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As agroindustrias processadoras de frutas tropicais tém gerado residuos que
podem apresentar grande potencial, pois além de possuir constituintes nutritivos,
ainda apresentam significantes teores de compostos bioativos. Assim, esta
pesquisa teve como objetivo utilizar residuo de polpa congelada de uva para
extrair e purificar antocianinas, avaliar sua capacidade antioxidante assim como,
sua estabilidade frente a luz e ao calor. O residuo foi cedido por uma unidade
processadora (Recife — PE), cujas uvas da cultivar Isabel (Vitis labrusca L.) foram
provenientes da cidade de S&o Vicente Férrer — PE. O teor de antocianinas foi
quantificado pelo método de pH diferencial e sua purificacdo, utilizando cartuchos
Cis,promoveu a remocdo de acUcares, &cidos e compostos fendlicos nao
antocianicos. A atividade antioxidante das antocianinas purificadas foi avaliada
pela capacidade de sequestrar os 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, antocianinas
foram diluidas em solucéo de etanol 95%:HCI 1,5N; 85:15 v/v (pH=1,0) e expostas
a luz e a auséncia de luz. Para avaliar o efeito do calor, antocianinas foram
diluidas em agua, acidificada com HCI (pH=1,0) e submetidas a temperaturas de
50°C, 70°C e 90°C, em banho termostatizado. Leituras da absorbéncia foram
efetuadas apés 1, 3, 5 e 7 horas de aguecimento. Os dados obtidos na leitura da
absorbancia das antocianinas diluidas foram utilizados para o céalculo da
constante de velocidade (k) e do tempo de meia vida (ti2) utilizando equacdes
cinéticas de 12 ordem. O teor de antocianinas totais no residuo de uva foi de
15,56 + 0,33mg. 100g* de residuo. As antocianinas purificadas apresentaram boa
eficiéncia frente ao radical DPPH" (ECso de 0,14 + 0,01 g.g DPPH? e Tecso < 5
minutos) e forte capacidade de sequestrar (> 80%). Frente ao radical ABTS™ as
antocianinas apresentaram capacidade de sequestro de 241,36 + 3,74 pmol
TEAC.g! de amostra. Os resultados obtidos evidenciaram que em presenca de
luz, o tempo de meia vida (t12) dos pigmentos antocianicos foi de 656,87h e na
auséncia de luz foi de 6.525,42h, demonstrando que a auséncia de luz contribuiu
significativamente para o aumento da estabilidade das antocianinas.As
antocianinas submetidas ao calor, as temperaturas de 50°C, 70°C e 90°C
apresentaram de tempo de meia vida (tiz) de 159,31h; 8,77h e 3,05h,
respectivamente, demonstrando que estes pigmentos sofrem degradacdo com
aumento da temperatura. Os resultados evidenciam o residuo agroindustrial de
polpa congelada de uva é uma fonte promissora de antocianinas, que
apresentaram significativa propriedade antioxidante, mostrando-se eficientes em
capturar os radicais DPPH' e ABTS™, podendo ser utilizadas em alimentos que
possuam pH acido, acondicionados em embalagens opacas, e que ndo sejam
submetidos a tratamentos térmicos severos durante seu processamento.

Palavras-chave: Vitis labrusca L., Atividade Antioxidante, Estabilidade.



ABSTRACT



The agribusiness processing of tropical fruits have generated waste that may have
great potential, as well as having nutritional constituents, still have significant
levels of bioactive compounds. Thus, this research aimed to use frozen pulp
residue of grape extract and purify anthocyanins, evaluate its antioxidant capacity
as well as its stability to light and heat.The residue was transferred by a
processing unit (Recife - PE), whose grapes cultivar Isabel (Vitis labrusca L.)
came from the city of S&o Vincente Ferrer - PE. The anthocyanin content was
determined by differential pH method and its purification using Cis cartridges
promoted the removal of sugars, acids and not anthocyanin phenolic
compounds.The antioxidant activity of purified anthocyanins was evaluated by the
ability to scavenge the radicals DPPH’ (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and ABTS™*
(2,2’-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acid), with gallic acid as
reference compound.To evaluate light fastness, anthocyanins were diluted in 95%
ethanol solution: 1.5N HCI; 85:15 v/v (pH 1.0) and exposed to light and no light.To
assess the effect of heat, anthocyanins were diluted in water, acidified with HCI
(pH = 1.0) and subjected to temperatures of 50°C, 70°C and 90°C in thermostated
bath. Absorbance readings were taken after 1, 3, 5 and 7 hours of heating. The
data obtained from reading the absorbance of diluted anthocyanins were used for
the calculation of the rate constant (k) and half-life (tu2) using 1st order kinetics
equations.The total anthocyanin content in grape residue was 15.56 + 0.33 mg.
100g? residue. Anthocyanins purified showed good efficiency against the radical
DPPH" (ECso0 of 0.14 + 0.01 g. g DPPH! and Tecso < 5 minutes) and strong ability
to sequester (> 80%). Against the radical ABTS™ anthocyanins showed
sequestration capacity of 241.36 + 3.74 umol TEAC.g' sample. The results
showed that in the presence of light, time of half-life (ti2) of the anthocyanin
pigments was 656.87h and in the absence of light was 6.525.42h, demonstrating
that the absence of light contributed significantly to the increase the stability of
anthocyanins. Anthocyanins subjected to heat at temperatures of 50°C, 70°C and
90°C showed a half-life (ti2) 159.31h; 8.77h and 3.05h, respectively,
demonstrating that these pigments are degraded with increasing temperature. The
results show the agroindustrial residue grape frozen pulp is a promising source of
anthocyanins, which showed significant antioxidant properties, being efficient at
capturing the DPPH"and ABTS"* and can be used in foods that have acidic pH, put
in opaque packaging, and are not subjected to severe heat treatment during
processing.

Key Words: Vitis labrusca L., Antioxidant Activity, Stability.
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INTRODUCAO
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O Brasil, por ser um pais de elevada producédo agricola, € um dos que
maisproduzem residuos agroindustriais, e por esse motivo vem crescendo em
varios centros de pesquisa a busca de alternativas para utilizacdo da matéria
organica gerada. Esses residuos agroindustriais contém uma variedade de
compostos biologicamente ativos e muitos deles, ricos em compostos
polifendlicos (TORRES et al., 2002).

Ciente desse problema, 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 aplicagbes industriais que
representam beneficios econdmicos. Algumas das areas dessas investigacdes
foram a obtencdo de combustiveis (PARAWIRA et al., 2008), de aromas e
compostos aplicaveis a industria alimentar (GIOIA et al., 2007),de antioxidantes
naturais (HUBER et al., 2012), de biopesticidas (CAYUELA, et al., 2008), de

suplementacdo em rag6es animais (GOMES et al., 2009), entre outros.

As antocianinas, pigmentos solUveis em agua, sdo compostos fendlicos
pertencentes a classe dos flavonoides (BRAVO, 1998). A propriedade
antioxidante das antocianinas vem sendo estudada por diversos pesquisadores,
face a sua presenca em um significativo nimero de alimentos de origem vegetal e
pela diversidade de sua estrutura quimica (CEREZO et al., 2010; LIMA et al.,
2011; Ll et al., 2012; MURTHY et al., 2012; PITIJA et al., 2013; CUI et al., 2013).

Esses pigmentos sdo também considerados promissores, por serem
utilizados como corante natural, porém, sua estabilidade é fator limitante para a
sua aplicacdo em alimentos. Nesse sentido, 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 fontes vegetais diversas, tais como: pitanga roxa (LIMA et al., 2005), amora
(ARAMWIT et al., 2010), morango (VERBEYST et al., 2010), jabuticaba (SILVA et
al., 2010),residuo de industrias de vinho (CLEMENTE; GALLI, 2011), jamboléo
(SARI et al., 2012), entre outros. Assim, as antocianinas podem ser extraidas de
varios alimentos de origem vegetal, e, consequentemente, do material residual

oriundo do processamento desses alimentos.
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A cor das uvas é decorrente da presenca de antocianinas as quais estao
concentradas principalmente na casca, com exce¢ao de poucas variedades cuja
polpa também é pigmentada (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 1998). Diante do
exposto, esta pesquisa teve o objetivo de quantificar e avaliar a capacidade
antioxidante de antocianinas presentes em residuos de uva proveniente de
unidade processadora de polpa congelada, bem como avaliar a estabilidade a luz

e ao calor desses pigmentos.
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OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Caracterizar as antocianinas extraidas do residuo da industria de producao

de polpa congelada de uva quanto ao potencial antioxidante e a estabilidade a luz

e ao calor.

2.2 Objetivos especificos

e Extrair e purificar antocianinas do residuo de uva.
e Avaliar o potencial antioxidante das antocianinas extraidas do residuo de

uva.
e Verificar a estabilidadedas antocianinas extraidas desse residuo frente a

luz e ao calor.
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3.1 Viticultura

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, o Brasil foi
considerado, em 2009, o segundo maior produtor mundial de frutas,produzindo
cerca de 42 milhdes de toneladas/ano, e o setor de fruticultura considerado um
dos mais importantes segmentos do agronegocio brasileiro. A atividade apresenta
grande importancia social, gerando 4 milhdes de empregos (TAVARES; LIMA,
2009). Entretanto, em 2013, conforme a Organizacdo das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentagéo, a producdo mundial de frutas registrou crescimento de
4,86%, em relagdo ao ano anterior. O Brasil passou a ser o terceiro maior
produtor mundial, com 41,2 milhdes de toneladas produzidas (6% da producéo
mundial), atrds da China (167 milhdes de toneladas) e india (57,9 milhdes de
toneladas) (FAO, 2012).

Pela diversidade de climas e solos, o Brasil apresenta condi¢cdes
ecologicas favoraveis para produzir frutas de oOtima qualidade e com uma
variedade de espécies que passam pelas frutas tropicais, subtropicais e
temperadas, e situagcbes especiais que permitem a produgédo durante todo o ano
(FLORES et al., 2005).

A videira € um arbusto trepador que se fixa em suportes por meio de
gavinhas. Tem folhas alternadas, em geral simples, lobadas e denteadas.
Pequenas flores esverdeadas precedem o fruto, de coloracéo verde-clara, rosada,
vermelha ou quase negra. Existem espécimes com mais de 400 anos. Nas
videiras mais antigas, quando ndo podadas, o tronco adquire aspecto e
dimensdes de verdadeira arvore. Embora qualquer uva fermente e produza vinho,
apenas de 15 a 20 espécies produzem vinho de boa qualidade (BARROS et al.,
1995).

