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RESUMO

A industria de derivados de uva gera diferentes produtos processados e destes sdo obtidos
subprodutos como cascas e sementes, que constituem o bagaco da industrializagdo da uva. O
destino dado a esse bagaco causa um déficit econdmico na cadeia produtiva, uma vez que muitos
deles séo ricos em compostos bioativos, alguns capazes de combater danos oxidativos causados
por radicais livres, como é o caso dos antioxidantes. Os diversos residuos gerados pela
agroindustria de sucos e vinhos sdo fontes ricas de compostos fendlicos. Os polifendis tém
recebido muita atencdo da comunidade cientifica por seus numerosos efeitos bioldgicos, tendo-
Ihes sido atribuidas varias propriedades biologicas benéficas a saude. Descobertas recentes
mostraram que 0s alimentos vegetais contém quantidades abundantes de outros tipos de
antioxidantes de alto peso molecular, denominados antioxidantes macromoleculares (MACAN).
Estes podem ser divididos principalmente em duas fragdes: polifendis hidrolisaveis (HPP), que
sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular fortemente associados a polissacarideos ou
proteinas; e proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA), que sdo estruturas de alto peso molecular.
Os antioxidantes macromoleculares tém uma alta atividade bioldgica e antioxidante e exibem
propriedades promissoras relacionadas a saude gastrointestinal. Com base nessas atribuicdes
referentes ao bagaco de uva, o objetivo deste trabalho é determinar a concentracdo de compostos
fenolicos em diferentes variedades de residuos de uvas gerados pela industria de sucos instalada
no Vale do Sdo Francisco, assim como, realizar a avaliacdo de compostos antioxidantes
macromoleculares no bagaco de uva, tendo como escopo principal a realizacdo de um estudo
detalhado sobre as propriedades deste produto, buscando identifica-lo e caracteriza-lo como um
produto comercial rico em macroantioxidantes. Nesta pesquisa foram analisados bagacos (cascas
+ sementes) oriundos da industria de sucos obtidos apds as etapas de prensagem e filtracdo
durante o processo de producdo. Foram utilizadas sete variedades (tratamentos) de uva (Isabel
Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) - etapa inicial; Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) - etapa
final; BRS Magna (1° ciclo) - etapa inicial; BRS Magna (1° ciclo) - etapa final; Isabel Precoce (1°
ciclo) - etapa inicial; Isabel Precoce (1° ciclo) - etapa final; BRS Magna (2° ciclo) - etapa final) e
realizadas as seguintes avaliacdes: polifendis extraiveis (EPP), polifenois ndo extraiveis (NEPP) e
avaliacdo da atividade antioxidante total dos extratos de EPP pelos métodos de captura de radicais
DPPHs ¢ ABTS™. Os resultados encontrados apresentaram elevados teores de compostos
fendlicos dos extratos de EPP para o residuo de uva BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial com
357,32 + 23,13 mg EAG/100g. Quanto a atividade antioxidante avaliada pelo método DPPH, o
extrato de EPP do residuo da variedade de uva BRS Magna (1° ciclo) - etapa inicial apresentou a
maior atividade antioxidante com ECso de 0,10 £+ 0,02 g p6/g DPPH. Avaliando-se a capacidade
antioxidante pelo método ABTS, observou-se que o residuo da variedade de uva BRS Magna (1°
ciclo) - etapa inicial apresentou a mais elevada capacidade antioxidante, com valores TEAC de
860,84 + 13,24 uMtrolox/g. Para a analise dos macroantioxidantes, o teor de antioxidantes
macromoleculares para a variedade BRS Magna (1° ciclo) — etapa final foi 610,7 mg/100g. Esses
resultados mostram que o bagaco industrial de uva, especialmente os provenientes da elaboracéo
de sucos, sdo ricos em substancias macroantioxidantes, podendo ser aproveitados pela industria
alimenticia como ingrediente bioativo.

Palavras-chave: Bagaco industrial de uva. Compostos fenolicos. Polifenois Hidrolisaveis.
Proantocianidinas. Macroantioxidantes.



ABSTRACT

The grape derivatives industry generates different processed products and from these are obtained
by-products such as bark and seeds, which constitute the bagasse of the industrialization of the
grape. The fate given to this bagasse causes an economic deficit in the production chain, since
many of them are rich in bioactive compounds, some capable of combating oxidative damage
caused by free radicals, as in the case of antioxidants. The diverse waste generated by the
agroindustry of juices and wines are rich sources of phenolic compounds. Polyphenols have
received much attention from the scientific community for their numerous biological effects and
have been attributed various biological properties beneficial to health. Recent discoveries have
shown that plant foods contain abundant amounts of other types of high molecular weight
antioxidants, called macromolecular antioxidants (MACAN). These can be divided mainly into
two fractions: hydrolyzable polyphenols (HPP), which are low molecular weight phenolic
compounds strongly associated with polysaccharides or proteins; and non-extractable
proanthocyanidins (NEPA), which are high molecular weight structures. Macromolecular
antioxidants have a high biological and antioxidant activity and exhibit promising properties
related to gastrointestinal health. The objective of this work is to determine the concentration of
phenolic compounds in different varieties of grape residues generated by the juice industry located
in the So Francisco Valley, as well as to evaluate the macromolecular antioxidant compounds in
grape marc, with the main purpose of conducting a detailed study on the properties of this product,
seeking to identify and characterize it as a commercial product rich in macroantioxidants. In this
research, bagasse (peels + seeds) from the juice industry obtained after the pressing and filtration
stages during the production process were analyzed. Seven varieties (treatments) of grape were
used (Isabel Precoce + BRS Violeta (1st cycle) - initial stage; Isabel Precoce + BRS Violet (1st
cycle) - final stage; BRS Magna (1st cycle) - initial stage; BRS Magna (1st cycle) - final stage;
Isabel Precoce (1st cycle) - initial stage; Isabel Precoce (1st cycle) - final stage; BRS Magna (2nd
cycle) - final stage) and carried out the following evaluations: extractable polyphenols (EPP), non-
extractable polyphenols (NEPP) and evaluation of the total antioxidant activity of extracts of EPP
by radical capture methods DPPHs and ABTS"". The results showed high phenolic compounds
content of the EPP extracts for BRS Magna grape residue (1st cycle) - initial stage with 357,32 +
23,13 mg GAE/100g. As for the antioxidant activity evaluated by the DPPH method, the EPP
extract from the BRS Magna grape variety (1st cycle) - initial stage showed the highest
antioxidant activity with ECsp of 0,10 + 0,02 g powder/g DPPH. The antioxidant capacity of the
BRS Magna (1st cycle) - initial stage showed the highest antioxidant capacity, with TEAC values
of 860,84 + 13,24 uMtrolox/g. For the analysis of the macroantioxidants, the macromolecular
antioxidant content for the BRS Magna variety (1st cycle) - final step was 610,7 mg/100g. These
results show that the industrial bagasse of grape, especially those derived from the elaboration of
juices, are rich in macroantioxidantes substances, and can be used by the food industry as a
bioactive ingredient.

Keywords: Industrial grape marc. Phenolic compounds. Hydrolyzable polyphenols.
Proanthocyanidins. Macroantioxidants.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda social por produtos de fonte natural que contribuam com a melhoria
da qualidade de vida, aliada a preocupacdo do setor industrial na tentativa de atender essa
exigéncia, tem impulsionado pesquisas na busca de novas tecnologias, visando a promocéo da
salude e, a0 mesmo tempo, a diminuicdo de perdas econdmicas e do impacto da atividade
industrial ao meio ambiente (MELO, 2010).

Em todo o mundo e, principalmente no Brasil, que possui sua economia fortemente
baseada no agronegocio, sdo geradas grandes quantidades de residuos pelas inddstrias
processadoras de alimentos (SOCCOL; VANDENBERGUE, 2003; MAKRIS; BOSKOU;
ANDRIKOPOULQS, 2007), que apesar de serem considerados sérios problemas ambientais,
podem servir em muitos dos casos, como fontes ricas de compostos bioativos, incluindo

substancias antioxidantes e antimicrobianas (RUBILAR et al., 2007).

De acordo com Miranda et al. (2013), por possuirem alto teor de nutrientes, a maioria dos
residuos agroindustriais podem ser utilizados para producdo de alimentos. Desse modo, estes
residuos podem ser considerados fontes potenciais de compostos naturais bioativos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; DIMITRIQOS, 2006), de modo que, ao serem
aproveitados, resultam em maiores ganhos econdmicos, diminuindo simultaneamente o impacto

do descarte destes ao ambiente.

A geracdo de residuos esta associada ao desperdicio de matéria-prima, as perdas entre a
producdo e o consumo. Em geral, os residuos agricolas de processamento de produtos de origem
vegetal (frutas, cereais, leguminosas, oleaginosas), apresentam em suas composicOes diferentes
constituintes. Os residuos agricolas da industria de producdo de sucos de uva e vinho séo
compostos principalmente por subprodutos sélidos, como o engaco, o bagago, as sementes e por
material filtrado dos liquidos (ISHIMOTO, 2008; FERREIRA, 2010, YU; AHMEDNA, 2013).

As industrias de producdo de suco e vinho destacam-se dentre os diversos residuos gerados
pela agroindUstria brasileira por serem ricas fontes de compostos fendlicos (GONZALEZ-
PARAMAS et al., 2004; TORRES; BOBET, 2001; RUBILAR et al., 2007) e pela expressiva
quantidade resultante do processamento, j& que a soma deles, bagago (cascas e sementes), engaco
e a borra do processo fermentativo representam em média 30% do volume de uvas utilizadas para
a producdo do suco e do vinho (MAKRIS; BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007). Embora
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recente, o setor vitivinicola brasileiro tem avangado tanto nos produtos elaborados quanto na
producdo de uvas destinadas ao consumo in natura (MELLO, 2006), o que o0 torna uma promissora

fonte de substancias bioativas naturais.

Uma série de compostos bioativos é descrita como responsavel pelos efeitos benéficos de
uma alimentagdo diaria rica em compostos fendlicos, vitaminas, fibras e carotendides (LAJOLO,
2001; RUFINO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2012; CHIOU et al., 2014).

Pesquisas evidenciando a importancia dos compostos bioativos para a satide humana tém
crescido no mundo cientifico. Estudos vém buscando determinar as concentracdes destes
compostos nos alimentos mais consumidos e, em especial, nas frutas e em seus subprodutos.
Pesquisas ttm demonstrado o efeito protetor de dietas ricas em frutas e hortalicas contra doengas
cardiovasculares e certos tipos de cancer, devido, em parte, aos antioxidantes contidos nestes
alimentos (RUFINO et al.,, 2007; BARRETO, 2011; COSTA, 2012; TSENG; ZHAO, 2013;
SILVA et al., 2014).

Os compostos fenolicos sdo os antioxidantes mais ingeridos na dieta humana, perfazendo
um total de 1g/dia, especialmente naquelas populacdes em que o consumo de alimentos de origem
vegetal € maior (KONDRASHOQV et al., 2009).

O suco de uva e seus residuos agroindustriais constituem uma importante fonte de
compostos fendlicos, representados principalmente pelos flavandis (catequinas e epicatequinas),
antocianinas, resveratrol, quercetina e o kaempferol. A riqueza de polifendis identificada nos
sucos tem despertado o interesse crescente da populacdo, o que reflete no consumo ascendente
deste produto (DANI et al., 2007; SOUZA, 2008).

O teor de compostos fenolicos presentes nos produtos elaborados com uva € fortemente
influenciado por diversos fatores, como espécie, variedade da uva, maturidade, condicbes
climaticas e métodos de elaboracdo dos produtos. A concentracdo de fendlicos em sucos de uva,
por exemplo, pode ser significativamente maior se durante sua fabricacdo as uvas forem
esmagadas com 0 engaco, sementes e cascas, em comparagdo com processos que utilizam apenas
a polpa da fruta (PINHEIRO, 2008).

Considerando suas propriedades funcionais, produtos alimenticios foram desenvolvidos a
partir do aproveitamento do bagaco de uva (cascas e sementes) como, por exemplo, no trabalho
realizado por Ishimoto (2008) que desenvolveu um picolé a base de bagaco. Neste mesmo estudo,
Ishimoto mostrou que a suplementacdo da racdo de hamsters com o bagaco da uva foi capaz de
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melhorar o perfil lipémico dos animais mantidos em dietas com alto teor de lipidios. A reducéo
dos niveis de colesterol nos animais do grupo cuja dieta foi suplementada com o bagaco da uva
chegou a 32% (ISHIMOTO, 2008).

As caracteristicas nutricionais e funcionais apresentadas por este residuo estimulam o
desenvolvimento de estratégias que viabilizem a sua insercdo na alimentacdo humana, visto 0s
diversos efeitos positivos sobre a salde que poderiam advir do seu consumo regular
(NATIVIDADE, 2010).

O interesse neste tipo de residuo para a extracdo de compostos de valor para a industria de
alimentos tem aumentado nos Ultimos anos, razdo da importancia de dimensionar a
disponibilidade de bagacos de uvas provenientes da agroindustria de sucos e de vinho (MELLO;
SILVA, 2014).

Os primeiros estudos envolvendo subprodutos a partir da elaboragdo de sucos e vinho
atrelaram-se quase que exclusivamente na composicdo polifendlica das sementes, mais
atualmente, tem dado-se grande importancia também ao bagaco gerado (MAKRIS; BOSKOU;
ANDRIKOPOQULOS, 2007). Este residuo contém compostos que permanecem, mesmo depois da
elaboracdo do suco e do vinho, como antioxidantes, corantes, e outros compostos com atividades
potencialmente funcionais, evidenciando o seu alto potencial para elaboracdo de produtos
destinados ao consumo humano ou animal, agregando assim um alto valor a uma matéria-prima
que geralmente ndo possui um aproveitamento maximo, sendo utilizado basicamente como adubo
(CAMPOS, 2005; SILVA, 2003).

O bagaco de uva representa também uma fonte rica de varios outros produtos de alto valor,
como: tartaratos, malatos, acido citrico, 6leo de semente de uva, hidrocoloides e fibras alimentares
(GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004; ROCKENBACH et al., 2008). Os subprodutos obtidos
apos a exploracdo de uvas, cascas ou sementes, constituem uma fonte muito barata para a extracao
de compostos fendlicos, que podem ser usados em suplementos dietéticos, fitoterapicos,
cosméticos e como antioxidantes naturais na industria de alimentos (ALONSO et al., 2002;
NEGRO; TOMASSI; MICELI, 2003; ARVANITOYANNIS; LADAS; MAVROMATIS, 2006).
Assim, a caracterizacdo deste residuo torna-se necessaria para sua utilizacdo pela inddstria como
fonte natural de antioxidantes e com baixo custo de obtengdo (SHOJAEE-ALIABADI et al.,
2013).

A recuperacdo destes residuos representa um grande avango na manutencdo do equilibrio

entre industria e meio ambiente (ALONSO et al., 2002). Tendo em vista esse enfoque e levando
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em consideracdo a alta producdo de residuos gerados a partir do processamento de uvas, é
importante identificar o valor agregado que pode ser associado ao uso real destes na alimentacdo
humana, além da importancia para a promoc¢éo da saude da populagdo. Assim, esta pesquisa, traz
como recorte tematico, a avaliacdo dos teores de compostos bioativos associados ao bagaco
proveniente da industria de elaboracdo de sucos das variedades de uvas Isabel Precoce, BRS
Magna e Isabel Precoce + BRS Violeta, obtidos apds as etapas de prensagem e filtragdo durante o
processo de producdo, buscando identifica-lo e caracteriza-lo como um produto comercial rico em
macroantioxidantes, bem como, a avaliacdo do potencial antioxidante pelos métodos de captura
dos radicais DPPH e ABTS no bagaco gerado pela industria de elaboragdo de sucos instalada no
Vale do S&o Francisco como suporte a obtencdo de novos produtos ou ao uso como ingredientes
para outros ja disponiveis no mercado, agregando-lhes valor. Esta pesquisa desenvolve de forma
pioneira a analise da composicdo de macroantioxidantes das referidas variedades de uva, préprias
para elaboracdo de sucos, possibilitando assim nestes residuos uma nova forma de mudanga no
aproveitamento e sucessdo de produtos. A demanda por novas perspectivas para 0
reaproveitamento do bagaco da uva, subproduto pds-processo industrial, tem a finalidade de
diminuir agressbes e possiveis contaminacfes ao meio ambiente, além de contribuir com a
pesquisa cientifica de modo a conhecer melhor o assunto de interesse do presente estudo, bem
como obter informacdes fundamentais para aplicagdo em pesquisas futuras. As acgdes previstas
permitem repercussdo tecnoldgica, social, econdmica e ambiental, além do avanco do
conhecimento, visto que objetivam reduzir desperdicios e propor aproveitamento mais nobre a um
rejeito agroindustrial que potencialmente mantém compostos de importancia nutricional e

provavel atuacdo funcional no organismo humano.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o bagaco de uva proveniente da industria de producdo de sucos instalada no Vale
do S&o Francisco, como fonte natural de compostos macroantioxidantes, analisando seu teor de
polifendis extraiveis (EPP) e polifenois ndo extraiveis (NEPP), bem como a atividade antioxidante
de compostos associados das variedades Isabel Precoce, BRS Magna e Isabel Precoce + BRS
Violeta, e com isso, contribuir com os estudos da literatura cientifica que discorrem sobre o
potencial de aproveitamento do bagaco de uva, sendo atribuida aos compostos fenolicos e aos
macroantioxidantes a funcionalidade deste produto.

