. O &cido galico foi usado como
padrdo, sendo o teor de fendis totais calculado através da curva de calibracdo (y =
0.001x — 0.1298; r* = 0.9935). Os resultados s&o expressos em miligramas de acido

galico por grama de extrato.

3.2.3 Otimizacdo do Tempo e Temperatura de Extracao

O desenho experimental factorial 2° foi desenvolvido com objetivo de avaliar o efeito
da temperatura e do tempo de extracdo. Através da elaboracdo de um desenho
experimental (Tabela 4) foi possivel realizar os ensaios das extrac¢es em simultaneo,
avaliando o tempo em intervalos de 30 min, 60 min e 90 min, bem como o parametro da
temperatura, avaliado a 30 °C, 50 °C e 70 °C.

O procedimento de extracdo foi seguido de acordo com o descrito anteriormente na
seccdo 3.2.2. A otimizacdo de ambos os parametros foi avaliada tendo em conta o teor
de fenois obtidos em cada extrato.
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Tabela 4: Condic¢des de extracdo do desenho experimental

Ensaio Tempo (min) Temperatura (°C)
1 30 (-1) 30 (-1)
2 30 (-1) 70 (+1)
3 90 (+1) 30 (-1)
4 90 (+1) 70 (+1)
5 18 (-1.41) 50 (0)

6 102 (+1.41) 50 (0)
7 60 (0) 22 (-1.41)
8 60 (0) 79 (+1.41)
9 60 (0) 50(0)
10 60 (0) 50 (0)
11 60 (0) 50 (0)
12 60 (0) 50 (0)

3.3 Extracdo com Lactato de Etilo

As extragdes usando o lactato de etilo foram realizadas num banho a 6leo para ser
possivel 0 aumento da temperatura acima dos 100 °C. Assim, foi usado um banho a dleo
Julabo pré-aquecido a 120 °C sendo o procedimento de extracdo usado, o descrito
anteriormente em 3.2.2. O banho a 6leo requer o uso de reatores préprios, onde se
colocaram 1 g de extrato e 30 mL de solvente previamente aquecido em banho maria
Julabo SW-22 230 V, a 80 °C com agitacdo constante a 170 rpm. Os reatores foram bem
fechados e colocados dentro do banho a éleo durante 60 e 120 minutos.

De acordo com as regras de seguranca do lactato de etilo, todas as extracGes foram
realizadas dentro da hotte ndo sé pelo cheiro caracteristico do lactato de etilo, mas

também como precaucdo devido as temperaturas elevadas.

3.4 Analise Estatistica
Para cada preparagdo (extrato metanol/agua) foram utilizadas trés amostras e todos os
ensaios foram realizados em triplicado. Os resultados foram expressos como valores

médios * desvio padrdo correspondentes (DP). Os resultados foram analisados por uma
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analise de variancia (ANOVA) seguida de teste HSD Tukey’s com o = 0,05. Este
tratamento estatistico foi realizado pelo programa SPSS v. 20.0.

O tratamento de dados relativos a otimizacdo do processo de extracdo foi realizado no
programa STATISTICA verséo 7.0. Os resultados foram analisados por uma analise de

variancia, graficos de superficie e graficos de Pareto.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Bioatividades

A eficacia da atividade antioxidante dos componentes bioativos depende da sua
estrutura quimica e da concentracao destes fitoquimicos no alimento. Por sua vez, o teor
destes fitoquimicos é amplamente influenciado por fatores genéticos, condicdes
ambientais, grau de maturacdo da planta, entre outros (Melo et al., 2006). Trolox e
ellipticina foram utilizados como controlos positivos nos ensaios de avaliacdo da
atividade antioxidante e antitumoral, respetivamente.

Os resultados da média e desvio-padréo baseados na capacidade de captacdo de radicais
livres, no poder redutor, na inibi¢do do B-caroteno e na inibicdo da peroxidacgdo lipidica
dos extratos hidrometandlicos obtidos a partir dos extratos do bagaco da Vitis vinifera

L. estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Atividade antioxidante dos extratos hidrometandlicos presentes no bagacgo da uva (média
+ DP).

MU SuU PHU
Atividade Antioxidante valores ECs, (ng/mL)"
Atividade captadora de radicais DPPH 123 +5° 23+1° 563 + 14°
Poder Redutor 262+1° 110+ 4° 488 + 10°
Inibicdo da descoloragéo do B-caroteno 362 + 19° 208 + 9° 782 + 23?
Inibicdo da formagdo de TBARS 97 +1° 49,6 +0.3° 629 + 3°

Valores de ECs, correspondentes a concentragdo de amostra que promove 50% da atividade antioxidante. A - valores
de ECspdo Trolox: 42 pg/mL (DDPH), 41 ug/mL (poder redutor), 18 ug/mL (inibi¢do da descoloragdo do B-caroteno)
e 23 ug/mL (Inibicdo da formacdo de TBARS). Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas

(p<0.05) onde “a”, “b” e “c” correspondem aos valores mais altos e mais baixos, respetivamente.

Na atividade antioxidante, o melhor e mais significativo resultado de ECs, foi verificado
no extrato das sementes, com valores de ECsy mais baixos (23 a 208 ug/mL), seguido do
extrato MU (97 a 362 ug/mL) e por fim, o extrato PHU (488 a 782 ug/mL). Comparando
os resultados obtidos aos valores do padrdo de Trolox, verifica-se que apenas o extrato
das sementes quando aplicado o método da captura de radicais DPPH apresentam

valores mais baixos que o padréo, o que se traduz numa alta atividade antioxidante por
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parte do extrato das sementes em estudo. Os resultados obtidos sdo positivos e
comparaveis com diversos estudos realizados com a Vitis vinifera L.. Xia et al. (2010)
citaram a atividade antioxidante de extratos do bagaco da uva através do método DPPH,
referindo que as sementes apresentam maior atividade, seguidamente das peles e mosto.
Os mesmos autores reportam ainda que o bagaco da uva quando avaliado pelo método
DPPH, apresenta um valor de ECso de 0.20 g/L (200 pg/mL), o qual é préximo ao
obtido experimentalmente no extrato da mistura do bagaco (MU = 123+5 pg/mL).
Similarmente, Bartolomé et al. (2004) ap6s um estudo sobre a atividade antioxidante da
pele das uvas vermelhas da Vitis vinifera L. var. Graciano, Cabernet Sauvignon e
Tempranillo, reportam que a atividade de eliminacdo de radicais livres contra o radical
DPPH (valores de ECsp) de extratos de pele da uva é relativamente alto cerca de 3,2 a
11,1 MQpele seca/MJpopr COMparado com algumas frutas e legumes, o que torna as peles
de uva uma boa fonte de antioxidantes para ser utilizada como ingrediente em
suplementos dietéticos ou como um aditivo natural para a preservacdo de alimentos.
Nesta area de investigacdo, a controvérsia é também elemento a ter em consideracéo
pois Alves et al. (2010) apos a avaliagdo de varios métodos para determinar a atividade
antioxidante reportam que devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes alvos de
oxidacdo, dificilmente havera um unico método capaz de representar de forma segura e
precisa a real atividade antioxidante de um composto. Em suma, varios autores relatam
os efeitos positivos para a salde dos extratos do bagaco da uva, nomeadamente a
propriedade antioxidante, justificando assim a sua incorporacdo na indudstria alimentar
para evitar a oxidacdo lipidica, retardar o desenvolvimento de sabores ndo desejados
bem como melhorar a estabilidade da cor dos alimentos. O interesse pela investigacdo
de antioxidantes de origem natural tem aumentado consideravelmente na Gltima década,
originando assim, a substituicdo dos antioxidantes sintéticos que devido aos seus efeitos
toxicos e cancerigenos para a saude humana ja foram proibidos em alguns paises. No
entanto, € necessario a realizacdo de mais estudos de investigacdo in vitro dos extratos
antes de transpor os resultados para condicdes in vivo (Fontana et al., 2013; Huang et
al., 2005; Bozan et al., 2008; Yilmaz e Toledo 2004).