O cultivo da videira europeia teve inicio na Asia Menor, considerada regido
de origem da espécie. Posteriormente, foi extensivamente difundida na Europa e
nas Américas. A uva geralmente se destina a dois mercados distintos: o do vinho
e outros destilados alcodlicos e o da fruta de mesa e suco natural. As
caracteristicas de oferta e demanda de cada um séo diferentes, com propriedades

especificas, sem semelhancas em termos de aroma, cor, tamanho, etc. Os limites
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de difusdo do cultivo da videira nas diversas regides do mundo estdo
condicionados, particularmente, a temperatura, radiacdo solar, umidade
atmosférica e disponibilidade hidrica no solo, que condicionam o crescimento,

desenvolvimento e produtividade (SMART, 1985).

Em principio, o cultivo da videira requer invernos suaves e verdes longos,
quentes e secos. Com o desenvolvimento das técnicas agricolas, algumas
variedades foram adaptadas a diversos regimes climaticos e de solos. Algumas
das maiores ameacas a parreira sdo as geadas da primavera, que atingem a
planta no momento em que se encontra em pleno desenvolvimento. A
propagacéo se faz por meio de muda, enxerto ou semente. A poda, feita uma vez
por ano, € maneira eficaz de controlar a periodicidade e qualidade das colheitas
(PEDRO JUNIOR; SENTELHAS, 2003).

A uva é o fruto da videira, ou parreira, nome que se aplica a cerca de
sessenta espécies do género Vitis, da familia das vitaceas, com variedades que
podem ser consumidas ao natural como frutas de mesa; dessecadas, para a
producdo de passas; ou esmagadas, para a fabricacdo de suco ou vinho. E
constituida de uma baga de epicarpo membranoso, mesocarpo carnudo, rica em
sumo e com pequenas sementes. Fonte de varias vitaminas, a uva também
contém minerais como calcio e fésforo, além de acucar, cujo teor determina a
velocidade do processo de fermentacdo do vinho. As espécies originaisprovém
das regides temperadas do hemisfério norte (CARVALHO; CHITARRA, 1984).

As variedades de uva mais conhecidas em todo o mundo s&o originarias de
cruzamentos que tém em sua base trés espécies apenas: a Vitis vinifera,
européia; e as americanas Vitis labrusca e Vitis rotundifolia. Vulneravel ao ataque
de pragas e doencas, a Vitis vinifera esteve ameacada de extingdo no século XIX,
atacada por um inseto, a filoxera, que destruia as raizes e resistia a todos 0s
produtos quimicos entdo conhecidos. O problema foi solucionado quando se
descobriu que o inseto ndo atacava algumas videiras nativas dos Estados Unidos,
como Vitis riparia, Vitis rupestris e Vitis cinerea, em cujas raizes foi enxertada a
Vitis vinifera (PEDRO JUNIOR; SENTELHAS, 2003).
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Segundo o Instituto Brasileiro de Frutas, a regido Nordeste brasileira
destacou-se, em 2009, no cendrio nacional pelo cultivo de uvas frescas, o que a
diferencia das regides demais é o direcionamento da producdo para o mercado
externo, uma vez que mais de 90% da uva de mesa produzida no Nordeste é
exportada. Além disso, o Submédio do Vale do Sdo Francisco vem despontando
na producdo de uvas para vinho e ultimamente de uvas para suco, gerando

produtos de alta qualidade com destaque nacional (IBRAF, 2009).

O municipio de S&o Vicente Férrer, localizado no Agreste de Pernambuco
(Latitude 07° 35’ 28” S; Longitude 35° 29’ 29” O), se destaca por possuir 90% da
sua area agriculturavel destinada a viticultura, onde séo cultivadas uvas da
cultivar Isabel (Vitis labrusca L.). A viticultura neste municipio foi introduzida em
1944 pela familia Freire, que trouxe as primeiras mudas para a regido. Apesar de
estar inserido geograficamente no Agreste, onde predomina um clima mais seco e
com menores indices pluviométricos, 0 municipio possui caracteristicas de solo,
vegetacdo e clima semelhantes as da Zona da Mata do estado, com alto indice
pluviométrico no inverno e clima ameno durante todo o ano, em funcdo das
caracteristicas climéticas relacionadas a maiores altitudes. Em seu territorio, o
cultivo de uva abrange atualmente uma area equivalente a 400-500 ha com a
cultivar Isabel, apresentando duas safras anuais, alcangcando uma média anual de
15 mil toneladas. E uma producdo pequena, se comparada com a do Vale do S&o
Francisco, que passa de 200 mil toneladas. Mas tem sido de grande importancia para

a economia local (TAVARES; LIMA, 2009).

A uva produzida nessa regido tem caracteristicas peculiares devido as
condigfes abidticas locais e a interferéncia do viticultor na ado¢éo de um sistema
de producao familiar. O cultivo é desenvolvido no relevo acidentado, com solos
férteis e profundos, e em pequenas propriedades de 0,5 a 12 ha, fator que
valoriza a producéo e a qualidade da uva (TAVARES; LIMA, 2009).

Segundo Silva (2013), em S&o Vicente Férrer, as uvas que apresentam um
cacho maior sdo destinadas ao comércio in natura, geralmente nos supermercados
da regi@do e dos estados mais proximos. As uvas menores sdo vendidas para
produtores de polpa de fruta congelada de outras cidades, pois Sdo Vicente Feérrer

ainda ndo possui industrias com esta finalidade.
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As antocianinas sao glicosideos que por hidrélise acida, liberam agliconas,

denominadas de antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza, apenas

seis estdo presentes nos alimentos:

pelargonidina, cianidina, delfinidina,

peonidina, petunidina e malvidina, que diferem entre si quanto ao numero de

hidroxilas e grau de metilacéo, presentes no anel B (Figura 1) (FRANCIS, 1989).

Destas antocianidinas, excetuando-se a pelargonidina, todas estdo presentes em

uvas tintas

Figura 1. Estrutura das seis antocianidinas mais comuns na natureza

Antocianidinas R? R?
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCHs H
Petunidina OCHs OH
Malvidina OCHs OCHgs

Fonte: adaptado de Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001)

As antocianinas apresentam uma estrutura formada por dois anéis

aromaticos ligados através de trés carbonos, que normalmente formam um

heterociclo oxigenado (BRAVO, 1998). Esses pigmentos conferem as varias
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nuancas entre laranja, vermelha e azul, exibidas pelas frutas, hortalicas, flores,
folhas e raizes (FRANCIS, 1989).

Nas uvas tintas, as antocianinas representam o principal pigmento, sendo
sintetizadas a partir do inicio da maturacdo e evoluindo até o completo
amadurecimento da baga. Normalmente estdo presentes na casca e nas
primeiras camadas de tecido préximas a ela, podendo também estar presentes na
polpa, em algumas cultivares (LIMA; CHOUDHURY, 2007; LIMA, 2009).

A utilizacdo de corantes na indastria de alimentos € uma pratica bastante
comum, uma vez que a cor e a aparéncia tém um papel importante na aceitacao
dos produtos pelo consumidor. Usualmente, na industria de alimentos utilizam-se
corantes de origem sintética. Apesar dos corantes sintéticos apresentarem
menores custos de producdo, maior estabilidade e capacidade tintorial, 0 que se
constata é que, a respeito dessas vantagens, o numero de aditivos sintéticos
permitidos nos paises desenvolvidos vem diminuindo a cada ano. Assim, alguns
corantes sintéticos ja estdo sendo proibidos pelas legislacdes de alimentos,
inclusive no Brasil. Com base nesses aspectos e devido a necessidade de
substituir varios corantes artificiais, a industria de alimentos recorre cada vez mais

a uma série de pigmentos de origem vegetal e animal (LOPES et al., 2007).

Segundo Bridle e Timberlake (1997) as antocianinas compdem o maior
grupo de pigmentos sollveis em agua do reino vegetal e sdo estudadas em todo
o mundo como responsaveis pelos tons compreendidos desde a coloracao
vermelha até a coloracdo azul em muitas frutas, leguminosas e hortalicas. A
principal desvantagem das antocianinas frente aos corantes sintéticos deve-se a
mudanca de coloracao decorrente de reac¢des quimicas dos produtos alimenticios,
pois as antocianinas possuem grupos cromoforos que sao bastante sensiveis as
alteracdes de pH do meio. Durante a preparacao e processamento dos alimentos,
0 conteudo de antocianinas pode decrescer em até 50%, seja durante a lavagem
com agua devido a sua solubilidade ou pela remocédo de porcdes dos alimentos

gue sejam ricas em flavonoides (FOSSEN et al., 1998).

De acordo com Francis (1989), os principais fatores que influenciam a

estabilidade das antocianinas séo a estrutura quimica, o pH, a temperatura, a luz,
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a presenca de oxigénio, a degradacdo enzimatica e as interagcbes com o0s
componentes dos alimentos, tais como &acido ascorbico, ions metalicos, agucares
e copigmentos.Segundo estudo realizado por Sarni-Manchado et al. (1996), onde
analisaram a estabilidade e cor de pigmentos derivados de antocianinas
presentes em vinho tinto, concluiram que a presenca de luz implica na perda
significativa da cor das antocianinas. Inami et al. (1996) observaram que o
contetido das antocianinas provenientes do fruto do sabugueiro (Sambucus nigra)
apresentou muita sensibilidade a altas temperaturas, concluindo que apos trés
horas de exposicdo ao calor somente 50% do conteudo de pigmentos foi

conservado, a 95°C.

3.3 Compostos bioativos em residuos agroindustriais

Grande quantidade de residuos liquidos e solidos é produzida anualmente
pela industria de processamento de alimentos. Esses residuos contém
principalmente material organico biodegradavel e seu descarte proporciona sérios
problemas ambientais (MAKRIS et al., 2007). Dentre estas substancias
encontram-se 0s compostos fendlicos, acido ascorbico e carotenoides, aos quais

sdo atribuidas propriedades antioxidantes (LUZIA et al., 2010).

Infelizmente, ainda existem poucas alternativas para a utilizacdo da maior
parte dos residuos agroindustriais de origem vegetal, sendo esses dispostos no
ambiente, utilizados como fertilizantes organicos ou na alimentagcdo animal, sem
qualquer tratamento. Porém, a demanda por racdo pode variar e depender da
producdo agricola, além do problema de descarte desses subprodutos, agravado
por restricbes legais (SCHIEBER et al.,2001; LAUFENBERG et al., 2003; MELO
et al., 2011).

