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Elevada quantidade de subprodutos vitivinicolas € produzida em decorréncia do
processamento de uvas no Brasil. Considerando a presenca de pigmentos
bioativos em sua composicdo, objetivou-se neste trabalho investigar o potencial
antioxidante e a estabilidade das antocianinas do residuo agroindustrial de suco
de uva. O residuo de uva (Vitis labrusca, cv. Isabel) foi cedido por uma industria
produtora de suco de uva integral, situada na regidao do Vale do Sao Francisco,
Petrolina-PE. O teor de antocianinas totais foi determinado utilizando metodologia
de pH diferencial. Para identificacéo e quantificacdo das antocianinas individuais,
analises cromatograficas foram efetuadas por CLAE-DAD em fase reversa. A
atividade antioxidante das antocianinas foi avaliada quanto a capacidade de
sequestro dos radicais DPPH’ (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e ABTS™ (2,2'-azino-bis-
3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), tendo o acido galico como composto de
referéncia. Para avaliar a estabilidade a luz, as antocianinas foram diluidas em
uma solugcédo de etanol 95%: HCI 1,5N; 85:15 v/v (pH = 1,0) e distribuidas em
tubos de ensaio, expostos a luz e ao abrigo da luz, a 21°C + 1°C, durante um
periodo de 840 horas (35 dias), monitorados por leituras em espectrofotdmetro. O
efeito da temperatura sobre a estabilidade das antocianinas foi avaliado utilizando
tubos de ensaio contendo antocianinas diluidas em agua acidificada com HCI (pH
= 1,0) e submetidos a temperaturas de 50°C, 70°C e 90°C, em banho
termostatizado. Leituras de absorbéancia foram realizadas na amostra recém-
preparada (Oh) e apés 1, 3, 5 e 7 horas de aquecimento. Os dados de
absorbancia foram utilizados para o calculo da constante de velocidade (k) e do
tempo de meia-vida (t12) das antocianinas por meio de equacdes cinéticas de 12
ordem. O teor médio de antocianinas totais foi de 31,66 mg. 100g™" de residuo
(expresso em malvidina-3-glicosideo). Seis antocianinas majoritarias foram
identificadas: cianidina-3-O-glicosideo; delfinidina-3-O-glicosideo; malvidina-3-O-
glicosideo; malvidina-3,5-O-glicosideo; pelargonidina-3-O-glicosideo; e peonidina-
3-0O-glicosideo, em diferentes concentracfes. Malvidina-3-O-glicosideo foi a mais
abundante (61,66%) seguida da malvidina-3,5-O-diglicosideo (14,88%). A fracéo
antocianica demonstrou elevado potencial antioxidante frente ao radical DPPH’
(ECso: 0,26 g. g DPPH™™; Tecso: 1,37 minutos; EA: 2,79). Aos 5 minutos de reacéo,
nas concentracdes de 5 a 40 ug. mL™, apresentou variagdes no percentual de
sequestro entre 48 e 94%, respectivamente, constatando uma alta correlacdo
entre o teor de antocianinas e a capacidade antioxidante (R = 0,93). Frente ao
radical ABTS™ as antocianinas exibiram significativa acdo na captura do radical
com valor de 199,35 uM Trolox. g™*. Na auséncia de luz, o tempo de meia vida dos
pigmentos antocianicos foi de 3.320h (138 dias), e na presenca de luz foi de 505h
(21 dias), apresentando constantes de velocidade de 2,09 x 10*h™* e 1,37 x 107
h™, respectivamente, demonstrando que a luminosidade contribuiu para a
instabilidade das antocianinas. No estudo de estabilidade ao calor, as constantes
de velocidade foram: 1,84 x 10 h™* (50°C); 7,82 x 102 h™(70°C); e 1,99 x 10* h™*
(90°C). O tempo de meia-vida ocorreu apos 3,5h a temperatura de 90°C, e
ocorreria apos 8,9h e 37,7h, a 70°C e 50°C, respectivamente, constatando a
maior instabilidade das antocianinas a altas temperaturas. As antocianinas do
residuo de suco de uva cv. Isabel sdo uma fonte promissora de corante natural
gue possui acdo antioxidante, com potencial aplicacdo em produtos alimenticios
gue tenham pH acido, sejam acondicionados em embalagens opacas, € nao
sejam submetidos a tratamentos térmicos severos durante o seu processamento.

Palavras-chave: Vitis labrusca; Atividade Antioxidante; Estabilidade.



Large amounts of wine by-products are produced as a result of processing grapes
in Brazil. Considering the presence of bioactive pigments in this material, the aim
of this work was to investigate the antioxidant potential and stability of
anthocyanins from the grape juice pomace. The grape residue (Vitis labrusca, cv.
Isabella) was ceded by an industry producing of pure grape juice, located in the
region S&o Francisco Valley, in the city of Petrolina-PE. The anthocyanin content
was determined using pH-differential method. The isolated anthocyanin were
identified and quantified by chromatography analysis using a RP-HPLC-DAD
system. The antioxidant activity of the purified anthocyanins were evaluated for
their ability to scavenge free radicals DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and
ABTS™ [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6sulfonic acid)], using gallic acid as
standard. Purified anthocyanins were diluted in ethanol solution 95%: HCI 1.5N;
85:15 v/v (pH = 1.0) to evaluate the light stability, and distributed into test tubes,
exposed and not exposed to light for a period of 840 hours (35 days) at 21°C +
1°C, monitored by spectrophotometer readings. The effect of temperature on the
stability of anthocyanins was evaluated using test tubes containing purified
anthocyanins diluted into water, acidified with HCI (pH = 1.0), and subjected to
temperatures of 50°C, 70°C and 90°C in thermostatic bath. Absorbance readings
were made in the control sample (Oh), and after 1, 3, 5 and 7 hours of heating. The
absorbance data were used to calculate the rate constant (k) and half-life (ty) of
anthocyanins through first-order kinetics equations. The average content of
anthocyanins was 31.66 + 0.63 mg. 100g™ residue (expressed as malvidin-3-
glucoside). A total of six majority different anthocyanins were identified: cyanidin-3-
O-glucoside, delphinidin-3-O-glucoside, malvidin-3-O-glucoside, malvidin-3,5-O-
diglucoside, pelargonidin-3-O-glucoside and peonidin-3-O-glucoside, with different
concentrations. Malvidin 3-glucoside was the most abundant (61.66%) of the total
observed, while malvidin-3,5-O-diglucoside (14.88%) was the second. The
anthocyanin fraction showed high antioxidant potential against the radical DPPH’
(ECso: 0.26 g. g DPPH™; Tecso: 1.37 minutes; AE: 2.79). After 5 minutes of
reaction, at concentrations of 5-40 pg. mL™*, showed variations in the percentage
scavenging between 48 and 94%, respectively, though there is a high correlation
between anthocyanin content and antioxidant capacity (R = 0.93). Against the
radical ABTS™ anthocyanins exhibited significant action in capturing the radical
with value of 199.35 uM Trolox. g™. The half-life (t12) of the anthocyanin pigments,
in the absence of light, was 3.320h (138 days) and in the presence of light was
505h (21 days), with the follows rate constants (k): 2.09 x 10*h™* e 1.37 x 10° h™,
respectively, showing that presence of light contributed significantly to the
instability of anthocyanins. In the study of heat stability, the rate constants (k)
were: 1.84 x 102 h™* (50°C); 7.82 x 102 h™* (70°C); and 1.99 x 10 h™ (90°C). The
half-life of the samples occurred after 3.5h at 90°C and would occur after 8.9h and
37.7h for the samples at 70°C and 50°C, respectively, indicating the higher
instability of anthocyanins to high temperatures. Anthocyanins from cv. Isabella
grape juice residue are a promising source of natural dye which has antioxidant
action with potential application in food products with an acidic pH, packaged in
opaque packaging, and not subjected to severe heat treatment during processing.

Keywords: Vitis Labrusca; Antioxidant Activity; Stability.
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O Brasil possui ampla variedade de espécies frutiferas nativas e/ou
exoticas com vasto potencial agroindustrial. Dados da Organizacdo das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo relatam que o pais encontra-se em décimo
primeiro lugar na produgdo mundial de uva (FAO, 2013). Esta situagao contribui
para que a viticultura destaque-se no setor de fruticultura, assim como no
agronegoécio brasileiro, promovendo a geracdo de emprego, renda e
desenvolvimento rural (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2013).
Neste cenario, a regido do Vale do S&o Francisco constitui um exemplo do
potencial de crescimento e desenvolvimento da viticultura brasileira, tendo em
vista que representa uma parcela significativa da producao Nacional de uva, tanto
na obtencé&o de frutos in natura como na fabricagéo de vinhos, sucos e derivados
(BRASIL, 2007; IBGE, 2010).

Segundo Francis (1989), as antocianinas, pigmentos solUveis em agua,
compdem o grupo dos compostos fendlicos, especificamente dos flavonoides, e
estdo presentes em uvas e derivados, como também em diversas fontes vegetais.
Nos ultimos anos, a capacidade antioxidante e corante das antocianinas tem sido
objeto de estudo de varios pesquisadores (LIMA; MELO; LIMA, 2005; GOMEZ-
PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006; GARZON; RIEDL; SCHWARTZ, 2009;
PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; CEREZO et al., 2010;
HOGAN et al., 2010; PATRAS et al., 2010; CLEMENTE; GALLI, 2011; LIMA et al.,
2011; YUAN et al., 2011; MAYAVEL et al., 2012; CUI et al., 2013; LI et al., 2013;
PITIJA et al., 2013). Na indastria alimenticia, os antioxidantes sao aplicados como
aditivos alimentares para evitar a oxidacao lipidica ou mesmo, como ingredientes
de alimentos funcionais em virtude de sua atividade biolégica relacionada a
prevencdo de certas patologias (POKORNY; YANISHLIEVA; GORDON, 2001).
Por outro lado, os corantes também possuem aplicacdo como aditivos em
alimentos, a fim de contribuir para as caracteristicas sensoriais dos mesmos
(BRASIL, 1997).

Considerando as possiveis reacfes adversas a saude apresentadas por
esses compostos sintéticos, ha um interesse crescente no uso de antioxidantes e
corantes naturais extraidos de fontes alternativas (AYALA-ZAVALA et al., 2011;
BOTTERWERCK et al., 2000). Assim, a obtencdo de antocianinas a partir do
residuo agroindustrial de uva apresenta impactos ambientais e econdmicos

positivos, considerando a reutilizacdo dos residuos, que, na maioria das vezes,
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sdo descartados, sem tratamento, no meio ambiente. Além de que, este material
geralmente ndo possui valor para a cadeia produtiva, e o seu descarte implica em
gastos para o produtor (MELO et al.,, 2011). A sociedade presencia o atual
esgotamento de recursos e a acumulacao de residuos, ambos contribuindo para a
elevacao de custos com matéria-prima (PFALTZGRAFF et al., 2013). Ao mesmo
tempo em que a Politica Nacional de Residuos Soélidos prevé metas de reducao,
reutilizacdo, reciclagem, entre outras, com vistas a reduzir a quantidade de
residuos e rejeitos encaminhados para disposicao final ambientalmente adequada
(BRASIL, 2010a).

Em vista disso, a utilizacdo de compostos bioativos obtidos a partir do
material residual de frutas possibilita a fabricagcdo de produtos de baixo custo e
ecologicamente corretos (BABBAR et al., 2011; LAUFENBERG; KUNZ;
NYSTROEM, 2003; ROSA et al., 2011). Contudo, estudos como este sado
necessarios para estimular a insercdo desses produtos no mercado. Alguns
autores tém investigado extratos brutos antocianicos de subprodutos de uvas
tintas, sobretudo, de vinhos (FONTANA; ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013; MAKRIS;
KEFALAS, 2013; GARCIA-LOMILLO et al., 2014; KY et al., 2014). Entretanto,
ainda séo escassas informacdes a respeito da acéo antioxidante e estabilidade de
antocianinas extraidas do residuo de suco de uvas. Assim, a constatacdo destas
evidéncias associada a elevada geracao de residuos solidos pela agroindustria
motivou a realizacdo deste estudo, com o propdsito de investigar o potencial
antioxidante e a estabilidade das antocianinas purificadas do residuo

agroindustrial de suco de uva cv. Isabel.
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2.1 GERAL

Investigar o potencial antioxidante e a estabilidade das antocianinas
purificadas do residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel.
2.2 ESPECIFICOS

e Determinar o teor de antocianinas totais, identificar e quantificar as

antocianinas majoritarias presentes neste residuo;

e Avaliar o potencial antioxidante das antocianinas frente aos radicais livres

DPPH e ABTS™;

e Verificar a estabilidade das antocianinas frente a luz e ao calor.
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3.1 VITICULTURA BRASILEIRA

Dados da Organizacao das Nac¢bes Unidas para Agricultura e Alimentacao,
gue se referem ao ano de 2011, mostram que o Brasil € o terceiro maior produtor
mundial de frutas, com uma producdo de aproximadamente 41 milhdes de
toneladas, ficando atras somente da China e india (FAO, 2013). Desse modo, 0
setor de fruticultura € considerado um dos mais importantes segmentos do
agronegocio brasileiro, sendo também um dos principais geradores de emprego,
renda e desenvolvimento rural. Estima-se que a atividade seja responsavel por
criar 2,5 milhes de oportunidades no mercado de trabalho Nacional (ANUARIO
BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2013).

As condi¢cOes favoraveis de clima, solo, extensao territorial e posicéo
geografica do Brasil admitem a producéo de diversas frutas tropicais, subtropicais
e temperadas, fato que beneficia o desenvolvimento do setor, e, aliado a
pesquisa, gera tecnologias e variedades adaptadas para o cultivo em condi¢des
diversas, possibilitando que a producédo ocorra em todos os estados brasileiros,
durante todos os meses do ano em funcdo da fruta e safra (BRASIL, 2007,
2010b). As frutiferas brasileiras predominantes, em relacdo aos valores de
producédo, sdo banana, laranja e uva (IBGE, 2013).

A cultura da videira apresenta importancia agricola e econémica no mundo
inteiro, inclusive no Brasil, que € o décimo primeiro produtor mundial de uva (FAO,
2013). Tradicionalmente, o Rio Grande do Sul é o principal estado produtor de uva
do pais, contribuindo anualmente com mais da metade da producdo Nacional,
conforme os dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Segundo este
mesmo Orgdo, Petrolina-PE foi considerado o municipio brasileiro que mais
produziu uva em 2010 (141.480 toneladas), sendo responsavel por 72,5% da
producédo do estado de Pernambuco e 10,5% da producédo Nacional a frente da
tradicional Bento Gongalves-RS (IBGE, 2010). Além disso, o maior valor de
producédo gerado por frutiferas no ano de 2013 também foi atribuido a Petrolina,
arrecadando ao total 918 milhdes de reais, correspondendo a 3,9% da producao
Nacional (IBGE, 2013). Nos dultimos anos, a producdo de uva tem sido
relativamente estavel no Brasil. Em 2008, a producgdo total foi de 1.399.262
toneladas, apresentando discreto aumento no ano de 2013 ao atingir 1.439.535

toneladas (Tabela 1).



21

Tabela 1 - Producédo de uva no Brasil, em toneladas.

Estado

Pernambuco 162.977 158.515 168.225 208.660 224.758 228.727
Bahia 101.787 90.508 78.283 65.435 62.292 52.778
Minas Gerais 13.711 11.773 10.590 9.804 10.107 12.725
Séo Paulo 184.930 177.934 177.538 177.227 176.902 166.602
Parana 101.500 102.080 101.900 105.000 70.500 88.402
Santa Catarina 58.330 67.546 66.124 67.767 70.909 69.503

Rio Grande do Sul 776.027 737.363 692.692 829.589 840.251 807.693

BRASIL 1.399.262 1.345.719 1.295.442 1.463.481 1.445.809 1 439.535

Fonte: Adaptado de Mello (2013) e IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Agropecuaria,
Producédo Agricola Municipal (2013).