Os dados cientificos sobre os efeitos dos polifendis nas doengas promoveram a
comercializacdo de suplementos dietéticos e produtos alimentares ricos em polifendis.
Contudo, o consumo de tais produtos leva a um aumento da ingestdo de polifendis

especificos para além dos niveis comuns de ingestao associados a dieta. No ser humano,
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nunca foi relatado casos de toxicidade apds o consumo de polifendis na dieta, no
entanto, um elevado consumo de polifendis pode aumentar o risco de algumas doencas.
Os estudos relacionados com o risco de doengas séo ainda muito limitados, sendo que
sdo conhecidos apenas os efeitos pro-oxidantes (quimicos que induzem o stress
oxidativo danificando as células) dos polifenois na dieta humana (Scalbert et al., 2005).
Os resultados referentes a atividade citotoxica dos extratos em estudo estdo
representados na Tabela 6.

Tabela 6: Atividade citotoxica dos extratos hidrometandlicos presentes no bagago da uva (média +
DP).

MU SU PHU
Atividade Citotoxica valores Glsy (ug/mL)°®
MCF-7 332+ 20 352+21 >400
NCI-H460 >400 >400 >400
HelLa >400 253 £ 26 >400
HepG2 >400 >400 >400
PLP2 >400 >400 >400

Valores de Glso correspondentes a concentragdo de amostra que promove 50% de inibicdo em células tumorais
humanas ou em culturas de células primérias PLP2. B- Valores de Gls, Ellipticina: 1,21 pg/mL (MCF-7), 1,03 pg/mL
(NCI-H460), 0,91 ug/mL (HeLa), 1,10 ug/mL (HepG2) e 2,29 pug/mL (PLP2).

De acordo com os resultados acima referidos, das quatro linhas tumorais testadas apenas
duas apresentaram atividade citotoxica. A linha celular MCF-7 (carcinoma da mama)
foi sensivel a dois extratos, SU e MU apresentado valores de Glso de 352 pg/mL e 332
pg/mL, respetivamente. Enquanto que a linha celular HeLa (carcinoma cervical) foi
sensivel somente ao extrato SU com um valor de Glsp igual a 253 pg/mL.
Relativamente a citotoxicidade dos extratos, os resultados obtidos para a linha celular
ndo tumoral (PLP2 — linha primaéria de figado de porco) foram positivos, nenhum dos
extratos apresentou toxicidade para as células. Em suma, o extrato das sementes é o
extrato que maior atividade antitumural apresenta, perante as linhas celulares tumorais
estudadas. Uma possivel justificacdo é o facto de ser o Unico extrato que contém

catequina 149+2 pg/Qexiato (Segundo a avaliagdo em HPLC). E também relevante
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comparar os valores obtidos com os valores do padrdo, sendo estes bastante superior aos
obtidos pelos extratos, evidenciando assim a baixa atividade antitumural dos extratos
em estudo. Varios autores relatam a atividade citotoxica deste tipo de extratos através de
diversas linhas celulares tumorais. Um estudo realizado por Aghbali et al. (2013) sobre
os efeitos citotdxicos induzidos por extrato das sementes do bagaco da uva Vitis vinifera
L. (extraidos em metanol) no carcinoma de células escamosas orais (KB), relata que 0s
extratos exibem efeito apoptético sob as células (confirmado pela inibicdo do
crescimento celular). A citotoxicidade mais significativa foi alcancada na maior
concentracdo e maior tempo de contacto (24 h) do bagaco com as células KB
(IC50=245,95 pg/mL). Um outro estudo, realizado por Hudson et al. (2007) sobre a
inibicdo do crescimento do cancro da préstata através de extratos de pele de uva
muscadine e resveratrol através de mecanismos distintos, revela que os extratos da pele
de uva e o resveratrol direcionam caminhos diferentes para inibir o crescimento de
células de cancro da prostata e as propriedades Unicas dos extratos da pele de uva
sugerem que estes podem ser uma fonte importante para o desenvolvimento de agentes
quimiopreventivos ou terapéuticos contra o cancro da préstata. Semelhante a este, outro
estudo sobre a inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas in vitro por extratos de
frutos (mirtilos, framboesas ameixa, macé, cerejas, groselha preta) realizado por Olsson
et al. (2004) conclui que os extratos diminuiram a proliferacdo de ambas as células de
cancro do célon HT-29 e da mama MCF-7 e o efeito foi dependente da concentracdo. O
efeito de inibicdo para a maior concentracdo de extratos foi em média de 62% para as
células HT29 e 52% para as células MCF-7. Damianaki et al. (2000) estudaram a acao
inibidora dos polifendis presentes no vinho tinto em células do cancro da mama
humanas (MCF-7, T47D e MDA-MB-231). Os resultados mostraram que os polifendis
diminuem a proliferagéo celular dependendo da dose e do tempo, sugerindo assim que,
baixas concentragdes de polifendis bem como o consumo consecutivo de vinho tinto ou
outros alimentos/bebidas ricos em polifenois, podem ter um efeito antiproliferativo
benéfico no crescimento de células do cancro da mama. Um estudo similar foi
desenvolvido por Wang e Stoner (2008) sobre a fungdo das antocianinas na prevengéo
do cancro. Através do efeito das antocianinas sob as proteinas reguladoras do ciclo
celular, as antocianinas tém a capacidade de bloquear varios estagios do ciclo inibindo
assim a proliferacdo celular. Os autores relatam ainda que as antocianinas puras e 0s

extratos de frutas e vegetais ricos em antocianinas exibem atividade antiproliferativa
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para 0s mais variados tipos de células cancerigenas in vitro. Um estudo realizado por
Corréa et al. (2017) sobre a estabilidade e atividade bioldgica de fitoquimicos presentes
no bagaco da uva da Vitis vinifera L. var. Merlot, no qual avaliaram também o efeito
antiproliferativo do extrato do bagaco sobre o crescimento da inibicdo de quatro linhas
tumorais humanas (MCF-7, HeLa, HepG2 e NCI-H460). Os resultados demonstraram
que, em geral, os extratos ndo apresentaram atividade antiproliferativa contra as linhas
celulares tumorais testadas, a excep¢do da linha HeLa, que apresentou um Glsg de cerca
de 15 pg/mL. Ainda que os resultados obtidos neste estudo indiquem baixa atividade
antitumoral dos extratos, um consumo continuado de vinho pode contribuir a longo
prazo para uma protecdo do organismo humano. Contudo, os resultados obtidos
confirmam o eventual caracter preventivo dos extratos do bagaco da uva. Evidenciando
os resultados, os polifendis presentes em determinados alimentos exibem efeitos
anticancerigenos, contribuindo significativamente para a sadde humana. No entanto,
serdo necessarios mais estudos humanos in vivo para fornecer provas definitivas sobre a
acao protetora dos polifendis (Scalbert et al., 2005; Naczk e Shahidi, 2004; Yilmaz e
Toledo, 2004; Wang e Stoner, 2008; Dashwood, 2007; Dai e Mumper, 2010).