Segundo Laufenberg et al. (2003), os residuos produzidos pela industria
alimenticia podem conter muitas substancias de alto valor. Se for empregada uma
tecnologia adequada este material pode ser convertido em produtos comerciais
ou em matéria-prima para processos secundarios ou, ainda, como fonte de

ingredientes para novos produtos. Varios materiais vegetais vém sendo
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investigados na perspectiva de identificar e isolar compostos antioxidantes
naturais que possam ser empregados na industria de alimentos em substituicio
total ou parcial aos antioxidantes sintéticos. Dentre estes materiais estédo
sementes e cascas de vegetais uma vez que apresentam em sua constituicdo

elevado teor de fitoquimicos com propriedade antioxidante (GUO et al., 2003).

Nesse contexto, Balasundram et al. (2006) em artigo de revisdo sobre a
presenca de compostos fendlicos em alimentos de origem vegetal e em residuos
agroindustriais concluiram que esses residuos sdo boas fontes de compostos
fendlicos e que podem ser explorados como fonte de antioxidantes naturais.
Makris et al. (2007) avaliaram a concentracdo de polifendis e as caracteristicas
antioxidantes de varios tipos de residuos solidos agroalimentares e concluiram
que os residuos vinicolas contém quantidade bastante elevadas de polifendis

antioxidantes.

Sanchez et al., em 2010, analisaram o potencial antioxidante de residuos
agroindustriais de trés frutas de alto consumo na regido de Tolima, na Coldombia e
relataram uma forte associacdo entre o teor de fendlicos totais e a atividade
antioxidante expressa por cada um dos materiais estudados. Melo et al. (2011),
analisando a composicdo fendlica e atividade antioxidante de residuos
agroindustriais (bagacos de uva tinta, uva branca e goiaba) concluiram que esses
residuos, principalmente os vinicolas, sdo ricos em compostos bioativos, como 0s
compostos fendlicos, e que por apresentar atividade antioxidante, podem ser
potenciais fontes naturais de substancias bioativas para aplicacdo na industria de

alimentos.

Soares et al. (2008), pesquisando teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante em casca de uvas niagara e Isabel utilizando diferentes
concentragbes de acetona como solvente extrator, encontraram elevado teor de
fendlicos totais. Sousa e Vieira (2011) quantificaram em diferentes residuos de
frutas tropicais elevados teores de fendlicos totais. Todos os extratos dos
residuos pesquisados exibiram acdo antioxidante, com destaque para os extratos
do residuo de acerola e de goiaba, 0os quais se mostraram mais eficientes em
sequestrar os radicais livres DPPH* e ABTS™*. Sendo assim, os residuos de frutas

podem ser apontados como fontes promissoras de antioxidantes naturais.
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3.4 Antioxidantes e a industria de alimentos

Os antioxidantes agem retardando ou prevenindo a oxidacdo de substratos,
uma vez que se envolvem nos processos oxidativos impedindo a formacéo de
radicais livres. Estes substratos podem ser lipidios, proteinas, DNA e
carboidratos, que, ao oxidarem, sofrem rupturas nas membranas, liberando
conteudos celulares e levando a degeneracdo nao programada (HALLIWEL et al.,
1995; HU et al., 2004).

Geralmente, os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocondrias ou na membrana e o seu alvo celular esta correlacionado com o seu
sitio de formacgdo. Estes compostos séo classificados como moléculas orgéanicas,
inorganicas ou atomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados, tendo
estas moléculas existéncias independentes. Esse tipo de estrutura faz com que os
radicais livres sejam moléculas de alta instabilidade, apresentando meia-vida
curta e sendo muito reativos. Entre as principais formas reativas do oxigénio, o
Oz’ (radical superéxido) mostra uma baixa atividade de oxidacdo, enquanto o OH*
(radical hidroxila) € o mais reativo em relagdo as lesbes celulares, apesar da
pequena atividade de difusdo (CRAFT et al., 2012).

A maneira propria e efetiva da utilizagdo do antioxidante depende do
conhecimento de sua quimica, do modo de acdo e de sua funcdo no alimento.
Além da relacdo estrutura funcéo, existem diversos fatores como: a natureza do
lipidio, o estado fisico do alimento, as condi¢des de armazenamento e a atividade
da agua que ditam a eficiéncia dos varios tipos de antioxidantes (ARAUJO, 2011).
Butil hidroxitolueno (BHT), butil hidroxianisol (BHA), terc-butil-hidroxi-quinona
(TBHQ), tri-hidroxi-butil-fenona (THBP) e propil galato (PG) sdo os antioxidantes
sintéticos usualmente empregados pela industria. A legislacdo de alimentos no
Brasil, estabelece que os antioxidantes devem ser adicionados aos alimentos nas
seguintes proporcdes: em torno de 0,01% em relacdo a gordura do alimento e de
0,025% quando se utiliza uma mistura de antioxidantes na qual nenhum dos
componentes deve ultrapassar 0,01%.Também estabelece que estes aditivos ndo
devem causar efeitos fisiologicos negativos, produzir cores, odores nem sabor

andmalos, ser compativel com a composicdo do alimento, serem eficazes em
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baixas temperaturas, e resistentes aos tratamentos a que seja submetido o
alimento (BRASIL, 2010; ROGINSKY; LISSI, 2005).

Entretanto, a inocuidade destes aditivos vem sendo questionada, e com
iIsto a busca por antioxidantes naturais tem sido estimulada, e os consumidores,
por sua vez, que estdo preocupados com a saude, vém demonstrando interesse
por produtos naturais (PESCHEL et al., 2006).

Diversos fatores influenciam a atividade antioxidante, incluindo as
propriedades coloidais dos substratos, as condi¢cdes e etapas de oxidacado, a
formacdo e estabilidade dos radicais, assim como a possivel localizacdo dos
antioxidantes e estabilidade em distintas fases do processamento de alimentos
(ROCKENBACH et al., 2008).

Atualmente, tem se dado énfase a identificacdo e purificacdo de novos
compostos com atividade antioxidante oriundos de fontes naturais, como o0s
vegetais, assim como o residuo proveniente dos mesmos, de forma a prevenir a
deterioracdo oxidativa e restringir a utilizacdo dos antioxidantes sintéticos. Estas
fontes naturais contém substancias antioxidantes distintas, cuja atividade tem sido
comprovada nos ultimos anos. A presenca de compostos fendlicos, tais como os
flavonoides, acidos fendlicos e antocianinas, além das vitaminas C e E e de
carotenoides contribuem para os efeitos benéficos que estes alimentos
proporcionam (SHAHIDI et al., 2007).

A propriedade antioxidante das antocianinas vem sendo estudada por
diversos pesquisadores, face a sua presenca em um significativo nimero de
alimentos de origem vegetal e pela diversidade de sua estrutura quimica
(GARZON et al., 2009; CEREZO et al., 2010; HOGAN et al., 2010; LIMA et al.,
2011; YUAN et al., 2011; Ll et al., 2012; MURTHY et al., 2012; PITIJA et al., 2013;
CUl et al., 2013).

Dentre estes alimentos de origem vegetal, os derivados de uva estédo entre
os produtos com grande apelo funcional. Entre os principais compostos que lhe
conferem esta propriedade estdo os compostos fendlicos, tanto do grupo dos

flavonoides (antocianinas, flavonadis, flavandis e proantocianidinas) quanto dos
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ndo flavonoides, como o resveratrol e acidos fendlicos. A atividade antioxidante
esta principalmente relacionada com o contelddo de polifendis totais e
antocianinas nas cascas de uva. As antocianinas sdo consideradas excelentes
antioxidantes por doarem hidrogénio aos radicais livres altamente reativos,
prevenindo a formagao de novos radicais (SOARES et al., 2008; ZAFRA-STONE
et al., 2007; MAZZA et al., 2002).
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POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE ANTOCIANINAS PURIFICADAS DO
RESIDUO AGROINDUSTRIAL DE POLPA CONGELADA DE UVA ISABEL

RESUMO

O crescimento da fruticultura irrigada e o incremento de novas tecnologias vém
estimulando a expansdo das agroindustrias processadoras de frutas, o que gera
grande volume de residuos que descartados em locais inadequados representam
sério problema de contaminagdo ambiental. No entanto, estes residuos podem
apresentar grande potencial, pois além de possuirem aclcares, vitaminas, sais
minerais e fibras ainda apresentam teores significantes de compostos bioativos.
Portanto, essa pesquisa teve como objetivo quantificar e purificar as antocianinas
extraidas do residuo de uva e determinar sua atividade antioxidante. O residuo foi
cedido por uma unidade processadora de polpa congelada, cujas uvas da cultivar
Isabel (Vitis labrusca L.) foram provenientes do municipio de S&o Vicente Férrer —
PE. O teor de antocianinas foi quantificado pelo método de pH diferencial e sua
purificagéo, utilizando cartuchos Cis, promoveu a remocdo de agucares, acidos e
compostos fendlicos ndo antocianicos. A atividade antioxidante das antocianinas
purificadas foi avaliada pela capacidade de sequestrar os radicais DPPH" (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) e ABTS™ (2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico), tendo o acido gélico como composto de referéncia. O teor de
antocianinas totais no residuo de uva foi de 15,56 * 0,33 mg 100g?. As
antocianinas purificadas apresentaram boa eficiéncia frente ao radical DPPH*
(ECso0 de 0,14 + 0,01 g. g DPPH e Tecso < 5 minutos) e capacidade de sequestro
superior a 80%. Frente ao radical ABTS™ as antocianinas apresentaram
capacidade de sequestro de 241,36 + 3,74 pumol TEAC.g'! de amostra. Estes
resultados evidenciam que o residuo proveniente da industria de polpa congelada
de uva pode ser considerado como uma boa fonte de antocianinas, com potencial
para ser utilizada como antioxidante natural no desenvolvimento de novos
produtos alimenticios, além de proporcionar diminuicdo da quantidade desses
residuos solidos a serem descartados no meio ambiente.

Palavras-chave: Vitis labrusca L., DPPH*, ABTS™.
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ABSTRACT

The growth of irrigated fruit and the increase of new technologies has stimulated
the expansion of agro processing fruit, which generates large volume of waste
disposed of in inappropriate places represent serious problem of environmental
contamination. However, this waste can has great potential, because besides
having sugars, vitamins, minerals and fibers still significant levels of bioactive
compounds. Therefore, this study aimed to quantify and purify the extracted
anthocyanins from grape residue and determine its antioxidant activity. The
residue was transferred by a processing unit of frozen pulp, whose grapes cultivar
Isabel (Vitis labrusca L.) came from the city of Sdo Vicente Férrer - PE. The
anthocyanin content was quantified by differential pH method and its purification
using Cis cartridges promoted the removal of sugars, acids and not anthocyanin
phenolic compounds. The antioxidant activity of the purified anthocyanins was
assessed by the ability to scavenge DPPH" (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and
ABTS™ (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), with gallic acid as
reference compound. The total anthocyanin content in grape residue was 15.56 +
0.33 mg 100g*. Anthocyanins purified showed good efficiency against the radical
DPPH* (ECso of 0.14 + 0.01 g. g DPPH and Tecso < 5 minutes) and strong ability
to sequester (>80%). Against the radical ABTS™ anthocyanins showed
sequestration capacity of 241.36 + 3.74 umol TEAC.g! sample. These results
indicate that the residue from grape frozen pulp industry can be considered as a
good source of anthocyanins, have the potential to be used as a natural
antioxidant in the development of new food products, and provide reduction of the
guantity of these solids to be discarded in the environment.