2.2 Especificos
- Determinar e quantificar o teor de polifendis extraiveis no extrato do bagaco de uva;
- Determinar e quantificar o teor de polifendis ndo extraiveis no extrato do bagaco de uva;

- Determinar a atividade antioxidante pelos métodos DPPH e ABTS nas fragcdes do extrato de
polifendis extraiveis (EPP).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Aproveitamento do residuo de alimentos de origem vegetal

Um dos principais entraves ao desenvolvimento da industria de processamento minimo de
frutas e hortalicas em diversas partes do mundo esta associado a significativa quantidade de
residuos organicos que sdo gerados pela atividade (MIGUEL et al., 2008). Alternativas de
aproveitamento sdo importantes, pois as partes consideradas usualmente ndo consumiveis também
apresentam valor nutricional relevante. Deste modo, a preocupacdo com este desperdicio €
essencial, pois um grande volume de alimento considerado perdido e ndo aproveitado, pode ser
usado para alimentar milhGes de pessoas que ndo tem acesso a uma alimentacdo saudavel
(DAMIANI et al., 2011).

A industria de processamento de alimentos e agroalimentar produz uma grande quantidade
de residuos ou subprodutos como cascas, sementes e polpas danificadas, os quais representam
50% da matéria-prima das frutas processadas (VASUDEVA; SHARMA, 2012). A procura de
recursos naturais baratos, ricos em compostos antioxidantes tem atraido o interesse por parte da
comunidade cientifica, profissionais de saude e pelos préprios consumidores. Por esse motivo,
muitos estudos tém sido desenvolvidos de forma a selecionar matérias-primas, incluindo os
residuos agroindustriais, com o intuito da sua recuperacdo e possivel reutilizacdo nas areas

alimentares, farmacéutica e cosmética (YASOUBI et al., 2007).

As frutas e hortalicas desempenham importante papel na dieta humana, ndo somente no seu
valor alimenticio, mas como fonte de minerais e vitaminas, essenciais a manutencdo da vida. No
entanto, durante o processamento de frutas para a producdo de sucos, polpas congeladas, néctares
e geléias, a maioria das substancias de interesse € encontrada em partes que normalmente sédo
desprezadas como nas cascas, sementes e bagaco, o que gera um enorme volume de residuos.
Como este volume representa inumeras toneladas, agregar valor a estes subprodutos é de grande
interesse, visto que, 0 uso desses residuos pode apresentar uma solucdo viavel para a crescente
demanda por alimentos ou até mesmo para o enriquecimento da alimentacdo humana, além de dar

um destino a esses residuos reduzindo a poluicdo (MARQUES, 2013).

O aproveitamento das partes usualmente ndo consumidas aumenta a acessibilidade de
alimentos a todas as populagcfes, uma vez que, a fome e o desperdicio de alimentos sdo dois dos

maiores problemas que o Brasil enfrenta (DAMIANI et al., 2011).
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Diversas resolugfes a respeito de residuos ditam os pilares sobre o gerenciamento desses
subprodutos agroindustriais, como € o caso da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 306/04,
resolucdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2004) e a Resolugédo
358/05 do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) (Brasil, 2005) que dispdem sobre o
Regulamento Técnico para o gerenciamento, tratamento e disposicao final dos residuos, além de
outras providéncias. De acordo com a legislacdo vigente no Brasil, toda cadeia produtiva é
responsavel pela correta destinacdo dos residuos gerados (Lei 12.305/2010; BRASIL, 2010;
VILHENA,; SILVA, 2007).

Considerando que estes residuos sdo caracterizados como poluentes em potencial,
causando assim problemas ambientais, os residuos representam perdas de matérias-primas e
energia, exigindo investimentos significativos em tratamentos para controlar a poluicédo
(PELIZER et al., 2007). Segundo Laufenberg et al. (2003), os residuos podem conter muitas
substancias de alto valor. Se for empregada uma tecnologia adequada, este material pode ser

convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para processos secundarios.

Dessa forma, a implementacdo de metodologias de valorizacao de residuos ou subprodutos
a par do processo produtivo principal contribui para a diversificacdo da oferta dos produtos e a
reducdo da emissao de residuos solidos (VALENTE, 2015).

Com medidas de conscientizacdo social e politicas estratégicas adotadas mundialmente em
relacdo a preservacdo do meio ambiente, as inddstrias alimenticias vém investindo em pesquisas,
equipamentos e qualificacdo de mao-de-obra no sentido de minimizar a producéo desses residuos,
encarados até entdo como perdas no processo de industrializacdo. Por outro lado, as industrias
também tém se especializado no reaproveitamento inteligente desses residuos, transformando-os
em subprodutos para fins mais nobres, como o enriguecimento nutritivo de outros produtos,
gerando maior eficiéncia econdmica enquanto preserva o meio ambiente (LAUFENBERG et al.,
2003).

O setor agroindustrial e a comunidade cientifica tém reunido esforcos e realizado varios
estudos para desenvolver um maior potencial dos alimentos funcionais, garantindo a promocéo da
salde e 0 bem-estar dos cidaddos, promovendo a diversificacdo nas suas dietas e tornando viaveis
produtos de alto valor agregado, criando novos nichos de mercado. Por esta razdo, na sociedade
atual, tém surgido processos emergentes para o aproveitamento sustentadvel dos residuos de

produtos hortofruticolas, fontes naturais de compostos bioativos (VALENTE, 2015).
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Os alimentos funcionais representam uma unido da farmacologia com a tecnologia de
alimentos na busca de uma melhor qualidade de vida, baseada na alimentag&o. Isso vem sendo
reconhecido pelo consumidor moderno, que tem procurado com mais frequéncia esse tipo de
produto nas prateleiras dos mercados. Evidentemente, esses alimentos ndo podem ser encarados
como uma solucdo Unica, mas sim como mais um auxilio que os avangos tecnoldgicos e
cientificos colocam a disposicao (SKLIUTAS, 2002).

Dentre os componentes dos alimentos com funcionalidade fisiol6gica pode-se citar, entre
0s nutrientes: os polissacarideos, como a fibra; os acidos graxos poliinsaturados da familia 6mega-
3, como o EPA (acido eicosapentaendico) e o DHA (acido docosahexaendico); algumas
vitaminas; minerais essenciais; proteinas e peptideos; e, entre 0s ndo-nutrientes 0s
oligossacarideos; os flavonoides, como as isoflavonas da uva; os carotendides, como o licopeno
do tomate; os fitosterois; as bactérias lacticas; compostos organosulfurados; compostos fendlicos;
limondides e substancias inddlicas (LAJOLO; SAURA-CALIXTO, 2001; RUFINO, 2008).

A valorizacao de subprodutos na ética da recuperacdo de compostos bioativos assenta na
composicdo da matéria-prima vegetal eliminada, nomeadamente por possuir quantidades elevadas
de substancias antioxidantes naturais e/ou outras de interesse biolégico e/ou sensorial, tais como
compostos fenolicos, pigmentos, fibras, vitaminas e sais minerais. Em consequéncia, 0s
subprodutos vegetais podem constituir matrizes promissoras e baratas para a extracdo de
fitoquimicos de utilizacdo diversificada, quer na propria inddstria alimentar quer noutro tipo de
inddstrias (VALENTE, 2015).

Em um mundo globalizado, onde parte significativa da populagdo encontra sérias
dificuldades diariamente para conseguir alimento, é inconcebivel que uma atividade agroindustrial
continue desperdicando um residuo que potencialmente poderia ser utilizado como matéria-prima
na industria de alimentos (MORETTI; MACHADO, 2006).

Os residuos produzidos no setor agroalimentar sdo variados e a maioria destes apresentam
teores consideraveis de compostos bioativos. Por exemplo, em extratos de casca de manga foram
encontradas grandes quantidades de compostos fendlicos e de carotendides com possiveis
aplicacOes na industria farmacéutica (AJILA et al., 2008). Wikandari et al. (2015) concluiram que
as cascas de laranja podem ajudar na producdo de biogas, atraves do processo de lixiviagdo do
limoneno. O 6leo da semente de maracuja € utilizado nas industrias alimenticias e cosméticas,
fibras de co-produtos de banana e magé sdo utilizadas na produgdo de iogurtes probi6ticos, assim

como a utilizacdo do bagaco de limdo como fonte de ferro, pectina e fibras, (KOBORI; JORGE,
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2005; O'SHEA; ARENDT; GALLAGHER, 2012). O descarte desses co-produtos agroindustriais
pode chegar até um terco da producdo, sendo oneroso para o fabricante, principalmente pelo alto
valor nutricional da maioria desses produtos (O'SHEA; ARENDT; GALLAGHER, 2012).

As industrias de produtos de uva geram residuos ricos em compostos antioxidantes e seu
reaproveitamento na inddstria se torna bastante interessante. Uma das maneiras de aproveitar e
conservar o residuo descartado pela industria de produtos de uva € utilizar esse residuo para fazer
farinha. A farinha de uva é um produto que pode ser usado para enriquecimento de outros
alimentos, visto que esta mantém grande parte dos componentes antioxidantes da uva (LOPES,
2013).

Os compostos fendlicos residuais do processamento de uvas tém recebido muita atengdo da
comunidade cientifica por seus numerosos efeitos bioldgicos, tendo-lhes sido atribuidas vérias
propriedades biologicas benéficas a saude como acdo anti-mutagénica (SHIM et al., 1995;
MORLEY et al., 2005), antialérgica (AKIYAMA et al., 2000; SINGH et al., 2011), anti-
bacteriana (FUNATOGAWA et al., 2004; TAGURI et al., 2004) e antioxidante (RUFINO et al.,
2006; WOLFE et al., 2008; AZEVEDO et al., 2010).

Os antioxidantes naturalmente presentes nos alimentos tém sido cada vez mais estudados
quanto a sua eficacia e emprego (SHAHIDI, 1997). Assim como os alimentos in natura, inmeros
estudos sinalizam que os subprodutos obtidos a partir de residuos de industrias alimenticias
também apresentam uma quantidade significativa de compostos com caracteristicas antioxidantes
(PELIZER et al., 2007). Os antioxidantes desempenham um papel importante em produtos
alimenticios, pois ajudam a prevenir ou retardar o desenvolvimento da rancidez oxidativa,
responsavel pela deteriorizacdo desses produtos e a inclusdo de antioxidantes sdo fatores que
aumentam a vida de prateleira dos alimentos (LOULI; RAGOUSSIS; MAGOULAS, 2004; HRAS
et al., 2002).

Os compostos antioxidantes podem ser definidos como substancias que, quando presentes
em pequenas concentracdes em relacdo ao substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou mesmo
inibir substancialmente a oxidacdo do substrato (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; PIETTA,
2000; RUFINO et al., 2010). O termo antioxidante significa “que impede a oxidagdo de outras
substancias quimicas” que ocorrem nas reagdes metabolicas ou por fatores exdgenos, como as
radiacdes ionizantes. Sdo obtidos pelos alimentos, sendo encontrados na sua maioria nos vegetais,
0 que explica parte das agBes saudaveis que as frutas, legumes, hortalicas e cereais integrais
exercem sobre o organismo (DOSSIE ANTIOXIDANTES, 2009).
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No controle dos radicais livres, os antioxidantes, moléculas com cargas positivas, se
combinam com os radicais livres de carga negativa, tornando-os inofensivos. Dessa forma, essas
substancias teriam a capacidade de anular a acdo desses radicais, por isso a denominacdo de
antioxidantes (MAGALHAES, 2007). Assim, os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou
desativar os radicais livres antes que ataguem os alvos bioldgicos nas células (SOUSA et al.,
2007).

Antioxidantes naturais, presentes particularmente em frutas e hortalicas tém ganhado
crescente interesse entre os consumidores e a comunidade cientifica. Estudos epidemioldgicos
sugerem que o frequente consumo desses alimentos é associado com a baixa incidéncia de
doencas degenerativas incluindo o cancer, inflamacGes, artrites, declinio do sistema imune,
disfuncdo cerebral, doencas cardiovasculares, diabetes, mal de Alzheimer e alguns tipos de
catarata (OLIVEIRA et al., 2011).

Diversas substancias presentes nos alimentos de origem animal e vegetal, de natureza
lipofilica ou hidrofilica, apresentam potencial para atuar como antioxidantes no meio bioldgico.
Entre os agentes antioxidantes encontrados nos alimentos destacam-se as vitaminas C e E, 0s
compostos fenolicos, os flavonoides, o betacaroteno, o selénio e a coenzima Q-10 (CERQUEIRA,;
MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

O desconhecimento dos principios nutritivos dos alimentos induz ao mau aproveitamento,
0 que ocasiona o desperdicio de toneladas de recursos alimentares (GONDIM et al., 2005). Com
um reaproveitamento abrangente, o desperdicio que ocorre na manipulacdo diaria de produtos de
hortifrutis seria aproveitado para fins nutricionais, amenizando assim possiveis caréncias da
populacdo (EVANGELISTA, 2001).

A possibilidade do uso de residuos provenientes de industrias alimenticias como fonte de
compostos bioativos capazes de reduzir o risco de doencas através da dieta, tem atraido a atencao
tanto da comunidade cientifica como das industrias alimenticias com o objetivo comum de
desenvolver os atualmente conhecidos como “alimentos funcionais”, ou alimentos ricos em um ou

mais compostos bioativos que apresentam efeitos positivos na satde (PINTO, 2008).

A inclusdo de antioxidantes na dieta € de grande importancia e uma alimentacao saudavel
esta relacionada com a diminuicdo do risco do desenvolvimento de doencas associadas ao
acumulo de radicais livres. Nos alimentos é encontrada uma grande variedade de substancias que

podem atuar em sinergismo na protecéo das celulas e dos tecidos (BIANCHI; ANTUNES, 1999).
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Em vista disso, a industria de alimentos que produz grande volume de residuos organicos
resultantes da producéo, preparo e consumo de alimentos, busca promover a utilizacdo e destino
apropriados destes residuos o que contribui para evitar desperdicios, destacando-se o0
aproveitamento de partes usualmente ndo consumiveis, porém importantes pois apresentam valor
nutricional relevante (MORETTI; MACHADO, 2006; DAMIANI et al., 2011).

3.2 Residuos de uva proveniente da industria vitivinicola

A industria de alimentos vem buscando novas maneiras de utilizar os subprodutos
provenientes da fabricacdo de alguns alimentos, principalmente devido a possivel presenca de

substancias como moléculas bioativas que podem ser extraidas e reaproveitadas (TELES, 2014).

Um fator importante para o reaproveitamento é a crescente preocupagdo com 0S possiveis
impactos negativos ao meio ambiente decorrentes do descarte deste material e producdo de
alimentos utilizando os principios da tecnologia limpa, a qual de acordo com Centro Nacional de
Tecnologia Limpa (CNTL) (CNTL, 2014) esta baseada na integracdo entre os objetivos do
processo de producdo e os ambientais, com a finalidade de reduzir os residuos e as emissdes
(TELES, 2014).