Os polifendis extraidos a partir do bagaco da uva tém capacidade antimicrobiana para
serem utilizados na inddstria alimentar como preservantes, bem como na medicina
suprimindo o crescimento de bactérias patogénicas e prevencao da oxidagdo dos lipidos.
Os resultados obtidos relativos a atividade antimicrobiana dos extratos em estudo estdo
representados na Tabela 7.

Tabela 7: Atividade antimicrobiana dos extratos hidrometandlicos presentes no bagaco da uva
(média £ DP).

MU SuU PHU
Atividade Antimicrobiana valores MIC (mg/mL)
Bactérias Gram negativo
Escherichia coli ULSNE 20 20 >20
Klebsiella pneumoniae CHTMAD >20 10 >20
Klebsiella pneumoniae ULSNE >20 10 >20
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Morganella morganii 10 20 >20

Pseudomonas aeruginosa 20 20 >20

Bactérias Gram positivo

Enterococcus faecalis 10 2,5 >20
Listeria monocytogenes 20 10 >20
MRSA 10 5 20
MSSA 10 5 20

Valores de MIC correspondentes a concentragdo minima de amostra que inibiu o crescimento bacteriano.

Tendo em conta os resultados obtidos, os extratos em estudo apresentaram maior
atividade antimicrobiana perante as bactérias Gram positivo (Enterococcus faecalis,
Listeria monocytogenes MRSA e MSSA) em comparacdo com as Gram-negativo
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii e Pseudomonas aeruginosa)
Perante todas as bactérias em estudo o extrato SU foi o que apresentou mais atividade
antimicrobiana apresentou com valores de MIC entre os 2,5 e 20 mg/mL. Uma
explicacdo para o facto do extrato das sementes ser 0 que o mais apresenta atividade
antimicrobiana é a presenca da epicatequina (984 HUg/Qexirato). Oliveira et al. (2013) ao
estudar as bioatividades dos extratos do bagaco da uva Merlot por extracdo supercritica
de CO; classificou-os como inibidores fortes (valores de MIC abaixo de 0,5 mg/mL,
inibidores moderados (valores de MIC entre 0,6-1.5 mg/mL e inibidores fracos (valores
de MIC acima de 1,6 mg/mL). Tendo em conta que esta classificacdo requer sob
estirpes ATCC (American Type Culture Collection), os extratos em estudo apresentam
valores de MIC bastante mais elevados o que é justificado pelo tipo de bactérias
testadas, pois, sendo isolados clinicos multirresistentes ¢ mais dificil a inibicdo do seu
crescimento. Os resultados sdo positivos e compardveis aos obtidos por diversos
autores, Jayaprakasha et al., (2003) aplicaram extratos de sementes de uva para estudar
a concentracdo minima inibitéria com capacidade antibacteriana. Os resultados
mostraram que 0s extratos exibiram efeito antibacteriano contra todas as bactérias
estudadas e os extratos de sementes foram mais eficazes contra bactérias Gram-positivo
(340-390 mggae/L) em comparacdo com bactérias Gram-negativo (475-575 mggcae/L).

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2013) sobre atividade antimicrobiana dos
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extrato do bagaco da Vitis vinifera L. (var. Syrah e Merlot) através da extracdo por
supercritica com CO,, evidenciou que 0s extratos da var. Syrah foram menos eficientes
contra 0s microrganismos testados (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida parapsilosis e
Candida krusei) e os extratos Merlot foram mais ativos contra as bactérias Gram-
positivo. Os extratos Merlot obtidos a 300 bar/50 °C e 150 bar/50 °C mostraram valores
de MIC mais baixos contra o S. aureus, 625£375 e 750£250 pg/mL, respetivamente.
Deste modo, os autores classificam os extratos supercriticos do bagaco como inibidores
moderados contra bactérias Gram-positivo (S.aureus e B.cereus). Varios autores
evidenciam a aplicacdo de compostos fendlicos extraidos a partir do bagaco da uva ndo
sO na industria alimentar como preservante e conservante mas também na medicina,
suprimindo o crescimento de bactérias patogénicas. No entanto, € necessaria uma maior
concentracdo de polifendis para atingir a atividade antimicrobiana desejada em
comparagdo com antibidticos/antimicrobianos convencionais (Yu e Ahmedna, 2013;
Xia et al., 2010; Fontana et al., 2013; Lambert e Pearson, 2000; Rathi e Rajput, 2014).

4.2 ldentificacdo e Quantificacdo dos Compostos Fenolicos

O perfil fendlico dos extratos foi determinado em sistema HPLC sistema HPLC
acoplado a um detetor de diodos de ionizacdo por eletropulverizagdo, acoplado a um
detetor de massa (LC-DAD-ESI/MSn). Foram usados dois comprimentos de onda para
detecdo de compostos ndo-antocianinicos, 280 nm para identificacdo de acidos fendlicos
e 370 nm para identificacdo de flavonoides. Enquanto a detecdo de compostos
antocianinicos nomeadamente as antocianinas, foi realizada a um comprimento de onda
de 520 nm, pois sdo o unico grupo de fendlicos que absorvem luz visivel a este
comprimento de onda, ao contrario de outros compostos que sdo incolores nesta gama
de comprimentos de onda. Os resultados obtidos relativos a tentativa de identificacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos ndo-antocianinicos e antocianinicos estdo

representados na Tabela 8.

Os cromatogramas referentes a identificacdo de compostos ndo-antocianinicos de cada
extrato encontram-se no Axeno A. A identificacdo tem como base a comparagdo dos
espectros de massa com os padrdes comerciais.

A tentativa de identificacdo dos compostos foi baseada no trabalho reportado por Cadiz-

Gurrea et al. (2017) e Corréa et al. (2017). De acordo com os resultados obtidos, foram
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identificados no total 28 compostos, cerca de 21 compostos ndo-antocianinicos e 7
antocianinicos.

Relativamente a quantificacdo dos compostos, esta é realizada tendo em conta a area
dos picos dos cromatogramas. No total, foram quantificados mais compostos nao-
antocianinicos 5380, 3903 e 10568 WQ/Jextratc NOS extratos MU, PHU e SU
respetivamente, do que compostos antocianinicos 2,25, 7,9 e 0,034 HQ/Qexrato NOS
extratos MU, PHU e SU respetivamente.

Entre os compostos ndo-antocianinicos, o tetramero de epicatequina do tipo B é o
composto presente em maior quantidade no extrato MU com 1035 ug/Qextrato, SEQUido do
hexoxido do acido p-cumarico no extrato PHU com 1092 pg/Qextrato, € POr Ultimo no
extrato SU, o dimero de epicatequina do tipo p com 1466,9 UQ/Qextrato. Relativamente
aos compostos antocianinicos, a petunidina-rutinosido é o composto presente em maior
quantidade nos extratos MU e PHU cerca de 0,72 e 2,65 pg/Qexirato r€Spetivamente, ao
contréario da malvidina-rutindsido que se encontra em maior quantidade no extrato SU,
cerca de 0,024 ug/Jextrato.