Key Words: Vitis labrusca L., DPPH*, ABTS"™.
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INTRODUCAO

Por ser um pais de elevada atividade agricola, o Brasil € um dos que mais
produzem residuos agroindustriais, porém a busca por alternativas para utilizacédo
da matéria organica gerada vem crescendo nos ultimos anos. Produtores e
industrias da area viticola enfrentam problemas de descarte de biomassa residual,
que embora seja biodegradavel, necessita de um tempo minimo para ser
mineralizada, constituindo-se entdo de uma fonte de poluentes ambientais. Esses
residuos agroindustriais conttm uma variedade de compostos biologicamente

ativos que sdo geralmente desperdicados (TORRES et al., 2002).

As antocianinas sao flavonoides que se encontram largamente distribuidos
na natureza e sao responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e quase
todas as tonalidades de vermelho que aparecem em flores, frutos, algumas
folhas, caules, raizes de plantas, entre outros (VINSON et al., 1999). Nas videiras,
as antocianinas se acumulam nas folhas durante a senescéncia e sao
responsaveis pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo encontradas
também na polpa de algumas variedades de uvas. O conteldo de antocianinas
presentes nas uvas depende de alguns fatores, tais como espécie, maturidade,
condi¢cBes climaticas do local e cultivares (RENAUD; DE LORGERIL, 1992;
MAZZA, 1995).

Estudos tém mostrado a propriedade antioxidante das antocianinas. A sua
acdo pode chegar a ser duas vezes maior que a dos antioxidantes disponiveis
comercialmente como, por exemplo, a (+)-catequina e a vitamina E, podendo,
também, apresentar melhor acdo antioxidante do que a do butil hidroxianisol
(BHA) e o butil hidroxitolueno (BHT) (ESPIN, et al., 2000). Além disso, as
antocianinas, por serem fortemente polares, podem substituir os antioxidantes
lipofilicos como, por exemplo, a vitamina E (RAMIREZ-TORTOZA et al., 2001).

A uva tinta é uma boa fonte de compostos fendlicos, com destaque para as
antocianinas que, por encontrarem-se principalmente nas cascas, permanecem
nos residuos ou subprodutos do seu processamento (ALONSO et al.,, 2002).
Estas constatacdes motivaram o desenvolvimento deste trabalho, como

objetivode quantificar o teor de antocianinas em residuo resultante do
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processamento da polpa de uva congelada, e avaliar a sua capacidade

antioxidante.
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MATERIAL E METODOS
Material

O residuo de uva Isabel (Vitis labrusca L.) foi cedido poruma unidade
processadora de polpa congelada localizada em Recife — PE, que recebe uvas
provenientes de uma plantacdo do municipio de Sao Vicente Férrer - PE (Latitude
-07° 35’ 28” S; Longitude -35° 29’ 29” O). A cidade apresenta duas safras anuais
de uva Isabel, sendo o residuo utilizado, proveniente da primeira safra anual, que
ocorreu no més de Fevereiro de 2014. Este residuo foi acondicionado em sacos
de polietiieno de baixa densidade e transportado, em caixa isotérmica, ao
Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas de Alimentos (LAFQA), do Departamento
de Ciéncias Domésticas (DCD), da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), onde foi imediatamente armazenado sob congelamento (-18 + 1°C)

para ser utilizado nos experimentos.

Métodos
Extracdo das antocianinas

As antocianinas do residuo de polpa congelada de uva foram extraidas
conforme metodologia descrita por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001),
modificada por utilizar acetona P.A. acidificada (0,01% HCI). Apés a filtracdo, o
procedimento de extracdo foi repetido até a completa remocdo dos pigmentos.
Em seguida, o volume do filtrado foi quantificado e transferido para um funil de
separacdo, ao qual foi adicionado o dobro do volume de cloroférmio e estocado
durante uma noite a 4°C para ocorrer a separagao das fases. A fase superior
(aquosa) foi levada ao evaporador rotativo a temperatura entre 38°C * 2°C
durante 10 a 15 minutos para remocao da acetona residual. O extrato aquoso foi
estocado a -18°C + 1°C para ser utilizado nas etapas posteriores. Todos 0s

procedimentos foram realizados em condi¢des de reduzida incidéncia de luz.
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Determinacao do teor de antocianinas totais

O teor de antocianinas foi quantificado utilizando o método de pH
diferencial (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005), onde o extrato aquoso foi
apropriadamente diluido em duas solu¢des tampéo; cloreto de potassio 0,025 M,
pH 1 e acetato de sédio 0,4 M, pH 4,5. Ap6s 15 minutos de repouso, foram
efetuadas medidas de absorbancia nos comprimentos de onda de 520 nm e 700
nm, em espectrofotdmetro (Shimadzu UV — 1650PC). O teor de antocianinas foi
calculado considerando a absortividade molar (g¢) de 28000 L.cmt.mol! e o peso
molecular (MW) de 493,2 gmol?, ambos correspondentes a malvidina 3-
glicosideo, antocianina presente em maior quantidade em uvas(equacao 1) (LEE;
DURST; WROLSTAD, 2005).

Antocianinas monomeéricas = AXPM xFD x 100/ € x 1 (1)

Onde: A = (As2onm — Avoonm)pH 1,0 — (As2onm — Avoonm)pH 4,5, PM = peso
molecular; FD= fator de diluicdo; € = absortividade molar.

Purificacdo das antocianinas

As antocianinas foram purificadas por extracdo em fase sélida (SPE, solid
phase extraction), utilizando cartuchos Cis (Allthec Associates, Deerfield, IL)
segundo metodologia descrita por Rodriguez-Saona; Wrolstad (2001), onde houve
a remocao dos acidos, dos aclcares e dos compostos fendlicos ndo-antocianicos.
Apés a purificacdo, o extrato metandlico obtido contendo as antocianinas foi
concentrado a vacuo até a obtencdo de um residuo seco ao qual 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 analises.
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Avaliacao da capacidade antioxidante

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

A capacidade das antocianinaspurificadas de sequestrar o radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH*) foi determinada utilizando o método descrito por
Brand-Williams et al. (1995), modificado por Sanchez-Moreno et al. (1998). Neste
método, a reducdo do DPPH" pelo composto antioxidante resulta na perda de
absorbancia e, o grau de descoloragdo da solucao, indica a eficacia do composto
testado. Diferentes concentracfes das antocianinas purificadas foram adicionadas
a solucédo de DPPH® em metanol (0,1 M), de modo a atingir concentracdes finais
de 7,5; 15 e 30 ug de antocianinas mL, e a absorbancia a 517 nm, foi registrada
em espectrofotdmetro (Shimadzu UV — 1650PC), até a reacgdo atingir o platd. A
capacidade de sequestrar o radical DPPH" foi expressa em percentual, calculada
em relacdo ao controle (sem antioxidante). O percentual de DPPH* remanescente
(DPPHRrem%) de cada concentragéo de antocianinas foi calculado utilizando curva

padréo do radical DPPH’ e a equagao 2:

%DPPHrem= DPPH: / DPPHT x 100 (2)

Onde: DPPH:= concentracdo do radical DPPH'no tempo em que a reacao
atingiu o platd; DPPHr= concentragdo inicial do radical DPPH'(tempo O da

reacao).

A concentracdo de antocianinas capaz de diminuir em 50% a concentracao
inicial do DPPH'(ECs0) foi calculada a partir do grafico da concentragdo de
antocianinas(g antocianinas. g de DPPH"!) versus DPPHrem%. O resultado foi
expresso em g de antocianinas. g de DPPH™1. A eficiéncia antirradical (EA) foi
calculada considerando o valor de ECso e 0 tempo em que foi atingido o ECso

(Tecso), conforme a equagao 3:

EA = 1/ECs0.TEcs0 (3)
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De acordo com o valor do Tecso, 0 comportamento cinético das
antocianinas pode ser classificado como rapido (Tecso < 5 minutos), intermediario
(Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30 minutos), e conforme o valor da
eficiéncia antirradical (EA) pode ser classificada como baixa (EA < 1), média (EA
> 1 e <5), alta (EA > 5 e < 10) ou super alta (EA > 10) (SANCHEZ-MORENO et
al., 1998).

Capacidade de sequestrar o radical ABTS™*

A capacidade de sequestrar o radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS™) foi determinada segundo o método descrito por RE et al.
(1999). O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacdo da solucdo aquosa de
ABTS™ (7 mM) com 2,45 mM de persulfato de potassio. A solucédo do radical foi
diluida em etanol até obter-se uma medida de absorbancia de 0,7 + 0,005, em
comprimento de onda de 734 nm. Diferentes concentragbes de antocianinas
diluidas em etanol foram adicionadas a solucdo de ABTS™, atingindo as
concentragées finais de 0,5; 1 e 2 yg de antocianinas.mL?. A absorbancia foi
registrada, apds os 6 minutos de reacdo, em espectrofotdmetro (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), nas mesmas condicdes, e os resultados foram expressos em

atividade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TEAC.g).

Analise estatistica

O experimento foi instalado segundo delineamento experimental
inteiramente ao acaso. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata e
as meédias dos valores encontrados, submetidas ao Teste t de Student ao nivel de
5% de probabilidade utilizando o programa estatistico “Statistica” (versao 7,
StatSoft, Inc., Tulsa, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Antocianinas Totais

O teor de antocianinas totais encontrado no residuo agroindustrial de uva
variou de 15,30 a 15,94 mg em equivalente de malvidina 3-glicosideo 100g* de
residuo fresco, apresentando uma média de 15,56 + 0,33 mg em equivalente de
malvidina-3-glicosideo 100g* de residuo fresco (Tabela 1). Em polpa congelada
de uva, Kuskoski et al. (2006) encontraram um teor de antocianinas totais de 30,9
mg 100g?. Assim, o valor de antocianinas encontrado no residuo utilizado no
presente trabalho é bastante significativo e constitui uma boa fonte desses

pigmentos.

Tabela 1. Teor de antocianinas totais em residuo proveniente da industria de

polpa congelada de uva (Vitis labrusca L.)