3.1.1 Vale do Sao Francisco

O polo de frutas situado entre as cidades de Petrolina, em Pernambuco, e
Juazeiro, na Bahia — ou simplesmente regido do Vale do Sdo Francisco — € um
exemplo do potencial de crescimento e desenvolvimento da fruticultura brasileira
(BRASIL, 2007). Caracteriza-se por ser uma regido tropical de clima semiarido
com particularidades distintas das regides de cultivo de uva tradicionais, incluindo
mais de 3.000h de sol por ano, baixo indice pluviométrico, temperatura média
elevada e umidade relativa baixa. Sendo assim, € considerada pioneira na
producédo de uva e vinho sob condicdes tropicais no Brasil (PROTAS; CAMARGO,
2011). Parte consideravel das frutiferas em Pernambuco é cultivada nos
perimetros irrigados, com o0 emprego de alta tecnologia e mao de obra
especializada, fato que contribui para a alta qualidade dos frutos, que tém como
destino principal o mercado externo (IBGE, 2010).

A producéo de uva de mesa, em especial a cultura de uva sem semente

destinada a exportacdo, e a elaboragdo vinho sdo os principais focos dessa
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regido. Entretanto, Protas e Camargo (2011) ressaltam diversos projetos em
andamento, prevendo-se crescimento significativo da produgéo de suco de uva,
especialmente relacionado a fabricagdo em sistema de integragdo com as
pequenas propriedades e agricultores assentados da reforma agraria existentes
na regido, oferecendo boa alternativa de producdo gracas a sua rusticidade e
produtividade elevada.

Mello (2013) afirma que a vitivinicultura € essencial para a sustentabilidade
da pequena propriedade no Brasil. A atividade tem se destacado na geracao de
emprego em empreendimentos produtores de uvas de mesa e uvas para
processamento. Em 2012, a producéo de uva destinada ao processamento (vinho,
suco e derivados) foi de 830.915 toneladas, o que representa 57,07% da
producéo Nacional. O restante da producéao (42,93%) foi direcionado ao consumo
in natura (Figura 1). Apenas nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina a
producédo de suco de uva representou, aproximadamente, 40% de um total de
600,49 milhdes de litros produzidos para a fabricacéo de vinho, suco e derivados.

Figura 1 - Producdo de uvas para processamento e para consumo in natura, no Brasil, em
toneladas.
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Fonte: Adaptado de Mello (2013).
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3.2 VIDEIRA (Vitis ssp.)

A videira pertence a familia Vitaceae e ao género Vitis, que compreende
varias espécies, entre as quais se destacam a Vitis vinifera, de origem europeia e
gue produz uvas finas, e a Vitis labrusca, de origem americana, produtora de uvas
rasticas (GIOVANNINI, 2005). Registros histéricos indicam que a primeira
introducéo da videira no Brasil foi realizada pelos colonizadores portugueses em
1532, por meio de Martin Afonso de Souza, na antiga capitania de S&o Vicente,
hoje estado de S&o Paulo. A viticultura entdo se expandiu para outras regides do
pais com variedades de Vitis vinifera procedentes de Portugal e Espanha. Nas
primeiras décadas do século XIX, com a importagdo das uvas americanas
originarias da Ameérica do Norte, a cultivar ‘Isabel’ (Figura 2) passou a ser
plantada nas diversas regides do pais, tornando-se a base para o
desenvolvimento da vitivinicultura comercial naquela época (PROTAS;
CAMARGO; MELLO, 2002). Atualmente, as videiras americanas sao amplamente
cultivadas no Brasil. Os frutos séo considerados bagas globosas, de epicarpo fino
e liso, com polpa suculenta de sabor doce-acidulado e sdo consumidos
principalmente in natura (frescos e em sucos) (LORENZI et al., 2006). Incluem
variedades de alta produtividade e resistentes as doencas fangicas, que se
adaptam bem as condicbes ambientais brasileiras e constituem a base da
producdo de vinhos de mesa e de suco de uva no pais, representando mais de
85% do volume de uvas industrializadas no Brasil (CAMARGO; MAIA;
NACHTIGAL, 2005).

Figura 2 - Cultivar ‘Isabel’ (Vitis labrusca), amplamente cultivada no Brasil.
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Fonte: Embrapa Uva e Vinho.
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Considerada um hibrido natural das espécies V. labrusca e V. vinifera, a
cultivar ‘Isabel’ € uma videira tinta, fértii e rustica, propria para colheitas
abundantes e poucas intervencdes de manejo. A uva tem o sabor caracteristico
das labruscas e adapta-se para a producdo de uva de mesa e como matéria-
prima para a fabricacdo de vinagre, doce e geleia. E a variedade mais plantada no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CAMARGO, 2008), representando cerca de
50% do volume de uvas processadas no Brasil (CAMARGO, 2004). Surge como
opcéo, inclusive, para a viticultura tropical brasileira, sendo também utilizada na
elaboracgédo de sucos de alta qualidade (IBRAVIN, 2010).

3.2.1 Suco de uva

A legislagéo brasileira define suco de uva como a bebida ndo fermentada e
nao diluida, obtida da parte comestivel da uva, através de processo tecnologico
adequado. Apresenta cor, aroma e sabor caracteristicos. Quanto a cor, €
classificado como vinho, rosado e translucido (branco). O sabor e aroma devem
ser proprios da uva que deu origem ao suco (BRASIL, 2000). Em relacdo ao
processamento e constituicdo € designado como suco de uva integral,
concentrado, desidratado e reprocessado (Tabela 2) (BRASIL, 2004).

Tabela 2 - Tipos de sucos de uva normatizados pela legislacéo brasileira.

Integral E apresentado na sua concentracdo e composi¢do natural, limpido ou
turvo, sem adicdo de agucares.

Concentrado E parcialmente desidratado, por meio de processo tecnoldgico
adequado, apresentando concentracdo minima equivalente a 65 °Brix
em solidos naturais da fruta.

Desidratado E o produto sob a forma soélida, obtido pela desidratacdo do suco de
uva, cujo teor de umidade ndo exceda a 3%.

Reprocessado ou E obtido pela diluicdo do concentrado e/ou desidratado até a sua
reconstituido concentragao natural.

Fonte: Adaptado de Brasil (2004).



25

De acordo com Rizzon e Meneguzzo (2007), as etapas de producao de

suco de uva integral ocorrem, de forma geral, conforme a seguir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

Recepcéo: recebimento da uva na area de entrada da agroindustria;
Selecé&o: controle da cultivar para garantia da procedéncia conforme a
caracteristica e estado sanitario, pesagem da uva e determinacdo do
teor de aclcar do mosto para o calculo do rendimento;

Tratamento mecanico: separacdo de raquis e esmagamento da uva
para extracdo da cor, que € obtida por meio do aumento da superficie
de contato entre 0 mosto e a parte sélida, facilitando a dissolugcédo das
antocianinas;

Tratamento térmico: aquecimento da uva esmagada (realizado de
forma indireta) para extracdo das antocianinas presentes na pelicula. A
temperatura de aquecimento deve alcancar no minimo 65°C para
proporcionar uma adequada extracdo da cor, contudo, ndo pode
ultrapassar 90°C para néo atribuir sabor de cozido ao suco;

Tratamento enzimatico: adicdo de enzimas (pectinoliticas ou
pectinases) para hidrolise das pectinas da uva e auxilio das etapas de
extracdo e clarificacdo. Emprega-se a temperatura 6tima de atuacao da
enzima industrial, que varia de 50°C a 60°C;

Extracdo: separacdo da parte sélida da uva (pelicula e semente) para
evitar a dilaceracédo excessiva da pelicula, reduzir o aparecimento de
sabores herbaceos e facilitar a operacdo de prensagem a fim de
otimizar a relacdo rendimento/qualidade. Nesta etapa do processo, 0
suco apresenta-se turvo em razao da presenca de partes da pelicula e
sais de potassio em suspensao;

Clarificacdo: obtida através de despectinizacdo, filtracdo ou
estabilizacao tartarica;

Pasteurizacdo: conservagcdo por tratamento térmico para destruir os
microrganismos patogénicos e inativar as enzimas;

Engarrafamento: realizado apdés conformidade dos parametros

analiticos com os limites estabelecidos pela legislacdo brasileira;

10) Armazenamento: conservacdao em local seco, isento de odores

desagradaveis, sem incidéncia de luz solar direta, com umidade relativa
de 70 a 75% e temperatura controlada de 12°C a 15°C.
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O processo genérico de elaboracdo de suco de uva integral encontra-se

ilustrado no fluxograma abaixo (Figura 3).

Figura 3 - Fluxograma genérico do processo de producéo de suco de uvaintegral.
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Fonte: Adaptado de Rizzon e Meneguzzo (2007).

O suco de uva tem sido bastante contemplado por seus atributos positivos
(MAIA et al.,, 2013), pois além de possuir aclucares e sais minerais em sua
composicado, apresenta ainda teores significativos de polifendis (PONTES et al.,
2010). Os efeitos antioxidantes in vitro destes compostos em sucos de uva sao
similares a acdo antioxidante in vitro dos vinhos tintos (MALACRIDA; MOTTA,
2005). Desta forma, sua ingestdo vem sendo valorizada pelo consumidor
brasileiro, sinalizando uma tendéncia de aumento em seu consumo (MAIA et al.,
2013). No Brasil, foram comercializados cerca de 78,03 milhdes de litros de suco
de uva (92% do tipo integral) em 2013, observando-se um acréscimo de 101,46%
em relacdo a média (38,73 milhdes de litros) dos anos anteriores (2008 a 2012)
(CONAB, 2013). Em decorréncia deste consumo, é gerado um grande volume de

residuos solidos pela industria vinicola.
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3.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E COMPOSTOS BIOATIVOS

De acordo com a Lei n° 12.305, de 2 de agosto de 2010, que instituiu a

Politica Nacional de Residuos Sélidos, o termo residuo soélido é definido como:

Material, substancia, objeto ou bem descartado resultante de atividades
humanas em sociedade, a cuja destinacéo final se procede, se propde
proceder ou se esta obrigado a proceder, nos estados soélido ou
semissolido, bem como gases contidos em recipientes e liquidos cujas
particularidades tornem inviavel o seu langcamento na rede publica de
esgotos ou em corpos d’agua, ou exijam para isso solugdes técnica ou
economicamente inviaveis em face da melhor tecnologia disponivel
(BRASIL, 2010a).

No Brasil, os significativos avancos no desempenho do agronegocio
implicaram no aumento do consumo de insumos e da geracao de residuos nas
atividades agropecuaria e agroindustrial (ROSA et al., 2011). Com isso, grande
guantidade de residuos solidos € produzida anualmente pela industria de
alimentos, a qual da origem, principalmente, a residuos constituidos de material
organico biodegradavel (MAKRIS; BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007). De
modo geral, a industria processadora de frutas produz uma quantidade elevada de
subprodutos, tais como cascas, sementes ou restos de polpa, procedentes das
diferentes etapas da cadeia produtiva (AYALA-ZAVALA et al., 2011). Na maioria
das vezes, em razdo da indisponibilidade de infraestrutura adequada para lidar
com tamanho volume de biomassa gerado, esses residuos nao encontram
gualquer uso comercial e sdo descartados, sem nenhum tratamento, ocasionando
sérios problemas ambientais. A minoria restante €, geralmente, utilizada na
indUstria de racdo animal ou no campo, como fertilizante organico. O descarte
desse material no meio ambiente € realizado de tal modo a impactar
negativamente a cadeia produtiva (MELO et al., 2011).

Nesse sentido, varios pesquisadores tém dedicado seus esforcos para
avaliar as diversas propriedades e usos destes materiais a fim de mitigar o
impacto ambiental gerado e buscar potenciais aplicacdes industriais que
envolvam beneficios econémicos. Algumas das areas dessas investigagdes foram
a obtencdo de combustiveis (PARAWIRA et al., 2008), producdo de biomassa
(PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007), biopesticidas (CAYUELA et al., 2008),
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aromas e compostos aplicaveis a industria alimentar (GIOIA et al., 2007; TORRES
et al., 2009).

Os subprodutos desperdicados no processamento de frutas provavelmente
contém substancias de alto valor comercial, como por exemplo, 0S compostos
bioativos, que possivelmente estdo presentes em quantidades semelhantes ou
ainda mais altas do que no produto final (AYALA-ZAVALA et al., 2011). Em vista
disso Babbar et al. (2011) e Rosa et al. (2011) ressaltam que uma das alternativas
mais eficazes para minimizar os danos ambientais causados pelo descarte desses
residuos, é a sua reutilizacdo pela industria — seja alimenticia, farmacéutica ou
cosmética. Laufenberg, Kunz e Nystroem (2003) sugerem a recuperacao das
substancias bioativas® que podem estar presentes, e, sua sucessiva
transformacéo como fonte de ingredientes para novos produtos, em matéria-prima
para processos secundarios, ou mesmo, em outros produtos comerciais. Os
impactos negativos, tanto econdémicos quanto ambientais, tém sido motivo de
estudos, que ao explorarem o0s subprodutos ricos em compostos bioativos
buscam potenciais aplica¢cdes industriais que, a0 mesmo tempo, apresentem
beneficios de um modo geral e minimizem esses impactos (PFALTZGRAFF et al.
2013). Na industria de alimentos, estes compostos podem ser empregados como
fontes naturais de ingredientes de alimentos funcionais ou até mesmo de aditivos
alimentares, como por exemplo, antioxidantes e corantes (AYALA-ZAVALA et al.,
2011).

A industria de vinho produz quantidade expressiva de subprodutos solidos,
incluindo bagaco (cascas e sementes) e engaco, representando, em média, cerca
de 30% das uvas utilizadas para a producdo vinicola (MAKRIS; BOSKOU;
ANDRIKOPOULOS, 2007). Residuos de uva séo caracterizados por altos teores
de polifendis em decorréncia de uma extracao incompleta durante o processo de
vinificacdo. Logo, este material constitui uma fonte barata para a extracdo de
compostos fendlicos, tais como os flavonoides?, que podem ser reutilizados em
favor da sustentabilidade das préaticas agricolas em diferentes segmentos da
indastria (FONTANA, ANTONIOLLI E BOTTINI, 2013).

! Substancias bioativas: sdo nutrientes ou ndo-nutrientes que possuem acdo metabdlica ou
fisiolégica especifica (BRASIL, 2002).

? Flavondides: metabdlitos secundarios de plantas que geralmente estdo envolvidos na defesa
contra a radiagdo ultravioleta ou agresséo por patégenos (ROSS; KASUM, 2002).
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3.4 ANTOCIANINAS

As antocianinas (do grego anthos, flor e kianos, azul), classificadas como
pigmentos sollUveis em agua, sdo responsaveis pela grande variedade de cores
exibidas pelas frutas, hortalicas, flores, folhas e raizes, conferindo as varias
nuances entre os tons de laranja, vermelho e azul (FRANCIS, 1989).
Essencialmente, integram o grupo dos compostos fendlicos e pertencem ao
subgrupo dos flavondides, que apresentam uma estrutura basica formada por dois
anéis aromaticos (A e B) ligados por meio de trés carbonos, que geralmente
formam um heterociclo oxigenado (C), denominado cation flavilium (2-
fenilbenzopirilium) (BRAVO, 1998). Do ponto de vista quimico, Francis (1989)
define as antocianinas como glicosideos, que por hidrolise acida, liberam
agliconas denominadas de antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza,
apenas seis estao presentes nos alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina e malvidina, estas diferem entre si quanto ao numero de
grupos funcionais, como as hidroxilas (OH) e metoxilas (-OCHj3) presentes no anel
B (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura das principais agliconas de ocorréncia natural.