A recuperacdo de compostos bioativos a partir dos descartes continuos da industria
vitivinicola poderia representar um avango significativo na manutencdo do equilibrio do meio
ambiente, visto que, as grandes quantidades de residuos gerados apresentam serios problemas de
armazenagem, de transformacdo, ou de eliminacdo, em termos ecoldgicos e econdbmicos. Essa
situacdo explica o interesse crescente em explorar e agregar valor aos subprodutos da vinificacéo,
rico em propriedades bioldgicas relevantes para as indlstrias farmacéuticas, quimicas e
alimenticias (ALONSO et al., 2002; LOULLI et al., 2004; ROCKENBACH et al., 2008).

Os principais residuos agroindustriais da uva sdo separados durante as etapas de
esmagamento e prensagem das uvas, dos quais somente pequenas quantidades desses residuos sao
valorizadas ou aproveitadas (MONRAD et al., 2010). Um diagrama simplificado dos processos de

obtencéo das bebidas e residuos gerados na indudstria de sucos e vinho é apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Diagrama resumido dos processos de elaboragdo de sucos e vinhos e 0s respectivos residuos
gerados. Fonte: Marzarotto (2005); Brazinha; Crespo (2010); Pérez-Serradilla; Luque de Castro (2011).
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Na chegada das uvas das vinhas, ocorre uma classificagdo quanto a variedade, a sanidade,
0 estado de maturagdo e a analise de teor de aglcar, 0 que determinara seu direcionamento para
diferentes linhas de producdo. Na sequéncia, os cachos de uva passam pelo desengace onde é feita
a remocdo da maior parte dos engacos (cabinhos que sustentam o cacho) para, entdo, as uvas
serem encaminhadas a prensa que, por meio de uma leve pressdo, fard com que se rompa a casca
da uva, liberando, assim, o suco e dando origem ao mosto (LAZARINI; FALCAO, 1999).

O suco de uva, em especial, é elaborado em diversas etapas, sendo estas a seguir: a
recepcdo da matéria prima, separacdo do engago, esmague, tratamento térmico, tratamento
enzimatico, esgotamento, prensagem, centrifugacdo, resfriamento, filtracdo a vacuo, tratamento
térmico e envase a quente. A separacdo do engaco das bagas e esmagamento das uvas é realizada
por desengacadeira e esmagadeira mecanica (MARZAROTTO, 2005; RIZZON; MENEGUZZO,
2007).

O tratamento térmico visa facilitar a extracdo dos compostos fendlicos presentes nas
cascas, sementes e polpa, ocorrendo a maceracdo dos constituintes da uva e extracdo do suco em
tanques de ago inoxidavel por aquecimento indireto a 85°C utilizando termomaceradores tubulares
(VENTURIN, 2004). Nesta etapa devem-se estabelecer temperaturas minimas de 65°C para
adequada extracdo da cor e maximas de 90°C, sendo que temperaturas inferiores ndo garantem a
seguranca microbioldgica desejada e as superiores podem ocasionar gosto de cozido ao produto
(EMBRAPA, 2007). O tratamento enzimatico é realizado em tanque por 1 a 2 horas e consiste na
adicdo de enzimas pectinoliticas ou pectinases, o que facilita e acelera a extracdo de aromas,
atuando na decantacdo e reduzindo a turbidez (VENTURIN, 2004; RI1ZZON; MENEGUZZO,
2007).

As etapas de esgotamento e prensagem separam 0s constituintes solidos e liquidos. O
processo de esgotamento € realizado em equipamento cilindrico denominado de esgotador
dindmico, este aumenta a eficiéncia de separacdo do suco e dos solidos da uva. A parte sélida
desta etapa é direcionada para a prensagem, onde ocorre novamente a separacao da fase liquida e
solida. Os residuos resultantes da etapa de prensagem sdo denominados de bagaco e sdo
constituidos de cascas e sementes. Na etapa de centrifugacdo ocorre a remocdo dos solidos
suspensos do suco (4 a 8%) em equipamento denominado de centrifuga decanter (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007) (Figura 2C).

O processo de resfriamento (0 a 2°C) do suco de uva tem como principal objetivo reduzir o

bitartarato de potassio, pois ocorre a precipitacdo destes sais antes do engarrafamento. A filtracdo
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a vacuo é realizada para remover os solidos que possam estar em suspensdo, posteriormente é
realizada a pasteurizagdo (85°C/10s). O envase a quente € realizado utilizando temperatura de 65 a
68°C, e a temperatura de armazenamento de 12 a 15°C (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

Figura 2 - Etapas do esgotamento e prensagem na produc¢do do suco de uva. A) separacdo dos solidos do
suco em esgotador; B) prensagem e remocdo do bagaco (cascas e sementes) e etapa de centrifugacdo do
suco de uva. C) centrifuga decanter; D) residuo obtido da centrifugagdo do suco (solidos suspensos).

Fonte: Haas (2015).

Dos residuos de uva provenientes da inddstria vitivinicola, o bagaco apresenta uma
composicdo rica em fibras e compostos bioativos, permitindo seu aproveitamento para um fim
nobre aliando ganhos ambientais, econdmicos e sociais. Os bioativos majoritarios sdo o0s
compostos fendlicos cuja distribuicdo média na uva é de 84% na semente, 15% na casca e 1% na
polpa (PASTRANA-BONILLA et al., 2003). O interesse na recuperacdo destes compostos deve-
se as propriedades plurifarmacologicas (SOOBRATTEE et al., 2005) e tecnol6gicas como
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ingredientes funcionais, aditivos naturais, dentre outras, as quais em sua maioria estdo associadas
a atividade antioxidante (CRUZ, 2013).

Na caracterizacdo do residuo de uva, a casca contém principalmente agua, fibras,
compostos fendlicos, enzimas, além de ser uma fonte de flavanois, acidos fenolicos, flavondis
como rutina, quercetina e as antocianidinas, que sao antocianinas que conferem cor caracteristica.
A parede celular das cascas é constituida também por polissacarideos neutros (celulose,
xiloglucanas, arabinanas, galactanas), substancias pécticas (elevado grau de metil esterificacdo),
proantocianidinas insollveis e proteinas estruturais. As cascas representam cerca de 5 a 10% do
total em base seca de uva e agem como uma barreira hidrofébica para proteger as uvas de
agressdes fisicas e climaticas, desidratacdo, doencas transmitidas por fungos e radiacdo
ultravioleta (UV) (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006; LUQUE — RODRIGUEZ; LUQUE DE
CASTRO; PEREZ — JUAN, 2007; IACOPINI et al., 2008).

As sementes constituem uma porcao consideravel no bagaco de uva, em torno de 38 a 52%
em base seca. A composicdo das sementes € formada por 40% fibras, 14 a 17% 0leo, 11%
proteinas, 7% compostos fenolicos complexos como taninos e outras substancias como agucares e
minerais. Os acidos graxos poli-insaturados sdo os principais lipidios presentes nas sementes,
sendo o &cido linoléico seu constituinte majoritario, em torno de 72 a 76% do total de lipidios.
Apresentam ainda, proantocianidinas, responsaveis pela adstringéncia, catequinas e epicatequinas,
e em menores quantidades &cido galico e resveratrol (BANON et al., 2007; BOZAN; TOSUN;
OZCAN, 2008; GHAFOOR et al., 2009; TOALDO et al., 2013).

O engaco é a parte herbacea que suporta 0s graos de uva, € rico em minerais e Compostos
tanicos, 0s quais apresentam alto potencial nutracéutico e farmacoldgico (AQUARONE et al.,
2001; LUQUE — RODRIGUEZ; LUQUE DE CASTRO; PEREZ — JUAN, 2007). O engago é
constituido de aproximadamente 36% celulose, 34% lignina, 24% hemicelulose e 6% taninos
condensados, especialmente do tipo procianidina (PING et al., 2011b). Os taninos condensados
sdo polimeros de flavan-3-ol incolores que ao serem submetidos ao aquecimento e hidrélise &cida
liberam unidades de antocianidinas (SUN; SPRANGER, 2005), que sdo pigmentos responsaveis
pela coloracdo vermelha a roxa. Desta forma, a recuperagdo dos compostos fendlicos presente nos

engacos, pode ser uma alternativa de valorizagdo deste co-produto (TELES, 2014).

Resumidamente, os principais compostos fendlicos presentes na casca, semente e engaco
estdo descritos na Tabela 1 (PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006).
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Tabela 1 — Principais compostos fendlicos presentes em diferentes fragdes da uva.

Compostos (mg.g')  Bagaco de uva Casca Semente Engaco
Acidos Fendlicos 0,03-8,31 0,17 - 8,23 0,10-0,11 0-0,04
Flavan-3-ois totais 0,34 - 4,25 0,12 - 3,38 3,56 - 6,15 0,22 - 0,89
Antocianinas totais 11,47 - 29,82 11,47 - 29,82 - -
Flavonois totais 0,03-0,63 0,48 - 0,63 0,02 - 0,05 0-0,22

Fonte: Pinelo; Arnous; Meyer (2006).

Apesar do bagago de uva conter compostos bioativos em quantidades significativas, ainda
é subutilizado. O bagaco de uva é aproveitado na racdo animal e como adubo de vinhedos, mas
uma quantidade considerdvel ainda € desperdicada, o que por um lado, torna-se um grave
problema ambiental, porque além de ser gerado um elevado volume de residuo, a sua composicao
é caracterizada pelo pH baixo e elevados teores de compostos fendlicos, antibacterianos e
fitotoxicos. Mas, por outro lado, hd um grande interesse na recuperacao dos compostos fenoélicos
que sdo reconhecidamente compostos com atividade antioxidante e potencialmente bioativos
(BUSTAMANTE et al.,, 2008; ROCKENBACH et al., 2011a). Sendo assim, pesquisas que
permitam sua utilizacdo para obtencdo de compostos bioativos podem representar um ganho
economico significativo (OLIVEIRA, 2010).

3.3 Propriedades funcionais do bagaco de uva

Atualmente existe um interesse crescente na exploracdo dos residuos gerados pela industria
vitivinicola (ARVANITOYANNIS; LADAS; MAVROMATIS, 2006). Os residuos agricolas de
uva sdo compostos principalmente por subprodutos sélidos, como o engaco, 0 bagaco e por
material filtrado dos liquidos. O bagaco € um subproduto constituido pela casca ou pelicula, as
sementes e 0s restos da polpa de uva, sendo resultado do esmagamento do grdo através de um
processo de separacdo do suco ou mosto (sumo de uva fresca antes da fermentagdo). Em
condi¢cdes normais, 0 bagaco equivale a 12% a 15%; podendo chegar a 20% do peso da uva
(ISHIMOTO, 2008; FERREIRA, 2010; YU; AHMEDNA, 2013).

Neste residuo podem existir compostos que ndo foram totalmente extraidos da uva durante
0 processo de fabricacdo do suco e do vinho, como polifenois, flavonoides, antocianinas, entre
outros compostos bioativos naturalmente presentes na uva (Figura 3) (SILVA, 2003;
KAMMERER et al., 2004; CAMPQOS, 2005; MAKRIS; BOSKOU; ANDRIKOPOULOS, 2007).
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Figura 3 - Principais compostos fendlicos encontrados nas cascas e sementes de uva.
Fonte: Pinelo; Arnous; Meyer (2006).

O bagaco de uva é caracterizado pelo alto contetdo de compostos fenolicos que
permanecem apos o processo de vinificacdo (ARVANITOYANNIS et al., 2006). Os compostos
fendlicos dos residuos possuem alta capacidade antioxidante, tendo, como consequéncia,
potenciais beneficios para a saide (ALONSO et al., 2002).

Para Soares et al. (2008a) e Furiga, Lonvaud-Funel e Badet (2009), pelo fato do residuo da
producdo do suco de uva e do vinho ser uma fonte apreciavel de polifendis, admite-se que sua

insercdo na alimentacdo humana poderia promover diversos efeitos positivos sobre a satde.

De acordo com Souza (2008), os sucos de uva possuem um maior teor de compostos
fenolicos glicosilados em relagé@o aos vinhos e por isso podem ser mais facilmente absorvidos pelo
organismo do que suas respectivas agliconas. Sendo o suco de uva uma fonte apreciavel de
compostos fendlicos, diversos estudos tém demonstrado o seu potencial antioxidante e sugerem
que o0 seu consumo habitual pode se relacionar a menores riscos de desenvolvimentos de doencas
cronicas (O’BYRNE et al., 2002; MARTIM, 2007).

Proantocianidinas

R1=H,R2=0H; R1=0H, R2=H, R1=H R2=
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Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. A
atividade antioxidante dos compostos fenolicos depende da sua estrutura, particularmente do
numero e da posicdo dos grupos hidroxila e da natureza das substituicdes nos anéis aromaticos.
Existem cerca de 8.000 diferentes compostos fenolicos que, de acordo com sua estrutura quimica,
sdo divididos em classes: acidos fenolicos, flavondides, estilbenos e taninos (ANTOLOVICH et
al., 2000; BALASUNDRAM et al., 2006; ROCKENBACH, 2008).

Sua origem biossintética esta relacionada a duas rotas metabolicas principais: a rota do
acido chiquimico e a rota do acido maldnico. A rota do acido chiquimico participa da biossintese
da maioria dos fendis vegetais. A rota do &cido maldnico é menos significativa nas plantas
superiores, sendo considerada uma importante fonte de produtos secundarios fenolicos em fungos
e bactérias (TAIZ; ZEIGER, 2004).

A via metabolica do &cido chiquimico (Figura 4), converte intermediarios da glicélise e do
ciclo das pentoses (fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato) em aminoacidos aromaticos, cujo
principal representante é a fenilalanina (NATIVIDADE, 2010).

Eritrose-4-fosfato
+
Fosfoenolpiruvato

|

D.\-.Q‘ OH

Acido Chiquimico
HO OH
OH

|

Corismato ———» Prefenato —» Fenilalanina

l l lPAL

Antranilato Tirosina Acido Cinamico

Triptofano Alcaloides
i —
Acatotdes indotcos |

Figura 4 — Via metabdlica do &cido chiquimico.
Fonte: Adaptado de Dantas (2010).
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A grande maioria dos compostos fenolicos € originada da fenilalanina, tendo como enzima
chave da biossintese destes a fenilalanina amonia-liase (PAL) que ao remover uma molécula de
amonia da L-fenilalanina forma o acido cinamico iniciando a biossintese de fendlicos por reacdes
sequenciais diversas como hidroxilacdo, o-metilacdo e condensacdo (KOUKOL; CONN, 1961,
CERUTTI; GUROFF, 1965; SCHAECHTER, 2009).

A enzima fenilalanina amonia-liase atua como reguladora do processo e dela originam-se a
maioria dos compostos fenolicos, na forma livre ou ligados a agucares e proteinas, englobando

moléculas simples até compostos com alto grau de polimerizacdo (Figura 5) (NATIVIDADE,

2010).

Fenilalanina

#F‘AL

\ 6 ©

@

Acido Cindmico
Lignanas *

_Cs 3-Malonil-CoA /. \
L G Estllbenusmtase

Ligninas Fenilpropandide Estilbenos
F-Malonil-Cof
’ Chalcona sintase

Chalconas

[(D-ly] — &l

Proantocianidinas Flavonodides
- Flawonas
- Flavandis
- Flawanonas
- Flavondis
- Flawononas

Suberinas, Cutinas

Figura 5 — Via metabdlica dos compostos fendlicos em vegetais.
Fonte: Nazck; Shahidhi (2004).
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Sementes e cascas de uvas sao onde a maior parte dos compostos fendlicos se acumulam.
O bagaco de uva tipicamente retém ap6s a producdo de sucos e vinhos, uma quantidade de 20-
30% de fenolicos nas cascas e 60-70% de fendlicos encontrados nas sementes (MONRAD et al.,
2010).

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundério de plantas, com
estrutura quimica e reatividade diversificada (ANGELO; JORGE, 2007). Em plantas, séo
essenciais no crescimento e reproducao dos vegetais, além de atuarem como agente antipatogénico
e contribuirem na pigmentacdo (SHAHIDI; NACZK, 1995). Em alimentos, 0os compostos
fendlicos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa. Recentemente,
o0 reconhecimento das propriedades antioxidantes destes compostos tem evocado uma nova Visdo
em direcdo aos efeitos benéficos para a salde que eles podem apresentar (JAY APRAKASHA et
al., 2001).