Ensaios Antocianinas totais (mg 100g1)*
I 15,45
Il 15,94
1 15,30
MEDIA + D.P** 15,56 £ 0,33

*Expresso em malvidina 3-glicosideo. **Os valores referem-se & média da triplicata + desvio
padréo.

Segundo Oliveira et al. (2013), o bagaco de uva apresenta diferentes
concentracfes de componentes antioxidantes, naturalmente presentes no fruto,
em fungcdo do processamento ao qual foi submetido e da variedade da uva.
Tradicionalmente, solugbes acidificadas de metanol, etanol, acetona, agua, bem
como mistura de acetona/metanol/agua tém sido usadas para a extracdo de
antocianinas (JU; HOWARD, 2003). Entretanto, de acordo com Rodriguez-Saona;
Wrolstad (2001), a acetona apresenta-se mais eficaz em extrair antocianinas,
pois, quando comparada com o metanol, a capacidade de recuperacdo das
antocianinas € de 30% ou mais. Assim, evidencia-se que o tipo de solvente

empregado na extracao desses pigmentos influencia na sua quantificacéo.
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Além dos fatores acima citados é preciso considerar o teor de agua na matéria
prima tendo em vista que muitas pesquisas referem a quantidades variadas de
antocianinas em uvas. O residuo utilizado no presente estudo apresentou um teor
de umidade de 89,12% * 0,84, o que demonstra ser um material com elevado teor
de agua. Clemente e Galli (2011), quantificaram em residuo de uva (base umida),
provenientes do processo de vinificagdo, um teor médio de antocianinas de 26,20
mg. 100g2.

Como consequéncia da desidratagéo, valores mais elevados de antocianinas
podem ser encontrados. Em bagaco liofilizado de uva de diferentes variedades
cultivadas na lItalia, procedente de vinicolas ap6s 5 a 8 dias de maceracéo,
Ruberto et al. (2007) relataram valores entre 3,75 a 45,27mg de antocianinas g
de extrato metandlico. Em outro estudo, utilizando residuo de uva da variedade
Cabernet Franc, proveniente do processo de vinificagdo, Oliveira et al., (2013)
encontraram teor de antocianinas totais de 71,77 mg em equivalente de cianidina-
3-glicosideo. 100g™. Soares et al. (2008), ao avaliar o teor de antocianinas totais
presentes em casca liofilizadas de uvas Nidgara e Isabel relataram valores de
7,02 e 8215 mg em equivalente de cianidina-3-glicosideo. 100g?,
respectivamente. Utilizando residuos liofilizados de diferentes uvas das cultivares
Vitis labrusca L. e Vitis vinifera L., Abe et al. (2007) determinaram teor de
antocianinas totais que variou entre 12,8 e 248 mg em equivalente de cianidina-3-
glicosideo. 100g®. Nesse caso, as antocianinas encontravam-se
significativamente em maior concentracdo no residuo de uvas tintas de coloracao

mais escura em compara¢ao com o das uvas rosadas.

Potencial Antioxidante

Os frutos apresentam, além dos nutrientes essenciais e de micronutrientes
como minerais, fibras e vitaminas, diversos compostos secundarios de natureza
fendlica, os polifendis. Estes compostos fendlicos, especialmente os flavonoides
demonstram atividade antioxidante, ou seja, a capacidade de sequestrar radicais
livres (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).
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A atividade antioxidante pode depender de vérios fatores, como as condi¢cfes
e etapas de oxidacdo, a formacédo e estabilidade dos radicais, assim como a
possivel localizacdo dos antioxidantes e estabilidade em distintas fases do
processamento nos alimentos (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).

Segundo Brand-Williams et al. (1995), o valor de ECso é inversamente
proporcional a atividade antioxidante. Assim, quanto maiorfor o valor de ECso
menor sera a capacidade antioxidante da amostra. Desta forma, evidencia-se na
Tabela 2 que as antocianinas purificadas do residuo de uva séo eficientes em
sequestrar o radical DPPH*, pois, comparando com acido galico, composto
antioxidante amplamente utilizado como padrao, ndo houve diferenca significativa

entre os valores encontrados (p > 0,05).

Tabela 2. Valores do ECso, Tecso e classificagdo cinética e antirradical de

antocianinas purificadas do residuo de polpa congelada de uva e do acido

gélico
Ensaio ECso Tecso Classificacdo EA  Classificacao
(9.9 (min) cinética antirradical
DPPHY)
ACY 0,14+0,01 0,87*+ Rapido 8,21* Alta
0,02 +
0,16
Acido 0,14+0,01 0,54+ Rapido 13,30  Super alta
Galico 0,01 *
0,14

Os valores referem-se a média de trés determinacdes + desvio padrao.

(*) valores diferem significativamente entre si em nivel de 5% de probabilidadepelo teste t de
Student. ECso = concentragédo da amostra eficiente para diminuir em 50% a concentracao inicial do
DPPH"; Tecso = tempo necessario para atingir o valor de ECso; EA = eficiéncia antirradical (1/ ECso.
Tecso). ACY: antocianinas

Cui et al. (2013) evidenciaram que o ECso das antocianinas purificadas de fruto
de cor roxo escuro de um arbusto nativo do sudeste da Asia (Rhodomyrtus
tomentosa (Ait.) Hassk) foi significativamente superior (6,27 pug/ml DPPH®) ao do
acido ascorbico (17,4 pg/ml DPPH’), utilizado como composto de referéncia.
Zhang; Fu; Zang (2011) analisando as antocianinas purificadas provenientes de
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flores de romd em relacdo a capacidade de sequestrar o radical DPPH",
encontraram valores de ECso de 19,56 a 23,62 ug.mlt DPPH*, concluindo que as
antocianinas apresentaram forte acdo antioxidante. Convertendo a unidade do
ECso das antocianinas purificadas utilizadas no presente estudo, obtém-se um
valor de 4,91 ug.ml-* DPPH’, que quando comparado aos valores encontrados por
Cui et al. (2013) e Zhang, Fu e Zang (2011), conclui-se que as antocianinas

purificadas nesse estudo foram significativamente mais eficientes.

A andlise do comportamento cinético revelou que as antocianinas atuaram
rapidamente no sequestro do radical DPPH" (Tecso = 0,87 min). Embora o acido
galico (Tecso = 0,54 min) tenha sido significativamente mais rapido do que as
antocianinas (p > 0,05), o comportamento cinético de ambos pode ser visto como
rapido, uma vez que para Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-Calixto (1998), o
comportamento cinético é considerado “rapido” quando o tempo necessario para

atingir o valor de ECso € inferior a 5 min (Tecso < 5 minutos) (Tabela 2).

A capacidade de sequestro do radical DPPH* das diferentes concentracfes de
antocianinas, expressa em percentual de sequestro, encontra-se na Figura 1. As
antocianinas nas concentracdes de 7,5; 15 e 30 pg.mL* apresentaram em média,
percentuais de sequestro de 95,89; 95,1 e 95,58%, respectivamente, engquanto

que o &cido galico, nas mesmas concentracdes, foi de 92,21; 92,41 e 94,78%.

O percentual de sequestro das antocianinas do residuo de uva foi semelhante
ao de Rhodomyrtus tomentosa (> 90%) relatado por Cui et al. (2013). Observa-se
que a capacidade de sequestro das antocianinas bem como do acido galico, em
todas as concentracfes, foi superior a 80%. De acordo com a classificacédo
estabelecida por Melo et al. (2008), a capacidade de sequestro pode ser
considerada forte quando o percentual de sequestro atingir valores acima de 70%,
moderada entre 70 e 50% e fraca abaixo de 50%. Desta forma, constata-se que a
capacidade de sequestro do radical DPPH® das antocianinas e do acido

galicopode ser considerada forte.
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Figura 1. Capacidade de sequestro do radical DPPH" (%) das antocianinas
provenientes do residuo de polpa congelada de uva e do acido galico aos 5
minutos de reacéo
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Melo et al. (2011) analisaram residuos agroindustriais de uva Isabel (Vitis
labrusca) e uva Verdejo (Vitis vinifera), onde encontraram percentual de sequestro
maior que 80% para as duas variedades, tanto nos extratos aquosos, quanto
etandlicos. Elevados potenciais de reducdo de DPPH" também foram observados
por outros autores para extratos de bagacos de uva (RUBERTO et al., 2007,
MAKRIS et al., 2007; LAFKA et al., 2007). Porém, estes resultados ndo podem
ser comparados aos deste estudo, uma vez que esses autores utilizaram extratos

gue além de antocianinas também apresentavam outros compostos fendlicos.

Nayak et al. (2011), em estudo sobre a degradagéo térmica de antocianinas
presentes em batata roxa comprovam que a purificagcdo por extracdo em fase
sélida (SPE, “solid phase extraction”) utilizando cartuchos Cis é eficiente, pois
remove todos 0S compostos nao-antocianicos, como acidos, acgucares e outros

fendlicos, garantindo a pureza das antocianinas, fato observado neste estudo.

Com relagdo a capacidade de sequestrar o radical ABTS™ (Figura 2), as
antocianinas apresentaram um valor de TEAC de 241,36 + 3,74 umol TEAC.g
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1 significativamente inferior ao encontrado com o acido gdlico (1.334,74 + 10,24
umol TEAC.g1). Desta forma, pode-se afirmar que os pigmentos antocianicos do
residuo foram menos efetivos frente a esse radical. Comparando com outros
estudos, Zhang, Fu e Zhang (2011) avaliando a capacidade antioxidante de
antocianinas purificadas de flores de roma, encontraram valor de TEAC de 1,94 +
0,11 a 2,39 + 0,13 pmol TEAC.g', valores consideravelmente menores aos

encontrados neste estudo.