Antocianidinas R1 R,
Pelargonidina H H
*Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCHjs H
Petunidina OCHs OH
Malvidina OCH; OCHs

*Antocianidina mais comum nos alimentos.

Fonte: adaptado de Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001).
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Antocianidinas livres sdo raramente encontradas em vegetais.
Normalmente, estdo ligadas a outras moléculas de acUcares (forma glicosilada),
sendo os mais comuns: glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose,
podendo ocorrer na forma de monoglicosideos, diglicosideos e triglicosideos. Na
maioria das vezes, 0s aclUcares presentes na molécula de antocianina séo
acilados a grupos de acidos organicos, como por exemplo, p-cumarico, ferdlico,
caféico, p-hidroxibenzéico, sinapico, maldnico, acético, succinico, oxalico e
malico, que geralmente se encontram ligados a hidroxila do acgUcar na posic¢ao 3 e
com menor frequéncia nas posi¢coes 4 e 6 (FRANCIS, 1989, 2000). A glicosilacéo
pode ocorrer em varias posi¢cdes, sendo habitualmente observada na posicdo 3.
No caso de diglicosilacdo, o segundo acucar geralmente encontra-se na posicao
5, e de outras glicosilagdes, nas posigoes 7, 3, 4’ e 5. Vale salientar que a
antocianina natural jamais ocorre com as hidroxilas nas posi¢cdes 5, 7 e 4
substituidas ao mesmo tempo, jA que para a formacdo da estrutura quinoidal,
responsavel pela cor, um dos grupos hidroxila deve permanecer livre numa
dessas posi¢coes (BROUILLARD, 1982).

Esta estrutura justifica a grande diversidade de antocianinas existentes na
natureza. Na década de 90, Henry (1992) reportou a identificacdo de
aproximadamente 300 antocianinas diferentes, nUmero atualizado para 400, por
Kong et al. (2003). Em revisao sobre o tema, Lima e Guerra (2003) relataram que
0S compostos antocianicos estao presentes em diversos alimentos consumidos no
Brasil, tais como acai, acerola, ameixa, amora, feijao preto, frutos de baguacu,
jamboldo e pelicula de pedinculo de caju. Os mesmos autores também
reportaram a presenca em outros produtos alimenticios, tais como batata doce
roxa, berinjela, batata vermelha, casca de maca, casca de maracuja roxo, casca
de manga, cebola roxa, cerejas acida e doce, folhas de ruibarbo e rabanete,
framboesa, groselha, jambo do Para, morango, pitanga roxa, repolho roxo e uva.

Convém ressaltar que os flavondides sdo o0s principais agentes
antioxidantes presentes na dieta e sua natureza quimica tem sido frequentemente
relacionada a protecdo contra os radicais livres (SCALBERT; WILLIAMSON,
2000; NUNEZ-SELLES, 2005).
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3.4.1 Agéo antioxidante

Radicais livres sdo moléculas instaveis que apresentam um elétron isolado,
livre para se ligar a outros elétrons, por este motivo, possuem elevada reatividade,
sendo capazes de provocar a oxidacdo nos sistemas biolégicos do organismo.
Embora sejam importantes para a renovacgao celular e sistema imunolégico (em
guantidades reduzidas), quando em excesso, podem ocasionar muta¢cées no DNA
das células e destruir os lipidios que compdem a estrutura das membranas
celulares (GILGUN-SHERKI et al., 2002; MARTI et al., 2005; CARVALHO et al.,
2006). Os mecanismos antioxidantes envolvem a supresséo da formacéo e acao
dos radicais livres, o0 sequestro das espécies reativas de oxigénio e a regulacao
do sistema antioxidante (HALLIWELL, 1994). Os flavonoides (FI-OH), grupo que
inclui as antocianinas, sdo termodinamicamente capazes de reduzir a oxidacao
dos radicais livres por meio da doacdo de um atomo de hidrogénio. O radical que
resulta dessa doacdo (FI-O) pode reagir com um segundo radical (Figura 5)
(PIETTA, 2000).

Figura 5 - Capacidade de sequestro de radicais livres dos flavonoides.

OH 0
R® RH
OH \_/‘ OH
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FI-0% radical resultante da oxidacao dos flavonoides; FI-OH: flavonoides; R®: radical livre; RH: radical livre reduzido.

Fonte: adaptado de Pietta (2000).
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Uma propriedade apreciavel das antocianinas é a sua atividade
antioxidante, que minimiza os danos causados pelos radicais livres (PATRAS et
al., 2010), possibilitando o atraso ou inibi¢cdo do inicio ou propagacao das reacdes
de oxidacdo em cadeia, as quais levam a lesao celular (CARVALHO et al., 2006).
Pietta (2000) ressalta que a primeira fase de defesa antioxidante dos flavonoides
ocorre no trato digestivo, limitando a formacgéo de espécies reativas de oxigénio e
sequestrando-as. Uma vez absorvidos, tanto sob a forma de aglicona quanto de
glicosideo, continuam a exercer seus efeitos antioxidantes. Consequentemente,
sua ingestao continua contribui para a satde humana por meio da protecao contra
os danos oxidativos a componentes celulares, efeitos anti-inflamatérios e
prevencdo de doencas crbnicas nao transmissiveis (VALDUGA et al., 2009;
VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009), sejam neuronais, cardiovasculares, cancer,
diabetes ou outras (PATRAS et al., 2010).

Antioxidantes sintéticos como butil hidroxianisol (BHA) e butil hidroxitolueno
(BHT) séo largamente empregados aos alimentos para prevenir deterioracfes
oxidativas. No entanto, propriedades carcinogénicas tém sido relatadas por
ambos os compostos. Por este motivo, ha um interesse crescente no uso de
antioxidantes naturais, obtidos de fontes alternativas (BOTTERWERCK et al.,
2000). Nesse contexto, Balasundram, Sundram e Samman (2006) em artigo de
revisdo sobre a presenca de compostos fendlicos em residuos agroindustriais
destacaram que esses materiais sdo boas fontes de polifendis, podendo ser
explorados como fonte de antioxidantes naturais. Por sua vez, Makris, Boskou e
Andrikopoulos (2007) avaliaram a concentracdo de compostos fendlicos e as
caracteristicas antioxidantes de varios tipos de residuos solidos agroalimentares e
ressaltaram que os residuos vinicolas contém quantidade elevada de polifendis
antioxidantes. Melo et al. (2011) analisando a composicédo fendlica e atividade
antioxidante de residuos agroindustriais evidenciaram que esses materiais
residuais, principalmente os vinicolas, sdo ricos em compostos bioativos, tais
como os compostos fendlicos; e que por apresentarem atividade antioxidante,
podem ser potenciais fontes naturais de substancias bioativas para aplicacdo na
industria de alimentos.

Segundo Séanchez, Murillo e Méndez (2010) residuos agroindustriais de
frutas exibem uma forte associacdo entre o teor de fendlicos totais presentes e 0

potencial antioxidante. Correlagdes positivas entre o teor de antocianinas e a agao
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de sequestro de radicais livres também foram evidenciadas em alguns estudos
envolvendo fontes vegetais distintas (ESPIN et al., 2000; MUNOZ-ESPADA et al.,
2004; JIAO et al., 2012; CUI et al., 2013; LIMA et al.,, 2014). A presenca de
antocianinas em um significativo nimero de alimentos de origem vegetal e a
diversidade de sua estrutura quimica tem motivado diversas pesquisas sobre a
sua propriedade antioxidante (GARZON; RIEDL; SCHWARTZ, 2009; CEREZO et
al., 2010; HOGAN et al., 2010; LIMA et al., 2011; YUAN et al., 2011; LI et al.,
2012; MURTHY et al.,, 2012; CUI et al.,, 2013; PITIJA et al, 2013). Essa
propriedade pode ser influenciada por varios fatores, incluindo as caracteristicas
coloidais dos substratos, as condicoes e etapas de oxidagdo, a formacédo e
estabilidade dos radicais, assim como a possivel localizacdo dos antioxidantes e
estabilidade em diferentes fases do processamento de alimentos (ROCKENBACH
et al., 2008).

3.4.2 Estabilidade e aplicacdo como corante natural

Na industria de alimentos, os corantes artificiais sdo amplamente utilizados
por apresentarem alta estabilidade e poder tintorial. Entretanto, acfes legislativas
gue frequentemente proibem o uso destes corantes como aditivos quimicos, bem
como a exigéncia do consumidor quanto a qualidade dos alimentos tem
aumentado o interesse pelo desenvolvimento de corantes obtidos de fontes
naturais tendo em vista a substituicdo dos artificiais (SAONA-RODRIGUEZ;
GIUSTI; WROLSTAD, 1998). Varios estudos apontam o aparecimento de reacdes
adversas decorrentes do consumo de corantes artificiais, destacando a ocorréncia
de reacles toxicas no metabolismo desencadeantes de alergias, alteracdes
comportamentais e carcinogenicidade (STEFANI et al., 2009; POLONIO; PERES,
2009; KOBYLEWSKI; JACOBSON, 2010; MPOUNTOUKAS et al., 2010). Nesse
sentido, o avanco alcancado pela industria alimenticia € polémico em razdo da
necessidade e seguranca do emprego destes corantes aos alimentos. Ainda que
existam razdes tecnoldgicas, 0 seu uso exige cautela em virtude dos possiveis
riscos toxicolégicos associados ao consumo diario dessas substancias (BRASIL,
2013). Em vista disso, cresce o interesse pelos pigmentos naturais, pois além da

propriedade corante, estdo vinculados as importantes atividades biolégicas, uma
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vez que os seus efeitos benéficos a salde relacionam-se as suas propriedades
antioxidantes (VALDUGA et al.,, 2009; VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009).
Além disso, em alguns casos, € capaz de competir com o corante artificial em
termos de custo (HENRY, 1992; CONSTANT; STRINGHETA, SANDI, 2002).

O maior fator limitante para o uso das antocianinas € a sua menor
estabilidade, quando comparada aos corantes sintéticos. As antocianinas,
sollveis apenas em meios aquosos, sofrem mudanca de cor em fungédo do pH,
fato que restringe o seu uso. Portanto, alguns fatores devem ser monitorados
apos processamento a fim de garantir uma melhor estabilidade desses pigmentos
tendo em vista a conservacédo do aspecto sensorial dos produtos (LOPES et al.,
2007). Estes fatores incluem: estrutura quimica, pH, temperatura, luz, presenca de
oxigénio, degradacdo enzimatica e possiveis interagdes entre os componentes
dos alimentos, tais como acido ascoérbico, ions metalicos, aglcares e copigmentos
(JACKMAN; SMITH, 1992; FRANCIS, 1989). Destes, o pH € o que mais
compromete a coloragcdo dos produtos. Em diferentes pH, os pigmentos
antocianicos se encontram em formas distintas e apresentam cores variadas. Em
meio acido, as antocianinas sao geralmente de cor vermelha brilhante, com o
aumento do pH, passam a ter uma estrutura quinoidal, parpura, e em meio
alcalino, a coloracdo modifica para azul (Figura 6) (HENRY, 1992; BOBBIO;
BOBBIO, 2003).

Figura 6 - Efeito do pH na coloracdo das antocianinas.
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A ocorréncia de acilacdo bem como a presenca de acgucares na molécula
de antocianina confere maior estabilidade a estes pigmentos. Por este motivo, as
antocianidinas sdo menos estaveis do que as antocianinas (FRANCIS, 1992,
2000). Em estudo de revisao realizado por Lima e Guerra (2003) foi abordado que
as antocianinas aciladas promovem uma melhor retencdo de cor e aumento da
estabilidade em pH alcalino ou sob a acdo de outros fatores, como aquecimento,
luz, e SO,. Do ponto de vista pratico as antocianinas sao utilizadas em produtos
acidos com pH igual ou menor a 4,0 em razdo de alteracdes na tonalidade e
intensidade de cor. Desse modo, algumas aplicac6es desse pigmento na industria
de alimentos incluem: refrigerantes, compotas de frutas (geleias), produtos
lacteos, congelados e de confeitaria, misturas em po para bebidas e sobremesas,
e menos frequentemente, bebidas alcodlicas e produtos contendo vinagre. De
modo geral, o requisito primordial para obter éxito no uso das antocianinas como
corante orgéanico natural € um baixo pH e a auséncia de turbidez (HENRY, 1992).

Lopes et al. 2007 ressaltam que avaliar a potencialidade dos processos de
extracdo, purificacdo e utilizacdo das antocianinas em alimentos permanece ainda
um campo aberto a investigacao cientifica. Por esta razdo, pesquisas vém sendo
conduzidas com o intuito de minimizar a perda de cor, bem como de avaliar os
fatores envolvidos no processo de degradacdo desses pigmentos. Os aspectos
relacionados a estabilidade das antocianinas tém sido amplamente investigados
em materiais vegetais diversos, tais como pitanga roxa (LIMA; MELO; LIMA,
2005), acai (PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009), amora
(ARAMWIT; BANG; SRICHANA, 2010), jabuticaba (SILVA et al., 2010), morango
(VERBEYST et al., 2010), framboesa (VERBEYST et al.,, 2011), tamarindo
vermelho (MAYAVEL et al., 2012), jamboldo (SARI et al., 2012) e batata doce (LI
et al., 2013). Assim, as antocianinas podem ser extraidas de varios alimentos de
origem vegetal, e, consequentemente, do material residual oriundo da
industrializacdo destes alimentos, a exemplo dos residuos gerados pelo
processamento de uva (GOMEZ-PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006;
PATRAS et al., 2010; CLEMENTE; GALLI, 2011; IORA et al., 2015).
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RESUMO

Considerando o grande volume de residuos sélidos gerado em razdo das
atividades agroindustriais, bem como a recuperacao de substancias bioativas que,
possivelmente, estdo presentes neste material, este trabalho teve como objetivo
identificar e quantificar as antocianinas do residuo agroindustrial de suco de uva
bem como avaliar a sua atividade antioxidante. O residuo de uva (Vitis labrusca,
cv. Isabel) foi cedido por uma industria produtora de suco de uva integral, situada
na regido do Vale do S&o Francisco, na cidade de Petrolina-PE. O teor de
antocianinas totais foi determinado utilizando metodologia de pH diferencial, e a
purificacdo desses pigmentos foi realizada por meio de extracdo em fase soélida
(SPE), utilizando cartuchos Cjg, procedimento que promoveu a remocdo de
acucares, acidos e compostos fendlicos ndo antocianicos. Andlises
cromatograficas foram efetuadas para identificacdo e quantificacdo das
antocianinas individuais por meio de sistema CLAE-DAD em fase reversa. A
atividade antioxidante das antocianinas foi avaliada quanto a capacidade de
sequestrar os radicais DPPH’ (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e ABTS™ [2,2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfénico)], tendo o acido galico como composto de
referéncia. O teor médio de antocianinas totais foi de 31,66 + 0,63 mg. 100g~" de
residuo (expresso em malvidina-3-glicosideo). Seis antocianinas majoritarias
foram identificadas: cianidina-3-O-glicosideo; delfinidina-3-O-glicosideo;
malvidina-3-O-glicosideo; malvidina-3,5-O-glicosideo; pelargonidina-3-0O-
glicosideo; e peonidina-3-0O-glicosideo, em diferentes concentracfes. Malvidina-3-
O-glicosideo foi a mais abundante (61,66%) seguida da malvidina-3,5-O-
diglicosideo (14,88%). A fracdo antocianica demonstrou elevado potencial
antioxidante frente ao radical DPPH’ (ECso: 0,26 g. g DPPH'™; Tecso: 1,37 minutos;
EA: 2,79). Aos 5 minutos de reacéo, em diferentes concentragdes (5 a 40 ug. mL~
), apresentou variagbes no percentual de sequestro entre 48 e 94%,
respectivamente, constatando-se uma alta correlacao entre o teor de antocianinas
e a capacidade antioxidante (R = 0,93). Frente ao radical ABTS™ as antocianinas
exibiram significativa acdo na captura do radical com valor de 199,35 yM Trolox.
g*. Conclui-se que as antocianinas do residuo de uva avaliado constitui uma
opcao para o reaproveitamento de subprodutos viticolas, apresentando-se como
uma alternativa de corante natural com propriedades antioxidantes e com
potencial aplicacdo na industria de alimentos.

