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RESUMO - Residuos da industria vitivinicola podem ser explorados como fonte natural de
compostos bioativos para aplicacdo em diversos setores. Este estudo investigou o perfil de
compostos fendlicos de residuo descartados durante a elaboracéo de vinho, procedente de regides
vitivinicolas do Estado de Sdo Paulo. Compostos fendlicos do bagaco (cascas + sementes de uva)
e do engaco (ou raquis) foram extraidos utilizando métodos previamente estabelicidos em escala
industrial e quantificados por analise cromatogréafica. Os resultados evidenciaram que o bagacgo
apresentou maiores concentracdes da maioria dos compostos fendlicos quantificados (n=16), com
destaque para (-)-epicatequina, procianidina A2 e acido trans-caftarico. Enquanto o engago
apresentou maiores teores de ¢-viniferina e (-)-epigalocatequina galato. Sugere-se assim, que esses
residuos sejam melhor explorados como sub-produtos da vinificacdo, uma vez que podem ser
considerados fontes de compostos bioativos com aplicacdes diversas industriais, gerando

adicionalmente maior sustentabilidade para a cadeia da uva e melhorando a economia circular.
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ABSTRACT — Wine industry residues can be exploited as a natural source of bioactive compounds
for application in various sectors. This study investigated the phenolic compound profile of residues
discarded during winemaking, sourced from wine-producing regions in the State of Sdo Paulo.
Phenolic compounds from the grape pomace (grape skins + seeds) and the grape cabnes were
extracted using methods previously established on an industrial scale and quantified by
chromatographic analysis. The results showed that the grape pomace had higher concentrations of
most of the quantified phenolic compounds (n=16), with notable amounts of (-)-epicatechin,
procyanidin A2, and trans-caftaric acid. In contrast, the grape cane exhibited higher levels of &-
viniferin and (-)-epigallocatechin gallate. Therefore, it is suggested that these residues be better
exploited as by-products of winemaking, as they can be considered sources of bioactive compounds
with diverse industrial applications, additionally generating greater sustainability for the grape chain

and improving the circular economy.

Keywords: Grape Canes, Grape Pomace, Bioactive Compounds, Grape.

1. INTRODUCAO

A vitivinicultura no Brasil teve inicio com os colonizadores portugueses e se tornou uma
atividade comercial no século XX. Originalmente focada em uvas americanas, as videiras europeias
foram introduzidas no mesmo periodo. Até a década de 1960, sua exploracao estava restrita a regiao
Sul do pais, mas desde entdo, tem se expandido para regifes tropicais e sub-tropicais, devido a
diversidade de condi¢cBes ambientais, sistemas de cultivo e recursos genéticos (Camargo et al.,
2011). Vale ressaltar que essas regides se destacam em virtude dos fatores ambientais, que
contribuem para a sintese de compostos fendlicos (metabolitos secundarios) devido ao estresse da
videira causado pela insolagdo mais intensa (Oliveira et al, 2015). Atualmente, os principais Estados
produtores de uvas sdo o Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Parana, Bahia, Santa
Catarina e Minas Gerais. A producdo de uvas no pais ultrapassa 1,4 milhdes de toneladas/ano,
sendo seus principais produtos derivados o vinho (156 milhdes de L/ano) e o suco (160 milhdes de
L/ ano). O mercado interno absorve a maior parte da uva e de seus derivados, e 0s principais
produtos exportados sdo a uva de mesa embalada em cumbucas plasticas e o0 suco concentrado
(Mello; Machado, 2021).

O interesse pelos compostos bioativos, especialmente os compostos fendlicos, vem
crescendo devido aos seus potenciais beneficios a saide humana. Segundo Mello & Silva (2014),

estudos indicam que os residuos do processamento da uva para a producéo de suco e vinho, como
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0 bagaco (casca e semente) e o engaco (raquis), apresentam alto teor de compostos fendlicos, que
possuem importantes atividades biologicas, fornecendo protecdo significativa contra distarbios
metabdlicos e cardiacos. Além disso, esses compostos possuem propriedades antienvelhecimento,

anticarcinogénicas e anti-inflamatérias (Houillé et al., 2015).

