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Composicao fendlica e atividade antioxidante de residuos agroindustriais

Phenolic composition and antioxidant activity of agroindustrial residues

Priscilla Siqueira Melo' Keityane Boone Bergamaschi' Ana Paula Tiveron' Adna Prado Massarioli'
Tatiane Luiza Cadorin Oldoni' Mauro Celso Zanus" Giuliano Elias Pereira
Severino Matias de Alencar™

RESUMO

Atualmente, sdo produzidas milhdes de toneladas
de residuos provenientes do processamento agroindustrial.
Muitos deles sdo ricos em compostos bioativos sendo potenciais
fontes naturais dessas substancias. Assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar o teor de compostos fenélicos totais, a
atividade antioxidante e a composigédo fendlica de trés residuos
gerados por agroindustrias brasileiras: bagaco de uva lIsabel
(BI) (Vitis labrusca), bagaco de uva Verdejo (BV) (Vitis vinifera)
e bagago de goiaba (BG) (Psidium guajava). Os resultados do
teor de compostos fendlicos totais (mg GAE g?) encontrados
nos extratos etandlicos e aquosos dos residuos foram,
respectivamente: BV (20,94+0,46; 8,03+0,43)> BI
(16,57+0,19; 4,41+0,01)> BG (3,41+0,09; 1,88+0,06). Alta
atividade antioxidante, principalmente em BV e BI, foi
verificada nos ensaios realizados (ABTSe, DPPH e e auto-
oxidagéo do sistema beta-caroteno/acido linoléico). Uma forte
correlacdo positiva entre atividade antioxidante e o teor de
compostos fendélicos totais foi encontrada. Os compostos
fendlicos encontrados, por cromatografia gasosa com
espectrometria de massas (CG-EM), foram: &cido galico,
epicatequina, quercetina (BV, Bl e BG); acido isovanilico (B,
BG); acido p-cumarico (Bl); acido caféico e resveratrol (BV,
BI). Esses resultados mostram que os residuos agroindustriais
analisados, particularmente os vinicolas, sdo ricos em
substancias bioativas e podem ser explorados pela industria
de alimentos e farmacéutica.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, compostos
fendlicos, atividade antioxidante, DPPHe
ABTS e | auto-oxidacdo do sistema beta-
caroteno/acido linoléico, CG-EM.

ABSTRACT

Nowadays, the agro-industrial processing
produces millions of tons of wastes. Many of them are rich in
bioactive compounds, being a potential natural source of these
substances. This study aimed to evaluate the content of total
phenolics, antioxidant activity and phenolic composition of
residues generated by three Brazilian agribusiness: Isabel grape
pomace (PI) (Vitis labrusca), Verdejo grape pomace (PV) (Vitis
vinifera) and guava pomace (PG) (Psidium guajava). The
results of total phenolics content (mg GAE g*) found in the
ethanol and aqueous extracts of residues were: PV (20.94+0.46;
8.03+0.43)>P1 (16.57+0.19; 4.41+0.01)>PG (3.41£0.09;
1.88+0.06). High antioxidant activity of these extracts,
particularly PV and PI, was found by the methods DPPHe,
ABTS @ and beta-carotene bleaching method. A strong positive
correlation between antioxidant activity and content of total
phenolic compounds was found. The following phenolic
compounds were found by gas chromatography with mass
spectrometry (GC-MS): gallic acid, epicatechin, quercetin (PV,
Pl and PG); isovanilic acid (PI, PG), p-coumaric acid (Pl),
caffeic acid and resveratrol (PV, PI). The results show that
these residues, particularly the wineries, are rich in bioactive
substances and should be exploited by the food industry and
pharmaceuticals.

Key words: agroindustrial residues, phenolic compounds,
antioxidant activity, DPPH e, ABTS e , beta-
carotene bleaching method, GC-MS.
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INTRODUCAO

Em todo o mundo, sdo geradas milhdes de
toneladas de residuos provenientes de atividades
agroindustriais (MAKRIS et al., 2007). Alguns deles
sdo aproveitados como ragdo animal ou dispostos no
campo, entretanto, a maior parte ainda ¢ descartada
sem tratamento, causando danos ao meio ambiente.

