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Resumo — As uvas, seus derivados e coprodutos - como bagaco, engaco e sementes de uva - sdo considerados
fontes de compostos fendlicos, que por sua vez, representam uma classe de compostos bioativos com
potencial antioxidante. A valorizacdo dos residuos pode representar ganhos econdmicos significativos para
produtores, tornando-se matérias-primas para outras atividades e oferecendo uma nova possibilidade de
aproveitamento e renda. No entanto, para extrair de maneira eficiente compostos bioativos a partir de
diferentes matrizes varias técnicas tém sido empregadas, pois muitos fatores influenciam o processo de
extracdo, principalmente a polaridade dos solventes utilizados. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
obter fracdes com elevado teor de compostos fendlicos e ativos em atividade antioxidante a partir do extrato
hidroalcodlico do bagaco de uva, utilizando solventes com diferentes polaridades. Foram obtidas um total de
4 fracdes, a partir dos solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol. A fracdo que apresentou o
maior teor de compostos fendlicos (380,22 mg EAG g’ de amostra seca) e atividade antioxidante pelo
método de sequestro do radical DPPH (2101,28 pmol trolox g amostra seca) foi a fracio obtida com o
solvente acetato de etila. As demais fracGes também apresentaram elevado potencial antioxidante, o que
indica que esses resultados sdo promissores, pois, existem poucos estudos na literatura em que se utiliza a
técnica de fracionamento liquido-liquido para o isolamento bioguiado de compostos a partir do bagaco de

uva, o que ressalta a importancia deste estudo.
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1. INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a busca por alimentos naturais que
propiciem uma qualidade melhorada de vida esta
crescendo e, em consequéncia disso existe também
um aumento nas pesquisas desenvolvidas para o

estudo de compostos bioativos, os quais se encontram

presentes em alimentos naturais (SAUTTER et al,,
2005; MELO et al., 2011). A partir disso, compostos
como 0s compostos

com potencial antioxidante,

fendlicos, receberam destaque por apresentarem
capacidade de inativar as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERO e ERN) e sequestrar os radicais

livres, que s3o responsaveis por diversos danos a
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satide (SANG et al., 2009; KARACABEY E MAZZA,
2010). Ainda, pesquisas demostram que o consumo
didrio de compostos com potencial antioxidante é
capaz de proteger o organismo contra 0s processos
naturalmente estando

oxidativos que ocorrem,

relacionados com  processos responsiveis pelo

envelhecimento do corpo, o0s quais podem

desencadear inimeros maleficios, incluindo diversas
doencas (MELO et al., 2008). Estudos comprovaram
que existe uma correlacdo direta entre o consumo de
alimentos naturais e a diminuicdo no risco de doencas
cronicas. Esta correlacdo se d& principalmente pela
combinacdo de vitaminas, minerais, compostos
fendlicos, antioxidantes e fibras (MELO et al., 2011).
Para Karacabey e Mazza (2010) os antioxidantes
alimentares desempenham um papel importante no
sistema de defesa do organismo contra as ERO e

ERN.

As uvas, seus derivados e coprodutos - como bagaco,
engaco e semente de uva - sdo considerados fonte de
compostos fendlicos, que por sua vez, sdo fontes
importantes de antioxidantes (SOARES et al., 2008;
KARACABEY E MAZZA, 2010; RANA et al., 2015;
TOURNOUR et al.,, 2015; LEYVA-CORRAL et al.,
2016). Os coprodutos ou residuos podem representar
ganhos econdmicos significativos para produtores,
tornando-se matérias-primas para outras atividades,
oferecendo uma nova possibilidade de
aproveitamento, como por exemplo, serem utilizados
como ingredientes para alimentos funcionais, atuando
como antioxidantes e antimicrobianos naturais,
prolongando prazos de validade do alimento pela
inibicdo da oxidacdo, além de incrementar cor, sabor e
aroma. Podem serem utilizados como suplementos
pela inddstria farmacéutica e ainda prevenir ou

diminuir os problemas e impactos ambientais
causados pela acumulacdo e descarte destes produtos,
mas principalmente serem utilizados em prol da sadde
(DOMINGUEZ-PERLES et al., 2014; MACAGNAN et
al., 2015). Atualmente seu uso estd limitado apenas a
producdo de alcool por meio da fermentacdo e para a
fabricacdo de racBes para animais, ou ainda na
descartados na natureza nenhuma