Palavras-chave: Vitis labrusca; Sequestro de radicais livres; DPPH’; ABTS™.
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ABSTRACT

Considering the large volume of solid waste generated due to the agro-industrial
activities, as well as the recovery of bioactive substances that are possibly present
in this material, this study aimed to identify and quantify the anthocyanins found in
the grape juice pomace, and evaluate the antioxidant activity of this purified
fraction. The grape residue (Vitis labrusca, cv. Isabella) was ceded by an industry
producing of pure grape juice, located in the region Sub-middle S&o Francisco
Valley, in the city of Petrolina-PE. The anthocyanin content was determined using
pH-differential method, and the purification of these pigments was performed by
solid phase extraction (SPE) using C;g cartridges, procedure which removed
sugars, acids and non-anthocyanin phenolic compounds. The isolated anthocyanin
were identified and quantified by a RP-HPLC with diode array detector. The
antioxidant activity of the purified anthocyanins were evaluated for their ability to
scavenge free radicals: DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTS™ [2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6sulfonic acid)], using gallic acid as standard. The
average content of anthocyanins was 31.66 + 0.63 mg. 100g™ residue (expressed
as malvidin-3-glucoside). A total of six majority different anthocyanins were
identified:  cyanidin-3-O-glucoside,  delphinidin-3-O-glucoside, = malvidin-3-O-
glucoside, malvidin-3,5-O-diglucoside, pelargonidin-3-O-glucoside and peonidin-3-
O-glucoside, with different concentrations. Malvidin 3-glucoside was the most
abundant (61.66%) of the total observed, while malvidin-3,5-O-diglucoside
(14.88%) was the second. The anthocyanin fraction showed high antioxidant
potential against the radical DPPH" (ECso: 0,26 g. g DPPH™; Tecso: 1,37 minutos;
AE: 2,79). After 5 minutes of reaction at different concentrations (5-40 pg. mL™),
showed variations in the percentage scavenging between 48 and 94%,
respectively, though there is a high correlation between anthocyanin content and
antioxidant capacity (R = 0.93). Against the radical ABTS™ anthocyanins exhibited
significant action in capturing the radical with value of 199.35 uM Trolox. g™. It is
concluded that the anthocyanin of the grape residue is an option for the reuse of
wine byproducts, presenting itself as a natural antioxidant alternative with potential
application in the food industry.

Keywords: Vitis labrusca; Free radical scavenging; DPPH"; ABTS™.
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INTRODUCAO

O metabolismo normal das células aerdbicas leva a geracdo de uma série
de radicais livres, incluindo as espécies reativas de oxigénio. A interacdo (em
excesso) dessas espécies com moléculas de natureza lipidica origina novos
compostos: hidroperoxidos e peroxidos diferentes. Desta forma, a relagdo desses
radicais com os sistemas biol6gicos pode ser citotdéxica e ocasionar lesbes ao
DNA e demais componentes da célula. O acumulo desses produtos lesionados no
organismo pode ser critico para a degeneracdo celular no processo de
envelhecimento, assim como para o desenvolvimento de doengas cronicas néo
transmissiveis, a exemplo de céancer, aterosclerose e diabetes (HALLIWELL,
1994, 1996; BIANCHI; ANTUNES, 1999; ANDERSON, 2000).

Os danos celulares causados pelos radicais livres podem ser prevenidos ou
atenuados por meio da capacidade antioxidante de alguns compostos
(CARVALHO et al., 2006). Os polifendéis antioxidantes funcionam como
sequestradores de radicais e, algumas vezes, como quelantes de metais, agindo
tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo (MCANLIS
et al.,, 1997; MORAES; COLLA, 2006). Compostos fendlicos, grupo que inclui as
antocianinas, tém sido reportados na literatura por possuirem acdo antioxidante in
vivo e in vitro, e dessa forma, serem capazes de inativar os radicais livres em
meio aquoso e lipofilico (HARTMAN; SHANKEL, 1990; ANDERSON et al., 2000;
GILGUN-SHERKI et al., 2002, LIONETTO et al., 2011; ABBASI et al., 2015).

Dentre os métodos comumente empregados para avaliar a capacidade
antioxidante em alimentos e sistemas biolégicos, destacam-se 0s que utilizam os
radicais livres organicos sintéticos DPPH" e ABTS™ (SANCHEZ-MORENO, 2002;
PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006), tanto pela facilidade de execucédo
como pela boa correlagcdo com as demais metodologias antioxidantes (SOUSA;
VIEIRA; LIMA, 2011). O radical croméforo monocationico, gerado pela oxidacéo
do ABTS™ com persulfato de potassio, desencadeia a abstracdo do hidrogénio,
doador de elétrons, da substancia antioxidante (RE, et al.,1999). De forma
semelhante, o ensaio da capacidade de sequestro do radical DPPH’ baseia-se na
transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para o DPPH’,
convertendo-o a sua forma reduzida (picrilhidrazina) (BRAND-WILLIAMS,
CUVELIER; BERSET, 1995). Em ambas as reac¢bes, a cor da solucdo é
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suprimida, sendo o grau da descoloracao utilizado para avaliar a habilidade do
antioxidante em capturar o radical livre.

Os polifendis estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Entre as
frutas, a uva (Vitis ssp.) constitui uma fonte importante desses compostos
(VACCARI; SOCCOL; IDE, 2009). Também se destaca por ser uma das frutas
mais cultivadas no mundo, sendo o Brasil, em 2013, classificado como décimo
maior produtor (FAO, 2013), e destinadas para a producdo de vinho, sucos e
derivados. Os sucos de uva brasileiros sdo produzidos a partir de uvas hibridas
americanas (Vitis labrusca), especialmente da variedade lIsabel, cultivar mais
plantada em estados e regides brasileiras caracteristicamente produtoras de uva,
tais como Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Vale do S&o Francisco (LIMA et
al., 2014). A fabricacéo de suco de uva vem crescendo ha alguns anos no Brasil
em razdo de sua tipicidade, qualidade e valor nutritivo (RIZZON; MIELE, 2012).
Em 2012, apenas nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, esta
producdo representou cerca de 40% (224,98 milhdes de litros) de um total de
600,49 milhdes de litros destinados a fabricacdo de produtos derivados da uva,
observando-se um acréscimo de 22,57% em relacdo a média (489,91 milhdes de
litros) dos anos anteriores (2008 a 2011) (MELLO, 2013) o que origina, por sua
vez, um grande volume de residuos solidos.

A presenca de polifendis em subprodutos da inddstria vinicola, tais como:
flavonoides (antocianinas e flavonais); acidos fendlicos (derivados dos acidos
cinamicos e benzoicos); estilbenos (resveratrol) e taninos; e o efeito sinérgico
entre eles, tem sido relacionado a propriedade antioxidante (FONTANA;
ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013; KY et al., 2014). Por este motivo, o0 extrato bruto de
residuo de vinho tinto tem sido investigado para avaliacdo dessa propriedade
(MAKRIS; KEFALAS, 2013; GARCIA-LOMILLO et al., 2014; SOUZA et al., 2014;
2015), porém ainda ha pouca informacdo sobre a acdo antioxidante de
antocianinas purificadas de subprodutos de uva. Estudos envolvendo acéo
antioxidante de antocianinas isoladas de residuos de uva decorrentes da
producdo de suco também sdo escassos ha literatura. Nesse contexto, este
estudo objetivou identificar e quantificar as antocianinas do residuo agroindustrial
de suco de uva cv. Isabel e avaliar a capacidade antioxidante desta fragao

purificada, empregando métodos baseados na captura de radicais livres.
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MATERIAL E METODOS

Material

Amostras

O residuo de uva (Vitis labrusca, cv. Isabel) foi cedido por uma industria
produtora de suco de uva integral, situada na regidao do Vale do S&o Francisco, na
cidade de Petrolina-PE (Latitude Sul 09° 21"; Longitude Oeste 40° 40'; Altitude de
360m). O suco foi obtido pelo processo de extracdo a quente sem prensagem do
bagaco conforme descrito por Lima et al. (2014). As uvas, utlizadas para
obtencao do suco e material residual, foram colhidas durante a safra do més de
outubro/2013. As amostras (5 kg), compostas por cascas e sementes, foram
coletadas diretamente da linha de producédo, acondicionadas em sacos de
polietleno de baixa densidade, congeladas e transportadas, em caixas
isotérmicas, até o Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas de Alimentos (LAFQA)
do Departamento de Ciéncias Domesticas (DCD) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), onde foram imediatamente armazenadas sob
congelamento (-18°C + 1°C), sendo descongeladas, conforme as quantidades
necessarias para cada ensaio. Todos os procedimentos seguintes ocorreram em

condicdes de reduzida luminosidade.

Métodos

Extracdo das antocianinas

O residuo de suco de uva foi extraido com acetona acidificada (0,01% HCI)
e filtrado, subsequentemente, até a completa remocdo das antocianinas. Os
sobrenadantes resultantes foram submetidos a particdo com dois volumes de
cloroféormio e estocados a 4°C + 1°C pelo periodo de uma noite, possibilitando a
separacao das fases apolar e polar. A fase aquosa foi centrifugada (6000rpm, 10
minutos, 4°C), levada ao evaporador rotatorio (38°C + 2°C, sob vacuo) para a
remocao total da acetona residual, e o extrato aquoso obtido estocado a -18°C +
1°C para as analises posteriores (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).
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Determinagdo das antocianinas totais

A quantificagdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com o
método de pH diferencial (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005). Os extratos
antocianicos aquosos foram apropriadamente diluidos em tampdes com pH 1,0
(cloreto de potassio, 0,025M) e pH 4,5 (acetato de potéssio, 0,4M). Apos 15
minutos de repouso a temperatura ambiente (22°C + 2°C), as absorbancias foram
mensuradas em espectrofotometro (Shimadzu UV-1650PC) a 520 nm e 700 nm.
O teor dos pigmentos foi calculado considerando a absortividade molar (¢) de
28.000 L. cm™. mol™ e o peso molecular de 493,2 g. mol™ da malvidina-3-
glicosideo, e os resultados foram expressos em mg de malvidina-3-glicosideo.

100 g™* de residuo, aplicando a seguinte férmula:

Antocianinas monoméricas = AxPM xFD x 100/ & x 1

Onde: A = (Aszonm — A700nm)pH 1,0 — (As20nm — A7oonm)pH 4,5, PM é 0 peso molecular;

FD é o fator de diluicao; € é a absortividade molar.

Purificacdo das antocianinas

Extratos antocianicos aquosos foram purificados por meio de extracdo em
fase sdlida (SPE, solid phase extraction), utilizando cartuchos de Ci;g 600mg
(Alltech Assoc., Inc., lllinois, USA) segundo metodologia descrita por Rodriguez-
Saona e Wrolstad (2001) para a remocéao de agucares, acidos e outros compostos
fendlicos ndo antocianicos. O extrato metandlico resultante foi concentrado a
vacuo, em rota-evaporador (38°C + 2°C), até a aquisi¢cdo de um residuo seco ao
qgual foi adicionado éter dietilico com a finalidade de precipitar os pigmentos
(ESPIN et al., 2000). As antocianinas em p6 obtidas, foram armazenadas sob

congelamento (-18°C + 1°C) até o momento das determinacfes analiticas.
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Identificacdo e quantificacdo das antocianinas por CLAE-DAD

a) Solventes

Metanol, acetonitrila e &cido fosférico a 85 %, todos de grau
cromatografico, foram fornecidos pela Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil), JT Baker (Phillipsburg, NJ, USA) e Fluka (Switzerland), respectivamente, e
a agua ultrapura foi obtida da Purelab Option Q Elga System (USA).

b) Padrdes

Foram utilizados os seguintes padrdes: cloreto de pelargonidina-3-O-
glicosideo (cloreto de calistefina), cloreto de cianidina-3,5-O-diglicosideo (cloreto
de cianina), cloreto de cianidina-3-O-glicosideo (cloreto de curomanina), cloreto
de malvidina-3-5-O-diglicosideo (cloreto de malvina), cloreto de delfinidina-3-O-
glicosideo (cloreto de mirtilina), cloreto de malvidina-3-O-glicosideo (cloreto de
oenina), cloreto de peonidina-3-O-glicosideo, obtidos da Extrasynthese (Genay,
France). Solucbes-estoque de cada padrdo foram preparadas em metanol. Em
seguida, uma solucdo padrdo intermediaria contendo todas as antocianinas
estudadas foi preparada através da diluicdo das respectivas solucdes-estoque em
solucéo de acido fosférico a 0,85% (Tabela 1) (NATIVIDADE et al., 2013).

c) Amostras

Antocianinas purificadas (50 mg) foram acondicionadas em microtubo tipo
eppendorf, coberto com papel aluminio, e transportadas, em caixa térmica de
isopor, até o Laboratério de Cromatografia da Embrapa Semiarido (Petrolina-PE),
onde foram realizadas as andlises. Uma aliquota de 10 mg das antocianinas
purificadas foi diluida em 1 mL da solucdo de acido fosforico a 0,85%, e filtrada
em membrana de nylon de 0,45 um (Allcrom-Phenomenex, EUA) antes de serem
injetadas no CLAE-DAD.
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d) Procedimento analitico

A separacao das antocianinas foi realizada segundo metodologia descrita
por Natividade et al. (2013) em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (Waters e2695 Separation Module Alliance), equipado com bomba
quaternaria, injetor automéatico e detector de arranjo de diodos (DAD) (Waters
2998), utilizando a coluna Gemini NX Cig (150 mm x 4,6 mm x 3 pm)
(Phenomenex, USA). A obtencdo e processamento dos dados foram realizados
utilizando o software “Waters Empower™ 2" (Milford, USA). As condi¢bes de
andlise foram: temperatura do forno a 40°C, volume de inje¢cdo de 10 pL,
comprimento de onda a 520 nm e fluxo de 0,5 mL. min™. A fase movel foi
constituida por solucdo de acido fosforico a 0,85% (fase A) e acetonitrila (fase B),
conforme o seguinte gradiente: 0 min, 100% A; 10 min, 93% A e 7% B; 20 min,
90% A e 10% B; 30 min, 88% A e 12% B; 40 min, 77% A e 33% B; 45 min, 65% A
e 35% B; 55 min, 100% B. A partir da curva de calibracdo (R* > 0,998) dos
padrdes utilizados, empregando concentracdes de 0,625 a 15 pg. mL™, procedeu-

se a identificacdo e quantificacdo das antocianinas.

Tabela 1 Concentracdo das solucBes-estoque e solugdo intermédia das antocianinas

estudadas.
Antocianinas Solugéo- Solugéo
estoque intermediéria
(Mg. mL™) (Mg. mL™)
Cianidina-3,5-O- glicosideo 2500 100
Cianidina-3-O- diglicosideo 2500 100
Delphinidina-3-O- glicosideo 2500 100
Malvidina-3,5-O- glicosideo 2500 100
Malvidina-3-O- diglicosideo 2500 50
Pelargonidina-3-O- glicosideo 2500 25

Peonidina-3-0O- glicosideo 500 6,25
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Avaliagédo da capacidade antioxidante
a) Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH")

A atividade antioxidante das antocianinas purificadas foi avaliada pelo
método de sequestro de radical DPPH’ descrito por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995), modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998).
Antocianinas com diferentes concentracdes foram adicionadas a solucdo de
DPPH" em metanol (0,1M) atingindo as concentracdes finais de 5; 7,5; 10; 15; 20;
30 e 40 pg. mL™. A absorbancia a 517 nm foi monitorada, em espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-1650PC), até a reacao atingir o platé de estabilidade.

