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Resumo: A casca de uva proveniente da industria de vinho ainda contém expressivas
quantidades de compostos fendlicos. Caracteristicas especificas dos solventes
aplicados influenciam diretamente na extracdo de compostos fendlicos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes solventes na obteng&o de
compostos fendlicos em extratos da casca de uva Syrah por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Foram elaborados extratos de cascas de uvas com 3 diferentes
solventes (agua, alcool de cereais a 50% e 80%), e avaliados utilizando curva padrao
com 15 compostos fendlicos. Nao foi possivel quantificar os compostos fendlicos,
porém o0s cromatogramas sugerem a presenca de alguns deles. O solvente que
proporcionou melhor interacéo com a casca de uva foi o &lcool de cereais a 50%.

Palavras-Chave: antioxidante, residuo, casca de uva, cromatografia.

INFLUENCE OF DIFFERENT SOLVENTS ON THE PHENOLIC
COMPOUNDS CONTENT GRAPE EXTRACTS (VITIS VINIFERA)
FROM SYRAH VARIETY

Abstract: Grape rind from the wine industry still contains significant amounts of
phenolic compounds. Specific characteristics of the applied solvents directly influence
the extraction of phenolic compounds. The objective of this work was to evaluate the
influence of different solvents on phenolic compounds in Syrah grape husk extracts by
high performance liquid chromatography. Grape peel extracts were prepared with 3
different solvents (water, 50% and 80% cereal alcohol), and evaluated using standard
curve with 15 phenolic compounds. It was not possible to quantify the phenolic
compounds, but the chromatograms suggest the presence of some of them. The
solvent that provided the best interaction with grape peel was 50% cereal alcohol.

Keywords: antioxidants, residue, grape peel, chromatography.
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1. INTRODUCAO

Diversas pesquisas ao longo do tempo tém demostrado interesse em estudar
os efeitos benéficos a saude atribuidos aos compostos fendlicos presentes na maioria
dos alimentos. Os estudos destacam os multiplos efeitos bioldgicos e clinicos
relacionados a estes compostos da dieta como papeis antioxidantes, cardioprotetor,
anticancer, anti-bacteriano, anti-virais, vasodilatador, antidiabética e acfes anti-
inflamatérias [1].

Os compostos fendlicos, constituem um dos maiores grupos de metabolitos
secundérios das plantas com mais de 8000 j& conhecidas. Eles sao importantes
constituintes dos alimentos. As uvas contem expressivas quantidades desses
compostos quando comparada a outras frutas e vegetais [2]. O teor total de fendlicos
das cascas de uva variam conforme a cultivar, fatores como topografia, geologia,
drenagem, clima, microclima, castas, intervencdo humana (terroir) [3].

Pesquisas apresentam grande eficacia em reutilizacdo do bagaco da uva por
conter expressivas quantidades de fendlicos e antioxidantes. Na casca sao
encontrados componentes como os flavondis (quempferol, quercetina e miricetina) [4],
as antocianinas (cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina, malvidina), os estilbenos
(resveratrol), os acidos fendlicos (acido cafeiltartarico e o acido p-cumariltartarico),
além de uma larga variedade de taninos [5-7].

Para a extracdo de compostos fenodlicos de diversas matrizes, diferentes
sistemas de solventes sdo utilizados [8]. A extracdo por solventes € o0 método mais
comum para separar antioxidantes naturais. Estes quando em série nos alimentos,
com solventes diversificados, pode ser mais eficiente na extracdo de compostos
bioativos, uma vez que leva em conta a diversidade de cada amostra [9]. O sistema
solvente utilizado na extracdo de bagaco de uva influencia diretamente os contetdos
de fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante dos extratos [6].

O tipo e a polaridade do solvente sdo caracteristicas que afetam a transferéncia
de elétrons e de atomos de hidrogénio, aspecto-chave na extracdo de polifenois, e
consequentemente na capacidade antioxidante [10]. Além do rendimento, a escolha
do sistema solvente a ser utilizado também influencia na composi¢céo do extrato [11].