Estes metabdlitos secundarios podem ser classificados de acordo com sua estrutura
quimica basica e possiveis substituicbes nessa estrutura basica por associa¢do com carboidratos e
formas polimerizadas (Tabela 2) (OLDONI, 2007; BERGAMASCHI, 2010; SANTOS, 2012).

Tabela 2 — Classificagdo dos compostos fenolicos de acordo com sua estrutura quimica béasica.

Estrutura Basica Classe de compostos fendlicos
Cs Fendis simples
Ce-C1 Acidos Hidroxibenzoicos
Ce-C2 Acetofenonas e Acidos Fenilacéticos
Ce-Cs Acidos Hidroxicinamicos (4cidos cinamicos e

compostos analogos, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas)

Ce-C4 Naftoquinonas
Cs-C1-Cs Xantonas e Benzofenonas
Cs-Co-Cs Estilbenos eAntraquinonas
Cs-C3-Cs Flavondides, Isoflavondides e Chalconas
(Ce-Ca)2 Lignanas
(Ce-C3-Cs)2 Diflavonoides
(C6-C3)n Ligninas
(Ce-Con Taninos hidrolisaveis
(Ce-C3-Co)n Taninos condensados

Fonte: Oldoni (2007).
Legenda: Cs corresponde ao anel benzénico; C, corresponde a cadeia substituinte; n indica dtomos de
carbono.
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Podem também ser divididos em dois grupos: os flavonoides e os ndo-flavonoides. Os
flavonoides podem subdividir-se em: flavonois, flavonas, flavanois, flavanonas, isoflavonas e
antocianidinas/antocianinas. Ja os compostos fenolicos ndo-flavonoides sdo representados pelos
acidos fendlicos e outros derivados fenodlicos como os estilbenos, cumarinas e taninos
(ANASTASIADI et al., 2010; RAVELLI, 2011).

Estudos clinicos e epidemioldgicos tém mostrado evidéncias de que antioxidantes
fenolicos de cereais, frutas e hortalicas sdo os principais fatores que contribuem para a
significativa redugdo da incidéncia de doengas cronicas e degenerativas encontradas em
populagdes cujas dietas sdo altas na ingestdo desses alimentos. Por este motivo, a importancia da
pesquisa sobre antioxidantes naturais tem aumentado muito nos ultimos anos (ROESLER et al.,
2007).

A uva é uma das maiores fontes de compostos fendlicos. Os principais fendlicos presentes
na uva sdo os flavonoides (antocianinas, flavanois e flavondis), os estilbenos (resveratrol), os
acidos fendlicos (derivados dos acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoéicos) e uma larga
variedade de taninos (FRANCIS, 2000). A distribuicdo dos principais compostos fenolicos nas
uvas esta representada na Figura 6.

sementes - taninos

| polpa - taninos e
acidos fendlicos

{ casca - antocianinas, taninos

e resveratrol

Figura 6 — Distribuicdo majoritaria dos principais compostos fendlicos encontrados na uva.
Fonte: Rockenbach (2008).
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Os flavondides constituem o maior grupo de compostos fendlicos de plantas, sendo
responsaveis pela coloragdo das flores e dos frutos. S&o substancias de baixo peso molecular,
compostas de 15 atomos de carbono. A Figura 7 ilustra sua estrutura quimica basica formada,
essencialmente, por dois anéis aromaticos, A e B, ligados por uma ponte de trés carbonos,
usualmente na forma de anel heterociclico. Variages nas configuragdes de substituicdo do anel C
resultam na maioria das subclasses dos flavonoides, apresentadas na Figura 8: flavonas,
flavanonas, isoflavonas, flavondis, flavanois (catequinas) e antocianinas (BALASUNDRAM et
al., 2006; HOLLMAN; ARTS, 2000; ROCKENBACH, 2008).

Figura 7 — Estrutura quimica bésica dos flavondides.
Fonte: Balasundram et al. (2006).

o oo oo

Antocianidina

Flavona Flavonol
O O
] ‘;\f.
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OH
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Figura 8 — Estrutura quimica basica das principais classes de flavonoides.
Fonte: Balasundram et al. (2006).
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De acordo com a literatura, os flavondides tém demonstrado atividade contra alergias,
hipertensdo, viroses, inflamac0es, artrites, carcinogénese e cancer (JAYAPRAKASHA et al.,
2001; ROCKENBACH, 2008).

Dentre os compostos fendlicos em uvas, destacam-se as antocianinas (VALDUGA et al.,
2008). As antocianinas sdo flavondides que se encontram largamente distribuidos na natureza e
séo responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e quase todas as tonalidades de vermelho que
aparecem em flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas. Nas videiras, sdo
responsaveis pela coloracdo das cascas das uvas tintas e se transferem, em parte, para o vinho
durante a vinificacdo, sendo encontradas também na polpa de algumas variedades de uvas
(ROCKENBACH, 2008; VERSARI et al., 2008).

Além de contribuirem para a coloracéo de frutos e flores, as antocianinas também atuam
como filtro das radiacdes ultravioletas das folhas e quando consumidas na alimentacdo humana
desempenham diversas propriedades farmacoldgicas, como atividade antioxidante, prevencédo de

enfermidades cardiovasculares, neuronais, cancer e diabetes (MANACH et al., 2005).

De acordo com Macheix, Fleurit e Billot (1990), ha diferencas na natureza entre os niveis
das antocianinas em varias cultivares do mesmo fruto. Sua concentracdo nos alimentos é
condicionada por diversos fatores agronémicos, como cultivar, clima, tipo de solo e préticas
agricolas (FALCAO et al., 2007; SEGADE; VARQUEZ; LOSADA, 2008).

Este grupo de polifendis quando na forma livre ou aglicona (sem aclcar) denomina-se
antocianidina, e quando na forma ligada ou glicona (ligada a uma ou mais moléculas de agucar)
denomina-se antocianina (SAUTTER, 2003). Quimicamente, as antocianinas sdo compostos
fendlicos muito instaveis e altamente susceptiveis a degradacdo, cuja estabilidade € afetada por
diversos fatores, como pH, temperatura, concentracdo de oxigénio e luminosidade. O pH é&cido €
favoravel para a forma colorida destes pigmentos e a temperatura elevada pode favorecer a
degradacéo e a polimerizacdo da cor destes pigmentos. Por este motivo a temperatura e o tempo
de aquecimento dos alimentos durante o processamento devem ser considerados (SALUNKHE;
BOLIN; REDDY, 1991; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Os estilbenos formam uma outra classe de compostos fendlicos, e séo representados na uva

principalmente pelo resveratrol (SILVA, 2010).

O resveratrol (3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) € uma substancia biologicamente ativa,

pertencente ao grupo das fitoalexinas, que sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas
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como uma resposta ao estresse como danos mecanicos, excesso de radiacdo, ataque de bacterias,
fungos ou virus, entre outros (FILIP et al., 2003; VITRAC et al., 2005; PRESTA, 2008). E
sintetizado naturalmente por diversas plantas como eucalipto, amedoim, amora e a uva
(principalmente nas sementes e na pelicula) em duas formas isoméricas a trans e cis. Sua
biossintese nas plantas é induzida por fatores ambientais como a radiagdo UV e infec¢do por
fungos (LANGCAKE; PRYCE, 1976).

A Figura 9 apresenta o isbmero trans-resveratrol que predomina e, geralmente, € mais
ativo biologicamente, mas é termo e fotossensivel, sendo transformado em cis na presenca de luz
visivel (SAUTTER et al., 2005).

HO—

Figura 9 — Estrutura do trans-resveratrol.
Fonte: Souto et al. (2001).

O resveratrol tem atraido atencdo especial nas Gltimas décadas em decorréncia de estudos
epidemioldgicos que mostram correlacdo inversa entre o consumo moderado de vinho e a
incidéncia de doengas cardiovasculares (BAUR; SINCLAIR, 2006; AGARWAL et al., 2013;
HUANG et al., 2014).

Os acidos fendlicos sdo encontrados em maior quantidade nos tecidos da polpa da uva (80
a 85%), sendo que sua concentracdo diminui com o amadurecimento do fruto e varia de acordo
com a cultivar (ARSEGO, 2004). Sdo compostos simples formados por um anel aromatico com
substituintes com capacidade de sequestrar espécies reativas ligados a sua estrutura, como 0

radical hidroxila e 0 oxigénio singleto.
Os é&cidos fenolicos sdo divididos em dois grupos de substancias:

a) Acidos benzdicos, que possuem sete atomos de carbono (Cs-C1), conforme apresentado na
Figura 10a. S&o os &cidos fenolicos mais simples encontrados na natureza, como 0s &acidos

galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico.
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b) Acidos cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (Cg-C3), como os acidos caféico,

feralico, p-cumarico e sinépico, sdo apresentados na Figura 10b (BALASUNDRAM et al.,

2006; ROCKENBACH, 2008).

Acido galico Acido siringico

Figura 10a — Acidos benzdicos.
Fonte: Balasundram et al. (2006); Rockenbach (2008).
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Figura 10b — Acidos cindmicos.
Fonte: Balasundram et al. (2006); Rockenbach (2008).
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Esses acidos, além de se apresentarem sob sua forma livre, podem também estar ligados
entre si ou com outros compostos. A capacidade antioxidante dos &cidos fendlicos e dos seus
ésteres depende do nimero de grupos hidroxila presentes na molécula e de sua posi¢édo em relacédo
ao grupo funcional carboxila. Derivados do acido cindmico sd@o mais ativos como antioxidantes
que os derivados do &cido benzoico e isto se deve ao fato de o primeiro composto apresentar
maior numero de grupos hidroxilas (OH) em relacdo ao segundo, o que garante maior habilidade
de doar ions H* e estabilizar radicais. A introducdo de um segundo grupo hidroxila na posicdo orto
ou para também aumenta a atividade antioxidante destes compostos (MARINOVA;
YANISHLIEVA, 2003; ARSEGO, 2004; ROCKENBACH, 2008).

Os taninos sdo polifendis de alto peso molecular, resultantes da polimerizacdo de
moléculas de funcdo fenol, e € esse volume aliado a sua configuracdo espacial que proporcionara
combinacBes estaveis com as proteinas (RIBEREAU-GAYON et al., 2003). Estas moléculas
possuem a propriedade de liberar as antocianidinas, em meio acido e quando aquecidas, ocorre
rupturas das unides intermonomericas, 0 que origina as procianidinas (FLANZY, 2003). As
procianidinas sdo responsaveis pelo sabor amargo dos vinhos, pelos componentes da parte de
coloracdo amarela, pela sensacdo de estrutura e corpo do vinho, pela capacidade de este
envelhecer, entendendo por elas como a capacidade de manter a cor ao longo do tempo
(ZAMORA, 2003).

Os taninos sdo divididos em taninos hidrolisaveis e taninos condensados, sendo que 0s
hidrolisaveis sdo polimeros formados por moléculas de acidos galicos e eldgicos glicolisados. Por
sua vez, os taninos condensados apresentam maior importancia nos alimentos e sdo também
denominados de proantocianidinas, por apresentarem pigmentos avermelhados (SIMONETTI et
al., 2002; MONTEIRO et al., 2005). O elevado peso molecular dos taninos confere aos alimentos
em que eles estdo presentes uma sensacdo de adstringéncia, o que € um atributo sensorial
favoravel no caso de vinhos tintos (DREWNOWSKI; GOMEZ-CARNEROS, 2000). Na uva
aparece tanto na casca como nas sementes, além de estar presente no engaco (GIOVANNINI,
2008).

Tém sido atribuidas aos taninos muitas atividades fisioldgicas humanas, como a
estimulacdo das células fagociticas e a acdo tumoral, e atividades antiinfectivas (LOGUERCIO,
2005). Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, os taninos auxiliam formando
uma camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais

lesionados, permitindo que, logo abaixo dessa camada, 0 processo de reparacdo tecidual ocorra
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naturalmente (MELLO; SANTOS, 2001). Em patologias estomacais, 0 mecanismo de acdo é bem
semelhante, com a formacéo de uma camada de tanino-proteina complexados que envolvem a
mucosa estomacal (HASLAM, 1989). Portanto, a sua presenca esta relacionada com alguns efeitos
benéficos a saude, atuando também como protetor em doencas cardiovasculares e como
antioxidante (TRAVAGLIA et al., 2011).

Desse modo, tanto a uva quanto seu 0 bagaco constitui uma importante fonte natural de
compostos fenolicos, o que o caracteriza como um produto de elevado potencial antioxidante,
capaz de combater processos oxidativos e ainda com a vantagem adicional de apresentar um teor
considerdvel de fibra dietética e &cidos graxos insaturados, nutrientes cujo consumo esta
relacionado a inameros efeitos fisiologicos benéficos, como reducdo dos niveis de colesterol e
glicose, além de possuir agdo laxante (LLOBERA; CANELLAS, 2007).

Para Araujo et al. (2005), os compostos fenolicos impedem a oxidacdo da LDL (Low
density lipoprotein - lipoproteina de baixa densidade) pelos macréfagos e assim bloqueiam a
formacdo de placas aterosclerdticas, reduzindo a rigidez arterial e deixando as artérias mais
susceptiveis aos estimulos endégenos de vasodilatacdo, mecanismo que contribui para a reducao

da presséo arterial sistémica.

Por essa razéo, o extrato obtido do bagaco de uva tem recentemente se tornado popular
para a obtengdo de ingredientes funcionais, tais como antioxidantes naturais e suplementos
alimentares (BAGCHI et al., 2000; XU et al., 2010).

3.4 Compostos macroantioxidantes ou polifendis ndo extraiveis em frutas e hortalicas

As frutas, principalmente as que apresentam a coloragdo vermelha/azul, séo as mais
importantes fontes de compostos fenodlicos em dietas alimentares. Estudos epidemioldgicos
mostraram haver uma estreita correlacdo entre o consumo de frutas e uma reducdo no risco de
doencas cronicas. Atualmente acredita-se que a combinacdo de vitaminas, minerais, compostos
fenolicos antioxidantes e fibras sejam responsaveis pelo efeito desejado (VASCO; RUALES;
KAMAL-ELDIN, 2008).

Em funcdo da elevada atividade antioxidante que possuem, uma variedade de compostos
fenolicos desempenha um papel importante nos processos de inibicdo do risco das doencas

cardiovasculares e podem atuar sobre o estresse oxidativo, relacionado com diversas patologias
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cronico-degenerativas, como o diabetes, o cancer e processos inflamatérios (IMEH; KHOKHAR,
2002).

Esse grande e complexo grupo de metabolitos secundarios faz parte dos constituintes de
uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. A pesquisa atual sobre polifendis
concentra-se principalmente em apenas uma fragdo de polifendis alimentares, que correspondem a
este pode ser extraido de alimentos com solventes organicos aquosos. Os polifendis identificados
em tais extratos - denominados polifendis extraiveis (EPP) - sdo considerados como o conteido
total de polifendis e sdo utilizados como base para célculos de ingestdo dietética e estudos de
biodisponibilidade (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013).

No entanto, sabe-se que uma fragdo significativa de polifendis alimentares permanece nos
residuos das extracbes de polifendis, os chamados polifendis ndo extraiveis (NEPP) ou
macroantioxidantes (MACAN) (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2015). Uma vez que 0s
géneros alimenticios sdo consumidos como um todo, ou seja, incluindo EPP e NEPP,
consideraveis quantidades de NEPP sdo ingeridas diariamente, contribuindo para os efeitos dos
polifendis referentes a saude. No entanto, esta fracdo de polifendis alimentares tem sido
negligenciada e os estudos ainda sdo escassos (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-
CALIXTO, 2013).

A forte evidéncia cientifica dos efeitos a salde dos compostos fendlicos antioxidantes
estabelecida através de pesquisas biologicas e médicas apontam para a importancia ndo apenas
dos antioxidantes de baixo peso molecular. Descobertas recentes demonstram que os alimentos
vegetais contém quantidades abundantes de outros tipos de antioxidantes de alto peso molecular,
denominados antioxidantes macromoleculares (MACAN) (SAURA-CALIXTO, 2017).