Figura 2. Capacidade de sequestrar o radical ABTS™ em equivalente de Trolox
(TEAC) de antocianinas purificadas do residuo de polpa congelada de uva e do
acido galico
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Rockenbach et al. (2008) avaliaram a capacidade antioxidante de extratos de
bagaco de uvas (Vitis vinifera) das variedades Tannat e Ancelota frente ao radical
ABTS'* e obtiveram valores de TEAC de 17,2 + 0,4 umol TEAC.g' e 48,2 + 1,3
umol TEAC.g?, respectivamente. Esses valores sdo consideravelmente menores
do que os encontrados neste estudo, possivelmente pelo fato de que o residuo
analisado foi proveniente na vinificagdo, sofrendo extragdo etandlica durante a
fermentacdo alcodlica/maceracdo. Analisando atividade antioxidante da casca de
uvas Niagara e Isabel, Soares et al. (2008), encontraram valores médios de TEAC
entre 89,22 e 157,31 umol TEAC.g.
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CONCLUSAO

O residuo agroindustrial resultante do processamento de polpa congelada
de uva representa uma boa fonte de antocianinas. Estes compostos purificados
apresentaram significativa propriedade antioxidante, mostrando-se eficientes em
capturar os radicais DPPH" e ABTS™. Sendo assim, o residuo agroindustrial de
uva pode ser apontado como fonte promissora de antocianinas, substancias com
possibilidade de uso na industria alimenticia, como um corante natural que
apresenta além do poder tintorial, propriedades antioxidantes. No entanto, faz-se
necessario o desenvolvimento de novos estudos a fim de testar a estabilidade
deste pigmento, assim como sua toxicidade e sua capacidade antioxidante em

matrizes alimenticias.
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EFEITO DA LUZ E DA TEMPERATURA SOBRE A ESTABILIDADE DAS
ANTOCIANINAS PURIFICADAS DO RESIDUO AGROINDUSTRIAL DE POLPA
CONGELADA DE UVA ISABEL

RESUMO

O uso de corantes na industria de alimentos € uma préatica essencial, uma vez
que a cor interfere diretamente na aceitacdo do produto pelo consumidor. A cada
ano vem sendo reduzido o numero de corantes artificiais utilizados pela industria
alimenticia, devido principalmente aos possiveis danos que podem causar a
saude do consumidor. As antocianinas possuem potencial como corante natural,
no entanto, apresentam como principal desvantagem a sua instabilidade.Dessa
forma, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a estabilidade das antocianinas
purificadas provenientes do residuo agroindustrial de polpa congelada de uva
frente a luz e a temperatura. As antocianinas foram purificadas por extragdo em
fase solida, utilizando cartuchos Cis commetodologia apropriada para promover a
remocdo de acuUcares, acidos e compostos fendlicos ndo antocianicos. Para
avaliar a estabilidade a luz, as antocianinas foram diluidas em uma solucdo de
Etanol 95%:HCI 1,5N; 85:15 v/v (pH=1,0) e distribuidas em tubos de ensaio,
expostos a luz e na auséncia de luz, durante um periodo de 840 horas.
Periodicamente, a leitura da absorbancia dos extratos foi realizada a 535nm. O
efeito da temperatura sobre a estabilidade das antocianinas foi monitorado
utilizando tubos de ensaio contendo antocianinas purificadas 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 da absorbéncia foram efetuadas na amostra
recém-preparada (0 h) e apos 1, 3, 5 e 7 horas de aquecimento. Os dados obtidos
nos dois experimentos foram utilizados para o calculo da constante de velocidade
(k) e do tempo de meia vida (t12) utilizando equacgdes cinéticas de 12 ordem. Os
resultados obtidos evidenciaram que em presenca de luz, o tempo de meia vida
(tu2) dos pigmentos antocianicos foi de 656,87h e na auséncia de luz foi de
6.525,42h, apresentando constantes de velocidade (k) de 1,055 x 10-3.h"le 1,062 x
10*.h?, respectivamente, demonstrando que a auséncia de luz contribuiu
significativamente para o aumento da estabilidade das antocianinas.As
antocianinas submetidas ao calor, as temperaturas de 50°C, 70°C e 90°C
apresentaram constantes de velocidade (k) de 4,35 x 103.h''; 7,98 x 102.h' e
2,27 x 101hl, e tempo de meia vida (t12) de 159,31 h; 8,77 h e 3,05 h,
respectivamente, demonstrando que os pigmentos antocianicos sdo degradaveis
a acao de altas temperaturas sendo o efeito deletério mais intenso evidenciado na
temperatura mais elevada. Os resultados evidenciam que o residuo agroindustrial
de polpa congelada de uva pode ser considerado uma boa fonte de antocianinas,
as gquais apresentam potencial para serem utilizadas como corante natural em
produtos alimenticios, desde que as condicbes do processamento e
armazenamento sejam favoraveis a sua estabilidade.

Palavras-chave: Vitis labrusca L., residuo agroindustrial, estabilidade.
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ABSTRACT

The use of dyes in the food industry is an essential practical since it directly affects
the color acceptance of the product by the consumer. Every year has been
reduced the number of artificial colors used by the food industry, mainly due to the
possible damage that can cause consumer health. Anthocyanins have potential as
natural dye, however, have as a main disadvantage their instability. Therefore, this
study aimed to evaluate the stability of the purified anthocyanins from the
agroindustrial residue frozen pulp of grape front to light and temperature.
Anthocyanins were purified by solid phase extraction using Cis cartridges with
appropriate methodology to promote the removal of sugars, acids and phenolics
no anthocyanin. To evaluate light fastness, anthocyanins were diluted in a solution
of ethanol 95% 1.5N HCI; 85:15 v/v (pH 1.0) and divided into vials, exposed to
light and in the dark for a period of 840 hours. Periodically reading the absorbance
of the extracts was performed at 535nm. The effect of temperature on the stability
of anthocyanins was monitored using test tubes containing purified anthocyanins
diluted with water, acidified with HCI (pH=1.0) and subjected to temperatures of
50°C, 70°C and 90°C in thermostated bath. Absorbance readings were made on
freshly prepared sample (Oh) and after 1, 3, 5 and 7 hours of heating. The data
from the two experiments were used to calculation of the rate constant (k) and
half-life (ti2) using 1st order kinetics equations. The results showed that in the
presence of light, the half-life (ti2) of the anthocyanin pigments was 656.87h and
in the absence of light was 6.525.42h, with constant speed (k) of 1.055 x 10 ht
and 1.062 x 10“ h?, respectively, demonstrating that the absence of light
contributed significantly to increased stability of anthocyanins. Anthocyanins
subjected to heat at temperatures of 50°C, 70°C and 90°C showed constant speed
(k) of 4.35 x 10° h; 7.98 x 102 h' and 2.27 x 10! h! and half life time (tu2)
159.31h; 8.77h and 3.05h, respectively, show that the anthocyanin pigments are
degradable to the action of high temperatures being the most intense deleterious
effect evidenced by the higher temperature. The results show that the agro-
industrial residue grape frozen pulp can be considered a good source of
anthocyanins, which have potential to be used as a natural colorant in food
products, provided that the processing and storage conditions are favorable for
stability.

Key Words:Vitis labrusca L., agroindustrial residue, stability.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de corantes na industria de alimentos trata-se de uma préatica
comum, Visto que a cor e a aparéncia tém um papel importante na aceitacdo dos
produtos pelo consumidor. Usualmente as industrias de alimentos utilizam
corantes de origem sintética, que apesar de apresentarem menores custos de
producdo, maior estabilidade e capacidade tintorial, o numero de aditivos
sintéticos permitidos nos paises desenvolvidos vem diminuindo a cada ano
(LOPES et al., 2007).

As antocianinas sdo flavonoides que se encontram largamente distribuidos
na natureza e sdo responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as
tonalidades de vermelho que aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e
raizes de plantas. Elas compdem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua
do reino vegetal, apresentando diversas funcfes, como acdo antioxidante,
capacidade tintorial, protecdo das plantas a acao de radiacdo UV, mecanismo de
defesa e funcéo bioldgica, entre outros (LOPES et al., 2007; MARKAKIS, 1982).

Neste contexto, estes compostos fendlicossdo considerados como
potenciais substitutos para corantes sintéticos, devido, principalmente, a sua cor
forte e brilhante e solubilidade em agua, tornando-as atraentes para incorporacao
em uma variedade de sistemas alimentares (BORDIGNON-LUIZ et al., 2007).0
uso de antocianinas como corante é indicado para alimentos ndo submetidos a
temperaturas elevadas durante o0 processamento, com tempo curto de
armazenamento e embalados de forma que a exposicao a luz, ao oxigénio e a
umidade seja minimizada (FENNEMA, 2000; PAZMINO-DURANEet al., 2001).

A estabilidade das antocianinas € dependente de vérios fatores, incluindo
intensidade da luz, pH do meio, temperatura, qualidade e presenca de outros
pigmentos em conjunto, presenca de metal, enzimas, oxigénio, acido ascorbico,
acucares, 6xido de enxofre, entre outros. Os efeitos da luz, temperatura e pH
sobre as antocianinas sao os fatores mais estudados por diversos autores, sendo
sempre observada uma correlacdo entre esses fatores, além de relacdo direta
entre esses efeitos e a decomposicdo dos pigmentos antocianicos (MAZZA,;
MINITIATI, 1993; FRANCIS, 1989; KHANAL et al., 2010; ROOBHA et al., 2011).
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Portanto, a substituicAo de corantes sintéticos por corantes naturais trata-
se de um grande desafio, principalmente relacionado a estabilidade dos corantes
naturais. Logo, sdo necessarios novos estudos na busca de fontes viaveis, que
possuam melhor estabilidade e baixo custo. Desta forma, este trabalho objetiva
avaliar a estabilidade de pigmentos antocianicos purificados, provenientes do
residuo agroindustrial de polpa congelada de uva, frente a luz e ao calor.
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MATERIAL E METODOS

Material

O residuo de uva Isabel (Vitis labrusca L.) foi cedido poruma unidade
processadora de polpa congelada localizada em Recife — PE, que recebe uvas
provenientes de uma plantacdo do municipio de Séo Vicente Férrer - PE (Latitude
07° 35’ 28" S; Longitude 35° 29’ 29” O). A cidade apresenta duas safras anuais
de uva Isabel, sendo o residuo utilizado, proveniente da primeira safra anual, que
ocorreu no més de Fevereiro de 2014. Este residuo foi acondicionado em sacos
de polietiieno de baixa densidade e transportado, em caixa isotérmica, ao
Laboratdrio de Andlises Fisico-Quimicas de Alimentos (LAFQA), do Departamento
de Ciéncias Domésticas (DCD), da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), onde foi imediatamente armazenado sob congelamento (-18 + 1°C)

para ser utilizado nos experimentos.

Métodos

Extracdo das antocianinas

As antocianinas do residuo de polpa congelada de uva foram extraidas
conforme metodologia descrita por Rodriguez-Saona; Wrolstad (2001), modificada
por utilizar acetona p.a. acidificada com HCI 0,01%. Apods a filtracdo, o
procedimento de extracdo foi repetido até a completa remoc¢do dos pigmentos.
Em seguida, o volume do filtrado foi quantificado e transferido para um funil de
separacao, ao qual foi adicionado o dobro do volume de cloroférmio e estocado
durante uma noite a 4°C para ocorrer a separacdo das fases. A fase superior
(aquosa) foi levada ao evaporador rotativo a temperatura entre 38°C = 2°C
durante 10 a 15 minutos para remoc¢ao da acetona residual. O extrato aquoso foi
estocado a -18°C + 1°C para ser utilizado nas etapas posteriores. Todos 0s

procedimentos foram realizados em condi¢des de reduzida incidéncia de luz.
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Purificacao das antocianinas

As antocianinas foram purificadas por extracdo em fase sélida (SPE, “solid
phase extraction”), utilizando cartuchos Cis (Allthec Associates, Deerfield, IL)
segundo metodologia descrita por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001), onde
houve a remocdo dos acidos, dos acuUcares e dos compostos fendlicos
naoantocianicos. Apos a purificacdo, o extrato metandlico obtido contendo as
antocianinas foi concentrado a vacuo até a obtencéo de um residuo seco ao qual
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 analises.