Além disso, o destino dado a esses residuos,
tal como ¢é feito, causa um déficit economico na cadeia
produtiva, uma vez que muitos deles s@o ricos em
compostos bioativos, alguns capazes de combater
danos oxidativos causados por radicais livres, como é
o caso dos antioxidantes — substancias de elevado
valor comercial. Produzidos como metabolitos
secundarios de plantas, os antioxidantes possuem larga
aplicagdo nos setores farmacéutico, cosmético e
nutricional, além de servirem como aditivos naturais
em alimentos, atribui¢do esta que tem ganhado
importancia crescente, pois os antioxidantes sintéticos
usados pela industria de alimentos como o BHA (butil-
hidroxianisol), o BHT (butil-hidroxitolueno) e o TBHQ
(terc-butilhidroquinona) despertam preocupagéo
quanto as suas doses de seguranga e toxicidade
(BALASUNDRAM etal., 2006).

Dentre os diversos residuos gerados pela
agroindustria, destacam-se os vinicolas por serem
fontes ricas de compostos fendlicos (RUBILAR etal.,
2007) e pela expressiva quantidade resultante do
processamento, ja que a soma deles, bagago (cascas ¢
sementes), engaco ¢ a borra do processo fermentativo
representam, em média, cerca de 30% do volume de
uvas utilizadas para a produgéo vinicola (MAKRIS et
al.,2007), o que torna este setor uma fonte promissora
de substancias bioativas naturais.

Além dos vinicolas, muitos outros residuos
sdo gerados pelas atividades agroindustriais. O
processamento de goiaba, por exemplo, visando
principalmente a producdo de sucos, geléias e polpas,
implica na geragao residual de sementes e parte da polpa.
Apesar de a goiaba ser considerada uma boa fonte de
antioxidantes e acido ascorbico (LEONG & SHUI, 2002),
pouco se sabe ainda sobre o valor e/ou potencial de
aplicacdo de seus residuos (CORREIA et al., 2004).

Baseado no panorama apresentado, este
trabalho teve como objetivo avaliar a composigdo
fenodlica e o potencial antioxidante de trés residuos
agroindustriais (bagagos de uva tinta Isabel e de uva
branca Verdejo e bagaco de goiaba), os quais sdo
gerados em quantidades cada vez mais crescentes.
Espera-se que os resultados deste estudo sirvam de
subsidios a industria de alimentos para a utilizagio de
antioxidantes naturais em substitui¢do aos sintéticos,

resultando em beneficios a satide humana e, a0 mesmo
tempo, colaborando para a diminui¢do do descarte
desses residuos ao meio ambiente.

MATERIAL E METODOS

O bagaco de uva tinta Isabel (BI) (Vitis
labrusca) (Bento Gongalves, RS), o bagago de uva
branca Verdejo (BV) (Vitis vinifera) (Petrolina, PE) ¢ o
bagaco de goiaba (Psidium guajava) (BG) (Monte
Alto, SP) foram coletados no primeiro semestre de 2009.
O transporte dos residuos foi feito sob refrigeracao.
Em seguida, eles foram congelados, liofilizados,
homogeneizados, pesados e armazenados a -18°C.

Os extratos dos residuos foram obtidos em
triplicata, como descrito por BLOOR (2001), com o
emprego dos solventes etanol:agua (80:20 v/v) e agua.
Inicialmente, pesou-se 1 grama de cada residuo
liofilizado e moido e adicionou-se 10mL dos solventes.
A extragdo foi conduzida em ultrassom, a temperatura
ambiente, durante 15 minutos. Apos isso, o extrato foi
centrifugado a 5000xg durante 15 minutos e o
sobrenadante utilizado para as analises.

A analise de compostos fenolicos totais foi
feita de acordo com o método de Folin-Ciocalteau
(SINGLETON etal.,1999), utilizando acido galico como
padrao. A atividade antioxidante pelo método de redugéo
do radical ABTS [2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico)] foi feita conforme metodologia descrita
pela EMBRAPA (2007). A atividade sequestradora do
radical DPPH foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por MENSOR et al. (2001). A medida da atividade
antioxidante pela oxidagdo acoplada do beta-caroteno/
acido linoléico foi realizada de acordo com o método de
EMMONS etal. (1999).