A capacidade de sequestrar o radical DPPH’, aos 5 minutos de reacao,
utilizando as concentracdes de antocianinas acima, foi calculada pela equacao
descrita por Miliauskas et al. (2004) e expressa como percentual de sequestro de

radical livre, conforme a seguir:

% de sequestro de radical livre = (Ag - Aa) X 100
As

Onde: Ag € a absorcao do branco (t = 0 minuto); A € a absorcdo de antocianinas

(t = 5 minutos).

A partir dos dados obtidos foi efetuada a andlise de regressao simples com
0 objetivo de verificar a existéncia de uma relacdo funcional entre os valores de
percentual de sequestro de radical livie DPPH’ e o teor de antocianinas. Para
estabelecer uma equacéo que representa essa relacéo foi construido um grafico
(diagrama de disperséo) para verificar como se comportam os valores de variavel
dependente (Y), percentual de sequestro de radical livie DPPH’, em funcdo da
variacdo da variavel independente (X), teor de antocianinas, e assim obter um
modelo matematico que melhor se ajuste aos valores observados de Y em funcgéo
da variacdo dos valores da variavel X.

A concentracdo do DPPH' remanescente no meio da reacao foi calculada a

partir da curva padréo do radical DPPH’, e o percentual de DPPH’ remanescente
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(DPPHrem%) de cada concentracdo de antocianinas utilizando a seguinte

expressao:

DPPH'rem% = DPPH’; / DPPHr x 100

Onde: DPPH'; é a concentracdo do radical DPPH" no tempo em que a reacao
atingiu o platd; DPPH't-, é a concentracgéao inicial do DPPH’ (tempo 0 da reacéo).

A concentragdo de antocianinas eficiente para diminuir em 50% a
concentracdo inicial de DPPH’ (ECsy) foi calculada a partir do grafico da
concentracdo da amostra versus DPPHrgnm%, cujo resultado foi obtido em g
amostra. g de DPPH™ como também expresso em pg. mL™. A eficiéncia
antirradical (EA) foi calculada considerando o valor de ECsy (g amostra. g de
DPPH™) e o tempo em que foi atingido 0 ECso (Tecso), conforme a seguir:

EA =1/ECsoX Tecso

O comportamento cinético das antocianinas foi classificado em rapido
(Tecso < 5 minutos), intermediario (Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30
minutos), segundo o valor de Tecso, € a eficiéncia antirradical, em baixa (EA < 1),
média (EA > 1 e < 5), alta (EA > 5 e < 10) ou super alta (EA > 10) de acordo com
o valor de EA (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998). Para
fins de comparacdo, a capacidade de sequestro do radical DPPH’ também foi

determinada nas mesmas condi¢des utilizando o acido galico.

b) Capacidade de sequestrar o radical 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
acidosulfonico) (ABTS™)

A capacidade de sequestro do radical ABTS™ das antocianinas purificadas
foi determinada segundo o método descrito por Re et al. (1999). O radical foi
gerado a partir da reacéo da solucdo aquosa de ABTS™ (7 mM) com 2,45 mM de
persulfato de potassio. Diferentes concentragbes de antocianinas foram

adicionadas a solucdo do ABTS™, atingindo a concentracio final de 0,5; 1,0; e 2,0
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ug. mL™, e sua absorbancia registtada a 734 nm (ap6s 6 minutos) em
espectrofotometro (Shimadzu UV-1650PC). A capacidade antioxidante da amostra
foi calculada em relacdo a atividade do antioxidante sintético Trolox (6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), que € uma substancia hidrossoluvel
analoga a vitamina E, e os resultados foram expressos em atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (UM Trolox. g™*). O &cido gélico foi utilizado como padréo
com a finalidade de comparar sua capacidade sequestradora do radical ABTS™

nas mesmas condi¢des das antocianinas.

Tratamento estatistico dos dados

O experimento foi instalado segundo delineamento experimental
inteiramente ao acaso. Todas as determinacfes foram efetuadas em triplicata e
os resultados submetidos ao teste t de Student ao nivel de 5% de probabilidade (p
< 0,05), utilizando o software “Statistica” (versédo 7, StatSoft, Inc., Tulsa, USA).

A andlise de regressao linear simples foi efetuada com o auxilio do
software “Microsoft Office Excel 2007” o que permitiu obter o coeficiente de
determinacdo (R?) que fornece informacao ao resultado da andlise de variancia da
regressdo como uma maneira de se verificar se o modelo proposto é adequado ou
nao para descrever o fendbmeno. Os valores proximos de 1 indicam que o modelo
proposto € adequado para descrever o fendmeno, ou seja, as variaveis
independentes podem prever e influenciar a variavel dependente.

O coeficiente de correlacdo (R) também foi calculado utilizando o programa
acima citado, podendo admitir valores positivos ou negativos, o que indica que a
relacdo é direta ou inversa, respectivamente, e deve ser usado como uma medida

de forca da relacdo entre as variaveis.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinagdo das antocianinas totais

A molécula de antocianina apresenta carater polar, permitindo a
solubilizacdo em diferentes solventes organicos, porém Rodriguez-Saona e
Wrolstad (2001) referem que a acetona € capaz de recuperar 30% ou mais da
fracdo antocidnica quando comparada ao metanol. Tradicionalmente, solu¢des
acidificadas tém sido usadas para a extracdo de antocianinas (JU; HOWARD,
2003).

Neste estudo, o teor médio de antocianinas totais presente no residuo
agroindustrial de suco de uva cv. Isabel foi de 31,66 + 0,63 mg. 100g™" de residuo,
expresso em malvidina-3-glicosideo. Teor mais baixo foi encontrado por Clemente
e Galli (2011) que utlizando residuo industrial de vinho, composto pelas
variedades Isabel (80%) e Bordd (20%) relataram um valor de 26,20 + 2,65 mg.
100g™" de residuo. Soares et al. (2008) relataram que o teor de antocianinas totais
encontrado em cascas de uvas da cultivar Isabel foi de 82,15 + 21,55 mg. 100g™
de peso fresco (correspondente a cianidina-3-glicosideo), respectivamente. Além
da distinta forma de expressédo, esse valor elevado justifica-se por se tratar da
casca da uva “in natura”, diferente da matéria prima deste estudo em que as
cascas foram obtidas apds serem submetidas ao processo de extracdo do suco.

Em uvas tintas, a concentracdo de antocianinas, geralmente, varia de 30 a
750 mg. 100g™* de fruta (MAZZA, 1995). Diversos fatores podem influenciar o
acumulo e a composicao das antocianinas no fruto in natura, tais como: espécie,
variedade, estadio de maturacdo, safra, regido geografica, condicdes
edafoclimaticas e praticas agricolas de modo geral, incluindo o processo de
armazenamento (BRAVO, 1998; KIM; JEONG; LEE, 2003; MALACRIDA; MOTTA,
2005; RUBERTO et al., 2007; ROCKENBACH et al., 2008; RiIO SEGADE et al.,
2008); interferindo, portanto, no conteido de antocianinas presentes no residuo,
apos o processamento do fruto.

Nesse sentido, Rockenbach et al. (2008) avaliando o teor de antocianinas
em residuo de uvas da espécie Vitis vinifera, variedades Ancelota e Tannat,

extraidas em diferentes solventes, relataram que o maior teor desse pigmentos foi
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encontrado utilizando como solvente o etanol 50%, cujo valores, calculado em
peso seco, foi de 1950 e 770 mg. 100 g™, respectivamente.

Considerando que a maxima extracdo de pigmentos antocianicos do
mosto/vinho é alcancada durante os primeiros dias de fermentacdo alcodlica
(GOMEZ-PLAZA, MINANO E LOPEZ-ROCA, 2006), e que o suco de uva
caracteriza-se como uma bebida ndo fermentada (BRASIL, 2000), o residuo de
suco de uva possui uma maior perspectiva de obtencdo de antocianinas. Essa
afirmacédo foi confirmada por Li et al. (2013) que ao compararem amostras
desidratadas de residuos de uva, tanto da produg¢do de suco como de vinho,
variedades Kyoho e Cabernet Sauvignon, respectivamente, concluiram que em
virtude do maior teor de antocianinas, o material residual da fabricacdo de suco
consiste em uma melhor fonte desses compostos em relacdo ao Vvinicola.
Clemente e Galli (2011) ressaltam que, dependendo do tipo de residuo, a
extracdo € capaz de recuperar cerca de 50% das antocianinas, 0 que justifica o
crescente interesse na exploracdo de subprodutos de uvas.

O conteudo de antocianinas totais do residuo de suco de uva cv. Isabel
encontrado neste estudo e avaliado pelo método de pH diferencial, foi mais
expressivo em relacdo aos residuos de polpas de goiaba (3,2 + 0,34) e acerola
(8,84 + 0,02), expressos em ug. 100 g* (SOUSA et al., 2011). E, inferior as
concentracdes encontradas para cascas de jabuticaba (48,06 + 5,76 mg. 100 g™)
(SILVA et al., 2010), bagacos de mirtilo (152 mg. 100 g’ peso seco) (KHANAL;
HOWARD; PRIOR, 2010), cranberry (121,40 + 590 mg. 100 g’ peso seco)
(WHITE; HOWARD; PRIOR, 2010), e amora (285,50 + 9,79 mg. 100 g*) (ZHANG
et al., 2011). Além dos fatores anteriormente referenciados, os procedimentos de
extracdo e quantificacdo interferem significativamente nestes valores. A respeito
disso Lee, Rennaker e Wrolstad (2010) apontaram uma alta correlacdo (R =
0,925) entre a metodologia de pH diferencial e HPLC. Segundo esses autores, na
impossibilidade de analise por HPLC, o pH diferencial consiste em um método
simples e econbmico para determinar antocianinas totais. Teixeira, Stringheta e
Oliveira (2008) também n&do encontraram diferencas significativas entre as
metodologias de pH diferencial e pH Unico, sendo este Ultimo recomendado nos
casos de auséncia de interferentes na amostra (como por exemplo, taninos) em

razéo de sua praticidade.
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Identificacdo e quantificacdo das antocianinas por CLAE-DAD

Quimicamente, a estrutura das antocianinas difere entre si conforme o grau
de hidroxilacdo e metoxilacéo, assim como o tipo, nimero e posi¢cdo dos acucares
e acidos alifaticos ou aromaticos ligados a molécula (LIMA; SUSSUCHI;
GEOVANI, 2007). Ao analisar as antocianinas do residuo agroindustrial de suco
de uva cv. Isabel foi identificada a presenca de seis compostos do total estudado,
em diferentes tempos de retencado: delfinidina-3-O-glicosideo (23,86 min);
malvidina-3,5-O-glicosideo (26,66 min); cianidina-3-O-glicosideo (28,46 min);
pelargonidina-3-O-glicosideo (29,85 min); peonidina-3-O-glicosideo (33,32 min); e
malvidina-3-O-glicosideo (36,30 min); e em concentracdes distintas (Tabela 2).

Tabela 2 Perfil quantitativo de antocianinas majoritarias presentes em residuo

agroindustrial de suco de uva cv. Isabel

Teores

Antocianinas (mg. g amostra) (%)
Cianidina-3-O- glicosideo 2,97+0,061 3,99
Cianidina-3,5-O- diglicosideo ND -
Delfinidina-3-O- glicosideo 2,880,000 3,87
Malvidina-3-O- glicosideo 45,87+0,092 61,66
Malvidina-3,5-O- diglicosideo 11,07+0,083 14,88
Pelargonidina-3-O- glicosideo 7,04+0,040 9,46
Peonidina-3-0O- glicosideo 4,57+0,023 6,14

ND: ndo detectado. Os valores referem-se a média de trés determinagdes + desvio padréo.

Evidencia-se na Tabela 2 a predominancia da malvidina-3-O-glicosideo e
da malvidina-3,5-O-diglicosideo, sendo a primeira em maior propor¢ao (45,87 mg.
g™’ amostra), contribuindo com 61,66% da composicdo total das antocianinas
identificadas, enquanto que a cianidina-3-O-glicosideo (3,99%) e delfinidina-3-O-
glicosideo (3,87%) encontravam-se em menor concentracdo. Cabe ressalvar que
0 grau de hidroxilagdo e metoxilacdo implica decisivamente na estabilidade das

antocianinas. Quanto maior a ocorréncia de grupos metoxilas mais estabilidade é
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conferida a molécula, o inverso ocorre na presenca de grupos hidroxilas
(FRANCIS, 1989), podendo esta caracteristica influenciar o desempenho das
propriedades antioxidantes.

Este resultado corrobora os encontrados por outros autores que relataram
ser a malvidina-3-O-glicosideo a antocianina mais abundante em uvas
(KALLITHRAKA et al., 2005), sucos de uva (TENORE et al., 2012) e residuos de
vinho (KY et al.,, 2014), todos da espécie Vitis vinifera. Perfil antocianico em
proporcdes semelhantes ao obtido foi exposto por Natividade et al. (2013) em
suco de uva cv. Isabel (Vitis labrusca). Diferengas qualitativa e quantitativa foram
constatadas pelos mesmos autores em sucos de uva de igual e de outras
espécies cultivadas na regido do Vale do Sé&o Francisco, enfatizando a
importéncia da cultivar e a influéncia de seus fatores intrinsecos. Em residuo de
suco de uva da cultivar Kyoho (Vitis labrusca), Li et al. (2013) destacaram a
malvidina 3-(trans)-coumaroil-5-diglucosideo como componente majoritario. Em
relacdo as antocianinas ndo aciladas identificadas por esses autores, a malvidina-
3-0O-glicosideo foi do mesmo modo a mais abundante, seguida, igualmente, da
malvidina-3,5-O-diglicosideo, enquanto que a cianidina-3-O-glicosideo
encontrava-se, também, em menor concentracao.

Outros compostos nao identificados foram observados no cromatograma
obtido, através de picos posteriores, nos tempos de retencdo entre 40 e 50
minutos, presumindo-se a presenca de antocianinas aciladas, uma vez que estas
sédo eluidas em tempos de retencdo maiores segundo Drust e Wrolstad (2001).
Geralmente, a presenca de um grupo acil na molécula esta relacionada ao
aumento da acdo antioxidante. Em seu estudo, Azevedo et al. (2011)
demonstraram que a acilacdo da malvidina-3-O-glicosideo com acidos fendlicos,
tais como acidos caféico ou cumarico, amplia o desempenho destas propriedades.
No entanto, algumas pesquisas indicam que as antocianinas nao aciladas tém
maior biodisponibilidade do que as antocianinas aciladas (KURILICH et al.,
2005;CHARRON et al., 2007).

A glicosilacdo no C-3, com mono ou dissacarideos, pode reduzir a atividade
antioxidante, se comparada a sua correspondente aglicona (LIMA; GUERRA,
2003). Ainda que o oposto também possa ocorrer em casos especificos, a
exemplo da malvidina e malvidina-3-O-glicosideo, tendo esta Ultima, maior

eficacia que a sua aglicona em experimento com vinho tinto (LAPIDOT et al.,
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1999). Além da malvidina-3-O-glicosideo e malvidina-3,5-O-diglicosideo, a
presenca das outras moléculas de antocianinas identificadas em menor
propor¢cdo, bem como a provavel existéncia de antocianinas aciladas, pode
exercer importante efeito na capacidade antioxidante do residuo de uva analisado,

uma vez que estes compostos poderdo agir como sinergistas intramoleculares.