Como referido anteriormente, sdo varios os fatores que estdo associados a identificacdo
e quantificacdo dos compostos presentes nos extratos, nomeadamente o clima da regiao.
A quantidade de radiacdo solar que as uvas captam durante o ano é fundamental ndo so
para uma boa qualidade do vinho, mas também para o desenvolvimento da composicao
fendlica. Segundo Simon et al. (2017) a radiacdo solar é o fator ambiental mais
importante para a fotossintese, pois niveis elevados de radiacdo global tendem a resultar
em altas concentracdes de acUcares, compostos fendlicos e pH.

A anélise cromatogréafica identificou varios compostos fendlicos entre eles, derivados de
acidos hidroxibenzoicos (acido galico) e hidroxicinamicos (&cido p-cumarico),
flavondis, flavanois e antocianinas.

As procianidinas sdo polimeros de catequina e epicatequina, derivados das cianidinas
(libertadas a partir das proantocianidinas através da ruptura das ligacdes entre
monomeros provocados pelo aquecimento em meios acidos e alcoolicos). As
proantocianidinas do tipo-p sdo classificadas como dimétricas (procianidinas B1, B2,
B3, B4, B5, B6 e B8) e triméricas (C1 e C2). Deste modo, os monémeros da catequina e
epicatequina foram identificados apenas no extrato das sementes, ao contréario das
procianidinas diméricas e triméricas (trimeros e dimeros da epicatequina do tipo-p) que

se encontram também nos restantes extratos (Cabrita et al., 1999; Dallas et al., 1995).
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Segundo Cabrita et al. (1999) o teor de procianidinas presentes nas uvas é bastante
diferente, variando de casta para casta. Assim, a procianidina B1 ¢ normalmente mais
abundante nas peles, enquanto a B2 é mais abundante nas sementes. Sendo as

triméricas, nomeadamente a C2 mais abundante nas peles.
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Tabela 8: Tempo de retencéo (Rt), comprimento de onda de maxima absorcao (Amdx), dados espetrais de massa, tentativa de identificacédo e quantificacdo de
compostos fendlicos (ndo-antocianinicos e antocianinicos) em extratos hidrometandlicos de sementes, peles e mistura do bagaco da uva.

Rt

Jmax

[M-HT

MS? (m/z) Tentativa de identificagdo MU PHU SuU
Pico (min) (nm) (m/z2)
Compostos Fenolicos Ndo Antocianinicos (ug/Jexirato)

1 474 272 169 125(100) Acido galico™ 146 + 1P 104 + 3° 313+1°
2 5.24 276 331 169(100),125(3) Glucésido de galoil* nd nd 293+4
3 852 277 289 245(42),203(36),187(27),161(13),137(28) Catequina’ nd nd 149 + 2
4 10.26 280 577 451(18),425(82),407(91),289(100),287(18) Dimero de (epi)catequina do tipo-p* nd nd 803 + 24
5  11.70 280 289 245(39),203(30),187(17),161(13),137(17) Epicatequina® ve nd 984 +5
6 13.14 279 865 739(8),713(7),695(20),577(45),575(8),425(20),407(30),289(11),287(25) Trimero de (epi)catequina do tipo-p® nd nd 718,3+18,1
7 13.97 311 325 163(100) Hexésido do &cido p-cumarico® 434,02 £ 0,01* 729 + 2% nd
8 14.19 280 1153 865(3),863(14),577(7),575(5),289(14),287(5) Tetramero de (epi)catequina do tipo-p° nd nd 840,9+0,3
9 15.44 308 325 163(100) Hexésido do &cido p-cumarico* 563 + 3* 1092 + 8* nd
10 15.59 279 579 289(50),245(100),204(36) Derivado da catequina® nd nd 690 + 26
11 1645 280 865  739(8),713(7),695(20),577(45),575(8),425(20),407(30),289(11),287(25) Trimero de (epi)catequina do tipo-p® nd nd 1031,1 £3,5
12 17.13 280 865  739(8),713(7),695(20),577(45),575(8),425(20),407(30),289(11),287(25) Trimero de (epi)catequina do tipo-p° 631+ 6 nd 575+ 10
13 1756 278 577 451(18),425(82),407(91),289(100),287(18) Dimero de (epi)catequina do tipo-p° nd nd 1466,9 + 14,2
14 17.84 280 1153 865(3),863(14),577(7),575(5),289(14),287(5) Tetramero de (epi)catequina do tipo-p® 1035+ 4 nd 803 +41
15 19.91 280 1153 865(3),863(14),577(7),575(5),289(14),287(5) Tetramero de (epi)catequina do tipo-p° nd nd 580 + 35
16 21.17 353 477 301(100) Quercetina-glucorénido® 889 + 1° 3435+0,1° 253 + 2°
17 2161 354 493 331(100) Laricitrina-3-O-galactésido® 292 + 3° 280 + 4° 308 + 2°
18 21.77 353 463 301(100) Quercetina-3-0O-glucdsido® 257,1 £0,5* 298 +0,1* nd
19 2364 353 507 345(100) Siringetina-3-O-galactésido® 284 + 2? 444 + 5° 259 + 2°
20 2402 313 655 509(15),501(52),475(68),347(13),329(100),314(12),303(5) Laricitrina-3-O-ramndsido-7-08cid0 ) 5 3a4:06° 256410

trihidroxicinamico®
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21 24.52 312 745 653(22),419(38),345(100) Derivado da siringetina rutinésido® 249 + 3° 269,4+ 0,6° 247 +1°
Total 5380+21° 3903 +15° 10568 + 35°

Compostos Fenolicos Antocianinicos (ug/Jexirato)

21 22.8 534 493 331(100) Malvidina-hexésido® 0,30+0,01°  0,783+0,001% 0,010+0,001°

22 374 532 535 331(100) Malvidina-acetilhexésido® 0,057+0,001* 0,192+0,002* nd

23 38.1 536 611 303(100) Delfinidina-rutinésido’ 0,366+0,002*  1,60+0,08* nd

24 40.4 536 655 331(100) Malvidina-dihexdsido® 0,067+0,001* 0,267+0,003* nd

25 413 532 625 317(100) Petunidina-rutindsido’  0,72+0,04*  2,65+0,03* nd

26 43 524 609 301(100) Peonodina-rutindsido® 0,048+0,001* 0,115+0,005* nd

27 44.2 532 639 331(100) Malvidina-rutinésido® 0,70£0,01° 2,335+0,0001° 0,024+0,001°

Total 2,25+0,06° 7,9+0,1°  0,034+0,001°

ve- vestigios; nd- ndo detetado.