Considerando a importancia dos compostos fendlicos para a saude humana, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes solventes na
obtencdo de compostos fendlicos em extratos da casca de uva Syrah por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2. METODOLOGIA
2.1.Material e Reagentes

Foram utilizados metanol, DMSO (Sigma-Aldrich Chemical Co. - St. Louis, MO,
EUA) e acido acético (Dinamica) de grau HPLC, e alcool de cerais (92,8% - Anidrol).
Utilizou-se filtro para seringa de nylon de 0,20 um (Agilent Captiva, Califérnia, EUA).
Os padrdes acido cafeico (CAS number 331-39-5), acido galico (CAS number 149-
91-7), acido trans-cinamico (CAS number 205-398-1), acido p-cumarico cristalino
(CAS number 501-98-4), biochanina A (CAS number 91-80-5), catequina (CAS
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number 7295-85-4), epicatequina (CAS number 490-46-0), formononetina (CAS
number 485-72-3), isoliquiritigenina (CAS number 961-29-5), miricetina (CAS number
529-44-2), narigenina (CAS number 67604-48-2), quercetina (CAS number 117-39-5),
resveratrol (CAS number 501-36-0) e rutina hidratada (CAS number 207671-50-9)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e &cido trans-
ferulico (CAS number 537-98-4) da Fluka.

2.2.0btencao dos Extratos

As amostras de bagaco de uva Syrah (Vitis vinifera L.) utilizadas foram obtidas
de industrias vitivinicolas da regido do Vale do Séao Francisco no més de agosto/2018.
As cascas foram separadas da semente e engaco e mantidas sob congelamento (-20
°C) até o momento de uso. Foram obtidos 3 extratos de casca de uva Syrah com
variacao do solvente: extrato aquoso (EA), extrato de &lcool de cereais a 50% (EAC50)
e extrato de alcool de cereais a 80% (EAC80). As cascas foram trituradas com o
solvente na propor¢ao 1:5 m/v. Em seguida, a mistura foi sonicada (Elma Sonic, S40H,
Alemanha), por 30 min/60 °C. Posteriormente, foi homogeneizada em incubadora tipo
shaker por 120 min (180 rpm), filtrada e concentrada em concentrador de amostra
(Genevac, MiVac Concentrator, Reino Unido), a 50 °C. O extrato foi armazenado em
temperatura de congelamento (-27 °C).

2.3.Analise Cromatogréafica dos Extratos

Para a identificacdo e quantificacio dos compostos (Acido Cafeico, Acido
Galico, Acido p-cumarico, Acido Trans-cinamico, Acido Trans-ferdlico, Biochanina A,
Catequina, Epicatequina, Formonometina, Isoliquiritigenina, Miricetina, Naringenina,
Quercetina, Resveratrol e Rutina Hidratada), inicialmente foram preparadas solucdes
dos padrées a concentracdo de 10 mg.L?, os quais foram dissolvidos em metanol de
elevada pureza. Solucdes metandlicas de extratos de uva também foram preparadas
(5500 ppm). As amostras foram filtradas em filtro de nylon de 25mm, 0,20 um (Agilent
Captiva) para injecao em Cromatoégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC) (Shimadzu,
LC-20AT, Japéao) equipado com injetor automatico e detector de arranjo de diodo
(DAD) (Shimadzu, SPD-M20, Japao). A separacao cromatografica foi adaptada tendo
por base o método proposto por Salgueiro & Castro [12] e Cabral et al. [13]. A coluna
NUCLEODUR® 100-5 C18 ec (150x4 mm ID; tamanho de particula de 5 um) foi
utilizada em conjunto com uma pré-coluna ZORBAX Eclipse Plus C18 4,6x12,5 mm
(Agilent, USA).

As condi¢des de analise foram realizadas com um gradiente de eluicdo com
uma fase mével de &cido acético 5% e metanol em diferentes propor¢des e com tempo
de analise total de 42 minutos (de 0 a 35 min (0-92% B); 35 a 40 min (92-0% B); 40 a
42 min (0% B)). O volume de injegdo foi de 20 pyL e o fluxo de 1 mL.mint. O
equipamento foi operado a temperatura de 40+2 °C. A leitura do detector de arranjo
de diodos foi ajustada na faixa de 190 a 800 nm e a aquisigdo cromatografica foi
definida entre 260 e 370 nm. A identificacdo dos compostos foi realizada através da
comparacao do tempo de retencdo e do espectro ultravioleta entre as amostras e 0s
padrées (Tabela 1), a faixa de trabalho dos compostos foi de 0,5 a 30 mg.L™.
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Tabela 1. Limite de deteccado e quantificacdo dos compostos ativos por HPLC DAD