Previamente a analise por Cromatografia
gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG-
EM), os extratos dos residuos foram purificados pela
técnica de SPE (Solid Phase Extraction), para
eliminacdo de interferentes, principalmente agtcares,
usando cartuchos SPE-LC18 (Supelco, 2 gramas). As
fracOes obtidas na purificagdo foram adicionados 100uL
de N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA)
para derivatizagdo. As amostras silanizadas foram
analisadas em um cromatdgrafo gasoso (Shimadzu GC
2010) acoplado a espectrometro de massas (Shimadzu
QP 2010 Plus) e equipado com uma coluna capilar
(RTX5MS 30mx0,25mmx0,25um). A programagao de
temperatura iniciou em 80°C (1 minuto), a uma taxa de
aquecimento de 20°C minuto! alcangou 250°C (1
minuto), passou a 300°C (5 minutos) a uma taxa de 6°C
minuto™!, a 310°C (5 minutos) a uma taxa de 15°C minuto’!
¢ a 320°C (10 minutos) a uma taxa de 20°C minuto™,
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totalizando 40 minutos de analise. Hélio foi utilizado
como gas de arraste. A temperatura do injetor foi de
280°C e 0 volume de injec¢do de 0,5uL no modo splitless.
A interface foi mantida a 280°C e o detector operou no
modo scanning (m/z 40-800) (PROESTOS et al., 2006,
com modificagdes). Os compostos fendlicos foram
identificados por comparagdo com dados obtidos do
CG-EM (tempo de retengdo e fragmentagao idnica) de
padrdes auténticos Extrasynthese Co. (resveratrol,
acido siringico, miricetina, kaempferol, luteolina,
liquiritigenina, isoliquiritigenina, quercetina, miricetina,
acido p-cumarico, acido ferulico, catequina,
epicatequina) e com a biblioteca Wiley 8.

Todas as analises foram conduzidas em
triplicata e os resultados apresentados como média
seguidos do desvio padrdo. A analise estatistica foi
feita pela aplicagdo do teste de Tukey (P<0,05), usando
o software SAS (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos etanolicos apresentaram os
maiores teores de compostos fendlicos, demonstrando
assim que esse solvente foi mais eficiente na extragéo
dessa classe de substincias quimicas (Tabela 1). O
bagaco de uva Verdejo (BV) apresentou o maior
conteido de compostos fendlicos totais dentre as
amostras analisadas, superando, inclusive, o bagago
tinto de uva Isabel (BI) que, por sua vez, apresentou
maior teor do que o bagaco de goiaba (BG). MAKRIS ¢
colaboradores (2007) analisaram a composicéo fendlica
de bagagos de uva branca, tinta e engago ¢ encontraram
teores, equivalentes em acido galico, de 48,26mg g'!
para bagago de uva branca e 54,02mg g para bagago
de uva tinta, valores esses superiores aos encontrados
neste trabalho. Diferencas entre variedades, regido
geografica, safra, condi¢des climaticas, peculiaridades

Tabela 1 - Teor de compostos fendlicos totais (mg GAE g™) dos
extratos dos residuos agroindustriais.

(a,b,c)

Residuos agroindustriais Compostos fenélicos

Etanol 80% Agua
BV 20,94+0,46 a 8,03+0,43 ¢
BI 16,57+0,19 b 4,41£0,01 d
BG 3,41£0,09 e 1,88+0,06

Legenda: BV=Bagaco Verdejo; BI=Bagaco Isabel; BG=Bagaco
Goiaba.

*Média + desvio padrio da triplicata da extrag@o.

® Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

°Equivalentes em acido gélico.

de processamento ¢ métodos de extragdo podem
interferir nos resultados do teor de compostos
fenolicos, bem como, na expressdo da atividade
antioxidante de materiais vegetais (ROCKENBACH et
al., 2008; RUBERTO etal., 2007).

Os extratos etanolicos do BV e Bl que tiveram
os maiores teores de compostos fendlicos totais também
apresentaram as maiores atividades antioxidantes pelo
método ABTSe (Figura 1A), com excegdo do extrato
aquoso BG, que, apesar de possuir um baixo teor de
compostos fendlicos (Tabela 1), ndo apresentou
diferencga significativa da atividade antioxidante em
relagdo a apresentada pelo extrato etandlico BG. Estudo
feito por ROCKENBACH et al. (2008) mostrou que
extratos etanolicos (etanol:agua; 70:30; v/v) de bagagos
de uva das variedades Ancelota e Tannat apresentaram,
pelo método ABTS e, atividade antioxidante em
equivalentes de trolox de 389,9+3,8 ¢ 398,1+2,8umol
trolox g, respectivamente. Alto potencial antioxidante
pelo método ABTS e para bagacos de uva também foi
encontrado por RUBERTO et al. (2007).