Eles sdo chamados de MACAN devido a algumas caracteristicas diferenciais especificas
que possuem: sao polifendis poliméricos ou polifendis simples de alto peso molecular ligados a
constituintes macromoleculares em alimentos; ndo sdo extraidos por procedimentos aquosos-
organicos comuns; eles sdo acessiveis e biodisponiveis apenas no intestino grosso. Em contraste,
os polifendis extraiveis ou EPP sdo principalmente estruturas de baixo peso molecular, sollveis
em misturas aquoso-organicas e sio potencialmente biodisponiveis no intestino delgado (PEREZ-
JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013). As duas classes apresentam uma
capacidade antioxidante significativa (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2015).

Os antioxidantes macromoleculares ou macroantioxidantes tém uma alta atividade

bioldgica e antioxidante e exibem propriedades promissoras relacionadas a saide. O seu maior
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tamanho molecular confere-lhes algumas caracteristicas fisiologicas especificas e mecanismos de
acdo, que os diferencia dos antioxidantes de baixo peso molecular. A maioria dos antioxidantes de
baixo peso molecular é absorvido no intestino delgado durante a digestdo e passa para a corrente
sanguinea entre 0,5 e 2 horas ap0s a ingestdo, produzindo um aumento no estado antioxidante
(concentracdo antioxidante do sangue) e sendo distribuido para células e 6rgaos alvo. Ao contrario
do que acontece com os antioxidantes macromoleculares, que cruza intacto o estdbmago e intestino
delgado e atinge o colon onde eles interagem com a microbiota colénica em um processo
fermentativo que quebra as macromoléculas, resultando em um alto estado antioxidante intestinal
e a producdo de metabdlitos antioxidantes. Estes metabdlitos sdo absorvidos através da mucosa
coldnica e atingem a corrente sanguinea cerca de oito horas apds a ingestdo, sendo distribuidos
para células e tecidos onde podem ter efeitos sistémicos. Isso indica que antioxidantes
macromoleculares podem aumentar e prolongar o estado antioxidante e os efeitos da saude
associados a ingestdo de antioxidantes alimentares (SAURA-CALIXTO, 2017).

O MACAN pode ser dividido principalmente em duas fracfes: polifendis hidrolisaveis
(HPP), que sdo compostos fendlicos de baixo peso molecular fortemente associados a
polissacarideos ou proteinas; e proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA), que sdo estruturas de
alto peso molecular (MATEOS-MARTIN et al., 2012; CHOY et al., 2013).

Apesar de o MACAN ter sido comumente ignorado na analise quimica, quando 0s
alimentos vegetais sdo consumidos, tanto o contetdo de EPP quanto o MACAN sdo ingeridos.
Isso implica que os efeitos relatados sobre a saude de polifendis alimentares podem ser devidos,
pelo menos parcialmente, aos macroantioxidantes. Embora os estudos sobre os efeitos do
MACAN sobre a salde sejam escassos, eles mostraram resultados promissores em relacéo a salude
gastrointestinal (incluindo cancer colorretal) e cardiovascular (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO;
SAURA-CALIXTO, 2013).

Ainda ha poucos dados disponiveis sobre o conteddo de MACAN em alimentos
especificos para plantas individuais; a maior parte corresponde aos cereais (HOLTEKJOLEN;
KINITZ; KNUTSEN, 2006; CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2010; PEREZ-JIMENEZ;
TORRES, 2011). Da mesma forma, os dados sobre a ingestdo dietética de MACAN também se
limitam a alguns estudos (SAURA-CALIXTO; SERRANO; GONI, 2007; ARRANZ; SILVAN;
SAURA-CALIXTO, 2010; HERVERT-HERNANDEZ; GARCIA; ROSADO; GONII, 2011) e sdo

baseados em contetdos que correspondem a diferentes grupos de alimentos, ndo a alimentos
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individuais. Assim, eles ndo nos permitem obter informac6es sobre a contribuicdo dos diferentes
alimentos para a ingestdo de MACAN (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2015).

No entanto, sabe-se que o0s antioxidantes macromoleculares podem desempenhar um papel
importante na saude gastrointestinal, especialmente em relagdo a prevencao do cancer de célon,
devido o0 aumento do estado antioxidante e também em protecdo contra varios fatores de risco para
doencas crbnicas devido a metabolitos absorvidos através da mucosa colbnica (SAURA-
CALIXTO, 2017).

3.4.1 Polifendis extraiveis e ndo extraiveis

Os polifenois presentes em frutas e vegetais sdo uma familia de centenas de compostos
antioxidantes constituidos por diferentes subclasses (flavonoides, acidos fenolicos, estilbenos e
outros), para 0s quais varios efeitos sobre a saude relacionados a prevencdo de diferentes doencas
cronicas foram amplamente relatados (GONZALEZ et al., 2011; DEL RIO et al., 2013). No
entanto, a maioria dos estudos de polifendis baseia-se em conteudos de polifendis subestimados,
porque incluem apenas os polifendis que se encontram nos sobrenadantes derivados de extracdes
aquoso-organicas de alimentos, ou seja, polifendis extraiveis (EPP), que sdo considerados nos
estudos o contetdo de polifendis totais. No entanto, foi relatado que uma fracéo significativa de
polifendis permanece nos residuos das extracbes de polifendis, os chamados polifendis néao
extraiveis (NEPP) ou antioxidantes macromoleculares (MACAN) (BRAVO; ABIA; SAURA-
CALIXTO, 1994; ARRANZ et al., 2009).

Os NEPP incluem macromoléculas, tais como proantocianidinas de alto peso molecular e
compostos fenolicos, tais como &cidos fendlicos associados a macromoléculas, principalmente
constituintes de polissacarideos de fibras dietéticas e proteinas (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-
RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013). Com relacdo a sua natureza quimica, os NEPP compreende
principalmente polifendis, como proantocianidinas, outros flavonodides, acidos fendlicos e taninos
hidrolisaveis (PEREZ-JIMENEZ; TORRES, 2011).

Embora apenas uma pequena parte da literatura existente sobre polifendis em alimentos
trate dos NEPP, os dados existentes mostram que eles séo ainda mais abundantes do que os EPP

(polifendis extraiveis) em muitos alimentos vegetais (PEREZ-JIMENEZ et al., 2009).

A Figura 11 mostra o processo sugerido para a analise do contetdo de NEPP entre as

diferentes familias de alimentos vegetais (cereais, frutas, vegetais, nozes, legumes) (PEREZ-
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JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013). Uma extracdo quimica com solventes
aquoso-organicos € realizada no alimento, que libera o conteldo de EPP na fragdo sobrenadante e
também produz um residuo. O residuo € entdo submetido a hidrolise quimica, de modo a liberar o
conteudo de NEPP a partir da matriz alimentar, ou a fragmentar os polimeros. Os hidrolisados
obtidos apés este tratamento podem entdo ser analisados utilizando técnicas espectrofotométricas
ou cromatograficas. Embora o contelido de NEPP em alimentos tenha sido estudado muito menos
do que o contetdo do EPP, os dados disponiveis mostram a relevancia desta fracdo de polifendis
alimentares (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2015).

[ ALIMENTO ]

Solventes aquoso-organicos
Y
RESIDUO FRACAO SOBRENADANTE (EPP) ]

J

y Hidrolise Quimica
RESIDUO (NEPP)

\. J

HIDROLISADOS e i
_|—>: Espectrofotometria, HPLC. I

Figura 11 - Fluxograma da analise de polifendis alimentares ndo extraiveis (NEPP) e polifendis extraiveis
(EPP). Fonte: Adaptado de Pérez-Jiménez; Diaz-Rubio; Saura-Calixto (2013).

Para entender os possiveis efeitos sobre a salde associados a ingestdo de qualquer
composto bioativo e, portanto, de NEPP, é necessario ter conhecimento dos diferentes eventos que
ocorrem ao longo do intestino humano (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO,
2013).

A maioria do conteddo de NEPP passara pelo intestino delgado sem qualquer
transformacdo (Figura 12 (A)). Uma vez no colon (Figura 12 (B)), e principalmente através da
acdo da microbiota intestinal, o NEPP € liberado e novos compostos se formam. Alguns destes
metabolitos microbianos podem ser absorvidos atraves da veia porta, atingindo o figado (Figura
12 (C)), onde ocorrem varios processos relacionados, dando origem a metabdlitos de fase Il. Uma
vez formados, esses metabolitos podem retornar ao tubo digestivo através da bile (Figura 12 (D))

OU passar para a corrente sanguinea como um primeiro passo para atingir os tecidos alvo e
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finalmente ser excretado na urina (Figura 12 (E)) (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-
CALIXTO, 2013).
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Figura 12 - Visdo geral do destino metabolico de polifendis ndo extraiveis (NEPP).
Sulf-, enxofre; Me-, metila; Gluc-, glicose.
Fonte: Pérez-Jiménez; Diaz-Rubio; Saura-Calixto (2013).

Portanto, quantidades significativas das diferentes classes de NEPP aparecem no intestino
grosso diariamente como compostos bioacessiveis, incluindo os compostos que foram
solubilizados no intestino delgado, mas que néo foram absorvidos, bem como aqueles liberados no
intestino grosso. Uma vez que o NEPP € integrado entre os diferentes grupos de alimentos
vegetais, uma dieta diversificada garantiria um fornecimento continuo de compostos bioacessiveis
benéficos através do trato digestivo. Obviamente, uma fracdo de EPP nédo absorvida anteriormente
no intestino delgado também chega como compostos bioacessiveis no intestino grosso (SAURA-
CALIXTO; SERRANO; GONI, 2007). Trabalhos futuros devem elucidar as contribuicdes
especificas do EPP e NEPP para o conjunto de compostos fendlicos bioacessiveis presentes no
intestino grosso (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013).
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3.4.2 Potencial antioxidante do bagaco de uva

Dentre os diversos residuos oriundos da agroindustria, os da viticultura tomam grande
destaque, pois sdo excelentes fontes de antioxidantes (MAKRIS et al., 2007). Esse residuo €
classificado como o produto resultante da prensagem das uvas frescas, fermentadas ou néo, e que
ainda possui grandes quantidades de compostos que ndo foram extraidos (PERIN; SCHOTT,
2011).

A uva ¢ fonte de diversos compostos fenolicos antioxidantes em elevadas concentracdes e
seus produtos mantém quantidades apreciaveis. Os produtos derivados do seu processamento,
como o suco de uva e o vinho apresentam-se como fontes potenciais de fendlicos, o que justifica o
interesse expressivo da comunidade cientifica no estudo de suas propriedades nutricionais, uma
vez que o consumo regular destes produtos esta associado a diversos efeitos funcionais
importantes (FRANKEL et al., 1998; MAZZA et al., 1999; ABE et al., 2007; SOARES et al.,
20084a).

Assim como os derivados da uva, os residuos agroindustriais contém quantidades
relevantes de compostos fendlicos, os quais sdo considerados antioxidantes naturais. Na literatura,
estudos como o de Alonso et al., 2002; Gonzalez-Paramés et al., 2004; Kammerer et al., 2004;
Kammerer et al., 2005; Pinelo et al., 2005; Llobera; Cafiellas, 2007; Gonzalez-Centeno et al.,
2010; Rockenbach et al., 2011a; Rockenbach et al., 2011b, apontam a presenca de compostos
fendlicos com propriedades antioxidantes no bagaco de uva. Além de outros compostos de
relevancia como 4acidos graxos poli-insaturados e minerais (ARVANITOYANNIS; LADAS;
MAVROMATIS, 2006), fibras dietéticas (LLOBERA; CANELLAS, 2007; DENG; PENNER;
ZHAO, 2011) e vitaminas (CAO; ITO, 2003).

Segundo Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes podem ser definidos genericamente
como “qualquer substdncia que, presente em baixas concentragdes quando comparada a do

substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidagao deste substrato de maneira eficaz”.

Os alimentos vegetais sdo considerados uma das fontes majoritarias de maultiplos
antioxidantes exdgenos, como os carotenoides, tocoferdis, acido ascorbico e fendlicos. O consumo
destes alimentos na dieta habitual tem sido relacionado em estudos epidemioldgicos e clinicos a
prevencdo de diversas doengas cronicas ndo transmissiveis (WANG; CAO; PRIOR, 1996;
RUFINO et al., 2009).
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A atividade antioxidante dos residuos de uvas tem sido associada & sua composi¢do
fendlica tal como as antocianinas, flavonois, flavan-3-ols, proantocianidinas e acidos fendlicos
(PAZOS et al., 2006; KEDAGE et al., 2007).

Dessa maneira, considerando a riqueza de compostos fendlicos, o setor vitivinicola
desponta como um dos precursores no desenvolvimento de estratégias para o reaproveitamento do
residuo industrial (CARDONA,; LEE; TALCOTT, 2009; MEYER; JEPSEN; SORENSEN, 1998).

Em experimentos desenvolvidos por Melo et al. (2011), os resultados obtidos
comprovaram que os residuos agroindustriais provenientes da industria de sucos e da vinificacdo
sdo ricos em compostos bioativos, nos quais os compostos fendlicos analisados obtiveram grande
destaque. Esses residuos possuem alta atividade antioxidante disponivel para a aplicagdo na
indUstria de alimentos (BOURSCHEIDT, 2015).

Além de preservar os alimentos contra danos oxidativos pela acdo da luz, temperatura e
umidade, os compostos fendlicos atuam como antioxidantes naturais agindo como nutracéuticos,
proporcionando beneficios a satde dos consumidores (RAVELLI, 2011; SOUZA et al., 2012),
além da aplicacdo na inddstria, para a protecdo de cosméticos e farmacos (BARREIROS et al.,
2006; COSTA, 2012).

Os antioxidantes tém despertado grande interesse devido principalmente as descobertas da
acdo deles sobre os radicais livres no organismo. A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica
e do nosso metabolismo. Portanto, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma
disfuncdo bioldgica. Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se localizado nos
atomos de oxigénio ou nitrogénio sdo comumente denominados de ERO (espécies reativas de
oxigénio) ou ERN (espécies reativas de nitrogénio). No organismo, encontram-se envolvidos na
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, o excesso destas espécies pode
apresentar efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacao dos lipidios das membranas, agressdo as
proteinas dos tecidos e das membranas, alteracdo do DNA e inativacdo de enzimas (Figura 13).
Dessa forma, podem estar relacionados com vérias patologias, tais como artrite, catarata, choque
hemorrégico, problemas cardiacos, disfungdes cognitivas e cancer, podendo ser a causa ou o fator
agravante do quadro geral (BARREIROS et al., 2006).
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Figura 13 - Efeitos clinicos e celulares do estresse oxidativo e acdo dos antioxidantes sob as espécies
reativas de oxigénio.
Fonte: Vasconcelos et al. (2007), Chen; Hu; Wang (2012).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes produzidos pelo
corpo ou absorvidos da dieta. Portanto, além dos antioxidantes de natureza endégena, 0 organismo
utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno (Pro-vitamina
A), acido ascorbico (vitamina C) e compostos fendlicos onde se destacam os flavonoides e
poliflavondides. Dentre os aspectos preventivos é interessante ressaltar a correlacdo existente entre
atividade antioxidante de substancias polares e a capacidade de retardar o envelhecimento das

células, bem como inibir o aparecimento de células cancerigenas (BARREIROS et al., 2006).
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A geracdo de radicais livres esta diretamente relacionada com a oxidagdo em alimentos e
sistemas bioldgicos. No caso dos alimentos, a consequéncia direta do ataque de radicais livres
resulta em producdo de sabores indesejaveis, odores de ranco, descoloragédo e outros produtos de
degradacdo que além de provocar outras alteracdes que reduzem a vida atil dos produtos, podem
gerar produtos citotoxicos. Além disso, podem afetar a qualidade nutricional dos alimentos devido
a degradacdo de vitaminas lipossollveis, vitamina C e acidos graxos essenciais; podendo também
causar irritacdo da mucosa intestinal, provocando diarréia e diminuicao da capacidade de absorcéo
dos nutrientes, além do comprometimento da integridade e seguranca destes alimentos
(ANTONIASSI, 2001; MACHADO, 2009; MUSA et al., 2013).