maioria sem
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utilizac3o.
Todavia, extrair compostos bioativos a partir de
diferentes matrizes muitas técnicas vem sendo
empregadas e estudadas (GHAFOOR et al., 2010),
pois existem inGmeras classes e diferentes compostos
que precisam de condicdes especificas para serem
totalmente extraidos sem haja a degradacdo dos
Entretando,

mesmos. muitos fatores podem estar

relacionados com a extracdo dos compostos,
destacando: tipos de solvente, tempo de extracao,
temperatura, pH, proporcao sélido-liquido,
solubilidade e tamanho das particulas. Para Freire et
al. (2013) e Angelo e Jorge (2007) a polaridade do
solvente é o fator que mais influencia a extracdo dos
compostos, pois estes apresentam polaridades muito
diferenciadas. Ainda, Melo et al. (2008) destaca n3o
existe um determinado solvente universal que consiga
realizar uma maxima

extracdo, em funcdo da

complexidade de cada amostra. Dentro deste
contexto, o objetivo deste trabalho foi obter fraces
ricas em compostos fendlicos e atividade antioxidante
(AA) a partir do extrato etandlico do bagaco de uva
(EEBU),

liquido-liquido com solventes de diferentes polaridades

utilizando a técnica de fracionamento
e apés a obtencdo das fracOes, testd-las quanto a
atividade antioxidante, o que caracteriza o estudo

bioguiado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo da amostra

O bagaco de uva (espécie Vitis labrusca — cultivar
bordd), proveniente do processamento de vinho tinto,
foi obtido em uma vinicola no ano de 2014, localizada
na cidade de Mariépolis, Parana, Brasil. Apds a
coleta, a amostra foi liofilizada, triturada em moinho
de facas e armazenada no freezer até o momento da

extracao.

2.2 Extracao

O extrato etandlico do bagaco de uva (EEBU) foi
preparado em uma concentracio de 8 g L™, utilizando

uma mistura de etanol:dgua como solvente extrator
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na concentracio de 50:50 (v/v) e em seguida
acondicionado em banho-maria com temperatura e
tempo controlados (50 °C por 45 minutos), condico
definida em estudos preliminares (dados n3o
mostrados). Na sequéncia, o extrato foi resfriado até
temperatura ambiente e filtrado com auxilio de

pressdo reduzida.

2.3 Fracionamento liquido-liquido

A partir do EEBU produzido conforme item 2.2, foi

realizado fracionamento a partir da técnica de
particdo liquido-liquido com solventes de polaridades
distintas na ordem crescente de polaridade, utilizando
funil de separacdo: hexano (F-HEX), diclorometano
(F-CH.Cl,) e acetato de etila (F-ACETATO). A frac3o
restante foi denominada de fracdo etandlica (F-
EtOH). Em seguida, o extrato e as fracdes foram
evaporados em evaporador rotativo com temperatura
controlada de 40 °C e press3do reduzida e na sequéncia

liofilizados.

2.4 Preparo das solucdes para realizacdo das
analises

A partir do extrato e fracBes concentradas, as
amostras foram pesadas, solubilizadas e diluidas em
concentracles especificas

para a realizacdo das

anélises seguintes (itens 2.5 e 2.6).

2.5 Determinacao do teor de compostos fendlicos
totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais (CFT)
foi realizada utilizando o método de Folin-Ciocalteau
descrita por descrito por Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventés (1999). As fracdes F-CH.Cl,, F-
EtOH e EEBU foram preparadas na concentracdo de
500 mg L e a F-ACETATO na concentracio de 250
mg L™ para a realizacio da anélise. A F-HEX n3o foi
analisada em funcdo da insolubilidade no meio

reacional que é aquoso. A curva analitica foi

construida na faixa de concentracdo de 5 a 100 mg
-1 - o Ih ~ N .

L™ utilizando acido gélico como padrdo de referéncia.
Os resultados foram

expressos em miligrama

equivalente acido gélico por grama de amostra seca
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(mg EAG g).

2.6 Avaliacao da Atividade Antioxidante por
DPPH =

A medida do potencial sequestrante do radical livre
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl hidratado (DPPH) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por
Brand-Williams et al. (1995). Para a realizacdo da
analise, as fracées F-CH,Cl,, F-EtOH e o EEBU foram
preparados na concentracio de 100 mg L™, a F-HEX
e F-ACETATO 500 e 25 mg L™, respectivamente. O
resultado da anélise foi expresso em micromol de

Trolox por grama de amostra seca (pmol de Trolox
-1
g)