No ensaio da atividade sequestrante do
radical livie DPPHe , todos os extratos, tanto aquosos
quanto etandlicos, apresentaram alta atividade
antioxidante (Figura 1B). Elevados potenciais de
reducdo do DPPH e também foram observados por
outros autores (RUBERTO etal., 2007; MAKRIS etal., 2007;
LAFKA etal.,2007) para extratos de bagacos de uva.

Com relagdo a analise da atividade
antioxidante pela auto-oxidacdo do sistema beta-
caroteno/acido linoléico, ndo foi verificada diferenca
significativa entre os extratos etandlico e aquoso do
residuo BV e extrato etandlico de BI (Figura 1C). O
menor percentual antioxidante foi o apresentado pelo
extrato etanolico de BG

A variagdo da expressdo da atividade
antioxidante por esses diferentes métodos sugere que
os compostos fenolicos desses residuos exercem
atividades antioxidantes por mecanismos de acdo
distintos, dependendo da polaridade do meio reacional.
Isso significa dizer que os extratos etandlicos dos
residuos BV e BI possuem alta capacidade de
sequestrar os radicais livres ABTS e DPPH, enquanto
que os extratos aquosos dos residuos BV ¢ BG
possuem potencial de prote¢do de um substrato lipidico
da oxidagdo igual ou superior aos seus extratos
etanolicos, respectivamente.

A auto-oxidagdo do beta-caroteno/acido
linoléico ¢ um ensaio que difere dos outros dois
métodos de avaliacdo da atividade antioxidante
(ABTSe e DPPHe), pois sua matriz de reagdo ¢ uma
emulsdo. O comportamento de muitos antioxidantes
pode mudar ante o meio em que se encontram. Em

CiénciaRural, v.41, n.6, jun, 2011.
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Figura 1 - Atividade antioxidante dos extratos dos residuos
agroindustriais pelos métodos ABTSe (umol trolox/
g residuo), porcentagem de redugdo do radical DPPH
e porcentagem de inibi¢do da oxidacdo do beta-
caroteno.
Barras sdo médias + desvio padrdo da triplicata da
extragdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). Legenda: BI=Bagaco Isabel; BV=Bagaco

Verdejo; BG=Bagago Goiaba.

emulsdes, ¢ relatada maior eficacia protetora de
antioxidantes lipofilicos, ja que se direcionam na
interface 6leo-agua (KIOKIAS et al., 2008). Entretanto,
considerando o perfil polar de compostos fendlicos ¢ a
correlacdo moderada verificada com a atividade
antioxidante pelo método da auto-oxidagdo do beta-
caroteno (r=0,713) (Tabela 2), outros compostos
quimicos nao identificados neste trabalho podem ter
contribuido para a atividade antioxidante dos extratos
aquosos por esse método.

Tabela 2 - Coeficientes de correlagdo (r) entre atividade
antioxidante e alguns compostos fenolicos dos
extratos dos residuos agroindustriais.

Correlagdo R
Compostos fenolicos x ABTS 0,967
Compostos fendlicos x DPPH 0,705
Compostos fendlicos x beta-caroteno 0,713
Compostos fenoélicos identificados nos extratos etandlicos
Acido galico x ABTS 0,530
Acido galico x DPPH 0,017
Acido galico x beta-caroteno 0,040
Epicatequina x ABTS 0,342
Epicatequina x DPPH 1,000
Epicatequina x beta-caroteno 0,894
Quercetina x ABTS 0,672
Quercetina x DPPH 0,889
Quercetina x beta-caroteno 1,000
Compostos fenoélicos identificados nos extratos aquosos
Acido galico x ABTS 0,646
Acido galico x DPPH 0,828
Acido galico x beta-caroteno 0,999
Epicatequina x ABTS 0,313
Epicatequina x DPPH 0,518
Epicatequina x beta-caroteno 0,898
Quercetina x ABTS 0,282
Quercetina x DPPH 0,117
Quercetina x beta-caroteno 0,008

A atividade antioxidante dos extratos dos
residuos agroindustriais por esses diferentes
métodos de avaliagdo apresentou uma correlagio
alta e positiva com o contetdo de compostos
fendlicos totais (Tabela 2). A maior correlagdo
verificada foi para o teste do ABTS® (r=0,9673).
Isso sugere que os compostos fenodlicos presentes
nesses residuos possuem alta capacidade de
sequestro de radicais livres e, por isso, sao fontes
importantes de agentes antioxidantes primarios, de
grande importancia para a industria de alimentos.