O estresse oxidativo causado pela presenca de radicais livres corresponde ao desequilibrio
entre a producdo de radicais e o sistema de defesa antioxidante, que conduz a um aumento
intracelular de espécies oxidantes. E assim, um efeito quimico, com repercussdes bioldgicas,
provocado por espécies oxidantes sobre os tecidos vivos. A ocorréncia de um estresse oxidativo,
frequentemente é acompanhado do aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, mas a
producdo de radical livre superior a capacidade de defesa pode causar danos e morte celular
(COSTA, 2008).

Diversas pesquisas envolvendo substancias bioativas, especialmente os antioxidantes
naturais tém recebido destaque no mundo cientifico devido, principalmente, aos seus efeitos sobre
os radicais livres e consequentes beneficios a salde humana (SOARES et al., 2008b;
BERGAMASCHI, 2010; VIEIRA et al., 2011; COSTA, 2012).

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem vegetal depende
tanto de sua estrutura quanto da sua concentracdo no alimento. Por sua vez, a concentracdo destas
substancias em vegetais é amplamente influenciada por fatores genéticos e condi¢cdes ambientais,
além do grau de maturacdo e variedade da planta, entre outros aspectos (DE OLIVEIRA et al.,
2009).

De acordo com sua origem, os antioxidantes podem ser classificados em naturais ou
sintéticos (JARDINI, 2005). Os sintéticos sdo amplamente empregados na industria, sendo 0s
mais comumente utilizados: o butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT),
butilhidroxiquinona terciaria (TBHQ) e propil galato (PG) (Figura 14). A sua escolha e
concentragdo variam em funcdo do alimento a ser empregado (FKI; ALLOUCHE; SAYADI,
2005; HAN; RHEE, 2005).
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Figura 14 — Representacdo da estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT, TBHQ e PG.
Fonte: Ramalho; Jorge (2006).

Entretanto, devido aos seus riscos potenciais a saide humana, como efeitos carcinogénicos,
tem aumentado o interesse pela investigacdo de antioxidantes naturais (CHEUNG; CHEUNG,;
OO0l, 2003). Estes sao formados por compostos presentes em matérias primas de origem vegetal,
processadas ou ndo, como as frutas e hortalicas, incluindo-se os tocoferdis, o acido ascorbico, 0s

carotendides e os compostos fenolicos (JARDINI, 2005).

Por ser a matéria-prima para a producdo de sucos e vinhos, € importante conhecer os teores
de compostos fenolicos das uvas, pois estes podem influenciar a qualidade dos produtos finais.
Quanto mais intensa a coloracdo da uva, mais interessante se torna do ponto de vista funcional, ja
que as uvas de coloracdo escura apresentaram maior conteddo de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante (ABE et al., 2007).

As cascas e sementes de uva, elementos do bagaco, contém flavondides (catequina,
epicatequina, procianidinas e antocianinas), acidos fenolicos e resveratrol, que mostraram ter
atividades funcionais. O extrato de procianidinas da semente da uva apresentou atividade
antioxidante in vivo (SATO et al., 2001) e poderia ser tdo importante quanto a vitamina E em
impedir os danos oxidativos nos tecidos (TEBIB et al., 1997), reduzindo a oxidacdo lipidica
(BOUHAMIDI et al., 1998), e/ou inibir a producdo de radicais livres (BAGCHI et al., 1998).
Como a uva faz parte da alimentacdo e apresenta em sua composi¢do uma riqueza de compostos
fendlicos, o estudo da atividade antioxidante da mesma e dos seus residuos é de extrema
importancia (PESCO et al., 2012).

Os compostos fendlicos presentes no suco de uva e seus residuos apresentam estruturas
quimicas bastante peculiares, que promovem uma absor¢do facilitada no trato gastrointestinal,
quando comparados com 0s compostos presentes no vinho, 0 que representa uma vantagem

adicional do seu consumo (SOUZA, 2008). Além disso, alguns trabalhos demonstram que a
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quantidade de polifendis presente no suco é proxima aquela encontrada em vinhos tintos e ainda
possuem uma indicacdo de consumo mais ampla, por poderem ser consumidos por individuos
abstémios, o que ndo acontece no caso de vinhos (MARTIM, 2007; VARGAS; HOLZEL; ROSA,
2008).

Devido a combinacdo da alta concentragdo de compostos fenolicos com a grande
quantidade de fibras presentes no bagaco de uva, estes residuos foram classificados por Saura-
Calixto (1998) como fibras dietéticas antioxidantes. Estas fibras possuem caracteristicas
estruturais diferentes daquelas provenientes dos cereais, pois encontram-se associadas a
substancias como taninos condensados, &cidos fenolicos e flavonodides, reforcando ainda mais a

importancia do bagaco da uva como possivel ingrediente alimentar (SAURA-CALIXTO, 1998).

As fibras dietéticas antioxidantes da uva como tém sido denominadas, podem contribuir
com a melhoria da satde gastrointestinal através da modulacdo da microbiota (LOPEZ-OLIVA et
al., 2010; SAURA-CALIXTO, 2011; TOURINO et al., 2011; POZUELO et al., 2012) e por meio
de seu efeito antioxidante (LOPEZ-OLIVA et al., 2010). Outras importantes funcdes incluem seu
efeito na prevencao de alguns tipos de cancer (NGUYEN et al., 2009; LIZARRAGA et al., 2011;
SANCHEZ-TENA et al., 2013), atividade antibacteriana (TSENG; ZHAO, 2012), atividade
antioxidante (LLOBERA; CANELLAS, 2007; PEREZ-JIMENEZ et al., 2009) e a atividade
anticolesterolémica (MARTIN-CARRON et al., 1999).

Estes residuos, compostos principalmente por cascas e sementes de uva, sdo objeto de
inimeros estudos (CATANEO et al., 2008; FURIGA; LONVAUD-FUNEL; BADET, 2009) que
tém indicado que este subproduto apresenta quantidade significativa de compostos fendlicos e,
portanto, exibem um potencial antioxidante apreciavel, visto que o processamento desta bebida
ndo remove todo o contetdo fendlico da uva. Além desta vantagem, esse residuo ainda pode ser
considerado uma fonte de fibras soltveis e insoltveis (NATIVIDADE, 2010).

As caracteristicas nutricionais e funcionais apresentadas por este residuo estimulam o
desenvolvimento de estratégias que viabilizem a sua inser¢do na alimentacdo humana, visto 0s
diversos efeitos positivos sobre a salde que poderiam advir do seu consumo regular. Além disso,
procedimentos que oportunizassem a aplicacdo tecnoldgica deste subproduto ainda poderiam
contribuir para a redugdo do impacto ambiental causado pelo seu descarte, uma vez que o residuo
corresponde a 20% do peso da uva (MAZZA et al., 1999).

A ingestdo de compostos que tenham atividade antioxidante é muito importante para

combater os radicais livres e varios métodos quimicos, biologicos e eletroquimicos tém sido
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propostos para avaliar o poder antioxidante de compostos como os polifendis (BRENNA;
PAGLIARINI, 2001).

Nesta perspectiva, analisando o processo de elaboracdo de sucos da industria vinicola, 0s
compostos antioxidantes presentes nos residuos industriais justificam o aproveitamento deste
residuo, pela agregacdo de valor e pela contribuicdo na diminuicdo do impacto ambiental
provocado pelo seu descarte, além dos seus beneficios para a saltde (ROCKENBACH et al.,
2008).

Essa situacdo explica o interesse crescente em explorar e agregar valor aos subprodutos da
uva, visto que a recuperacdo de compostos a partir dos rejeitos das industrias de suco e vinho
poderia representar um avanco significativo na manutencdo do equilibrio ambiental, ja que nas
vinicolas as grandes quantidades de residuos gerados causam sérios problemas em termos
ecologicos e econdmicos (ALONSO et al., 2002; LOULI et al., 2004).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

As amostras analisadas sdo compostas por bagaco de uva (cascas + sementes) oriundo da
indUstria de sucos e obtido ap6s as etapas de prensagem e filtracdo. As variedades de uvas

utilizadas como objeto de estudo sao:

Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) - etapa inicial;
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) - etapa final;
BRS Magna (1° ciclo) - etapa inicial,

BRS Magna (1° ciclo) - etapa final;

Isabel Precoce (1° ciclo) - etapa inicial;

Isabel Precoce (1° ciclo) - etapa final,

N oo g bk~ w DR

BRS Magna (2° ciclo) - etapa final.

Essas amostras foram cedidas pela Embrapa Semi Arido, localizada no municipio de
Petrolina, Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, onde predomina o tipo climéatico semiérido.
Os residuos avaliados provenientes da inddstria de sucos sdo referentes ao primeiro e segundo

ciclos de producédo de uva da safra de 2015 (Figura 15). A etapa inicial consiste do bagaco (cascas
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+ sementes) obtido ap0Os a etapa de prensagem durante a elaboragdo dos sucos. A etapa final
corresponde a uma massa residual obtida apds a etapa de filtracéo realizada antes do procedimento
de envase dos sucos. Os ciclos de producdo das trés diferentes variedades de residuo de uva,
oriundas do Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Semiarido, correspondem aos ciclos do

primeiro e segundo semestre do ano de 2015.

Figura 15 - FracGes do bagaco de uva: cascas e sementes.
Fonte: Autora.

As variedades de uva supracitadas contam com caracteristicas que atendem tanto a
demandas dos viticultores que trabalnam com uvas de mesa, quanto daqueles que cultivam uvas
para elaboracdo de sucos, segundo o Programa de Melhoramento Genético da Videira da
Embrapa. Com o objetivo de desenvolver novas cultivares, que apresentem ciclos produtivos
diferenciados ou que se destaquem pelo alto contetdo de matéria corante e de agucar, o Programa
de Melhoramento Genético de Uva, mantido pela Embrapa Uva e Vinho, contribui para aumentar
e diversificar as opcOes de cultivares para elaboracdo de suco no Brasil (CAMARGO, 2008;
RITSCHEL; MAIA, 2009).
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A variedade BRS Magna ¢ resultante do cruzamento ‘BRS Rubea’ x ‘TAC 1398-21°
(Traviu) e caracteriza-se pela ampla adaptacdo climética e pelos altos conteidos de acgucar e de
matéria corante (RITSCHEL et al., 2012), enquanto a BRS Violeta foi obtida a partir do
cruzamento ‘BRS Rubea’ x ‘IAC 1398-21°, enxertada, sobre o porta-enxerto IAC 572, na area
experimental da Embrapa Uva e Vinho/Estagdo Experimental de Viticultura Tropical, em Jales,
SP. A importéncia dessa variedade deve-se pela produtividade e pela qualidade da uva,

destacando-se o sabor, a intensa coloracéo e o teor de acucar do mosto (CAMARGO et al., 2005).

A cultivar Isabel Precoce é uma muta¢do somética espontanea e apresenta as caracteristicas
gerais da cultivar ‘Isabel’, porém sua maturagdo é antecipada com reducdo no ciclo vegetativo
entre a floracdo e a colheita. E uma cultivar vigorosa e fértil, com grande capacidade produtiva. A
coloracdo do mosto desta cultivar € mais intensa do que a coloracdo do mosto de sua forma
original, a ‘Isabel’, e para as condig¢Ges tropicais, essa cultivar é recomendada como alternativa
prioritaria para a elaboracdo de vinhos de mesa e de suco de uva, ja que oferece a possibilidade de

realizacdo de duas colheitas durante o periodo de estiagem (CAMARGO, 2004).

4.1.1 Preparo das amostras

Todas as amostras foram congeladas em ultra freezer e submetidas ao processo de
liofilizacdo em liofilizador de marca LIOTOP — modelo LP 510. Ap6s a liofilizacdo, as amostras
foram acondicionadas em embalagens plasticas de polietileno, seladas a vacuo e armazenadas na
auséncia da luz. Em seguida, as amostras foram conservadas a — 20°C em freezer até 0 momento
das andlises, que foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica — UNILAB e Laboratorio de
Frutos - UFC.

Com base na importancia da cultura para a regido do Submédio do Vale do Séo Francisco,
a Embrapa Semi Arido vem mantendo e caracterizando um Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
de videira (LEAO; FRANCO, 1999; OLIVEIRA et al., 2006; BORGES et al., 2008) para dar
suporte ao programa de melhoramento genético visando o desenvolvimento de variedades

adaptadas as condi¢des semiéridas.
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4.1.2 Obtencgao dos extratos

A obtencdo dos extratos para as anélises de compostos fenolicos e avaliacdo da atividade
antioxidante foi realizada segundo metodologias descritas por Rufino et al. (2007), Rufino et al.
(2007a) e Rufino et al. (2007b), trabalhos referenciados em varias pesquisas de enfoque na analise

de compostos bioativos em frutas tropicais.

Para a extracdo de polifendis biologicamente ativos de matérias vegetais, diversos métodos
e sistemas de solventes vém sendo usados. Quando o objetivo € obter corantes ou produtos
antioxidantes para a indlstria de alimentos, as extracBes geralmente sdo realizadas utilizando
agua, alcodis ou uma mistura deles, como é o caso dos &cidos fendlicos por serem compostos
polares (ANTOLOVICH et al., 2000; BISCAIA, 2007; ROCKENBACH et al., 2008).

Os extratos das amostras das sete variedades de bagago de uva foram preparados com 0,5 g
de material seco, utilizando como solventes extratores solu¢fes hidroalcodlicas de metanol 50% e

acetona a 70%, segundo o protocolo elaborado por Rufino et al. (2007).

Inicialmente, a extragdo foi realizada ao adicionar 20 mL de metanol 50% ao residuo de
uva. A solucdo entdo foi homogeneizada em vortex e deixada em repouso por 60 minutos a
temperatura ambiente. A extracdo foi procedida pelo uso da centrifuga a 11.000 rpm durante 20
minutos e o sobrenadante 1 foi recolhido e armazenado em um baldo volumétrico de 50 mL. Ao
precipitado, foi adicionado 20 mL de uma solucdo de acetona 70% (segunda solucdo extratora),
ficando em repouso por mais 1 hora, sob protecdo da luz, posteriormente homogeneizada e
centrifugada a 11.000 rpm por 20 minutos. O segundo sobrenadante obtido foi misturado ao
primeiro no mesmo baldo de 50 mL, o qual foi aferido com &gua destilada, obtendo-se assim o
extrato para determinagdo dos polifendis extraiveis (Figura 16). Em seguida, os extratos foram
transferidos para um recipiente de vidro ambar, onde ficaram armazenados ao abrigo da luz, e, por

fim, os extratos foram acondicionados sob refrigeracao.
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0,5 g da amostra Metanol 50% Acetona 70%

\— Primeira etapa da extragéoé

\

SOBRENADANTE 1 J<— --- Segunda etapa da extracdo ——

v
SOBRENADANTE 2 J

------------------ -+  PRECIPITADO J

1
v
Analise de Polifenotis ndo
extraiveis (NEPP)

Figura 16 — Fluxograma de extracdo dos compostos bioativos.
Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007).
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4.2 Determinacao do conteudo de polifenois extraiveis totais

Os polifenois extraiveis foram determinados através do método de Folin-Ciocalteau,
utilizando acido galico como padrdo, conforme metodologia descrita por Larrauri; Rupérez e
Saura-Calixto (1997) e adaptada por Rufino et al. (2007). A extracédo é realizada usando 1 a 25 g
de amostra, dependendo da polpa ou do subproduto. Este ensaio baseia-se na oxida¢do dos grupos
hidroxila dos fendis, em meio basico, pelo reagente de Folin-Ciocalteau (que consiste na mistura
dos é&cidos fosfomolibidico e fosfotungustico). A reducdo deste reagente pelos compostos
fenolicos produz uma mistura de Oxidos de tungsténio e molibdénio de coloracdo azul

caracteristica, monitorados espetrofotometricamente (MONTEIRO et al., 2006).