Curvas de callbragao padrdo: (1) Acido gallco (y = 280379 x + 119556, R2 0,9984); (2) catequina (v = 84539 x + 269612, R?*= 0,991); (3) (- ) epicatequina (y = 28512 x +
2E+06, R? = 0,9998); (4) aC|do p-cumarico (y = 301950x + 6966,7, R*= 0,9999); (5) Quercetlna -3-O-glucésido (y = 23853 x + 343376, R°= 0,9987); (6) Malvidina (y
—4770149 x +38,376, R?=0,999); (7) Delfinidina (y =557274 x +126,24," R*=0,999); (9) Peonidina-3-O-glucésido (y =537017 x -71 469, 0,9997).
Letras diferentes S|gn|f|cam diferencas estatisticas significativas entre amostras (p<0 05), onde “a”, “b” e “c” correspondem aos valores mais altos e mais baixos,
respetivamente. *Valores estatisticamente diferentes Student’s t-test p<0,001.
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Relativamente as antocianinas, Vermerris e Nicholson (2009) referem que estes
compostos ndo sdo encontrados como agliconas livres, a excepcdo dos seguintes
compostos coloridos: cianidina (laranja-avermelhado), peonidina (rosa-avermelhado),
delfinidina (azul-violeta), petunidina (azul-arroxeado) e malvidina (roxo). Segundo
Cabrita et al. (1999), os compostos anteriores sao do género Vitis e a sua quantidade ¢é
variavel entre castas, sendo a malvidina 0 composto presente maioritariamente nas uvas.
Os mesmos autores referem que é caracteristico da Vitis vinifera encontrar-se uma
molécula de glucose ligada na posicao 3, o que pode explicar a presenca da malvidina-
rutinosido e malvidina-hexosido nos extratos em estudo e os principais acidos que
podem esterificar a glucose na posicdo 6 sdo o cafeico, acético e p-cumarico, o0 que
justifica a presenca do composto malvidina-acetilhexdsido.

Os autores Downey e Rochfort (2008) mencionam que tal como as antocianinas, 0s
flavondis presentes em extratos de uva (quercetina, canferol, miricetina, laricitrina e
siringitina) ocorrem naturalmente como glicésidos, o que é confirmado pela presenca da
molécula de glucose dos picos 17, 18 e 19 na Tabela 8.

Equiparando os resultados obtidos da analise em HPLC com outros estudos da literatura
usando a mesma matriz, os resultados a nivel da identificacdo dos compostos sdo
positivos e semelhantes aos referidos por vérios autores como Corréa et al. (2017),
Downey e Rochfort (2008) e Ribeiro et al. (2015).

Em comparacdo com outras matrizes ja estudadas pela literatura, um estudo
desenvolvido por Spinola et al. (2015) sobre identificacdo e quantificacdo de compostos
fendlicos em morangos derivados na ilha da Madeira (Portugal), revelou que a
composigdo fendlica deste fruto compreende exclusivamente a compostos derivados das
antocianinas (antocianinas glicosiladas) cerca de 354,17 mg/100mLsymo, Seguido dos
acidos hidroxibenzdicos 145,31 mg/100 mLgymo, flavonois 43,92 mg/100 mLgymo € por
ultimo os acidos hidroxicindmicos 29,81 mg/100 mLgm. Referenciando ainda uma
outra matriz, um estudo sobre mirtilos realizado por Brambilla et al. (2008) refere que a
composicdo de antocianinas glicosiladas presentes em cinco cultivos de mirtilos
(Vaccinium corymbosum L.) provenientes de Boves, Italia, compreende entre os 30,3 e
61,2 mg/100 mLgymo.
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4.3 Otimizacéo do Processo de Extracdo

4.3.1 Solvente de Extracéo

Como referido anteriormente, as extracGes para a escolha do melhor solvente foram
realizadas apenas usando o extrato MU (mistura do bagaco da uva).

Os solventes em estudo foram a &4gua, combinagfes agua:etanol (20:80 v/v; 50:50 viv;
80:20 v/v) e etanol a 96%. Os ensaios foram realizados em duplicado, todos os
solventes foram avaliados a temperaturas de 30 °C e 50 °C durante 1 h com agitacédo
constante de 170 rpm. A andlise dos resultados teve em conta a percentagem de
rendimento de extracdo obtido, a atividade antioxidante (valores de ECso) € 0 teor de
fendis totais

Os resultados obtidos (média + DP) sdo apresentados nas Tabelas B.1 e B.2. E evidente
que tanto a 30 °C como a 50 °C a combinagdo agua:etanol 50:50 v/v é o solvente que
melhor se adequa a extracdo deste tipo de compostos. Ainda que a percentagem de
rendimento de extracdo a 30 °C e 50 °C seja inferior (6,95% e 9,45%, respetivamente)
qguando com comparado com o rendimento de extracdo com etanol (15,10% e 17,20% a
30 °C e 50 °C respetivamente), a sua escolha é justificada pela comparagdo com os
restantes solventes relativamente ao teor de fendis totais (11,54 mgcae/gmu € 19,70
mgcae/gmu @ 30 °C e 50 °C respetivamente) representado na Figura 9 e dos baixos
valores de ECs (0,24 g/L e 0,15 g/L).

25,0
M Ensaio 30 °C

20,0 7 i Ensaio 50 °C

15,0 -

o ﬂI ﬂ ﬂ u_
Agua 20:80v/v 50:50v/v 80:20v/v Etanol 96%
Solvente

Fenois totais (Mggae/9mu)
(92}
©

o
[=)

Figura 9: Teor de fendis totais presentes no extrato MU na presenca de
varios solventes.
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4.3.2 Tempo e Temperatura de Extragao

Sendo a combinacdo etanol:agua 50:50 v/v o melhor solvente em estudo, procedeu-se
entdo a otimizacdo do processo de extracdo. A otimizacdo teve como variaveis de
estudo o tempo e a temperatura e a variavel de resposta o teor de fendis totais presentes
em cada extrato. O teor de fenois totais foi determinado através do método Folin-
Ciocalteu descrito anteriormente. As extracdes foram realizadas para todos os extratos
em estudo em duplicado e de acordo com o desenho experimental anteriormente
descrito, os resultados obtidos (médiat+DP) estdo representados na Tabela 9.

A primeira diferenga a olho nu entre os ensaios realizados é a coloracdo. Os ensaios
realizados a 50 °C e acima deste valor apresentaram uma coloracdo mais forte do que os
realizados e 22 °C e 30 °C, sendo os tons de cor sempre 0S mesmos, as sementes
apresentam coloracdo amarelo-palido e um tom alaranjado a temperaturas acima dos
70 °C, enquanto as misturas MU e PHU apresentaram coloragdo vermelho-violeta e um

tom mais forte a temperaturas acima dos 70 °C.

Tabela 9: Teor de fendis totais (médiaxDP) presentes nos extratos em estudo.

_ MU SU PHU
Fnsaio 'I;(r?anr[]))O Tem?oecr;ltu ra (MYcae/Imu) (MYcae/Isu) (MYcae/IpHu)
1 30 30 18,70 £ 0,06 22,98 + 0,38 15,50 £ 0,05
2 30 70 31,19+0,48 35,58 + 4,28 25,49 + 0,05
3 90 30 22,09 +0,17 25,28+ 0,16 17,91 +£0,18
4 90 70 48,33 + 0,06 57,74 £ 0,77 31,86 + 0,41
5 18 50 23,07 £ 0,08 26,19+ 0,20 19,59 +£ 0,54
6 102 50 27,11 +£0,27 31,07 £ 0,09 23,01+ 1,68
7 60 22 18,29 £ 0,04 20,33+0,01 15,20 £ 0,06
8 60 79 41,95+ 0,52 41,27 + 0,69 29,81 + 0,06
9 60 50 24,18 £ 0,23 30,03+0,19 21,19+ 0,66
10 60 50 24,14 £ 0,09 30,78 £ 0,01 21,30+ 0,35
11 60 50 24,14 +0,11 30,39 £ 0,02 20,85+ 0,58
12 60 50 24,10+0,19 30,25+ 0,05 21,30+ 0,46

Em conformidade com os resultados apresentados na tabela anterior, o teor mais alto de
fenois presente em cada extrato foi obtido a 70 °C durante 90 min (ensaio 4), enquanto o
teor minimo de fenodis em cada extrato é obtido a 22 °C durante 60 min (ensaio 7). A
analise estatistica do teor de fendis totais presente nos trés extratos em estudo foi
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realizada individualmente para cada extrato. De seguida, apresentam-se os graficos de
superficie e de pareto (Figura 10), relativos ao teor de fendis totais presente nos
extratos em estudo.