Avaliacdo da capacidade antioxidante

Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

O comportamento cinético e antirradical das antocianinas do residuo

agroindustrial de suco de uva cv. Isabel, tendo como padrdo o acido galico,

encontra-se na Tabela 2, na qual é possivel observar valores de ECsp, Tecso € EA

estatisticamente diferentes (p < 0,05) entre as antocianinas e o acido galico.

Tabela 3 - Valores de ECsg, Tecso, Classificacdo cinética e antirradical de antocianinas do

residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel, e do &cido galico.

DPPH’
Ensaio EC o A
@ amc?gtra Tecso Classificagao EA Classificagao
g DPPH ) (minutos) cinética antirradical
ACY 0,26+0,020* 1,37+0,035* Rapido 2,81+0,229* Média
Acido L
galico 0,14+0,001 0,54+0,005 Rapido 13,230,172 Super alta

ACY: antocianinas; ECsy: concentracdo eficiente para diminuir em 50% a concentragéo inicial de
DPPH’; Tecso: tempo necessario para atingir o valor de ECsy; EA: eficiéncia antirradical (1/
ECso.Tecso). Os valores referem-se a média de trés determinag¢des + desvio padréo. (*) Valores
diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste t de Student.

Convém ressaltar que o primeiro valor é inversamente relacionado a

atividade antirradical, ou seja, as amostras com baixo valor de ECsp possuem um
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elevado potencial de sequestro de radicais livres. Logo, as antocianinas do
residuo de uva (ECso: 0,26 g. g DPPH™™, valor correspondente a 9,13 pg. mL™)
apresentaram acado de sequestro do radical DPPH" inferior ao acido galico (ECso:
0,14 g. g DPPH™?, valor correspondente a 5,27 pg. mL™). N&o obstante a
existéncia de variacdes estatisticas, ambas as amostras exibiram alta capacidade
de sequestro de acordo com o parametro avaliado. Este resultado é ratificado por
Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1999), os quais referem ao &cido
galico o mais baixo valor de Ecso em relacdo aos extratos de produtos vinicolas
(vinhos e sucos de uva) bem como aos demais padrées (acido caféico, acido
ferdlico, &cido tanico, BHA, quercetina, resveratrol, rutina e vitamina E) testados.
Outros autores também evidenciaram a superioridade do acido galico frente ao
radical livre DPPH’ considerando o valor de ECsy (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012).

Por este mesmo método, Ruberto et al. (2007) relataram para extratos
metanolicos acidificados de bagacos de uva (Vitis vinifera) elevado potencial
antioxidante ao analisarem o valor de ECsy, das seguintes variedades: Nero
d’Avola (38,93 pug. mL™?), Cabernet Sauvignon (30,20 pg. mL™), Nerello Cappuccio
(23,99 pg. mL™), Frappato (15,90 pg. mL™) e Nerello Mascalese (14,45 ug. mL™),
demonstrando que os achados do presente estudo sdo superiores aos descritos
acima. Expressiva acao de sequestro do radical DPPH’ também foi constatada em
pesquisas semelhantes envolvendo extratos de residuos de uva distintos (DE
BEER et al., 2003; LLOBERA; CANELLAS, 2007; ROCKENBACH et al., 2011a;
MAKRIS; KEFALAS, 2013; GENGAIHI et al., 2014). Campos et al. (2008)
utilizando diversas técnicas de extracao (classica, em e com fluido supercritico ou
SFE) e solventes organicos (etanol, n-hexano, diclorometano, butanol e acetato
de etila) observaram oscilacdes no valor de ECx (entre 13 e > 250 ug. mL™) para
certas concentracdes de extratos de bagaco de uva Cabernet Sauvignon.

O uso de diferentes solventes e procedimentos de extracdo afetam a
transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio e, consequentemente, a
avaliacdo da capacidade de sequestro de radicais livres (ROCKENBACH et al.,
2008). Destaca-se ainda a importancia do método empregado e a polaridade do
meio reacional (MELO et al., 2011). Por este motivo, a natureza da matéria-prima
€ significativa, pois interfere diretamente na composi¢cdo dos extratos. O extrato

bruto, abordado na andlise comparativa referenciada, contém além de
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antocianinas, outras substancias, tais como agucares, acidos organicos e outros
compostos fenodlicos, as quais podem exercer influéncia expressiva sobre a
determinacdo da atividade antioxidante (LIMA et al., 2011). De modo geral, esta
acao esté relacionada ao efeito sinérgico exercido pelos constituintes do extrato, e
nao exclusivamente a um componente isolado. Embora alguns compostos
possam contribuir mais do que outros (BABBAR et al., 2011; ROCKENBACH et
al., 2011b; ARAUJO et al., 2014; KY et al., 2014).

Em vinho tinto, fragbes isoladas como acidos fendlicos, antocianinas e
outros flavonoides apresentaram mais baixos valores de ECs, quando
comparadas aos extratos fenodlicos de cascas liofilizadas de uva (Vitis vinifera,
variedades: Graciano, Cabernet Sauvignon e Tempranillo) em estudo realizado
por Bartolomé et al. (2004). Segundo Gaulejac, Glories e Vivas (1999) fracdes
antocianicas exibiram melhor capacidade de sequestrar o radical superéxido (O
em relacdo as demais fragOes fendlicas (taninos, procianidinas e catequinas) em
vinho tinto. Antocianinas de flores de roma (pelargonidina 3,5-diglicosideo: 23,62
ug. mL* e pelargonidina 3-glicosideo: 19,56 pg. mL™) demonstraram atividade
antioxidante equivalente ou superior aos extratos brutos (26,23 pg. mL™) dessa
mesma fonte vegetal, considerando o valor de ECso (ZHANG; FU; ZHANG, 2011).
Esta tendéncia sugere que o potencial das substancias antioxidantes,
independente de isoladas ou néo, seja condicionado a sua estrutura quimica,
entre outros fatores ja mencionados. Em geral, quanto maior o nimero de grupos
hidroxila, menores séo os valores de ECso (LIMA; SUSSUCHI; GEOVANI, 2007).

Moreira et al. (2012) enfatizam que o poder antioxidante € resultante da
capacidade do composto ou do extrato em atuar rapidamente, em baixa
concentragdo, prevenindo ou retardando a reacdo de autoxidacdo. Portanto, para
melhor avaliar a capacidade antioxidante de uma amostra se faz necessario
utilizar outros parametros, além do Ecso. Em vista disso, Sanchez-Moreno,
Larrauri e Saura-Calixto (1998), estabeleceram o Tecso € EA como parametros de
avaliacdo da capacidade antioxidante em ensaio de DPPH’. De acordo com a
classificacdo cinética estabelecida, as antocianinas do residuo agroindustrial de
suco de uva e &cido gélico sdo igualmente rapidos (Tecso < 5 minutos) na acao de
sequestro do DPPH’, propriedade relevante na avaliacdo de um antioxidante. Por
outro lado, a eficacia antirradical das antocianinas (EA > 1 e < 5; média) foi inferior

ao acido gélico (EA > 10; super alta). Extratos diversos (hidroetandlico;
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hidrometandlico; hidroacetdnico) obtidos a partir do residuo agroindustrial de
acerola revelaram, respectivamente, os seguintes valores de Tecso (0,80; 5,42;
8,57) e EA (5,68; 0,80; 0,35) (CAETANO et al., 2011). Essa variacao possibilitou
gue os extratos atingissem classificacao cinética e antirradical similar e inferior a
exibida pelas antocianinas avaliadas neste estudo.

Em diferentes concentracdes (5 a 40 ug. mL™), as antocianinas do residuo
agroindustrial de suco de uva cv. Isabel, aos 5 minutos de reacéo, apresentaram
percentual de sequestro do radical DPPH’ de 48 a 94%, respectivamente,
evidenciando ser a acao antioxidante dependente da concentracdo empregada no
ensaio (Figura 1)

Figura 1 - Correlagado entre a capacidade de sequestro do radical DPPH+ (aos 5 minutos de

reacdo) e o teor de antocianinas do residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel.
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Observa-se na Figura 1 que o coeficiente de correlacdo (R = 0,93) indica
uma relacao forte e direta entre o percentual de sequestro de radical livie DPPH" e
o teor de antocianinas. O mesmo coeficiente de correlagcdo entre a concentracao
de antocianinas e capacidade de sequestro do radical DPPH" foi reportada por

Abe et al. (2007) em uvas das espécies Vitis labrusca e Vitis vinifera. Este
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resultado ratifica os obtidos por varios autores em estudos com uva e derivados, e
outras fontes vegetais (ESPIN et al., 2000; MUNOZ-ESPADA et al., 2004; JIAO et
al., 2012; CUl et al., 2013; LIMA et al., 2014). Contudo, Kallithraka et al. (2005) e
Vedana et al. (2008) ndo encontraram correlagdo estatisticamente significativa
entre as variaveis supracitadas em cultivares de V. labrusca e V. vinifera,

respectivamente, corroborando para a influéncia de outros constituintes do fruto.

Capacidade de sequestrar o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acidosulfénico) (ABTS™)

A capacidade de sequestro do radical ABTS™, em equivalente de Trolox
(TEAC), é diretamente relacionada a acdo antirradical. Portanto, ao analisar o
grafico da Figura 2, evidencia-se que a atividade antioxidante, apds 0os 6 minutos
de reacdo, das antocianinas do residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel
(199,35 uM Trolox. g™ diferiu significativamente (p < 0,05) do padrdo &cido galico
(1334,74 uM Trolox. g%), sendo este dltimo mais eficiente que as amostras
avaliadas. Do ponto de vista quimico, a presenca de trés grupos hidroxila (OH) na
molécula do acido galico é um fator determinante para potencializar a sua
atividade (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1999). Quanto
as antocianinas, além do maior numero de grupos hidroxila, a posicdo deste
grupamento na molécula também é de importancia primaria para o desempenho
de propriedades antioxidantes. A estrutura o-diidroxila presente no anel B, € uma
caracteristica essencial para a atividade antioxidante das antocianinas (LIMA;
GUERRA, 2003).

Estudo conduzido por Rockenbach et al. (2011a) revelou diferencas na
acdo radical ABTS™, expressa em TEAC (UM Trolox. g*), entre extratos
metandlicos acidificados de bagacos de uva liofilizados das seguintes variedades:
Cabernet Sauvignon (485,42); Merlot (318,16); Bordeaux (355,06); e Isabel
(193,36), constatando-se semelhancas entre os resultados desta Ultima e das
antocianinas deste estudo, extraidas e purificadas de residuo de uva da mesma
cultivar, apesar das distingdes quanto a origem e ao processamento. Isto sugere
gque as antocianinas contribuem substancialmente para a capacidade de

sequestro do radical ABTS™ em subprodutos vinicolas.



72

Figura 2 - Capacidade de sequestro do radical ABTS™ das antocianinas do residuo
agroindustrial de suco de uva cv. Isabel e do acido galico.
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TEAC: atividade antioxidante em equivalente de Trolox (6 minutos). Os valores referem-se a média
de trés determinacdes. (*) Valores diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste t de Student.

Alto potencial antioxidante foi igualmente evidenciado em outras pesquisas
com residuos de uva variados, empregando o mesmo método de avaliacédo
(RUBERTO et al., 2007; CATANEO et al., 2008; ROCKENBACH et al., 2008;
MELO et al., 2011; KY et al., 2014). Diversos residuos agroindustriais também
tém mostrado acdo antioxidante baseada na captura dos radicais livres organicos
sintéticos DPPH" e ABTS™, a exemplo dos subprodutos de frutas como cassis ou
groselha-preta (KAPASAKALIDIS; RASTALL; GORDON, 2006; SOJKA et al.,
2009), sabugueiro (SEABRA et al., 2010), goiaba (NASCIMENTO; ARAUJO,
MELO, 2010; MELO et al.,, 2011), acerola (CAETANO et al.,, 2011), amora
(ZHANG et al., 2011), residuos de polpas de abacaxi, bacuri, cupuacu, graviola
(SOUSA; VIEIRA; LIMA, 2011), sementes de uva e lichia, tal como cascas de
banana, tangerina (kinnow) (BABBAR et al., 2011), jabuticaba (ARAUJO et al.,
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2013), manga (ARAUJO et al., 2014) e bagaco de morango (SAPONJAC et al.,
2015).

Comparando-se os resultados (Tabelas 2 e 3 e Figuras 1 e 2), constata-se
que as antocianinas do residuo avaliado, contendo a malvidina-3-O-glicosideo e a
malvidina-3,5-O-glicosideo como o0s principais componentes majoritarios,
demonstrou relevante potencial antioxidante por ambos os métodos empregados.
Estas metodologias ndo envolvem condicBes drasticas de temperatura,
oxigenagcdo e luz, fatores considerados criticos para a estabilidade das
antocianinas e, provavelmente, para a acédo antioxidante, considerando a sua

relacdo com o teor de antocianinas.

CONCLUSAO

O residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel constitui uma fonte
significativa para a obtencdo de antocianinas. A fracdo antocianica, extraida e
purificada deste material residual, exibiu consideravel atividade antirradical,
atuando na captura dos radicais livres DPPH" e ABTS™, de forma dose-
dependente. Possivelmente, esta acdo antioxidante relaciona-se a presenca das
antocianinas majoritarias identificadas bem como ao efeito sinérgico destes
compostos. Nesse sentido, apresenta-se como uma oOpg¢do para O
reaproveitamento de subprodutos viticolas, sendo uma alternativa de antioxidante

natural com potencial aplicacdo na industria de alimentos.
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RESUMO

Diante da atual tendéncia em usar pigmentos naturais como corantes em
alimentos, énfase tem sido dada a busca de fontes economicamente viaveis,
especialmente quando obtidas de materiais residuais com apelo sustentavel. Em
vista disso, este trabalho teve como propésito avaliar a estabilidade das
antocianinas do residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel frente a luz e ao
calor. As antocianinas foram purificadas por extracdo em fase solida, utilizando
cartuchos C;3 com metodologia apropriada para promover a remog¢ao de acucares,
acidos e compostos fendlicos nao antocianicos. Para avaliar a estabilidade a luz,
as antocianinas foram diluidas em uma solucédo de etanol 95%: HCI 1,5N; 85:15
v/iv (pH = 1,0) e distribuidas em tubos de ensaio, expostos a luz e na auséncia de
luz, durante um periodo de 840 horas (35 dias) a temperatura de 21°C + 1°C. O
efeito da temperatura sobre a estabilidade das antocianinas foi monitorado
utilizando tubos de ensaio contendo antocianinas diluidas em agua, acidificada
com HCI (pH = 1,0), e submetidos a temperaturas de 50°C, 70°C e 90°C, em
banho termostatizado. Leituras de absorbancia foram efetuadas na amostra
recém-preparada (0 h) e apos 1, 3, 5 e 7 horas de aquecimento. Os experimentos
foram monitorados em espectrofotdmetro, e os dados das leituras de absorbancia,
utilizados para o calculo da constante de velocidade (k) e do tempo de meia-vida
(t22) das antocianinas por meio de equacdes cinéticas de 12 ordem. Os resultados
obtidos evidenciaram que na auséncia de luz, o tempo de meia vida (ti2) dos
pigmentos antocianicos foi de 3.320h (138 dias), e na presenca de luz foi de 505h
(21 dias), apresentando constantes de velocidade (k) de 2,09 x 10* ht e 1,37 x
10° h?, respectivamente, demonstrando que a presenca de luz contribuiu
significativamente para a instabilidade das antocianinas. No estudo de
estabilidade ao calor, as constantes de velocidade (k) foram 1,84 x 10 h™* (50°C);
7,82 x 10?h™ (70°C); 1,99 x 10" h™* (90°C) e o tempo de meia-vida das amostras
ocorreu apoés 3,5h a temperatura de 90°C, e ocorreria, apés 8,9h e 37,7h, para as
amostras submetidas, respectivamente, a 70°C e 50°C, constatando a maior
instabilidade das antocianinas a altas temperaturas. Portanto, conclui-se que o
tempo de meia-vida das antocianinas foi reduzido pela presenca de luz e calor. O
teor desses pigmentos manteve-se estavel por até 3 horas quando submetidos a
temperatura de 50°C, e foi inversamente proporcional a intensidade do
aquecimento com destaque na temperatura de 90°C, confirmando o efeito
deletério do calor sobre a estabilidade das antocianinas. O reduzido tempo de
meia vida desses pigmentos submetidos ao calor confirma que o aquecimento &
um fator muito mais drastico sobre a estabilidade das antocianinas do que sua
exposicao a luz. As antocianinas do residuo agroindustrial de uva surgem como
potencial fonte de corante natural para uso em produtos alimenticios, quando
associado ao controle da luz e temperatura.