A procura por fontes de compostos fendlicos vém aumentado nos ultimos anos para diversas
aplicagcBes, notadamente para uso pelos setores nutracéutico, alimenticio e cosmético, entre outras
finalidades. Além disso, a industria vem utilizando os compostos fendlicos como antioxidantes
naturais. Neste sentido, ressalta-se a importancia de dimensionar a disponibilidade do residuo da
agroindustrializacdo da uva, proveniente da elaboracdo de suco e vinho, para a finalidade de
extracdo de compostos fendlicos. Em geral, cerca de 30% da uva destinada a producao do vinho e
do suco é descartada na forma de residuo (bagaco e engaco), que geralmente é queimado no
campo, compostado ou destinado para nutricdo animal (Pandey et al., 2014; Houillé et al., 2015).

Por conseguinte, o bagaco e o0 engaco representam-se como recursos biol6gicos
promissores, podendo conter elevadas concentracdes de compostos bioativos com aplicacdes
potenciais. Nesse sentido, tecnologias desenvolvidas atualmente visam beneficiar os produtores de
uva brasileiros e as vinicolas, viabilizando a comercializacdo de residuos resultantes do
processamento do fruto e a extragdo de seus compostos fendlicos, originando insumo sustentével,
que pode ser uma oportunidade de negdcio para a economia circular. Assim, o objetivo deste estudo
foi identificar o perfil de compostos fendlicos do engago e do bagacgo resultantes da elaboragéo de

vinhos comerciais procedentes do Estado de S&o Paulo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Padrodes e solventes

Os padrdes de referéncias (grau de pureza = 95%) kaempferol-3-O-glucosideo e Procianidina
A2 foram adquiridos da empresa Cayman chemical; acido siringico, (-)-epigalocatequina galato e
miricetina foram comprados da empresa Trc Canada; acido galico, acido caftarico, acido p-cumarico,
Procianidina B1, Procianidina B2, (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-epicatequina galato, trans-
piacetannol, isorhamnetina-3-O-glucosideo e quercetina-3-B-D-glucosideo foram obtidos da
empresa Toronto Research Chemicals e ¢-viniferina foi comprado da empresa Ambeed. Acetonitrila
para HPLC, &cido férmico, metanol e &cido ortofosforico foram adquiridos da Sigma-Aldrich e a 4gua

ultrapura foi obtida de um sistema de purificagdo de agua Millipore Milli-Q.

2.2. Matéria-prima

Os residuos da elaboracdo do vinho analisados foram o bagaco (casca + semente) e o
engaco (também conhecido como raquis), coletados em setembro de 2023, em diferentes vinicolas
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do Estado de Sao Paulo, nas regides de Jundiai, Espirito Santo do Pinhal e S&o Roque. Esse material
foi transportado para a Empresa Conatus Ambiental, para a preparacdo dos extratos. As raguis
(engaco), apos secas em estufa (40°C), foram cortadas em secdes de 10 cm de comprimento e
armazenadas em camara controlada a 20°C por seis semanas, conforme procvedimentoi adotado
por Houillé et al. (2015) para aumentar o teor de compostos fendlicos desse tipo de residuo. Apés o
periodo de armazenamento, as raquis foram moidas em moedor analitico até obter o p6 com um
tamanho médio de particula cerca de 1 mm. As cascas + sementes (bagaco) foram imediatamente
moidas para iniciar o processo de extracdo dos compostos fendlicos.

2.3. Preparo dos extratos

A extracdo dos compostos fendlicos do bagaco e engaco foi realizada em triplicata seguindo
a metodologia proposta por Houillé et al. (2015). Utilizou-se 15 g de p6 moido de ambas as amostras.
Para a preparacdo dos extratos, foi utilizado 300 mL de solugéo de etanol absoluto de grau
farmacéutico 99,5°GL com agua destilada (80:20 v/v), agitada por 30 minutos em agitador mecanico

a velocidade de 1400 rpm e temperatura de 80°C, seguido de centrifugagdo a 4000 g por 15 mim.