Em tubos de ensaio foram adicionadas aliquotas de 50 uL dos extratos (sobrenadantes),
sendo acrescentada agua destilada para completar o volume para 0,5 mL. Foram entdo adicionados
0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau, 1,0 mL de Na.COz a 20% e 1,0 mL de agua destilada. Os
tubos de ensaio foram homogeneizados em agitador vortex e deixados em repouso fora do alcance
da luz, por 30 minutos. Um reagente branco foi conduzido nas mesmas condi¢oes e foi construida
uma curva analitica contendo 50, 40, 30, 20, 10, 0 pg.mL de &cido gélico. A leitura foi realizada
em espectrofotdbmetro a 700 nm, usando como referéncia a curva padrdo de acido galico. Os
resultados foram expressos em mg de &cido galico por 100 g de amostra (Figura 17).

Figura 17 — Analise para dosagem de polifenois extraiveis totais.
Fonte: Autora.
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4.3 Determinacgéo da atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante dos alimentos, além de informar o potencial
antioxidante dos mesmos antes de ser ingerido, € importante para avaliar a protecdo contra a sua
oxidacdo e deterioracdo, reacdes que podem levar a diminuicdo da sua qualidade e do seu valor
nutricional (LIMA, 2008).

Diversas técnicas analiticas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in
vitro de forma a permitir uma rapida selecdo de substancias e/ou misturas de compostos bioativos
que, isoladamente ou sinergicamente, se tornam importantes na promog¢do da saude. S&o ensaios
que envolvem diferentes mecanismos do sistema de defesa antioxidante, desde a decomposicao de
perdxidos, avaliacdo do sequestro de radicais ou quelacdo de ions metalicos (PULIDO; BRAVO;
SAURA-CALIXTO, 2000). Dentre os métodos mais utilizados destacam-se os métodos de
reducdo do radical livre DPPHe (radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila) e reducdo do radical ABTS"
[2,2-azino-bis (3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico)] (RUFINO et al., 2007a; RUFINO et al.,
2007b; VALENTE, 2015).

4.3.1 Método de sequestro do radical DPPHe

A molécula de DPPH ¢é caracterizada como um radical livre e estavel em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Este radical aceita um elétron ou
radical hidrogénio para se tornar uma molécula estavel, ou seja, é reduzido na presenca de uma
molécula antioxidante, conforme pode ser observado na Figura 18, onde ¢ ilustrada a reacdo do
radical DPPH com um antioxidante genérico (CASAGRANDE, 2014).

/:\\ —
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cor: violeta escuro cor: amarelo

Figura 18 — Estabilizacdo do radical livre DPPH.
Fonte: Adaptado de Rufino et al. (2007b).
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Este ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia
em sequestrar o radical DPPH, reduzindo-o a 2,2-difenilpicrilidrazina originando uma solucéo de
coloracdo amarela (Figura 19). Através do decréscimo da absorvancia, determina-se a quantidade
do radical DPPH que é consumido pelo antioxidante ou a porcentagem do radical livre DPPH
remanescente no meio reacional (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; RUFINO et al., 2007b).

Figura 19 — Atividade antioxidante pelo método DPPH.
Fonte: Rufino et al. (2007b).

Procedimento do ensaio:

Solucdo metandlica 0,06 mM de DPPH foi preparada a partir de 2,4 mg de DPPH
dissolvido em metanol para o volume de 100 mL em baldo volumétrico. A solucdo preparada no
dia da andlise foi homogeneizada e transferida para um frasco de vidro ambar, devidamente
etiquetado. O meio reacional consistiu de 100 pL dos extratos das amostras (sobrenadantes),
realizados em triplicata, adicionado de 3,9 mL da solu¢do metandlica de DPPH. O sistema foi
colocado em repouso e protegido da luz, a partir da adicdo de DPPH e, ap6s 30 minutos, foi
realizada a leitura da absorbéncia a 515 nm. Foi utilizado como curva padrdo solu¢bes com
diferentes concentragdes de DPPH variando entre 0 a 60 puM. A leitura da absorbancia final para o
calculo do ECs foi feita depois de realizada a estabilizacdo da absorbancia para os extratos do
residuo de uva (tempo ECsp). O alcool metilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotbmetro e o resultado foi expresso em g fruta/g DPPH (RUFINO et al., 2007Db).
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4.3.2 Método de sequestro do radical ABTS™

O método do radical ABTS™ consiste na producado deste radical a partir de seu precursor, o
acido 2,2’-azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) (Figura 20). E um composto croméforo,
quimicamente estavel e com alta solubilidade em 4gua (MILLER et al., 1993).

0,8 S \= e ﬁs%antmxldante ® \_ N=N —/s
\@:N/ " \y

K:50s

CHy C,H, CHs CaHs
ABTS (verde) ABTS* (verde azulado)

Figura 20 — Formacéo do radical ABTS™
Fonte: Adaptado de Barreto (2008).

O método baseia-se na geracdo do ABTS™, de cor azul esverdeado, por meio da reacéo da
solucdo estoque de ABTS com perssulfato de potéassio. Com a adi¢cdo de um antioxidante ocorre a
reducdo do ABTS" a ABTS promovendo a perda da coloracdo do meio reacional, como é
observado na Figura 21. Com a extensdo da perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS" é
determinada em fungdo do Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2- &cido carboxilico), um

padrdo submetido as mesmas condigdes de analise do antioxidante (RE et al., 1999).

Figura 21 — llustracdo da descoloragédo do radical ABTS™
Fonte: Rufino et al. (2007a).
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O radical ABTS™ é solvel em solventes aquosos e organicos e ndo é afetado por forca
ibnica, podendo ser utilizado na determinacdo da capacidade antioxidante de extratos e fluidos
corporeos, hidrofilicos e lipofilicos, o que Ihe confere vantagem em relacdo a outros métodos, e
tem sido aplicado em alimentos, vinhos e cervejas, além de amostras bioldgicas (SCALFI et al.,
2000; MAZZA et al., 2002; AWIKA et al., 2003).

Procedimento do ensaio:

A atividade antioxidante pelo método ABTS [4cido 2,2’-azino-bis(3-etil-benzotiazolina-6-
sulfénico)] foi avaliada conforme a metodologia descrita por Rufino et al. (2007a). O radical
ABTS'™ foi formado pela reacdo de 5 mL da solucdo ABTS 7 mM com 88 pL da solucdo de
persulfato de potassio 140mM, incubados a temperatura ambiente e na auséncia de luz, durante 16
horas. Uma vez formado, o radical foi diluido com etanol P.A. até a obtencdo do valor de
absorbancia entre 700 e 705nm. A leitura espectrofotométrica foi realizada exatamente apos 6
minutos, a partir da mistura do radical com o extrato das amostras de residuo de uva a 734 nm.
Utilizou-se uma aliquota de 30 pL de cada diluicdo do extrato (sobrenadantes) e 3 mL de radical
ABTS™. A curva padrédo de Trolox, gerada nas concentracfes de 100 uM a 1.500 uM, foi obtida a
partir dos valores das absorbancias das diferentes concentra¢cbes de Trolox. Os valores da
atividade antioxidante foram obtidos a partir da absorbancia equivalente a 1.000 uM de Trolox,

sendo os resultados expressos em uM Trolox.g™ (RUFINO et al., 20074a).

4.4 Determinacdo do contetdo dos macroantioxidantes

Os macroantioxidantes (MACAN) sdo aqueles polifendis dietéticos que, apds a ingestdo,
ndo sao significativamente liberados da matriz alimentar por influéncia da mastigacao, pH, acidez
do estdmago ou acdo de enzimas digestivas. Eles chegam ao célon quase intactos, onde sdo
submetidos a extensas transformacfes pela microflora coldnica. A fracdo de polifendis néo
extraiveis ou MACAN inclui macromoléculas de alto peso molecular, e compostos fendlicos,
como os acidos fenodlicos, associados a macromoléculas, principalmente constituintes de
polissacarideos de fibra dietética e proteinas (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-
CALIXTO, 2013). Taninos condensados ou proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA), e polifendis
hidrolisaveis (HPP), incluindo taninos hidrolisaveis, ou polifenois liberados de macromoléculas
por hidrdlise sdo os principais componentes dos MACAN (SAURA-CALIXTO, 2012).
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A determinacdo dos macroantioxidantes em alimentos vegetais requer vérias etapas, a fim
de remover compostos fendlicos de baixo peso molecular e outras substancias sollveis, assim
como romper macromoléculas, principalmente as associadas a proteinas e polissacarideos. Devido
a natureza complexa do MACAN, é bastante dificil obté-los como compostos puros e o produto do
isolamento é um concentrado destes tipos de compostos (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO;
SAURA-CALIXTO, 2014). Adaptacoes especificas foram realizadas para a analise do bagaco de

uva para o isolamento dos macroantioxidantes.

O conteudo de MACAN foi determinado segundo a metodologia sugerida por Pérez-
Jiménez e Saura-Calixto (2015). O procedimento comum usado para obter dados sobre o contetido
e composicao de polifendis em alimentos esta representado na Figura 22. As amostras sao tratadas
com solventes organicos aquosos para obter extratos de EPP e precipitados de NEPP que séo
usados para analise por espectrofotometria (SAURA-CALIXTO, 2012).

ALIMENTOS VEGETAIS

Extracio — organico-aquosa

EXTRATO
Centrifugacao
SOBRENADANTE RESIDUO —— GERALMENTE
T DESCARTADO
Polifendis Extraiveis Pn.llfeuma fao Ef‘h.m,‘ e
(Compostos Poliméricos)
l Alfernativa- .
4
Banco de Dados — Composicio dos Hidrolise Quimica ou Enzimatica
alimentos
1 I
|
Y
Pesquisa Quimica e Medica - Nutricao Polifenois nio Extraiveis
(NEPP)

Figura 22 — Procedimento usual para a analise de EPP em alimentos e para determinar o NEPP.
Fonte: Adaptado de Saura-Calixto (2012).
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Uma extracdo quimica com solventes organicos hidroalcoolicos (metanol 50% e acetona
70%) foi realizada nos residuos de uvas, o que libera o contetudo de EPP (polifendis extraiveis) na
fracdo sobrenadante e também produz um precipitado. O precipitado é entdo submetido a hidrolise
quimica, realizada em duas etapas, a fim de liberar o contetdo de HPP (polifenois hidrolisaveis) e
NEPA (proantocianidinas ndo extraiveis) do residuo de uva. Os hidrolisados obtidos apos estes
tratamentos foram entdo analisados utilizando técnicas espectrofotométricas (PEREZ-JIMENEZ;
SAURA-CALIXTO, 2015).

Para a anélise do conteido de HPP, inicialmente o precipitado foi submetido a hidrélise
acida durante 1h a 85°C com a mistura de metanol e &cido sulfurico, misturados gota a gota
cuidadosamente (HARTZFELD et al., 2002). O pH foi ajustado posteriormente com hidroxido de
sodio para 5,5. Logo ap6s o ajuste do pH, a analise seguiu com as indicag¢fes do protocolo para
determinacdo do contetido de EPP, usando o acido galico como padrdo. A determinacdo do teor de

HPP foi medido por espectrofotometria a uma absorbancia de 750 nm.

A fracdo de NEPA foi determinada a partir dos precipitados da extracdo de EPP, os quais
foram tratados com a mistura butanol/HCI/FeCl; a 100°C durante 1h (PEREZ-JIMENEZ;
ARRANZ; SAURA-CALIXTO, 2009). A absorvancia das fracdes de NEPA foi medida nos
cumprimentos de onda de 555 e 450 nm (ZURITA; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2012), a
fim de detectar antocianinas e compostos de xantilio, respectivamente. Os resultados foram
comparados com um padrdo de proantocianidina (Ceratonia siliqua I. — Nestlé Ltda), que € rico
em proantocianidinas de alto peso molecular. A soma das fragdes de HPP e NEPA correspondem
ao conte(ido de macroantioxidantes evidentes na matriz alimentar (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-
CALIXTO, 2015).

4.5 Analise Estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata constituido por bagaco de amostras de uvas,
pesando 0,59 de cada amostra. Os resultados foram expressos como valores médios + desvio
padrdo, e confeccionados graficos do tipo boxplot (BUSSAB; MORETTIN, 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de polifenois extraiveis totais

O teor de polifendis extraiveis totais, nos extratos hidroalcodlicos dos residuos de uva,
variou entre 151,89 a 357,32 mg EAG/g. No ciclo do primeiro semestre, as variedades que
apresentaram maior destaque quanto ao contetdo de polifenois foram observadas nos residuos das
variedades BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial; Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa

inicial; Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa final.

No ciclo do segundo semestre, ndo houve uma variacdo significativa do contetdo de
polifendis extraiveis totais conforme observado na variedade BRS Magna (2° ciclo) — etapa final
quando comparado ao ciclo do primeiro semestre de producdo do ano de 2015, conforme os

resultados expressos na Tabela 3.

A curva de calibracdo para determinacdo dos polifendis extraiveis totais, usando o acido

galico como padrao, foi definida pela equacdo y = 0,0164x + 0,0954 (R? = 0,9975).

Tabela 3 — Determinacédo de polifendis extraiveis totais dos extratos elaborados de residuos de uva (média
+ desvio padrdo).

Variedades de residuos de uvas Polifendis Extraiveis Totais (mg &cido
galico/100g de amostra)
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa inicial 231,42 + 15,53
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa final 228,21 + 4,51
BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial 357,32 + 23,13
BRS Magna (1° ciclo) — etapa final 151,89 £+ 19,06
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa inicial 284,39 + 4,83
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa final 155,55 £ 14,92
BRS Magna (2° ciclo) — etapa final 151,95+ 11,25

A partir dos dados da Tabela 3, observa-se que os compostos fenolicos presentes em
sementes e cascas extraidos durante o processo de elaboracdo de sucos de uva, contribui para a
composicdo de substancias bioativas presentes em residuos da inddstria de sucos. Todas as
analises foram conduzidas em triplicata e os resultados apresentados com média seguidos do

desvio padréo.
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A quantificacdo de compostos fenodlicos totais € uma estimativa do contetdo de todos os
compostos pertencentes as classes de compostos fendlicos em uma amostra (JACQUES et al.,
2010).

Os resultados mostrados confirmam os achados de Cataneo e colaboradores (2008), Lopes
(2013) e Jacques e colaboradores (2014) para residuos de uva. Para Cataneo et al. (2008), o
conteudo encontrado para polifendis extraiveis totais de extratos do bagaco da uva “Couderc 13”
variou entre 109,64 mg EAG/100g a 207,79 mg EAG/100g; logo para a variedade do bagaco da
uva “Pinot gris” o teor de polifendis encontrado variou de 370,16 mg EAG/100g a 420,61 mg
EAG/100g. Na anélise realizada por Lopes (2013) foi avaliado o residuo de uvas “Concord” € o
conteudo de polifendis extraiveis totais distribuiu-se na faixa de 257,2 mg EAG/100g a 339,7 mg
EAG/100g de residuo. Ja em estudo avaliado por Jacques et al. (2014), o contetido de polifendis
extraiveis totais para o bagago de uva da variedade “Cabernet franc” foi de 1.086 mg EAG/100g

amostra.

Esses autores também associaram a atividade antioxidante com a presenca de substancias
fendlicas. Diversos estudos tém demonstrado que h& correlagdo bastante positiva entre a
capacidade antioxidante de uma fruta e sua quantidade de polifenol (MELO et al., 2008).

Postingher (2015) estudou variedades de residuos de uvas “Isabel” e “Bordd” (Vitis
labrusca L.) e encontrou, quanto a concentracdo do conteudo de polifendis, valores variando de
80,17 mg EAG/100g a 122,39 mg EAG/100g. Em pesquisa realizada por Llobera e Cafiellas
(2007), com bagago de uva da variedade “Manto negro” (Vitis vinifera L.), encontrou teores
médios de compostos fenolicos extraidos sequencialmente com metanol a 50% e acetona a 70%
(v.vl) entre 2,63 a 11,6 g EAG/100g peso seco da amostra. Em avaliago realizada por Soares et
al. (2008), o contetido de polifendis extraiveis totais encontrados para as cascas das uvas “Isabel”
e “Niagara” foram de 196,83 e 183,04 mg/100g de casca, respectivamente. Em estudos avaliando,
separadamente, polpa e bagaco de uvas, Katalinic et al. (2010) e Lutz et al. (2011) confirmaram
teores mais elevados de polifendis extraiveis totais no bagaco do que em polpas de uvas, pois a

semente presente no bagago ¢ uma fonte importante de flavonéis (VEDANA et al., 2008).