Para todos os extratos em estudo, ndo s6 os termos lineares (L) mas também os termos
quadraticos (Q) e as interacdes tiveram significado estatistico (p<0.05) como € visivel
nos gréaficos de pareto da Figura 10.

Os resultados apresentados nos graficos de superficie (Figura 10) revelam que o valor
da resposta, ou seja, o teor de fendis totais foi linearmente aumentando com o valor das
variaveis do processo (tempo e temperatura). Seria expectavel obter um ponto maximo
nas respostas, apos o qual o valor da resposta diminuiria. Para todos os extratos obtidos,
atendendo aos graficos obtidos seria necessario aumentar ainda mais a temperatura e o
tempo, a fim de se visualizar eventual diminuicao.

Todas as respostas foram adaptadas a equacdes polinomiais de segunda ordem, a fim de
descrever as variacdes da resposta (teor de fendis totais) em funcdo das variaveis no
intervalo dos valores estudados. As equacOes obtidas para cada resposta em funcdo das

variaveis do processo estdo apresentadas na proxima Tabela 10.

Tabela 10: Equacbes do modelo quadratico tendo como varidvel de resposta o teor de
fendis em funcao das variaveis do processo, Temperatura (°C) e Tempo (min) e respetivos
coeficientes de determinacgéo.

Resposta Equacdes R’

Teor de Fendis (MU)  18,0T + 6,56t + 7,21T+ 2,18t*+ 24,1T.t + 6,87 0,953
Teor de Fenois (SU) 18,7T + 7,84t + 3,28T%+ 1,11t + 30,4T.t + 9,93 0,876
Teor de Fendis (PHU) ~ 11,2T + 3,40t + 1,74T%+ 0,53t*+ 21,2T.t + 1,98 0,984

T-temperatura; t- tempo; r>-coeficiente de correlacéo. As equacdes estdo expressas em termos de valores codificados
(-1,0,+1).

As equacOes acima referidas, apresentaram bons coeficientes de determinacgdo (R?)
variando desde 0,876 a 0,984, o que significa uma elevada semelhanga entre 0s
resultados experimentais e os calculados pelas equacdes.

Os resultados obtidos relativamente ao teor de fendis totais pelo método Folin-Ciocalteu
sdo comparaveis a alguns estudos da literatura, nomeadamente um estudo realizado por

Bartolomé et al. (2004) que revela o teor de fendis totais obtidos a partir de extratos de
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peles da uva Vitis vinifera L. (extraidos em metanol:acido férmico 95:5 v/v, durante 12
h) sendo cerca de 21,3 MQcae/Qextrato, O qual € comparavel aos obtidos (Tabela 9) no
extrato das peles (entre 15,20 e 31,86 MQcae/Qexirao). Ainda, um outro estudo
semelhante foi realizado por Nechita et al. (2012), onde determinaram também o teor de
fenois totais presentes no bagaco, sementes e peles da Vitis vinifera L. extraidos em
etanol. O teor de fendis totais presentes no bagaco, sementes e peles foi cerca de 4,4,
25,3 e 11,6 geae/L, respetivamente. Apenas o extrato das sementes € semelhante ao
obtido neste estudo, onde o teor de fendis nas sementes esta entre os 20,33 a 57,74

mgcae/g (Tabela 9).
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Teor de Fendis totais

Estimativa de efeito padronizado

Teor de Fendis totais
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Teor de Fendis totais

Estimativa de efeito padronizado

Figura 10: Gréficos de superficie e pareto, para a variavel fendis totais obtidos a partir dos extratos
a) MU, b) SU e c) PHU sob diferentes condicbes de tempo e temperatura. L e Q correspondem aos
efeitos linear e quadratico, respetivamente.
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Em suma, de acordo com os resultados obtidos na otimizacao verifica-se que o intervalo
de tempo inicialmente proposto (30, 60 e 90 min) para o desenho experimental poderia
ser alargado, o que provavelmente resultaria numa melhor otimizacdo. Um ligeiro
aumento da temperatura tendo em conta o ponto de ebulicdo da mistura etanol:agua
50:50 v/v (cerca de 81 °C) poderia também melhorar os resultados obtidos tendo em
atencdo que, temperaturas demasiado elevadas também provocariam a degradacdo dos

compostos.

Contudo, de forma a verificar se altas temperaturas favorecem a extragdo, foram
realizados ensaios em duplicado para cada extrato usando o mesmo solvente a 120 °C
durante 30 minutos. Os ensaios realizados no banho a éleo requerem o uso de reatores
metalicos, uma vez que os frascos de vidro onde foram realizadas as extracfes
anteriores ndo aguentariam elevadas temperaturas. Na Figura 11 estdo representados 0s
valores obtidos para este ensaio (médiaxtDP) em comparacdo com os obtidos a 79 °C

(ensaio 8 do desenho experimental).

45,0
40,0 -
35,0 -
30,0 ~
25,0 -
20,0 -
15,0 -
10,0 -
5,0 -
0,0 -

M Ensaio a 79 °C

M Ensaio a 120 °C

Fendis totais (Mggae/9)

MU SuU PHU
Extratos

Figura 11: Teor de Fendis totais obtidos para cada extrato a 79 e 120 °C.

Os resultados evidenciaram uma diminuicdo no teor de fendis a 120 °C para 33,03
Mycae/Omu, 36,43 Mycae/dsu € 25,56 Myeae/Qeru presentes nos extratos MU, SU e
PHU, respetivamente. Comparando os resultados obtidos a diferentes temperaturas, 0s
valores obtidos a 120 °C sdo mais baixos do que os obtidos a 79 °C (41,95 mgcae/gmu,

41,27 mgeae/gsu € 29,81 mgcae/gru)., evidenciando assim que, um aumento a 120 °C

53



resultou numa possivel degradacdo de compostos fendlicos presentes nos diferentes
extratos. Os tempos de extracdo sdo também diferentes, o ensaio a 79 °C durou cerca de
60 min, enquanto o ensaio a 120 °C durou apenas 30 min, contundo esta diferenca de 30
min podera ndo ser tdo relevante comparado com a diferenca de temperatura entre 0s
ensaios (cerca de 40 °C). Perante tais resultados, e tendo em conta os obtidos na

otimizacdo é conclusivo que um aumento tdo elevado da temperatura ndo é viavel.

De modo a verificar a influéncia do tempo nas extracdes tendo em conta que, tempos
mais longos podem também causar a degradacdo dos compostos fenolicos, foram
também realizados ensaios em duplicado a 79 °C durante 120 min e 180 min. Foi
escolhido o ensaio 8 do desenho experimental como ponto de comparacdo entre 0s
resultados obtidos.

A verificacdo de possiveis alteracGes no teor de fendis totais é visivel na Figura 12,
onde estdo representados os valores obtidos (médiatDP) para a mesma temperatura mas

a diferentes tempos de extragéo (60, 120 e 180 min).