2.4. Concentragao dos extratos

A concentragcdo dos extratos obtidos dos residuos do bagagco e engaco foi realizada no
Laboratério de Residuos e Contaminantes da Embrapa Meio Ambiente, com auxilio de um
rotaevaporador (modelo Basis Hei-Vap precision) acoplado a uma bomba a vacuo (Rotavac, marca
Heidolph, Schwabach, Alemanha) nas seguintes condi¢fes: presséao inicial 140 mbar; presséo final
60 mbar; temperatura 40°C; e rotagdo de 110 rpm por uma hora. Em seguida, gas nitrogénio foi
utilizado para secar todo o solvente restante. Os extratos foram, entdo, armazenados em freezer a

-26,3°C até a analise por cromatografia.

2.5. Identificacao e quantificacdo dos compostos fendlicos

O perfil de compostos fendlicos foi determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
detector de arranjo de diodos (HPLC/DAD) utilizando cromatégrafo modelo Prominence com sistema
de software LabSolutions da marca Schimadzu (Kyoto,Japao). Para identificacdo e quantificacéo dos
compostos fendlicos foram utilizados os métodos previamente validados por Natividade et al (2013)
e Costa et al (2020). Os extratos concentrados foram ressupensos com 500 pl de metanol e 1,5ml
de fase moével (solucéo acido de ortofosférico a 0,85%), e centrifugados a uma velocidade de rotagcéo
14000 rpm por 20 minutos a 20°C. Apoés a centrifugacao, filtrou-se o sobrenadante através de
membrana de nylon de 13 mm de didmetro com tamanho de poro de 0,45 pum. O volume de 25 pl de
cada amostra foi injetado em trés repeticbes. Para separacdo dos compostos fendlicos foi
empregada a coluna Gemini-NX C18, a pré-coluna Gemini-NX C18, ambos da marca Phenomenex
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(Torrance, USA) e o detector DAD nos comprimentos de 220, 280, 320 e 360 nm. Como fases
moveis foram utilizados o acido ortofosférico em agua ultrapura a 0,85% como solvente A e
acetonitrila como solvente B. A seguinte eluicdo por gradiente foi aplicada: 0 min com 100% de
solvente A; ajustado para 93% do solvente A e 7% do solvente B em 10 min; 90% do solvente A e
10% do solvente B em 20 mim; 88% do solvente A e 12% do solvente B em 30 min; 77% do solvente
A e 33% do solvente B em 40 min; 65% do solvente A e 35% do solvente B em 45 min; e 100% de
solvente B em 55 min (tempo total de execugédo de 60 mim). A temperatura do forno foi mantida a
40°C e a vazéo de 0.5 mL/min.

Os compostos fendlicos foram identificados de acordo com seus espectros de UV e tempo
de retencdo em comparacdo com 17 padrbes externos analisados nas mesmas condigcbes
metodoldgicas. Aquantificagdo foi realizada a partir de curva de calibragdo construidas com sete
pontos de diferentes concentragdes (0,25;0,5;1;5;10;25 e 50 pl/mL).

Adicionalmente, foi feita a identificacdo de compostos fendélicos por cromatografia liquida de
ultra performace acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo e fonte de ionizagdo por
electrospray (UPLC-ESI-MS/MS), utilizando equipamento Quattro Premier XE da marca Waters
(Massachusetts, USA). Os extratos concentrados do bagago foram ressuspensos com 1 mL de
metanol, sendo retirado 100 uL e diluido com 900 pL de fase mével (80% de acido férmico 0,1%/
20% de Metanol) e filtrado através de um filtro PVDF 0,22um. J4 para os extratos concentrados de
engaco, foi retirado 500 pL, diluido em 500 pL de fase mével e contrifugado por 20 mim, para entdo
retirar o sobrenadante para a injecdo. Ambos foram injetados em um volume de 20 pL em trés
repeticdes. A coluna Acquity UPLC® BEH C18 (1,7 ym, 2,1 mm ID, 100 mm) da marca Waters foi
utilizada para a separagdo dos compostos, com temperatura do forno mantida em 30 °C e fluxo de
0,3 mL min. O sistema foi operado em modo positivo e negativo de ionizacdo e o monitoramento
de reacdes multiplas (MRM) foi utilizado para aquisicdo dos espectros de massa. As condicdes de
aquisicao foram: capilar de 3 KV e 2 KV respectivamente, extrator de 4 V, temperatura da fonte de
120 °C, temperatura e fluxo do gas de dessolvatacdo (N;) iguais a 400°C e 500 L h?,