_ R A Limite de Lim!t_e de
Composto Fendlico . Deteccéo Quantificagéo

(min) (nm) -1 -1

) (mg.g™) (mg.g7)
Acido Cafeico 8,20 320 0,29 0,96
Acido Galico 2,32 280 0,96 3,21
Acido p-cumérico 10,35 300 1,04 3,48
Acido Trans-cinamico 16,02 280 0,28 0,93
Acido Trans-Fertlico 11,33 320 1,99 6,64
Biochanina A 22,00 280 0,41 1,38
Catequina 6,59 280 1,07 3,58
Epicatequina 8,45 280 0,81 2,69
Formononetina 19,28 300 0,28 0,94
Isoliquiritigenina 18,70 370 0,34 1,14
Miricetina 13,06 370 0,72 2,39
Naringenina 16,54 280 0,24 0,79
Quercetina 15,30 370 0,77 2,57
Resveratrol 13,79 300 0,28 0,93
Rutina Hidratada 11,23 260 0,29 0,97

tR=tempo de retengéo; A=comprimento de onda; LD=limite de detecgdo; LQ=limite de quantificacédo.

Com o objetivo de garantir a confiabilidade dos resultados obtidos, foi realizada
uma validacdo de acordo com as metodologias da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) [14] e do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO) [15]. Esta andlise foi realizada de acordo com os parametros de
seletividade, linearidade, precisédo, limites de deteccéo e limites de quantificacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fendlicos investigados nos diferentes extratos de casca uvas sao
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliagdo qualitativa dos compostos ativos presentes em extratos de uva
Shiraz obtidos com diferentes solventes

Composto fendlico

EA EAC50 EAC80
Acido Cafeico <LD <LQ <LQ
Acido Galico ND <LD <LD
Acido p-cumarico <LD <LD <LD
Acido Trans-cinamico <LD <LQ <LD
Acido Trans-Ferulico ND <LD <LD
Biochanina A ND ND <LD
Catequina <LD ND <LD
Epicatequina <LD <LD <LD
Formononetina ND ND ND
Isoliquiritigenina ND ND ND
Miricetina <LD <LQ <LQ
Naringenina <LD <LD <LD

Quercetina ND ND ND
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Resveratrol ND <LD <LD
Rutina Hidratada <LD <LQ <LQ

ND= Né&o detectado; <LD= abaixo do limite de detec¢édo; <LQ= abaixo do limite de quantificacdo

Ressalta-se que apesar de nenhum compostos ser quantificado, os extratos
apresentaram em seus cromatogramas picos que sugerem a presenca de alguns
compostos em sua composicao fitoquimica, sendo estes sinalizados com <LD (abaixo
do limite de deteccéo) na Tabela 2.

De acordo com os resultados apresentados, sugere-se que o solvente que
proporcionou melhor interacdo com a casca de uva foi o alcool de cereais a 50%.
Abaixo tem-se o cromatograma (Figura 1) para a rutina no comprimento de onda de
260nm.

Figura 1. Cromatograma dos extratos de uva obtidos com diferentes solventes. EA
(A), EAC50 (B) e EAC80 (C)
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A miricetina € um isoflavanol com atividade antioxidante, é comumente
distribuida em frutas, vegetais, nozes, frutas vermelhas, cha e vinho tinto [16].
Acredita-se que mirecetina apresenta multiplos efeitos terapéuticos, potenciais
propriedades para saude como antioxidante [17,18], anti-carcinogénicas, anti-
inflamatorias, anti-ateroscleréticas, anti-tromboticas, anti-diabéticas e antivirais [19],
exercem efeitos anti- e prooxidantes, bem como exibem efeitos mutagénicos e
potencial anti-mutagénico, [18,20-22].

A rutina, flavona natural, apresenta diversas propriedades, incluindo
antialérgica, anti-inflamatoria, antitumoral e principalmente antioxidante, antidiarreico,
antihipertensivo, antimutagénica e prote¢cdo contra o estresse nitrosativo e leséo
hepatocelular [18,23,24].

Wang et al. [25] ao analisar extrato de uva, obtidos com solu¢gbes de HCIl e
metanol (1:1) e acetona (70%) e analisados pelo mesmo meétodo cromatografico
encontrou valores de 34,8+3,3 ug.mg e 9.0+£0.8 pg.mg para miricetina e rutina.
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4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que 0s extratos apresentam
compostos fendlicos em sua composicdo, entretanto, a concentracdo analisada das
amostras foi relativamente baixa em comparacdo com curva analitica utilizada para o
método de andlise. Desta forma, infere-se que a matriz desde estudo (casca de uva)

possui compostos fitoquimicos, porém uma nova analise com uma maior
concentracéo faz-se necessaria para quantificar efetivamente estas substancias.
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