60,0

H Extrato MU |Extrato SU  ® Extrato PHU
50,0 -

40,0
30,0

0,0 T T

20,0
10,0
60 min 120 min 180 min
Tempo de extracdo (min)

Fenois totais (Myggae/9)

Figura 12: Teor de Fendis totais obtidos a 79 °C durante 60, 120 e 180 minutos para os extratos em
estudo.

Atendendo aos resultados apresentados na figura acima, um aumento de mais 60 min
(ponto 120 min) nas extracdes é significativo apenas para o extrato PHU (aumento de
49,9%), nos restantes extratos ndo se verificam diferencas acentuadas (aumentos de

10,2% e 5,3%, extratos MU e SU, respetivamente). O teor de fendis aos 60 min, cerca
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de 41,95 mgcae/Ovu, 41,27 mgcae/gsu € 29,81 MQycae/gpnu aumentou para 46,21
Mycae/Imu, 43,44 mycae/gsu € 41,71 mycae/JpHu, a0 fim de 120 min, seguido de uma
diminuicdo ao fim de 180 minutos (41,76 mgcae/gmu, 40,20 mgeae/gsu € 41,82
mgcae/Orru). A diferenca de tempo entre os 120 e 180 min é visivel e sugere uma
possivel degradacdo dos compostos fendlicos além dos 120 min. Os resultados mostram
que tempos de extracdo mais longos (acima dos 120 min) nédo se justificam, tendo em
conta uma possivel degradacdo, sendo também do ponto de vista industrial ndo viavel
pois resultaria num aumento dos gastos energéticos. Dai e Mumper (2010) relatam que
uma das contradicdes neste tipo de extracfes (maceracao) é o seu potencial de poluicédo
para 0 meio ambiente devido a elevada quantidade de solvente organico utilizado e ao
longo tempo de extracdo requerido por estes métodos.

A fim de verificar a atividade antioxidante como critério de otimizacdo de extracao,
foram também avaliados o poder antioxidante pelo método ABTS e FRAP. Os
resultados obtidos pelo método ABTS estdo expressos em umoltg/g, enquanto os
obtidos pelo método FRAP estdo expressos em mgee+/g. Na Figura 13 estdo
representados os graficos de superficie obtidos nos trés extratos para ambos os métodos.
Os resultados obtidos referentes aos métodos ABTS e FRAP, evidenciam que a
atividade antioxidante foi linearmente aumentando com o aumento do tempo e da
temperatura. Similarmente aos resultados obtidos para os fendis totais, seria também
expectavel obter um ponto maximo nas respostas, ap6s o qual o valor da resposta
diminuiria. Contudo, e de acordo com os graficos de superficie os pontos 6timos nao
sdo bem definidos, mas estima-se que estes se localizem entre os 75 °C — 85 °C e 60 -

90 minutos, para a temperatura e tempo, respetivamente.
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Figura 13: Graficos de superficie obtidos tendo como variavel de resposta o poder antioxidante pelos métodos ABTS e
FRAP obtidos para os trés extratos: a) MU, b) SU e c) PHU.
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Tendo ainda em conta também o método DPPH, é possivel comparar os resultados
obtidos (valores de ECsp) nos extratos da otimizacdo com os resultados obtidos
anteriormente na sec¢do 4.1 (bioatividades). Tendo em atencdo que o solvente é
diferente, os extratos da otimizagdo foram extraidos em etanol:agua 50:50 v/v, enquanto
0s extratos para avalizacdo das bioatividades foram realizados em metanol:agua 80:20
v/v. Na Tabela 11 estdo representados os valores de ECsy obtidos (média:DP) em cada
extrato, para cada ensaio da otimizagé&o.

Tabela 11: Atividade antioxidante pelo método DPPH, valores de ECs, obtidos (médiatDP) para os
extratos em estudo.

ECs (9/L)
Ensaio Ter_npo Temperatura
(min) (°0) MU SU PHU
1 30 30 0,22+0,04 0,17£0,02 0,51+0,20
2 30 70 0,16 £0,01 0,10+0,01 0,20 +£0,04
3 90 30 0,25+0,07 0,19+£0,00 0,38 £ 0,06
4 90 70 0,14+0,01 0,08+0,00 0,15+ 0,02
5 18 50 0,26 £0,02 0,20+0,01 0,28 £ 0,03
6 102 50 0,29+0,02 0,18+0,01 0,27 £0,00
7 60 22 0,29+0,01 0,24+£0,03 0,51 £0,02
8 60 79 0,12+0,01 0,08+0,00 0,14 £ 0,00
9 60 50 0,20+£0,02 0,11 +£0,00 0,20 £0,03
10 60 50 0,16 £0,01 0,11 +0,00 0,21+0,04
11 60 50 0,13+0,01 0,10£0,01 0,21 +0,03
12 60 50 0,14+0,02 0,11+0,00 0,22 +£0,01

De acordo com os resultados acima referidos, o extrato que apresenta maior atividade
antioxidante € o extrato SU, seguido do MU e PHU. Para todos os extratos, o valor de
ECso mais baixo (representa maior atividade antioxidante) foi obtido a 79 °C (0,12 g/L,
0,08 g/L e 0,14 g/L extratos MU, SU e PHU respetivamente), enquanto 0s ensaios com
menor atividade foram obtidos a 22 °C (0,29 g¢/L, 0,24 g/L e 0,51 g/L extrato MU, SU e
PHU respetivamente).

Os resultados obtidos no ensaio 8 para os extratos MU e SU (0,12 g/L e 0,08 g/L,
respetivamente) sdo similares aos obtidos em 4.1 para os extratos MU e SU (0,123 e
0,023 g/L), ao contrario do extrato PHU que apresentou valor de ECsy mais elevado
(0,563 g/L) comparado ao obtido usando etanol a 50% v/v (0,14 g/L).
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4.4 Extracdo com Lactato de Etilo

Em seguimento dos resultados obtidos na tentativa de otimizacdo do tempo e
temperatura, as extraces usando o lactato de etilo como solvente, foram realizadas para
todos os extratos em triplicado no ponto méximo de temperatura determinado pelo
desenho experimental (79 °C durante 60 min), em duplicado a 120 °C durante 60 min e
apenas um ensaio a 120 °C durante 120 min. Devido a escassa quantidade de extratos
disponiveis, ndo foi possivel realizar o duplicado a 120 °C e 120 min. Na Figura 14
estdo representados os valores (médiatDP) referentes ao teor de fendis (médiatDP)

presentes nos extratos extraidos a 79 °C e 120 °C durante 60 min.
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Figura 14: Teor de fendis totais obtidos nas extracdes com lactato de etilo, a 79 e 120 °C.

Uma das alteragdes visiveis a olho nu foi a alteracdo de cor dos extratos. Usando o
lactato de etilo como solvente, os extratos apresentaram uma coloragdo amarela palido
(SU) e esverdeado (misturas MU e PHU), ao contrario dos extratos obtidos usando
como solvente a combinagdo etanol:agua 50:50 v/v.

De acordo com os resultados obtidos, aumentando a temperatura para 120 °C ¢é visivel
um aumento significativo do teor de fenois para todos os extratos em estudo. O extrato
MU aumentou de 14,55 para 18,05 mgcae/gmu, 0 extrato SU aumentou de 16,15 para
21,52 mgcae/gsu € por ultimo o extrato PHU de 13,68 para 16,05 mgsae/gpru.