respectivamente.

O sistema de UPLC-ESI-MS/MS operou em modo gradiente de eluicdo, aplicando-se como
fases moéveis a solucdo aquosa de acido formico 0,1% (A) e metanol (B). O gradiente iniciou-se em
15% de (B) por 1,0 minuto, alterando-se linearmente para 40% (B) até 3,0 minutos e mantendo-se
nesta condicdo até 5,1 minutos. Em 5,2 minutos alterou-se para 65% de (B) mantendo-se nesta
condicdo até 6,0 minutos. Em 6,1 minutos alterou-se para 90% de (B) até 7,0 minutos. Finalmente
em 7,1 minutos alterou-se para 15% de (B) até 8,0 min e o equilibrio inicial reestabelecido, totalizando

8 minutos de corrida.



18° Congresso Interinstitucional de Iniciagéo Cientifica — CI1C 2024

27, 28 e 29 de agosto de 2024
ISSN: 2965-2812

Os compostos fenolicos foram identificados por UPLC-ESI-MS/MS de acordo com suas
massas e tempo de retencdo em comparacdo com os 17 padrdes externos analisados nas mesmas
condi¢cbes metodoldgicas. Para cada padrdo, também foram construidas curvas de calibragéo de
seis pontos (0,0050 até 5,00 pg/mL). Adicionalmente, para determinagdo do limite de detecgéo (LD)
foram realizadas seis inje¢es de cada padréo, considerando o desvio menor que 20 % (RSD<20%).
Ja para a determinacdo do limite de quantificacao (LQ), foi considerado o menor ponto da curva para
cada padréo (0,0050 pg/mL).

Os principais resultados dos parametros de validacdo dos métodos de quantificdo de
compostos fendlicos em bagaco e engago de uva por HPLC/DAD e UPLC-ESI-MS/MS sé&o

mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de validacdo dos médodos para identificacdo de compostos fendlicos em bagaco e engaco de uva, residuos do processo de vinificacao, desenvolvidos

utilizando HPLC/DAD e UPLC-ESI-MS/MS.