Palavras-chave: Vitis labrusca; Luz; Temperatura.
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ABSTRACT

Given the current trend of using natural pigments and dyes in food, emphasis has
been given to the search for economically viable sources, especially when they
can be obtained from waste materials with sustainable appeal. Thus, this study
aimed to evaluate the stability of purified anthocyanins from the pomace of cv.
Isabella grape juice, front of the light and the heat. Anthocyanins were purified by
solid phase extraction using C;g cartridges with appropriate method to remove
sugars, acids, and non-anthocyanin phenolic compounds. Purified anthocyanins
were diluted in ethanol solution 95%: HCI 1.5N; 85:15 v/v (pH = 1.0) to evaluate
the light stability to light and distributed into test tubes, exposed and not exposed
to light for a period of 840 hours (35 days) at 21°C + 1°C. The effect of
temperature on the stability of anthocyanins was monitored using test tubes
containing purified anthocyanins diluted into water, acidified with HCI (pH = 1.0),
and subjected to temperatures of 50°C, 70°C and 90°C in thermostatic bath.
Absorbance readings were made in the control sample (0h), and after 1, 3, 5and 7
hours of heating. The experiments were monitored by spectrophotometer
readings, and the absorbance data used to calculate the rate constant (k) and half-
life (t12) of anthocyanins through first-order kinetics equations. The results showed
that in the absence of light, the half-life (ti) of the anthocyanin pigments was
3.320h (138 days) and in the presence of light was 505h (21 days), with the
follows rate constants (k) 2.09 x 10*h™ e 1.37 x 10> h?, respectively, showing that
presence of light contributed significantly to the instability of anthocyanins. In the
study of heat stability, the rate constants (k) were 1.84 x 102 h™* (50°C); 7.82 x 10
h™ (70°C); 1.99 x 10" h™* (90°C) and the half-life of the samples occurred after 3.5h
at 90°C and would occur after 8.9h and 37.7h for the samples at 70°C and 50°C,
respectively, indicating the higher instability of anthocyanins to high temperatures.
Therefore, it is concluded that half-life of purified anthocyanins was reduced by the
presence of light and heat. The content of these pigments was stable until 3 hours
when at 50°C, and was inversely proportional to the intensity of heating especially
in the 90°C temperature, confirming the deleterious effect of heat on the stability of
anthocyanins. The half-life reduction of these pigments when subjected to the heat
confirms that heating is more drastic on the stability of anthocyanins than the light
exposure.

Keywords: Vitis labrusca; Light; Temperature.
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INTRODUCAO

Considerando que a aparéncia € um fator determinante para a escolha do
produto, os corantes destacam-se entre as classes dos aditivos quimicos por
desempenharem funcéo relevante para o aspecto sensorial do alimento, e,
consequentemente, para a industria alimenticia. Sdo definidos como substancias
naturais ou artificiais adicionadas aos alimentos com a finalidade de conferir ou
intensificar a sua coloracdo (BRASIL, 1997). Em contrapartida o emprego de
corantes sintéticos aos alimentos exige cautela visto que diversos estudos
apontam impactos negativos a saude, demonstrando a ocorréncia de varias
reacoes adversas, a curto e longo prazo, em decorréncia de seu consumo
(STEFANI et al., 2009; POLONIO; PERES, 2009; KOBYLEWSKI; JACOBSON,
2010; MPOUNTOUKAS et al., 2010). Por este motivo, 0s pigmentos naturais vém
sendo amplamente utilizados em alimentos e bebidas por séculos e, ao lado dos
corantes artificiais, continuam a fazer uma contribuicdo significativa para o
processamento de alimentos (HENRY, 1992).

Os flavonoides, encontrados com frequéncia na natureza, particularmente
em plantas, englobam uma classe importante de pigmentos naturais que tém
atraido atencdo especial em virtude de suas atividades biologicas e fisiologicas,
tornando-se um tema fundamental para a nutricAo e saude. E, assim, o0s
potenciais efeitos positivos associados a ingestdo de vegetais sdo atribuidos a
presenca desses compostos (ES-SAFI; CHEYNIER; MOUTOUNET, 2002).

As antocianinas destacam-se entre os flavonoides, e estdo presentes no
vacuolo das células epidermais de frutas, hortalicas, flores, folhas e raizes, sendo
responsaveis por atribuir-lhes diversas coloracfes entre as tonalidades de laranja,
vermelha e azul (FRANCIS, 1989). Estruturalmente, assumem diferentes formas
guimicas e variam de cor em funcdo do pH. Apesar de serem altamente instaveis
na forma de aglicona (antocianidinas), enquanto estdo nas plantas séo resistentes
a luz, ao pH e as condicbes oxidativas. Na dieta humana, 0s compostos
antocianicos estao presentes em diversos alimentos, como algumas variedades
de cereais, vegetais folhosos e raizes, todavia, sdo mais abundantes em frutas e
derivados. Encontram-se principalmente na casca, com exceg¢ao de certos tipos

de frutas vermelhas, as quais ocorrem também na polpa. O conteddo desses
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compostos nos alimentos é proporcional a intensidade de cor e aumenta conforme
o fruto amadurece (CLIFFORD, 2000; MANACH et al., 2004).

Em uvas tintas, o teor de antocianinas, normalmente, varia de 30 a 750 mg.
100g™* de fruta (MAZZA, 1995). Sucos artesanais e comerciais brasileiros contém
cerca de 30 a 470 mg de antocianinas. L™, expresso em cianidina-3-glicosideo.
Fatores como variedade da uva, técnica de processamento, pratica viticola e
regido geografica exercem influéncia significativa sobre a composicdo quimica
desses produtos (LIMA et al.,, 2014). O suco de uva vem sendo bastante
apreciado pelo consumidor brasileiro pelos seus efeitos positivos a saude,
apontando uma tendéncia de aumento em sua ingestdao (MAIA et al., 2013). Em
consequéncia disso, foram comercializados no Brasil cerca de 78,03 milhGes de
litros de suco de uva (92% do tipo integral) em 2013, observando-se um
acréscimo de 101,46% em relacdo a média (38,73 milhdes de litros) dos anos
anteriores (2008 a 2012) (CONAB, 2013). Como efeito deste consumo,
guantidade elevada de residuos solidos € produzida pela industria vitivinicola. Em
geral, ndo ha infraestrutura adequada disponivel para lidar com o volume de
biomassa gerado. Sem aplicacdo comercial, os residuos sdo descartados, sem
nenhum tratamento, causando sérios problemas ambientais (MELO et al., 2011).

Os pigmentos antocianicos sdo uma fonte promissora de corante natural,
porém, a estabilidade é um fator limitante para o seu uso na industria de
alimentos. Pesquisas vém sendo conduzidas com o intuito de minimizar a perda
de cor, bem como avaliar os fatores envolvidos no processo de degradacdo de
antocianinas obtidas de diversas fontes vegetais e de subprodutos gerados pelo
seu processamento (DYRBY; WESTERGAARD; STAPELFELDT, 2001; LIMA;
MELO; LIMA, 2005; GOMEZ-PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006; PACHECO-
PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; ARAMWIT; BANG; SRICHANA, 2010;
KHANAL; HOWARD; PRIOR, 2010; SILVA et al., 2010; VERBEYST et al., 2010,
2011; CLEMENTE; GALLI, 2011; SARI et al., 2012; LI et al., 2013).

Nesse contexto, os residuos agroindustriais sdo uma fonte sustentavel para
a producdo de corantes naturais que demanda pesquisas. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo verificar a estabilidade a luz e ao calor das

antocianinas purificadas do residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel.
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MATERIAL E METODOS

Material

Amostras

O residuo de uva (Vitis labrusca, cv. Isabel) foi cedido por uma industria
produtora de suco de uva integral, situada na regidao do Vale do S&o Francisco, na
cidade de Petrolina-PE (Latitude Sul 09° 21"; Longitude Oeste 40° 40'; Altitude de
360m). O suco foi obtido pelo processo de extracdo a quente sem prensagem do
bagaco conforme descrito por Lima et al. (2014). As uvas, utlizadas para
obtencao do suco e material residual, foram colhidas durante a safra do més de
outubro/2013. As amostras (5 kg), compostas por cascas e sementes, foram
coletadas diretamente da linha de producédo, acondicionadas em sacos de
polietleno de baixa densidade, congeladas e transportadas, em caixas
isotérmicas, até o Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas de Alimentos (LAFQA)
do Departamento de Ciéncias Domeésticas (DCD) da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), onde foram imediatamente armazenadas sob
congelamento (-18°C + 1°C), sendo descongeladas, conforme as quantidades
necessarias para cada ensaio. Todos os procedimentos seguintes ocorreram em

condicdes de reduzida luminosidade.

Métodos

Extracdo das antocianinas

O residuo de suco de uva foi extraido com acetona acidificada (0,01% HCI)
e filtrado, subsequentemente, até a completa remocdo das antocianinas. Os
sobrenadantes resultantes foram submetidos a particAo com dois volumes de
cloroféormio e estocados a 4°C + 1°C pelo periodo de uma noite, possibilitando a
separacado das fases apolar e polar. A fase aquosa foi centrifugada (6000rpm, 10
minutos, 4°C), levada ao evaporador rotatério (38°C + 2°C, sob vacuo) para a
remocao total da acetona residual, e o extrato aquoso obtido estocado a -18°C +
1°C para as analises posteriores (RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001).
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Purificacdo das antocianinas

Extratos antocianicos aquosos foram purificados por meio de extracdo em
fase solida (SPE, solid phase extraction), utilizando cartuchos de Cj;s 600mg
(Alltech Assoc., Inc., lllinois, USA) segundo metodologia descrita por Rodriguez-
Saona e Wrolstad (2001) para a remocao de acgUcares, acidos e outros compostos
fendlicos ndo antocianicos. O extrato metandlico resultante foi concentrado a
vacuo, em rota-evaporador (38°C + 2°C), até a aquisicdo de um residuo seco ao
qgual foi adicionado éter dietilico com a finalidade de precipitar os pigmentos
(ESPIN et al., 2000). As antocianinas em p0 obtidas, foram armazenadas sob
congelamento (-18°C £ 1°C) até o momento das determinagdes analiticas.

Estudo de estabilidade das antocianinas

a) Estabilidade a luz

Antocianinas purificadas foram diluidas em solucédo de etanol a 95% (HCI
1,5N; 85:15 v/v; pH = 1,0) na concentracéo de 0,1 mg. mL™, e distribuidas em 12
tubos de ensaio (20 mL) rosqueados, cobertos com papel aluminio, mantidos a
21°C + 1°C. Seis tubos foram expostos a luz fluorescente (80W) a distancia de
1,45m, e os outros seis tubos foram mantidos ao abrigo da luz, cobertos
cuidadosamente com tecido blackout (100% polipropileno). As leituras de
absorbancia foram realizadas a 535nm (LEES; FRANCIS, 1972), periodicamente,
durante 840 horas (35 dias), sendo os dados obtidos utilizados para o calculo da
constante de velocidade (k) e do tempo de meia-vida (t12) das antocianinas por

meio das seguintes equacfes cinéticas:

-In | Absorbancia (t) = kt (Equacdo 1)

Absorbéncia (to)

tiz = In2 (Equacdo 2)
k

Onde: Absorbancia (t) = absorbancia em relacdo ao tempo; Absorbancia (to) = absorbéncia no

tempo ‘zero’; t = tempo (em horas); k = constante de velocidade; t;, = tempo de meia vida.
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b) Estabilidade ao calor

O efeito da temperatura sobre a estabilidade das antocianinas purificadas
foi monitorado utilizando 15 tubos de ensaio rosqueados, cobertos com papel
aluminio, contendo 15 mL de antocianinas em solucdo aquosa acidificada com
HCI (pH 1,0), preparadas numa concentracdo de 0,1 mg. mL™, e que foram
submetidas ao aquecimento a 50°C, 70°C e 90°C, em banho termostatizado com
circulacdo de agua, durante os periodos de 1, 3, 5 e 7 horas. As leituras de
absorbancia foram efetuadas na amostra recém-preparada (Oh), a temperatura
ambiente (22°C + 2°C; controle), e apds cada periodo de aquecimento. Passados
os intervalos de tempo pré-determinados, as amostras foram removidas do banho
termostatizado e resfriadas em banho de gelo até atingir a temperatura ambiente.

A solucéo aquosa de antocianinas foi apropriadamente diluida em tampdes
com pH 1,0 (cloreto de potassio, 0,025M) e pH 4,5 (acetato de potassio, 0,4M).
Apés 15 minutos de repouso, as absorbancias foram mensuradas em
espectrofotometro (Shimadzu UV-1650PC) a 520 nm e 700 nm, calculadas de
acordo com a equacao descrita abaixo, e os valores de absorbancia obtidos,
utilizados para o estudo da cinética, conforme explicitado anteriormente (item a).
O teor de antocianinas foi determinado segundo o método de pH diferencial (LEE;
DURST; WROLSTAD, 2005), considerando a absortividade molar (¢) de 28.000 L.
cm . mol™ e o peso molecular de 493,2 g. mol™ da malvidina-3-glicosideo, e os

resultados foram expressos em mg. L™, aplicando a seguinte férmula:
Antocianinas monomeéricas = A x PM x FD x 1000 / € x 1

Onde: A = (Aszonm — A7oonm)pr 1,0 — (Aszonm — Azo0)pr 45, PM €@ 0 peso molecular; FD é o fator de

diluigao; € é a absortividade molar.

Tratamento estatistico dos dados

O experimento foi instalado segundo delineamento experimental
inteiramente ao acaso. Todas as determinaces foram efetuadas em triplicata e
os resultados submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p <

0,05), utilizando o software “Statistica” (versao 7, StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Estabilidade a luz

Na auséncia de luz, a absorbancia das antocianinas do residuo
agroindustrial de suco de uva cv. Isabel, em solucdo de etanol a 95% (pH 1,0),
diferiu significativamente (p < 0,05) até o tempo de 98h (4 dias), néo
apresentando, portanto, diferenca estatisticamente significativa entre os intervalos
de 98h (4 dias) a 432h (18 dias) e, depois, até o tempo final de 840h (35 dias),
demonstrando estabilidade em ambas as condi¢des. Por outro lado, as amostras
submetidas a presenca de luz diferiram significativamente (p < 0,05) durante todo
o periodo de estocagem a 21°C + 1°C, exceto nos dois ultimos tempos (Tabela 1).
Sendo assim, evidencia-se que as antocianinas testadas mantiveram-se mais

estaveis ao abrigo da luz do que quando submetidas a luminosidade.

Tabela 1 - Perda de absorbéancia de antocianinas* do residuo agroindustrial de suco de uva

cv. Isabel, submetidas a presenca e auséncia de luz (T = 21°C + 1°C).