Estabilidade a luz

Para avaliar a estabilidade das antocianinas a luz, as antocianinas
purificadas foram diluidas em uma solucdo de etanol 95%:HCI 1,5N; 85:15 v/v
(pH=1,0), atingindo a concentracédo de 0,1 mg.mL* e distribuidas em 12 tubos de
ensaio (20mL) com tampas de borracha, mantidos a temperatura de 21°C + 1°C.
Seis tubos foram expostos a luz fluorescente (80W) que se encontravam a
distancia de 1,45 m, e os outros seis tubos foram mantidos ao abrigo da luz,
cobertos cuidadosamente com tecido “Black-out” (100% polipropileno).
Periodicamente, durante um periodo de 840 horas, as leituras da absorbanciada
solucdo de antocianinasforam registradas a 535 nm de acordo com método

descrito por Lees e Francis (1972).

Os dados obtidos foram utilizados para o calculo da constante de
velocidade (k) e do tempo de meia vida (ti2) das antocianinas atraveés das
equacdes cinéticasl e 2(MAHAN e MYERS, 1993):

-In (Absorbéncia ) kt (1)

LAbsorbéncia (to)
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trz=Ln 2 (2)

Kk

Onde: Absorbancia (t) = absorbancia em relacdo ao tempo; Absorbéancia
(to)= absorbancia no tempo “zero”; k = constante de velocidade; t = tempo (horas);

ti2= tempo de meia vida

Estabilidade ao calor

O efeito da temperatura sobre a estabilidade das antocianinas foi
monitorado utilizando tubos de ensaios rosqueados, cobertos com papel aluminio
e selados com parafilme, contendo antocianinas purificadas diluidas em agua, na

concentracdo de0,1mg.mL%, acidificada com HCI até atingirpH 1,0.

Os tubos contendo 15 mL da solucdo de antocianinas foram submetidos as
temperaturas de 50°C, 70°C e 90°C, em banho termostatizado com circulagao de
agua, durante os periodos de 1, 3, 5 e 7 horas. A leitura da absorbancia foi
efetuada na amostra recém preparada (0 h) e apds cada periodo de aguecimento.
ApOs esses intervalos de tempo, as amostras foram removidas do banho
termostatizado e esfriadas utilizando um banho de gelo até atingir a temperatura
ambiente (22 + 2 °C).

Apés atingir a temperatura ambiente (22 + 2 °C), a solucdo aquosade
antocianinas foi apropriadamente diluida em duas solu¢des tampao; cloreto de
potassio 0,025 M, pH 1 e acetato de sédio 0,4 M, pH 4,5. Apés 15 min de
repouso, leituras de absorbancia foram efetuadas a 520 nm e 700 nm em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1650PC), em cubetas de 1 cm de caminho 6tico
e calculada segundo equacao 3(LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).

A = (As2onm — A700nm)pH 1,0 — (As20nm — A700nm)pH 4,5 (3)
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Os valores de absorbéancia foram utilizados para o calculo da constante de
velocidade (k) e do tempo de meia vida (ti2) das antocianinas através das
equacdes cinéticasl e 2, acima citadas (MAHAN; MYERS, 1993).

O teor de antocianinas foi calculado e expresso como equivalente de
malvidina 3-glicosideo considerando o coeficiente de extingdo molar (¢) de 28.000
L cmt mol?t e o peso molecular (PM) de 493,2 g. mol, ambos correspondentes a
malvidina 3-glicosideo, antocianina presente em maior quantidade em uvas
(equacéo 4) (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).

Teor de antocianinas monoméricas (mg L1) = A x PM x FD x 1000 4)
exl

Onde: A = (As2onm — Avoonm)pH 1,0 — (As2onm — Avoonm)pH 4,5, PM = peso
molecular; FD= fator de diluicdo; 1000 = fator de conversdo de grama para

miligrama; € = absortividade molar.

Analise estatistica

O experimento foi instalado segundo delineamento experimental inteiramente
ao acaso. Todas as determinac¢des foram realizadas em triplicata e as médias dos
valores encontrados, submetidas ao Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, utilizando o programa estatistico “Statistica” (verséo 7, StatSoft,
Inc., Tulsa, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da luz sobre as antocianinas

Como esperado, as antocianinas purificadas do residuo de polpa congelada
de uva, quando submetidas ao abrigo da luz mantiveram-se mais estaveis do que
as submetidas a luminosidade (Tabela 1). As constantes de velocidade (k) foram
1,062 x 10%.ht e 1,055 x 103.h't, para as protegidas da luz e expostas a luz,
respectivamente. A perda de 50% da cor original (tempo de meia vida) ocorreu,
portanto, apos 656,87h (27,37 dias) para as antocianinas submetidas ao efeito da
luz e ocorreria apos 6.525,42h (271,89 dias) para as que estavam ao abrigo da
luz, demonstrando que a auséncia de luz contribuiu significativamente para o

aumento da estabilidade das antocianinas.

Tabela 1. Perda de absorbancia de antocianinas* purificadas, extraidas do
residuo agroindustrial de polpa congelada de uva, e submetidas a presenca e

auséncia de luz (T=21 + 1C°)

Presenca de Luz Ausénciade Luz
Tempo Abs Perda Abs Perda
(horas) (535 nm) (%) (535 nm) (%)
0 0,9682 + 0,008 - 0,9732 + 0,007 -
24 0,889° + 0,011 8,17 0,914 + 0,022 6,07
98 0,835+ 0,013 13,74 0,913 + 0,003 6,17
240 0,6799+ 0,212 29,86 0,911° + 0,004 6,38
432 0,555+ 0,253 42,67 0,906" + 0,004 6,89
576 0,478 +0,021 50,62 0,901° + 0,020 7,40
720 0,4159 + 0,021 57,13 0,895 + 0,023 8,02
840 0,3999 + 0,049 58,79 0,890° + 0,022 8,54

* Antocianinas em solugéo de etanol 95% : HCI 1,5 N; 85:15 v/v (pH=1,0)

Valores representam média de leituras de absorbancia em 6 tubos.

Médias nas colunas seguidas por letras iguais nao diferem estatisticamente entre si pelo Teste de
Tukey (p > 0,05).

Varios pesquisadores vém estudando a estabilidade das antocianinas de
diferentes fontes naturais e sob diferentes condigbes de experimento. Sarni-
Manchado et al. (1996), verificaram que a presenca de luz implica em perda

significativa na cor de antocianinas extraidas das cascas de Vitis vinifera L.,
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variedade Grenache Noir. O extrato antocianico foi purificado por cromatografia
de coluna com PVP (polivinilpirrolidona) e a influéncia da luz foi testada,
comparando as amostras expostas a luz e as amostras armazenadas no escuro,
constatando uma perda de 80 a 90% do teor total de antocianinas durante um

armazenamento de 8 dias.

Camarez et al. (2000) avaliaram a estabilidade do extrato bruto de
antocianinas de calices de vinagreira (Hibiscus sabdariffa L.) e concluiram que os
fatores que mais contribuiram para a degradacdo das antocianinas foram a
incidéncia de luz associada a acdo do oxigénio e aumento do pH. Esse fatores
influenciaram também de modo significativo os resultados relatados por Kuskoski
et al. (2000) que, ao avaliar a estabilidade dos extratos brutos alcodlicos (pH 3 e
4) de antocianinas do baguacu (Eugenia umbelliflora Berg), do jamboldo (Eugenia
jambolana Lamark) e de fonte comercial de antocianinas extraidas da uva (Chr.
Hansen ®) expostos a luz e oxigénio, constataram que o tempo de meia vida das
antocianinas foi 207,98h (uva); 508,06h (baguacu) e 430,09h (jambolédo). Esses
valores foram menores do que o calculado nesse estudo (656,87h) o que pode
ser explicado, em parte, pelo efeito de pH que foi ajustado para valor de pH=1,0.
Segundo Lopes et al. (2007), a sensibilidade ao pH é o principal fator limitante no
processamento e utilizacdo das antocianinas, afetando a cor e a estabilidade
quimica. Em solucdes &cidas, a antocianina € vermelha, porém com o0 aumento

do pH a intensidade de cor diminui.

A estabilidade das antocianinas presente em extrato bruto de pitanga roxa
foi avaliada por Lima et al. (2005) onde relataram que tempo de meia vida do
extrato protegido da luz foi 1.205,7h (50 dias) enquanto que o extrato submetido
ao efeito da luz foi de 948,3h (39 dias) demonstrando a maior instabilidade do

extrato antocianico a luminosidade.

Provenzi et al. (2006) estudaram a influéncia da B- e y-ciclodextrinas sobre a
estabilidade das antocianinas em extrato bruto de cascas de uvas Cabernet
Sauvignon (Vitis vinifera L.), sob presenca e auséncia de luz e de nitrogénio e pH
3,5, e relataram que o maior valor de tempo de meia vida foi de 497 horas,
quando em auséncia de luz e presenga de nitrogénio e adicionado de y-

ciclodextrinas.
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Os resultados obtidos nesse estudo corroboram com a investigagao
realizada por Bordignon-Luiz et al. (2007) sobre a estabilidade das antocianinas
provenientes de uva lIsabel (Vitis labrusca L.) em sistemas modelos. Esses
pesquisadores utilizaram o extrato bruto de antocianinas num sistema modelo de
iogurte e bebida reidratada e concluiram que a presenca de luz influenciou
significativamente no tempo de meia vida das antocianinas, uma vez que o teor
desses pigmentos foi inferior quando comparado ao das amostras mantidas na
auséncia de luz. Em sistema modelo de iogurte, obtiveram um tempo de meia
vida de 8.898h (370 dias), indicando que estes pigmentos apresentam excelente

estabilidade neste produto.

A estabilidade da cor de antocianinas é dependente da estrutura e da
concentracdo dos pigmentos, além de fatores como o pH, a presenca de oxigénio
e a temperatura (LOPES et al., 2007). Assim, com 0 objetivo avaliar a estabilidade
de antocianinas presentes em néctar de camu-camu sob diferentes condi¢cdes de
luminosidade e de temperatura, Maeda et al. (2007) concluiram que ap6s 120
dias, a temperatura de armazenamento foi o fator que mais influenciou na
estabilidade das antocianinas, uma vez que nao houve diferenga significativa nos
teores de antocianinas encontrados nos néctares armazenados e expostos a luz e

na auséncia de luz.