Como referido anteriormente, foi também realizado um ensaio a 120 °C durante 120

min a fim de se verificar alteracbes no teor de fendis com o aumento do tempo de
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extracdo. Os resultados obtidos (médiatDP) sdo comparados com o0s obtidos

anteriormente e estdo representados na Tabela 12.

Tabela 12: Teor de fendis' totais obtidos (média+DP) nas extracdes com lactato de etilo a 120 °C,
durante 60 e 120 minutos

Extratos 1207C

60 min 120 min
MU 18,05+ 0,21 22,45
SU 21,52 + 0,14 24,16
PHU 16,05 + 0,07 17,58

'Teor de fendis totais expressos em (Myeae/Jextrato)

Tendo em consideracao os resultados apresentados na tabela anterior, é perceptivel um
aumento no teor de fendis totais em todos os extratos. O teor de fenois totais aumentou
cerca de 24,4% para o extrato MU, 12,3% para o extrato SU e 9,5% para o extrato PHU.
Facilmente se compreende que seriam necessarios mais ensaios a fim de verificar se o
aumento do tempo (com intervalos de 60 min) aumentaria o teor de fendis totais, ou se,
extracOes aumentando apenas a variavel temperatura durante 60 min, seria mais
adequado tendo em conta o teor de fendis totais obtidos.

Estudos anélogos a este foram encontrados na literatura. Lores et al. (2015) usaram o
lactato de etilo (EL) 50% v/v em &gua e o metanol (MeOH) 50% v/v em agua, para
extracdo (PLE) de compostos fendlicos presentes na planta Cytisus scoparius e nas suas
diferentes componentes. Os autores estudaram as diferencas no perfil fenolico, atividade
antioxidante e teor de fenais totais entre os extratos EL e MeOH. Concluiram que o teor
de fendis totais obtidos a 120 °C usando EL (34,24 mgcae/Jextrato seco) € SUPErior ao teor
obtido usando MeOH (31,73 mQgcae/Jextrato seco) Nas mesmas condigdes. A fim de
verificar alteracdo no teor de fenois, aumentaram a temperatura dos ensaios com EL
para 180 °C e verificaram que o teor aumentou para cerca de 61,96 Mycae/Jextrato seco.
Contudo, sendo a temperatura de 120 °C ainda distante do limite do equipamento usado
(200 °C) e suficiente para obter uma quantidade desejada de fendis e uma extragdo

eficiente que permite uma caracterizacdo adequada dos extratos. Um estudo semelhante
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foi realizado por Bermejo et al. (2013) sendo avaliado o efeito do lactato de etilo (>98
% pureza) e do etanol (99,5% (v/v) pureza) a diferentes temperaturas (100, 150 e
200 °C) para extracdo de compostos fendlicos a partir de grdos de café (familia
Rubiaceae). Os autores observaram que o teor de fenois totais usando lactato de etilo a
100, 150 e 200 °C (106,4; 117,7 e 126,7 mgcae/Jextrato, respetivamente) foi superior ao
obtido pelo etanol nas mesmas temperaturas (89,7; 98,4 e 139,1 mQycae/Jexirato). EM
suma, na literatura é sugerido que trabalhando a temperaturas mais elevadas o teor de
fendis obtidos sera maior usando o lactato de etilo.

Devido a inexisténcia de extratos em estudo, ndo foi possivel a realizacdo de mais
ensaios a fim de se verificar diferencas no teor de fendis totais a temperaturas acima dos
120 °C.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos relativos as propriedades bioldgicas dos extratos do bagaco da
uva nomeadamente, atividades antioxidante, citotoxica e antimicrobiana, foram
satisfatorios e concordantes com os resultados indicados pela literatura. Sendo em
particular, o extrato das sementes o0 que mais atividade apresentou. Espera-se assim que
no futuro este residuo proveniente da inddstria vinicola, seja devidamente valorizado e

explorado pelas industrias alimentar e farmacéutica.

No que se refere a identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos presentes nos
extratos hidrometanolicos, os resultados foram unanimes com a literatura, sendo o
composto presente em maior quantidade nas peles o hexdsido do acido p—cumarico,
enquanto que nas sementes e mistura do bagaco os compostos presentes em maior
qguantidade sdo derivados da (epi)catequina. Relativamente aos compostos
antocianinicos, foram identificados derivados de antocianinas 0s mais comuns entre 0s

identificados pela literatura em estudos semelhantes com a Vitis vinifera L.

A otimizacdo do processo de extracdo teve em conta apenas o teor de fenois totais,
porém ndo foi alcancado com o sucesso global desejado. Os resultados em geral
indicaram que seria necessario trabalhar em intervalos de tempo maiores e a
temperaturas um pouco acima dos 70 °C. Sera necessaria a elaboracdo de um novo
desenho experimental a fim de se certificar e validar os resultados. O processo é entao
uma primeira aproximagdo na tentativa da otimizagdo, mas fornecendo informagéo

muito til e de elevada importancia.

O ultimo objetivo do estudo foi a extracdo usando um solvente mais verde, usando o
lactato de etilo, o qual revelou ser um bom solvente para este tipo de extratos, contudo o

seu desempenho mostrou ser maximo a temperaturas ainda acima dos 120 °C.
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Anexo A
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Figura A.1: Cromatograma de HPLC obtidos a 280 nm (A) e 370 nm (B) relativos ao perfil fendlico dos extratos hidrometandlicos da mistura do bagaco da

uva (MU).
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Figura A.2: Cromatograma de HPLC obtidos a 280 nm (A) e 370 nm (B) relativos ao perfil fenélico dos extratos hidrometanolicos de sementes do bagaco

da uva (SU).
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Figura A.3: Cromatograma de HPLC obtidos a 280 nm (A) e 370 nm (B) relativos ao perfil fenélico dos extratos hidrometandlicos da mistura de peles e
hastes do bagaco da uva (PHU).
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Anexo B

Tabela B.1: Rendimento de extracéo, valores de ECsy, e teor de fendis totais obtidos no ensaio a 30 °C usando os varios solventes em estudo.

Solvente Rendimento de extracdo (%) (Egﬁff)’ (;ZZTES/;S;ZZ)
Agua 8.60 £0.10 484 +0.51 5.79 £ 0.03
EtOH:H,0 20:80 v/v 7.66 £0.75 1.30+0.12 7.03+0.03
EtOH:H,0 50:50 v/v 6.95 + 0.04 0.24 £0.01 11.54 +0.18
EtOH:H,0 80:20 v/v 5.76 £ 0.30 0.27£0.01 9.74 £ 0.07
Etanol 96% 15.10+0.10 1.95+ 0.05 10.23+0.01

Tabela B.2: Rendimento de extracéo, valores de ECs e teor de fendis totais obtidos no ensaio a 50 °C usando os varios solventes em estudo

Solvente Rendimento de extracao (%) (%(/:E()’ (;SZZ':/;SZ‘;)
Agua 8.72 +0.20 2.57 +0.04 6.90 + 0.09
EtOH:H,0 20:80 v/iv 8.65 + 055 148 +019 10.20 + 0.30
EtOH:H,0 50:50 v/iv 945 + 0.05 0.15 + 0.01 19.70 + 0.20
EtOH:H,0 80:20 v/iv 6.55 + 045 0.18 + 0.01 13.35 £ 0.15
Etanol 96% 17.20 +0.30 1.48 +£0.14 11.35+0.05
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