Padrdes Analiticos de compostos HPLC/DAD UPLC-ESI-MS/MS
fenolicos
N° CAS Principio Ativo TR R? Comprimento de TR +/-  m/z fragmentos R? LD LQ
(mim) onda (nm) (mim) m/z (Mg/mL) (ug/mL)
149-91-7 Acido Galico 12,283 0,99987 280 1,47 - 169 125 79 0,998924 0,0050 0,0050
67879-58-7 Acido trans-caftarico 27,061 0,99618 320 2,70 - 311 135 178 0,998363 0,1000 0,1000
20315-25-7 Procianidina B1 27,805 0,99294 220 -
154-23-4 (+)-Catequina 29,069 0,99559 220 3,10 + 291 139 123 0,992418 0,0025 0,0050
29106-49-8 Procianidina B2 34,695 220
530-54-4 Acido siringico 34,728 0,99637 220 3,98 199 140 155 0,990250 0,0025 0,0250
490-46-0 (-)-Epicatequina 36,266 0,9957 220 3,85 291 139 123 0,992260 0,0025 0,0500
989-51-5 (-)- galato 39,588 0,9965 280 3,60 459 139 169 0,991433 0,0250 0,0250
epigalocatequina
7400-08-0 Acido p-cumarico 42,013 0,9958 320 4,54 - 163 119 93 0,990333 0,0025 0,1000
1257-08-5 (-)- galato epicatequina 45,230 0,99583 280 4,27 + 443 123 273 0,990045 0,0050 0,1000
41743-41-3 Procianidina A2 45,872 0,99421 220
10083-24-6 trans-piceatannol 46,806 0,99008 320 4,72 245 135 121 0,980277 0,0100 0,0500
480-10-4 Kaempferol-3-O- 47,353 0,99592 360 6,44 + 449 287 85 0,984772 0,0025 0,0250
glucosideo
5041-82-7 Isorhamnetina-3-O- 47,606 0,99633 360
glucosideo
529-44-2 Miricetina 48,558 0,99492 360 6,40 319 153 217 0,990514 0,0500 0,0500
62218-08-0 e-Viniferina 54,560 0,9903 320 6,55 455 347 - 0,980080 0,2500 0,2500
482-35-9 Quercetina-3-B-D- 62,382 0,99612 220 5,57 - 463 301 - 0,991050 1,00 1,00
glucosideo
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil dos compostos fendlicos identificados e quantificados nos extratos de engaco e
bagaco, ambos residuos do processo de vinificacdo, é apresentado na Tabela 2. Adicionalmente, os
cromatogramas dessas duas amostras sdo apresentados nas Figuras 1 e 2. O bagaco apresentou
maiores concentracdes de todas as classes de compostos fendlicos quantificadas (acidos fendlicos,
estilbenos, flavanols e flavonols. Os compostos majoritarios no bagaco foram a (-)-epicatequina
>procianina A2> &cido trans-caftarico, com concentragbes de 1645,75, 1578,00 e 477,32mg/L
respectivamente. Enquanto no engaco se destacaram os compostos (-)-galato epigalocatequina>(-
)-galato epicatequina>¢-viniferina, cujas concentragbes encontradas foram de respectivamente
634,30, 293,65 e 276,94 mg/L.

Observa-se na Tabela 2 que apenas a Procianidina B2 nao foi detectada nos residuos de
vinificagcao dentre os 17 padrdes de compostos fendlicos empregados na analise cromatografica. No
bagaco foi possivel identificar todos os outros 16 demais compostos fendlicos. Ja no engago também

ndo foram detectados também a quercetina-3-3-D-glucosideo e o acido p-cumarico.

Quercetinas, como a quercetina-3-B-D-glucosideo, composto da classe dos flavonols
encontrado apenas no bagacgo, tem efeito anticancerigeno, inibem a formacdo mitocondrial de
espécies reativas de oxigénio e possui efeitos preventivos contra o envelhecimento. Entretanto,
observa-se um valor mais elevado no engago em relagdo a concentragdo de ¢-viniferina, que foi
cerca de duas vezes maior do que no bagaco. Segundo Dorosh et al. (2022), a polimerizagéo
oxidativa do resveratrol resulta na formacé&o de oligbmeros, como a ¢-viniferina. Assim possivelmente
0 engaco possui maior concentracdo desse estilbeno ndo quantificado. A viniferina pode melhorar a
funcéo do endotélio vascular, inibir a agregacéo do peptideo B-amiloide e o crescimento de células
tumorais do colon humano. Este estilbeno desempenha papel importante na prevencdo do
desenvolvimento de cancer, Alzheimer, doengas metabdlicas, distirbios cardiacos e possui
propriedades antienvelhecimento e anti-inflamatorias, entre outras. Ao contrario da ¢-viniferina, a
concentracao do estilbeno trans-piceatannol foi mais elevada no bagaco. Segundo Costa et al. (2020)
sdo encontrados na literatura poucos trabalhos cientificos que mostram a concentracdo de trans-
piceatannol em uvas e seus subprodutos. Piotrowaka et al. (2012) relataram que o teor de trans-
piceatannol em subprodutos da uva € quatro vezes menor do que a de outros compostos da classe
dos estilbenos, o que também foi encontrado no presente estudo, mas apenas considerando o
engaco. Ali et al. (2010) afirmam que a exposicdo da videira aos raios ultravioleta influencia
fortemente na composicdo de estilbenos. Assim, a quantidade de estilbenos em subprodutos da
elaboragcédo de vinhos, depende de fatores ambientais no momento do cultivo da uva, como as