A composi¢do fenolica dos extratos

etanolicos e aquosos dos residuos identificados pela
técnica de CG-EM esta apresentada na tabela 3. Nota-
se que, em todos os bagacos derivados de uva, tanto
branco quanto tinto, houve a predominancia do
flavondide epicatequina, sugerindo que esse composto
participa de forma expressiva na atividade antioxidante
destas amostras. De fato, nos extratos etandlicos, a
epicatequina mostrou forte correlacdo com os ensaios
de DPPHe e da auto-oxidagao do beta-caroteno e, nos
extratos aquosos, com a auto-oxidagdo do beta-
caroteno (Tabela 2). Destaca-se ainda a presenca de
acido galico, caféico, fertilico, vanilico, p-cumarico,

CiénciaRural, v.41,n.6, jun, 2011.
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Tabela 3 - Tempos de retencdo (em minutos), porcentagem de area de cada componente e ions importantes do espectro de massa dos
compostos fendlicos silanizados presentes nos extratos etanolico e aquoso dos residuos agroindustriais, por CG-EM.

Porcentagem de 4rea (%)

Compostos tR min Extratos etanélicos*/aquosos™ fon (m/z, abundancia entre parénteses)
BI BV BG
Acido 2-hidroxibenzéico 7,43 ;)OSA - - 2328/%(;), 267 (75), 232 (26), 268 (20), 45 (18);
oL i 8,88 0,32% - 0,35° 73 (100), 217 (57), 297 (49), 267 (46), 253 (32);
Acido isovanilico 0,477 i ) 312(MY)
Acid i 8,88 - - - 73 (100), 297 (91), 267 (60), 312 (46), 223 (44);
cido vanilico i i 137 312(M")
Acido 2,4 - 8,93 - - - 355 (100), 73 (92), 356 (32), 357 (17), 45 (14);
dihidroxibenzdico 0,074 - 0,494 371(MY)
- L. 9,8 - - 1,02 73 (100), 324 (51), 293 (36), 204 (26), 294 (25);
Acido m-cumarico 308(M"
- - - M)
- . 9,8 0,74% - - 73 (100), 293 (59), 219 (54), 308 (45), 249 (38);
Acido-p-cumarico 314 308(M")
Acido edli 9,89 2,07 8,59" 3,65" 281 (100), 73 (97), 458 (64), 443 (28), 459 (25);
cido galico 1.36* 1,83 ; 458(M")
. 10,7 - 0,18" - 338 (100), 73 (78), 308 (54), 323 (53), 249 (39);
Aido fordlico : - : 338 00, 73 78), 308 (4), 323 (59, 249 (%
L. .. 10,95 0,82°F 0,20% - 219 (100), 73 (82), 396 (76), 397 (27), 381 (21);
Acido caféico 774 396(M")
15,74 0,94" 0,40" - 444 (100), 73 (84), 445 (36), 446 (18), 443 (13);
Resveratrol 444(M")
Epicatequina (pico 1) 17,2 19,17% 3,43" - (3363((19)0); 73 (93), 307 (43), 355 (39), 369 (31);
25,50* 7,54* - S0M
. . . 17,43 54,26" 40,27" 0,67° 368 (100); 73 (64), 355 (36), 369 (29), 370 (13);
Epicat ( 2)
1Cal mn 1
picatequina tpieo 2330 5378 1968 650(M)
) 20,6 0,37 0,75" 4,56 647 (100), 648 (57), 73 (68), 649 (33), 650 (13);
Quereetina 0,38" 1,30 s 0620MY

resveratrol, quercetina que sdo reconhecidos por
possuirem atividade antioxidante, seja de forma
independente ou por meio de sinergismo. Muitos
desses compostos também foram identificados pela
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
estudos feitos por LAFKA etal. (2007) para bagago de
uvaAgiorgitiko, RUBILAR et al. (2007) para bagaco de
Cabernet Sauvignon e por THIMOTHE et al. (2007)
para bagagos de Pinot Noir, Cabernet Franc, Baco Noir
e Noiret.

CONCLUSAO

Os resultados mostram que os residuos
agroindustriais analisados, principalmente os vinicolas,
sdo ricos em compostos bioativos, dentre os quais
compostos fenolicos, como pdde ser confirmado pela
analise em CG-EM. Esses residuos possuem atividade
antioxidante e, por conseguinte, sdo potenciais fontes

naturais de substancias bioativas para aplicacdo na
industria de alimentos.
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