Tempo Presenca de luz Auséncia de luz
(horas) Abs ** Perda Abs.** Perda
(535 nm) (%) (535 nm) (%)
0 0,944+0,001% - 0,945+0,004% -
24 0,851+0,009" 9,85 0,862+0,012° 8,78
98 0,727+0,014° 22,99 0,825+0,003° 12,70
240 0,565+0,016 40,15 0,822+0,014° 13,02
432 0,444+0,017° 52,97 0,819+0,009° 13,33
576 0,378+0,018 59,96 0,811+0,008¢ 14,18
720 0,326+0,022° 65,47 0,795+0,019° 15,87
840 0,298+0,015¢ 68,43 0,7930,020° 16,08

(*) Antocianinas em solugdo de etanol a 95% (HCI 1,5N; 85:15 v/v; pH = 1,0). (**) Valores
representam média de leituras de absorbancia em seis tubos. Médias nas colunas seguidas por

letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p > 0,05).
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As constantes de velocidade (k) foram 2,09 x 10*h™* e 1,37 x 10°h™ para
as antocianinas protegidas da luz e expostas a luz, respectivamente. Esses
resultados revelaram que a velocidade de degradacdo das antocianinas
protegidas da luz foi menor do que quando expostas a luz. A perda de 50% da
absorbancia inicial (tempo de meia-vida) ocorreu ap6s 505h (21 dias) para as
antocianinas submetidas ao efeito da luz e, aconteceria, portanto, ap6s 3.320h
(138 dias) para as amostras ao abrigo da luz, demonstrando a maior instabilidade
das antocianinas a luminosidade.

Neste trabalho, o tempo de meia-vida das antocianinas purificadas
expostas a luminosidade foi inferior ao dos extratos antocianicos bruto de pitanga
roxa (948h; 39 dias) em estudo conduzido por Lima, Mélo e Lima (2005). A maior
sensibilidade a luz das antocianinas purificadas quando comparadas a uma
solucdo de extrato bruto, pode ser justificada pela ndo formacdo de complexos
com outros constituintes do extrato (como por exemplo, os flavonoides), uma vez
gue 0os mesmos poderiam atuar como copigmentos, promovendo a estabilizacao
da cor (CLIFFORD, 2000; MANACH et al., 2004). Nas fracdes de antocianinas
purificadas, outros flavonoides que naturalmente estariam presentes no extrato
bruto séo reduzidos, contribuindo para a suscetibilidade das antocianinas ao efeito
da luminosidade, e assim, a decomposicdo € acentuada conforme o grau de
purificacdo dos pigmentos (STRINGHETA; BOBBIO, 2000).

Por outro lado, no presente estudo, o tempo de meia-vida das antocianinas
protegidas da luz (3.320h) foi superior ao tempo de meia-vida das antocianinas
presentes no extrato bruto de pitanga roxa (1.205,7h; 50 dias) (LIMA, MELO;
LIMA, 2005), demonstrando que a estabilidade desses pigmentos também é
dependente de sua estrutura quimica. Segundo Mazza e Brouillard (1987) a
presenca de acucares, acgucares acilados, de grupos metoxil e hidroxil tém um
marcante efeito sobre a cor e reatividade das antocianinas. A presenca de 4'-OH
ou 7-OH na molécula estabiliza significativamente o pigmento enquanto que a
metilacdo nessas posicdes tem efeito contrario. A glicosilacdo também afeta a
estabilidade do pigmento. Em um dado pH, antocianinas 3-glicosideos sdo mais
coloridas do que 3,5 e 5-glicosideos. Outro fator determinante na estabilidade das
antocianinas a luz é a substituicdo no grupo hidroxilico do C-5 (conhecido pela
sua fluorescéncia), pela sua maior decomposi¢cdo fotoquimica em relagdo as
moléculas ndo substituidas nessa posi¢do (JACKMAN; SMITH,1992).
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Ao estudarem o efeito da luz, oxigénio e pH em extrato antocianico obtido
das cascas do fruto de capuli (Prunus serotina spp capuli (Cav) Mc. Vaug Cav),
Hurtado e Pérez (2014) reportaram diferentes tempos de meia-vida para as
amostras em presenca de luz e oxigénio em pH 3,0 (2.520h; 105 dias) e pH 5,0
(1.204,8h; 50,2 dias), bem como na auséncia das mesmas variaveis, em pH 3,0
(8.755,2h; 364,8 dias) e pH 5,0 (3.326,4h; 138,6 dias), ratificando Francis (1989)
ao apontar o pH como o principal fator interferente na cor das antocianinas, e
Bobbio e Bobbio (1992) ao relatar a luz como o segundo fator que mais afeta a
coloragao desses pigmentos, intensificando-se ainda mais quando associada ao
oxigénio. Sendo assim, do ponto de vista pratico, as antocianinas possuem
aplicacdo apenas em produtos acidos (pH 4,0 ou menos), tendo em vista que o
pH afeta tanto a tonalidade quanto a intensidade da coloragédo (HENRY, 1992).

Gomez-Plaza, Miflano e Lopez-Roca (2006) ao avaliarem a estabilidade da
cor de extratos aquosos antocianicos obtidos de residuos de uva (Vitis vinifera)
também constataram a sua instabilidade frente ao pH e a presenca de luz, sendo,
nesta ultima, observada uma reducdo acentuada da absorbancia quando
comparada as amostras que se mantiveram ao abrigo da luz. Este resultado
corrobora com os dados da Tabela 1, que expde a perda de absorbancia das
antocianinas do residuo de uva cv. Isabel, a qual foi avaliada em 16,08%, na
auséncia de luz, e 68,43% na presenca de luz. Reducéo similar (65,86%) no
contetudo de antocianinas foi determinada por Mayavel et al. (2012) em extrato
metanolico acidificado de tamarindo vermelho na intensidade de 500lux, durante
um periodo de armazenamento de 30 dias. Os autores também evidenciaram
perda de cor do pigmento armazenado ao abrigo da luz (39,71%), na intensidade
de 250lux (45,10%) e perda mais significativa durante exposicéo a luz solar direta
(93,48%). A perda drastica observada na ultima condicdo pode ter ocorrido em
razdo do efeito combinado da alta intensidade de luz e temperatura,

potencializando a degradacdo das moléculas de antocianina.
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Estabilidade ao calor

O processamento térmico € tido como um dos métodos de conservacao
mais importantes, sendo amplamente adotado pela industria de alimentos para
conferir seguranca e qualidade aos alimentos. No entanto, este processo também
€ responsavel por causar a degradacdo indesejavel de compostos sensiveis ao
calor (SUI; ZHOU, 2014). Assim, o mecanismo de degradacdo das antocianinas
do residuo agroindustrial de suco de uva cv. Isabel é dependente da temperatura
conforme os parametros cinéticos exibidos na Tabela 2, na qual é possivel
verificar que o0s valores de absorbancia das antocianinas diferiram
significativamente (p < 0,05) na medida em que houve o0 aumento da temperatura

e o0 tempo de exposicao.

Tabela 2 - Parametros cinéticos de degradacdo térmica de antocianinas* do residuo

agroindustrial de suco de uva cv. Isabel.

*k

Temperatura Tempo Abs. K ti2
(°C) (horas) (h™ (horas)

0,846+0,0212
0,813+0,0032
0,801+0,018% 1,84 x 10® 37,66
0,753+0,039"
0,744+0,013"

50

~NorweEk O

0,840+0,0142
0,720+0,018°
0,669+0,014"° 7,82 x 10* 8,86
0,507+0,032°
0,486+0,040°

70

~NorweEk O

0,837+0,0392
0,663+0,009"
0,327+0,042° 1,99 x 10™ 3,48
0,237+0,039%
0,207+0,027°

90

~NorweEk o

Abs.: absorbancia; K: constante de velocidade de degradacéo; t;,: tempo de meia vida. (**) Abs =
(As20nm — Az00nm)pH 1,0 — (As20nm — Aza0)pr 4.5 () Antocianinas em solugéo aquosa acidificada com HCI
(pH = 1,0). Médias nas colunas, em cada temperatura, seguidas por letras iguais, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p > 0,05).
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As constantes de velocidade (k) foram as seguintes: 1,84 x 10% h™* (50°C);
7,82 x 102 h* (70°C); 1,99 x 10" h™* (90°C); logo, o tempo de meia-vida das
amostras ocorreu apos 3,5h a temperatura de 90°C, e aconteceria, portanto, apés
8,9h e 37,7h, para as amostras a 70°C e 50°C, evidenciando a maior instabilidade
das antocianinas ao calor. Ao estudar condi¢bes similares, Sadilova, Stintzing e
Carle (2006) obtiveram os seguintes tempos de meia-vida para antocianinas
purificadas de: sabugueiro (1,9h), morango (3,2h), e cenoura preta (4,1h), durante
aquecimento a 95°C (pH 1,0), diferencas explicadas em razdo das variadas
estruturas quimicas das antocianinas, proprias de cada fonte vegetal. A
degradacao de antocianinas dos frutos de Viburnum Opulus foi avaliada por
Moldovan et al. (2012) a temperatura de 75°C, em diferentes condi¢cbes de pH. O
tempo de meia-vida obtido para extratos aquosos em pH 3,0 foi de 15,03h e em
pH 7,0 foi de 1,98h e enquanto que em extratos etandlicos em pH 3,0 foi de
12,86h e em pH 7,0 foi de 3,66h, corroborando a estabilidade das antocianinas
ser atribuida a estrutura do ion flavilium presente nas solu¢des de pH abaixo de 3
(BOBBIO; BOBBIO, 2003).

Em revisdo sobre o tema Malacrida e Motta (2006) sugerem a hidrolise
glicosidica como o principal motivo da perda de cor no mecanismo de degradacao
térmica das antocianinas, considerando-se que a velocidade de liberacdo do
acucar é proporcional a velocidade da perda de cor vermelha. Por outro lado, a
ocorréncia de acilacdo na molécula promove a sua estabilizacdo, e,
consequentemente, a retencéo de cor, ainda que em pH alcalino ou sob a acao de
outros fatores como aquecimento e luz (BAKOWSKA-BARCZAK, 2005).

O gréfico ilustrado na Figura 1 indica que a degradacéo térmica do residuo
de uva analisado segue uma cinética de reacdo de primeira ordem. Segundo
Kirca e Cemeroglu (2003), as antocianinas geralmente seguem esse
comportamento cinético. A concentracdo de antocianinas do residuo
agroindustrial de suco de uva cv. Isabel, em solucdo aquosa acidificada (pH 1,0),
durante o aquecimento, diferiu significativamente (p < 0,05) entre as temperaturas
testadas. Quando avaliados ao longo do tempo de aquecimento, o teor de
antocianina no experimento a 50°C ndo apresentou, até 3 horas, diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) em relacdo ao controle (22°C + 2°C),
demonstrando estabilidade nessa condicdo. As amostras submetidas as

temperaturas de 70°C e 90°C apresentaram comportamento semelhante,
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diferindo significativamente do controle (p < 0,05) a partir de 1 hora de
aguecimento. ApoOs esse tempo, observa-se uma reducdo drastica do teor de
antocianinas em ambas as temperaturas (70°C e 90°C). Desta forma, é possivel
constatar o efeito deletério de altas temperaturas sob a estabilidade das
antocianinas testadas.

Figura 1 - Degradacdo térmica das antocianinas do residuo agroindustrial de suco de uva

cv. Isabel
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Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as temperaturas testadas e letras
mindsculas diferentes indicam diferenca significativa causada pelo aquecimento ao longo do
tempo, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Wang, He e Li (2010) também relataram em seu estudo com mirtilo a
instabilidade das antocianinas frente a temperaturas elevadas (= 80°C). Dyrby,
Westergaard e Stapelfeldt (2001) compararam a estabilidade térmica (em pH 3,0)
de quatro diferentes extratos comerciais e, para as temperaturas pesquisadas
(25°C, 40°C, 60°C e 80°C) o grau de estabilidade foi maior em repolho roxo,
seguido de residuo de groselha, casca de uva e sabugueiro. Convém ressaltar

gue a estabilidade térmica desses pigmentos varia de acordo com a sua estrutura
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quimica, pH, presenca de oxigénio e interacdes com outros componentes do
sistema (JACKMAN; SMITH, 1992). Estruturalmente, a degradacédo € prevenida
pela glicosilagédo, geralmente com uma glicose na posi¢éo 3, e esterificacdo com
diversos &cidos organicos (citrico e malico) e acidos fendlicos (CLIFFORD, 2000;
MANACH et al., 2004). Além disso, o grau de hidroxilagdo exerce importante
efeito na estabilidade e coloragdo das antocianinas. A presenca de mais grupos
hidroxilas esta relacionada com a instabilidade e, opostamente, o maior grau de
metoxilagdo confere mais estabilidade & estrutura molecular (FRANCIS, 1989).

Estudo conduzido por Bordignon-Luiz et al. (2007), em sistema modelo
alimentar, indicou que o extrato bruto de uva Isabel é relativamente estavel em
iogurte. Diversas condicOes foram testadas, sendo o0 maior tempo de meia-vida
(1.514h) observado em condi¢des de pH (3,0), temperatura (7°C £ 1°C), ao abrigo
da luz, na presenca de oxigénio e com a adigdo de &cido tanico, demonstrando
ser possivel aumentar a meia-vida das antocianinas por meio do controle dos
varios fatores associados a degradacdo desses pigmentos. Jackman e Smith
(1992) relatam que a utilizacdo do tratamento térmico HTST (High Temperature
Short Time) € mais adequada quando se trata de pigmentos antocianicos em
alimentos, assim como, Lima, Mélo e Lima, (2005) que recomendam embalagens
opacas para 0 armazenamento destes, a fim de prevenir a incidéncia de luz sobre
0 produto.

Nesse contexto, as antocianinas do residuo agroindustrial de uva surgem
como potencial fonte de corante natural para uso em alimentos, quando associado
ao controle da luz e temperatura. No entanto, outros fatores como estrutura
guimica, pH, auséncia de oxigénio, acondicionamento, aplicacdo ao produto
alimenticio, influéncia de constituintes do alimento, como &cido ascorbico, ions
metalicos, acucares e copigmentos, etc. ndo foram investigados especificamente
neste trabalho, o que sugere a realizacdo de novos experimentos com vistas a
viabilizar a utilizacdo desses pigmentos, extraidos do residuo agroindustrial de

suco de uva cv. Isabel, como aditivo alimentar.
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CONCLUSAO

O tempo de meia-vida das antocianinas do residuo agroindustrial de suco
de uva cv. Isabel foi reduzido quando estas foram expostas a luz e temperaturas
elevadas. O teor desses pigmentos foi inversamente proporcional a intensidade
do aquecimento, confirmando o efeito deletério do calor sobre a estabilidade das
antocianinas. Assim, o menor tempo de meia vida das antocianinas submetidas
ao calor confirma que o aquecimento é um fator muito mais drastico sobre a

estabilidade das antocianinas do que a sua exposi¢éo a luz.
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Os resultados permitem concluir que o residuo agroindustrial de suco de
uva cv. Isabel € uma fonte significativa para a obtencdo de antocianinas,
principalmente  malvidina-3-O-glicosideo, com consideravel atividade
antirradical, possivelmente relacionada a presenca das antocianinas
majoritarias identificadas e ao efeito sinérgico exercido por esses compostos,
porém com estabilidade limitada a exposicdo a luz e temperatura elevada.
Portanto, estas antocianinas apresentam-se como uma opcado para O
reaproveitamento de subprodutos viticolas, sendo uma alternativa de uso para
a industria de alimentos, como corante natural que possui acdo antioxidante,
podendo ser utilizado em produtos alimenticios que apresentem um pH &cido,
sejam acondicionados em embalagens opacas, e ndo sejam submetidos a
tratamentos térmicos severos durante seu processamento. Assim, sugere-se a
realizacdo de novos estudos, como por exemplo, em sistemas modelos

alimentares, a fim de avaliar as melhores condi¢Ges para a sua aplicabilidade.