condi¢cdes climéticas e a exposi¢ao das videiras a luz solar.
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Tabela 2. Teores de compostos fendlicos encontrados nos extratos de bagaco e engaco, residuos da

elaboracao de vinhos procedentes de regibes vitivinicolas do Estado de S&ao Paulo.

Compostos Fendlicos!? Bagaco Engago
mg/L

Flavanols
Procianidina B1 24,42 5,39
(+)-catequina 619,85 106,54
(-)-epicatequina 1645,75 119,21
(-)-galato epigalocatequina 83,15 634,30
(-)-galato epicatequina 332,58 293,65
Procianidina B2 ND ND
Procianidina A2 1578,00 113,54
Total Flavanols 4283,75 1272,62
Estilbenos
trans-piceatannol 195,77 33,96
e-viniferina 168,93 276,94
Total Estilbenos 364,70 310,89
Flavonols
Kaempferol-3-O-glucosideo 82,27 37,38
Isorhamnetina-3-O- glucosideo 100,74 17,26
Miricetina 154,85 25,57
Quercetina-3-B-D-glucosideo 89,17 ND
Total Flavonols 427,03 80,21
Acidos fendlicos
Acido galico 244,42 87,49
Acido trans-caftarico 477,32 26,14
Acido p-cumarico 219,96 ND
Acido siringico 348,86 22,26
Total Acidos Fenolicos 1290,56 135,89
Total Fendlicos 6366,05 1799,62

1 Valores médios de compostos fendélicos determinados por HPLC/DAD. 2ND = composto néo detectado

Por conseguinte, a Tabela 2 mostra que a concentracdo do flavanol (-)-galato
epigalocatequina também foi maior no engaco, porém o bagaco se destacou no teor de todos os
demais compostos dessa classe quantificados, que foram a (+)-catequina, (-)-epicatequina, (-)-

galato epicatequina, e as Procianinas B1 e A2 .
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Nexte contexto, levando em consideragéo as propriedades benéfica a saude mencionadas

anteriormente e associadas aos compostos fenolicos, ambos os extratos obtigdos de residuos da

vinificacdo (bagago e engacgo), podem ter um amplo espectro de aplicagbes industriais, sendo

particulamente interessante para as areas farmacoldgica, cosmética, nutracéutica e de aditivos

alimentares, e servindo como uma forma de melhorar a sustentabilidade da cadeia da uva e a

economia circular (Dorosh et al., 2022).
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Figura 1. Cromatogramas do extrato de engago anallsado em HPLC/DAD de acordo com o comprlmento de

onda: (A) 220 nm, (B) 280nm, (C) 320 nm e (D) 360nm.
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Figura 2. Cromatogramas do extrato de bagaco analisado em HPLC/DAD de acordo com o comprimento de
onda: (A) 220 nm, (B) 280nm, (C) 320 nm e (D) 360nm.

4. CONCLUSAO

Os extratos obtidos a partir de residuos descartados durante a elaboragdo de vinhos,
procedentes de regides vitivinicolas do Estado de S&o Paulo, séo fontes de importantes compostos
bioativos. Destaca-se que o0 extrato do engaco possui alto teor de e¢-vinifera e (-)-galato
epigalocatequina, enquanto o do bagaco tem altas concentragdes de (-)-epicatequina e procianidina
A2. Desta forma, tanto o bagaco como o engaco devem ser melhor explorados como subprodutos
pelo setor vitivinicola, uma vez que possuem grande potencial para aplicacdo nas industrias de

diversos setores, gerando maior sustentabilidade para a cadeia da uva e economia circular.
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