2.7 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os
+ o
desvio padrio (DP) com um nivel de 95% de

resultados foram apresentados como média

significancia. Foi realizado o teste de Tukey para
identificar diferencas significativas entre as médias das
amostras, utilizando o software STATISTICA 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada a comparacdo entre as médias obtidas
para as fracdes - F-HEX, F-CH,Cl,, F-EtOH e F-
ACETATO - e o EEBU para testar a maxima
extracdo de compostos com bioatividade. A partir dos
resultados obtidos nas andlises de CFT e atividade
antioxidante pelo método de sequestro do radical

DPPH =, é possivel concluir que para CFT todas as

fracGes apresentaram diferencas estatisticamente
significativas  (Tabela 1) (p<0,05). Quando a
atividade antioxidante foi avaliada, com 95% de

significancia, apenas as fracdes F-CH,Cl, e F-EtOH
ndo apresentaram diferencas significativas entre as
médias.
Todavia, tanto para CFT quanto para atividade
antioxidante, a fracdo que apresentou maior teor de
compostos bioativos, foi a fracdo obtida com o
solvente acetato de etila (F-ACETATO) (Tabela 1),

apresentando valor médio de 380,22 mg EAG g para
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CFT e 2101,28 pmol Trolox g para AA. O que indica
que o processo de fracionamento foi eficiente,
proporcionando a concentracdo dos compostos de
interesse na fracdo descrita anteriormente.  Para
Campos (2005), isto pode estar ligado a polaridade
do solvente acetato de etila que solubilizou mais
compostos polares que por sua vez, possuem maior
atividade antioxidante. Wu et al. (2004), estudando a
atividade antioxidante de diferentes frutos,
observaram que as fra¢des mais hidrofilicas (como o
etanol e acetato de etila) apresentam maior atividade
antioxidante, ressaltando ainda que os compostos
bioativos das fracdes hidrofilicas apresentam 90%
mais atividade antioxidante quando comparadas a
solventes mais hidrofébicos

outros como

diclorometano e hexano.

Tabela 1 — Resultados para CFT e AA pelo método de DPPH = para as
amostras provenientes do fracionamento liquido-liquido

Amostras CFT (mg EAG g')  DPPHs (umol trolox g*)
EEBU 152,9 + 2,54° 714,7 + 25,09°

F-HEX - 19,34 + 3,52¢

F-CH:Cl 118,2 + 2,00° 4459 + 14,5°
F-ACETATO  380,2 +5,82° 2101 + 47,9°

F-EtOH 93,10 + 3,22¢ 452,1 + 3,79°

Letras diferentes na mesma coluna denotam diferencas significativas entre as
amostras. Resultado expresso como média £ DP.

Contudo, a amostra que menos apresentou valores
para a medida de AA pelo método de DPPH = foi a
fracdo F-HEX, apresentando valor de 19,34 pmol
Trolox g'. Dentre as fracdes testadas, a F-EtOH foi
que apresentou o menor teor de CFT (93,10 mg EAG
g'). Oldoni et al. (2016)

fracionamento liquido-liquido para

também utilizaram

concentrar os

compostos de interesse a partir de pelicula de

amendoim. Para isso utilizaram solventes com

diferentes polaridades e a fracdo que apresentou maior
bioatividade foi aquela produzida utilizando o solvente

metanol, o que indica que o processo de

fracionamento bioguiado apresenta-se como
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Antioxidant potential of grape pomace using liquid-liquid fractionation
technique
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Abstract — The grapes, their derivatives and by-products - such as pomace, stalks and grape seeds - are
considered sources of phenolics compounds, which in turn represent a class of bioactive compounds with
antioxidant potential. The recovery of by-products can pose significant economic gains for producers,
becoming raw materials for other activities and delivering a new possibility of use and income. However, for
in an efficient manner extracting bioactive compounds from different matrices various techniques have been
employed because many factors affect the extraction process, especially the polarity of the solvents used.
Thus, the aim of study was to obtain fractions with high content of phenolic compounds and antioxidant
activity in assets from the hydroalcoholic extract of grape pomace using solvents with different polarities. A
total of 4 fractions were obtained from the solvents hexane, dichloromethane, ethyl acetate and ethanol. The
fraction that had the highest phenolic content (380.22 mg GAE g™ of dry sample) and antioxidant activity
for the radical-scavenging method of DPPH (2101.28 p Trolox g™ dry sample) was obtained with the fraction
the ethyl acetate solvent. The remaining fractions also showed high antioxidant potential, which indicates
that these results are promising, because there are few studies that used liquid-liquid fractionation technique
for bioguided isolation of compounds from grape pomace, which highlights the importance of this study.

Keywords: bioactivity. Extraction. Partition. phenolics compounds.
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