Segundo Mazza, Miniati (1993), a cor das antocianinas depende também,
alémdos fatores acima citados, da presenca de copigmentos. Assim, a
estabilidade da cor destes pigmentos pode ser melhorada através da
copigmentacdo, fendbmeno que protege o cation flavilium da molécula antocianica
do ataque nucleofilico da &gua (ASEN, STEWART, NORRIS, 1972). A
copigmentacao, portanto, promove aumento da intensidade da cor constatado
pela obtencdo de valores de absorbancia mais elevados (efeito hipercrémico) e no
deslocamento da absorbancia maxima (Amax) para comprimento de onda mais alto,
conhecido como efeito batocromico (CHEN; HRAZDINA, 1981; BOULTON, 2001).
Segundo Asen, Stewart, Norris (1972), o efeito dos copigmentos torna-se mais
intenso com o0 aumento da concentragdo das antocianinas e da relagao
copigmento/antocianinas. Nesse sentido, Vaniniet al. (2009) demonstraram que a

estabilidade de extratos antocianicos de uva da cultivar Benitaka (Vitis vinifera L)
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foi afetada significativamente pela presenca de luz. No entanto, relataram que o
extrato de antocianinas adicionado de &cido caféico, na propor¢éo de 1,0:1,0 (p/v)
aumentou significativamente o tempo de meia vida quando comparado ao
controle (sem acido caféico) o que ocorreu tanto na auséncia como ha presenca

de luz.

Falcdo et al. (2003) em artigo de revisdo sobre a copigmentacao intra e
intermolecular de antocianinas ressalta que flavonoides né&o-antocianicos,
alcaldides, amino&cidos e nucleosidios, entre outros, podem atuar como
copigmentos e dessa forma, aumentara estabilidade das antocianinas e, com
iss0o, 0 seu potencial de aplicacdo. No entanto, estudos para avaliar a estabilidade
de antocianinas adicionadas de copigmentos em sistemas modelos de alimentos
ainda sao necessérios, visando aumentar o espectro de aplicacdo desses

pigmentos como corantes em alimentos e bebidas.

Efeito do calor sobre as antocianinas

A exposicdo das antocianinas purificadas do residuo agroindustrial de
polpa congelada de uva ao calor demonstrou instabilidade em relacdo a

temperatura (Tabela 2).

As antocianinas em solucdo aquosa acidificada com HCI (0,01%, vlv,
pH=1,0)foram expostas as temperaturas de 50°C; 70°C e 90°C, durante 7 horas, o
qgue possibilitou calcular um tempo de meia vida de 159,31h; 8,77h e 3,05h,
respectivamente (Tabela 2). Pode-se constatar que na temperatura de 50°C, a
constante de velocidade foi a menor, seguida pela temperatura de 70°C, com
destaque na temperatura de 90°C, na qual a constante de velocidade foi a de

maior valor, revelando a rapidez com que esses pigmentos foram degradados.
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Tabela 2. Perda de absorbancia de antocianinas* purificadas, extraidas do

residuo agroindustrial de polpa congelada de uva, e submetidas ao calor.

T (°C) Tempo (h) Abs k (h'1) ts (h)

0 0,8012+ 0,003
0,798+ 0,007
0,783°+ 0,002  4,35x10°% 159,31
0,777°+ 0,003
0,777°+ 0,004

50

0,7292+ 0,023
0,7172+ 0,005
0,618°+ 0,028 7,98 x 1072 8,77
0,564°+ 0,043
1,417°+ 0,019

70

0,9122+ 0,208
0,7263+ 0,234
0,540+ 0,125 2,27 x 10 3,05
0,237+ 0,027
7 0,186+ 0,004

90

g W Fkr Ol N 01 W Pk O N O W Pk

* Antocianinas em solucdo aquosa acidificada com HCI (0,01%, v/v, 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).

O conteudo de antocianinas presente nas solucfes submetidas ao calor se
encontra representado graficamente em funcdo do tempo na Figura 1, onde se
pode constatar que, ao longo do periodo estudado, ndo houve diferenca
significativa nos teores de antocianinas quando submetidas ao aguecimento de
50°C. Essa constatacao pode ser explicada pelo pH da solugdo que foi ajustado
para pH=1 pois, de acordo com Brouillard (1982), em meio aquoso, as
antocianinas sdo mais estaveis na estrutura de cétion flavilium, o que em geral é
obtido com valores de pH menores que 3. No entanto,nas temperaturas de 70°C e
90°C, o teor de antocianinas apresentou uma reducao significativa atingindo mais
de 50% de perda na temperatura de 90°C, em menos de 4 horas. Logo,

temperaturas mais elevadas apresentam efeito deletério na estabilidade de



72

pigmentos antocianicos mesmo mantendo o pH ideal para a estrutura do cation

flavilium.

Figura 1. Degradacdo de antocianinas* purificadas extraidas do residuo
agroindustrial de polpa congelada de uva durante o aquecimento.
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Tempo (horas)

* Antocianinas em solucao aquosa acidificada com HCI (pH=1,0).

Valores com letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as temperaturas
testadas e valores com letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa causada pelas
diferentes condi¢bes de aquecimento, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A estabilidade das antocianinas e a taxa de degradacdo sdo notadamente
influenciadas pela temperatura, pois a medida que se submete uma solugcéo de
antocianinas a uma temperatura superior a ambiente (25°C), a sua degradagéo é
maior, sendo ainda mais acentuada quando se aumenta o pH do meio (LOPES et
al., 2007).

Vargas et al. (2013) avaliaram a estabilidade de antocianinas purificadas

extraidas das cascas de pitaia (Hylocereus undatus) e submetidas a diferentes
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temperaturas (4°C, 25°C e 68°C), diferentes valores de pH (pH 1, 4 e 6), € na
auséncia e presenca de luz, durante um periodo de 4 semanas. Esses autores
concluiram que nessas condicdes controladas, a melhor combinacdo dos fatores
foi a temperatura de 4°C, auséncia de luz e valor de pH igual a 4,0, o que
propiciou uma maior estabilidade a esses pigmentos. Constataram, também, que
na mais alta temperatura, na presenca ou auséncia de luz e independente do pH,
ocorreu significante perda do pigmento restando cerca de 20% do teor inicial de
antocianinas o que corrobora os resultados desse estudo onde pode-se constatar

o efeito deletério da temperatura, (Figura 1) especialmente a 90°C (p < 0,05).

Estudos sobre a estabilidade das antocianinas também foram evidenciados
por outros pesquisadores. Kirca et al. (2007) avaliaram o efeito do teor de sélidos,
da temperatura e pH na estabilidade de antocianinas presentes no suco de
cenouras negras. Constataram que a taxa de degradacdo das antocianinas foi
maior com o aumento da temperatura e do teor de sélidos. No valor mais baixo de
pH (2,5) e em temperaturas de 70°C, 80°C e 90°C, relataram um tempo de meia
vida de 25,1h; 12,6h e 5,6h, respectivamente, o que corrobora os resultados deste
estudo e confirma o efeito deletério de altas temperaturas na estabilidade das
antocianinas. O pH tem uma forte influéncia na estabilidade das antocianinas e
por esta razao, Kirca et al. (2007) também estudaram a estabilidade térmica das
antocianinas em seis diferentes pH (2,5-7,0) e constataram significante
decréscimo da estabilidade desse pigmentos em pH acima de 5,0.

Estudo sobre a degradacédo cinética de antocianinas presentes em suco de
laranja vermelha concentrado foi realizado por Kirca e Cemeroglu (2003), que ao
submeter o0 suco as temperaturas de 70°C, 80°C e 90°C com variacao de sélidos
(Brix) de 11,2, 45 e 69 evidenciaram que depois de decorridos 120 minutos, a
perda deantocianinas foi de 14,4, 21,5 e 60,9%, respectivamente. Observaram
também, que quanto maior a concentracdo de solidos solUveis no suco, maior a

taxa de degradacao de antocianinas.

Moldovan et al. (2012) avaliaram a estabilidade das antocianinas de
“‘cranberrybush” (Viburnum opulus L.) em extrato aquoso e etandlico,
armazenados durante 7 dias a temperaturas de 2°C; 37°C e 75°C e pH 3 e 7.

Dentre os resultados obtidos, as condigbes de pH 3, temperatura de 2°C e em
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extrato aquoso propiciaram o maior tempo de meia vida (1.155h), condi¢cbes que
ratificam o efeito desses fatores na estabilidade das antocianinas.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que as antocianinas
expostas a luz revelaram uma maior instabilidade quando comparada com as que
foram mantidas ao abrigo da luz. Quando submetidas ao aquecimento, o tempo
de meia vida das antocianinas foi inversamente proporcional a intensidade da
temperatura, apresentando o menor efeito deletério a temperatura de 50°C. A luz
e 0 aquecimento afetam a estabilidade das antocianinas. No entanto, o reduzido
tempo de meia vida desses pigmentos submetidos ao calor confirma que o
aquecimento é um fator muito mais drastico sobre a estabilidade das antocianinas
do que sua exposicdo a luz. Portanto, as antocianinas purificadas provenientes do
residuo agroindustrial de polpa congelada de uva surgem como possibilidade para
uso como corante natural em produtos alimenticios, desde que sejam
acondicionados em embalagens opacas, utilizadas em alimentos que apresentem
um pH acido e que nédo sejam submetidos a tratamentos térmicos severos durante

Seu processamento.
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Os resultados desta pesquisa, nas condicdbes em que foram obtidos,

permitem concluir que:

v" O residuo agroindustrial de polpa congelada de uva representa uma fonte
significativa de antocianinas;

v As antocianinas purificadas apresentaram significativa propriedade
antioxidante e habilidade de agirem como sequestradores de radical livre
frente aos métodos utilizados;

v'As antocianinas expostas a luz revelaram uma maior instabilidade quando

comparada com as que foram mantidas ao abrigo da luz;

v Quando submetidas ao aquecimento, o tempo de meia vida das
antocianinas foi inversamente proporcional a intensidade da temperatura,

apresentando o menor efeito deletério a temperatura de 50°C;

v' O aquecimento é um fator muito mais drastico sobre a estabilidade das

antocianinas do que sua exposicédo a luz;

v As antocianinas purificadas provenientes do residuo agroindustrial de polpa
congelada de uva surgem como possibilidade para uso como corante
natural em produtos alimenticios, desde que sejam acondicionados em
embalagens opacas, utilizadas em alimentos que apresentem um pH &cido
e que nao sejam submetidos a tratamentos térmicos severos durante seu

processamento.
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