Nessa perspectiva, o0s resultados descritos em diferentes estudos se aproximam dos
encontrados neste trabalho, mostrando que os extratos de bagacos de uva estudados apresentaram
teores elevados de compostos fendlicos. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo
encontram-se de acordo com os descritos na literatura quando comparados com outras variedades

de residuos de uvas.
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Vale considerar que o conteudo de compostos fendlicos que prevalece nos produtos
elaborados com uva e seus residuos podem ser dependentes de varios fatores, entre eles, a
variedade da uva, condigdes climaticas (CHAVARRIA et al., 2011), praticas agronémicas,
condi¢cdes de armazenamento pds-colheita e processamento, bem como nas diferentes fracdes
(casca, polpa, sementes, suco) e o0 método aplicado na extracdo destes compostos (RODRIGUEZ
MONTEALEGRE et al., 2006; FALCAO et al., 2007; XIA et al., 2010).

5.2 Avaliacdo da atividade antioxidante

Conforme Rufino et al. (2009), os alimentos que possuem naturalmente em sua
composi¢do substancias com carater antioxidante, tém atraido o interesse da comunidade cientifica
devido aos possiveis efeitos nutricionais e terapéuticos associados ao seu consumo. E reconhecido
que, além dos antioxidantes naturais exercerem papel na defesa endogena de plantas, sua insercédo
na dieta confere protecdo contra diversos eventos patologicos (NATIVIDADE, 2010). Nesta
perspectiva, é importante considerar o teste para a avaliacdo da atividade antioxidante em residuos
industriais de uva, visto que estes sdo considerados potencialmente ricos em compostos fenolicos

antioxidantes.

5.2.1 Método DPPH

A atividade antioxidante em fung@o da concentracdo do extrato do bagaco das diferentes
variedades de uvas, por meio do método DPPH, esta apresentada na Tabela 4.

A curva de calibracdo para determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH,
cujos resultados séo expressos com base no valor do ECso, foi definida pela equacéo y = 0,012x +
0,006 (R? =0,999).



66

Tabela 4 — Valores para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método DPPH dos extratos
elaborados de residuos de uva expressos em g fruta/g DPPH (média £ desvio padrao).

Variedades de residuos de uvas Atividade Antioxidante (g fruta/g DPPH)
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa inicial 0,14 £ 0,03
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa final 0,58 £ 0,07
BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial 0,10 + 0,02
BRS Magna (1° ciclo) — etapa final 0,36 £ 0,02
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa inicial 0,17 £ 0,02
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa final 0,27 £0,01
BRS Magna (2° ciclo) — etapa final 0,31+£0,01

O ensaio do sequestro do radical do DPPHe est4 baseado no principio de que ao aceitar um
atomo de hidrogénio a partir da molécula antioxidante, ha redu¢do do DPPHe para DPPH_,
ocorrendo a alteracdo da cor purpura da solucdo para amarelo, com uma concomitante diminuicéo
na absorbancia. A mudanca de cor é monitorada por espectrofotometria e utilizada para a
determinacdo de parametros de propriedades antioxidantes (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY,
2012), sendo assim, a pesquisa da atividade sequestrante do DPPHe estima o poder redutor de um
composto antioxidante, que ao doar elétron para um radical livre, oxida-se (DUARTE-ALMEIDA
et al., 2006). O valor do ECsg na determinacdo da atividade antioxidante consiste na concentracéo
do extrato necessaria para reduzir 50% do radical DPPH, ou seja, essa é a concentracao de extrato
necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial de radical DPPH. Quanto menor o valor de
ECso, maior o potencial antioxidante do extrato (SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1998).

Entre as variedades de uvas avaliadas, a maior atividade antioxidante total, determinada
pelo método DPPH, nos dois ciclos de producao, foi observada nos bagacos BRS Magna (1° ciclo)
— etapa inicial com 0,10 g/g DPPH; Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa inicial com 0,14 g/g DPPH
seguido da amostra Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa inicial com 0,17 g/g DPPH

para reduzir em 50% os radicais livres da solucéo.

Ruberto et al. (2007) ao avaliarem a atividade antioxidante dos extratos dos compostos
fenolicos de cinco bagacos de uva da espécie Vitis vinifera, determinaram uma variacdo de ECso
entre 0,014 e 0,038 mg/mL no teste de sequestro do radical DPPH. Em estudo realizado por Silva
(2010), a partir da comparacao entre os residuos de diferentes espécies de uvas, foi constatado que

a variedade “Syrah” apresentou a maior atividade antioxidante em relagdo as outras amostras
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testadas, apresentando valor de ECsp calculado em 1,09 pg/mL. Rubilar et al. (2007) em seu
estudo determinaram um valor de ECso de 0,2 mg/mL para um extrato obtido de bagaco de uva da
variedade “Cabernet Sauvignon”. Anastasiadi et al. (2010), avaliando variedades de uvas
vermelhas (“Mandilaria” ¢ “Voidomatis™) da espécie Vitis vinifera, observaram valores médios
variando de 10,9 a 14,4 ng/g de extrato. Postingher (2015) na avaliacdo da atividade antioxidante
pelo método DPPH das variedades de residuos de uvas “Isabel” ¢ “Bord6™ (Vitis labrusca L.),

obeteve valores compreendidos entre 0,46 mg/mL a 0,70 mg/mL.

A comparacéo dos resultados obtidos por Ruberto et al. (2007), Silva (2010), Rubilar et al.
(2007) e Anastasiadi et al. (2010) para os residuos de diferentes espécies de uvas sugere que ndo
somente a variedade da uva interfere no potencial antioxidante da amostra, mas também o periodo

de colheita, forma de cultivo, solo, entre outros fatores (SUN et al., 2001).

No presente estudo, comparando o residuo BRS Magna (1° ciclo) — etapa final, decorrente
do ciclo do primeiro semestre do ano de 2015, com o residuo correspondente da mesma variedade
referente ao ciclo do segundo semestre BRS Magna (2° ciclo) — etapa final, o perfil antioxidante
das duas amostras nos diferentes ciclos do ano, ndo apresentou diferenga expressiva, assim como
observado quanto ao teor de polifendis extraiveis totais, indicando uma estreita relacdo entre o
conteudo de polifendis presente na matriz alimentar com o perfil antioxidante da amostra. Desse
modo, esse resultado alinha com os valores encontrados para a anélise dos polifendis extraiveis
totais na variedade citada, onde o teor de polifendis nos diferentes periodos do ano também se

mostrou equivalente.

De acordo com Mazza (1995) o contetido de compostos fendlicos no suco varia de acordo
com a variedade da uva, com a maturidade, regides e periodos de cultivo das mesmas. Abe et al.
(2007), observaram que ha uma correlacédo positiva entre o contetdo de compostos fendlicos e a
capacidade antioxidante da uva. Por ser a matéria-prima para a producdo de vinhos e sucos, torna-
se importante conhecer os teores de compostos fendlicos das uvas, pois estes podem influenciar a
qualidade dos produtos finais. Quanto mais intensa a colorac¢do da uva, mais interessante se torna
do ponto de vista funcional, j& que as uvas de coloragdo escura apresentaram maior contetido de

compostos fendlicos e capacidade antioxidante.
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5.2.2 Método ABTS

Tendo em vista que os estudos sobre plantas bioativas incentivam o interesse ndo somente
pelo seu alto indice de potencial terapéutico, mas também por ser uma possivel substituicdo dos
antioxidantes sintéticos utilizados na industria por antioxidantes de fontes naturais, avaliou-se
desta vez a atividade antioxidante frente ao radical livre ABTS™", cujo método permite a avaliacdo
de diversos compostos bioativos (RE et al., 1999; RUFINO et al., 2007b).

Dentre os diversos métodos possiveis para a obtencdo da avaliacdo da atividade
antioxidante, o método do sequestro do radical livre ABTS™ tem sido um dos mais utilizados,
devido ao seu alto indice de sensibilidade, rapidez e estabilidade, considerando assim tanto
compostos hidrofilicos quanto compostos lipofilicos presentes nas amostras estudadas, entretanto,
para que se obtenha o radical livre ABTS € preciso que ocorra uma reacdo de oxidacdo do ABTS
com o persulfato de potassio (KUSKOSKI et al., 2005).

No presente estudo para a avaliacdo da atividade antioxidante determinada pelo método de
sequestro do radical livre ABTS™, foi necessario construir uma curva padrao utilizando o Trolox
como padréo de referéncia, a qual foi obtida por meio das leituras das absorbancias em funcéo das
concentragdes que variaram entre 100 a 1.500 uM (RUFINO et al., 2007b), sendo importante
destacar que, segundo Sousa, Vieira e Lima (2011), quanto maior for o valor da capacidade

antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), maior é a capacidade antioxidante da amostra.

Por intermédio da equacdo da reta y = 0,0003x + 0,697, que mostrou um coeficiente de
correlacdo de 0,996, obtida através da curva padrdo utilizando o trolox como padrao de referéncia,

a atividade antioxidante foi calculada e expressa em puM trolox/g.

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados relativos a atividade antioxidante dos extratos
hidroalcodlicos de residuos da elaboracdo de sucos de uva pelo método de sequestro do radical
ABTS™.
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Tabela 5 — Valores para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS dos extratos
elaborados de residuos de uva expressos em UM trolox/g (média + desvio padréo).

Variedades de residuos de uvas Atividade Antioxidante (LM trolox/g)
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa inicial 357,80 £ 19,15
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa final 397,62 + 29,31
BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial 860,84 + 13,24
BRS Magna (1° ciclo) — etapa final 460,68 + 27,18
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa inicial 661,24 + 12,33
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa final 538,67 + 11,48
BRS Magna (2° ciclo) — etapa final 529,53 + 37,34

De acordo com Cataneo et al. (2008), o potencial antioxidante do residuo agroindustrial de
uvas das variedades “Couderc 13” e “Pinot gris”, determinadas pelo método ABTS, foram, em
média, de 463,46 uMol TEAC/g na variedade “Pinot gris” e de 98,92 uMol/g para a variedade
“Couderc 13”. Soares et al. (2008) investigaram os residuos de duas variedades de uva (“Isabel” e
“Nidgara”) e, a partir do método ABTS para determinacdo da atividade antioxidante, encontraram
valores de TEAC de 89,22 uM/100g para a uva “Isabel” e 157,31 uM/100g para 0 extrato da uva

“Nidgara”.

Para Melo (2010), os valores de atividade antioxidante equivalentes ao trolox referentes
aos extratos etandlicos do bagaco de seis diferentes variedades de uva (“Pinot noir”, “Petit
verdot”, “Cabernet sauvignon”, “Verdejo”, “Isabel” e “Moscato”) variaram entre 69,43 a 511,97

MM trolox/g residuo.

Em estudo elaborado por Rockenbach et al. (2011), a avaliacdo da atividade antioxidante
pelo método ABTS para bagacos de uvas vermelhas (Vitis vinifera L. e Vitis labrusca L.)
correspondente as variedades “Cabernet sauvignon”, “Merlot”, “Bordeaux” e “Isabel” apontou
para os residuos de uva valores compreendidos entre 193,36 uM TEAC/g a 485,42 uM
TEAC/100g da amostra.

Em um estudo anterior sobre bagaco de uva vermelha das variedades “Regente” e “Pinot
noir”, os valores médios de 419 uMol TEAC/g e 477 uMol TEAC/g foram obtidos usando o
método ABTS para a avaliagdo da atividade antioxidante dos residuos pesquisados
(ROCKENBACH et al., 2007).
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A maioria das variedades dos bagagos analisados oriundos da elaborag¢do de sucos de uva
apresentaram valores de atividade antioxidante pelo método ABTS semelhantes nas duas etapas de
producdo, com excecao da variedade BRS Magna (1° ciclo) — etapas inicial e final. As variedades
BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial e Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa inicial se
destacaram com maiores valores no ciclo do primeiro semestre do ano de 2015. A variedade BRS
Magna (2° ciclo) — etapa final, referente ao ciclo do segundo semestre do mesmo ano, também
apresentou elevado potencial antioxidante em comparacdo com as demais variedades de etapa
inicial. Os valores citados na literatura se aproximam dos encontrados para 0s residuos

investigados no presente estudo.

A variacdo da expressdo da atividade antioxidante por diferentes métodos sugere que 0s
compostos fendlicos desses residuos exercem atividades antioxidantes por mecanismos de agédo
distintos, dependendo da polaridade do meio reacional (MELO et al., 2011). O ensaio de ABTS é
muito utilizado para testar extratos de alimentos em varios tipos de frutos por apresentar vantagens
em relacdo a outros métodos, pois pode ser utilizado tanto para amostras hidrossollveis quanto
lipossoluveis (LIMA, 2008).

Cada método de andlise possui particularidades, portanto testes preliminares devem ser
realizados a fim de adequar o ensaio a ser adotado. Devido aos diversos tipos de radicais e aos
diferentes sitios de acdo, dificilmente havera um unico método capaz de representar de forma

segura e precisa a verdadeira atividade antioxidante de uma substancia (SUCUPIRA et al., 2012).

5.3 Conteudo de compostos macroantioxidantes no bagaco de uva

Estudos que fornecam uma abordagem completa para a analise de todos os componentes
do MACAN ainda sdo muito escassos, uma vez que esta metodologia precisa de adaptacdes para
algumas etapas do processo pela combinacdo de tratamentos enziméaticos com novas estratégias,
como microondas ou ultra-som (ARRANZ et al., 2009, 2010).

Para esta analise, o alcool butilico foi utilizado como branco para calibrar o
espectrofotdmetro e o resultado foi expresso em mg/100g de matéria seca (PEREZ-JIMENEZ;
DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2014).

A Tabela 6 mostra o conteudo de NEPP, estimado como a soma de HPP (polifenois
hidrolisaveis) e NEPA (proantocianidinas ndo extraiveis) dos residuos de uva avaliados da

industria de sucos. As maiores concentragdes de NEPP sdo evidentes nas amostras BRS Magna (1°



71

ciclo) - etapa final com 610,7 mg/100g de matéria seca, seguida da variedade Isabel Precoce +
BRS Violeta (1° ciclo) — etapa final contendo 570,1 mg/100g de matéria seca e a variedade Isabel
Precoce (1° ciclo) — etapa final com o teor de polifendis ndo extraiveis de 552,9 mg/100g de
matéria seca presente no bagaco avaliado. Todas as analises foram conduzidas em triplicata e 0s

resultados apresentados com médias seguidas do desvio padrao.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 6, o conteddo de polifendis nédo
extraiveis se destaca nos residuos de uva correspondentes a etapa final do processo de obtencéo do
residuo. Desta forma, estima-se que o conteudo de NEPP estd associado ao teor de compostos
polifendlicos encontrados prioritariamente na casca e nas sementes de uvas (MONRAD et al.,
2010). Os teores de proantocianidinas (taninos condensados) nas uvas, assim como 0s demais
compostos fendlicos, variam com o tipo de solo, o ano de colheita, de casta para casta, as

condigdes climatéricas e a forma de condugdo das cepas (CORREIA, 2014).

Tabela 6 — Determinacdo de polifendis ndo extraiveis dos extratos elaborados de residuos de uva (média +
desvio padrdo).

Amostras de residuos de uva NEPP(mg /100g matéria seca)
HPP (mg/100g) NEPA (mg/1009)
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa inicial 128,42 + 9,74 132,72 + 6,80
Isabel Precoce (1° ciclo) — etapa final 271,22 + 4,85 261,12 + 3,40
BRS Magna (1° ciclo) — etapa inicial 252,31 +7,85 294,82 + 9,07
BRS Magna (1° ciclo) — etapa final 284,63 + 8,70 326,12 + 5,29
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa inicial 227,73+ 8,41 289,07 + 5,86
Isabel Precoce + BRS Violeta (1° ciclo) — etapa final 280,36 + 12,81 289,74 + 3,78
BRS Magna (2° ciclo) — etapa final 282,74 + 6,22 313,28 + 3,87

Segundo Gil et al. (2000) e Vitaglione et al. (2008) uma porcdo apreciavel de polifendis
hidrolisaveis (taninos hidrolisaveis) pode ser observado em frutas, especialmente morangos, uvas,

romas, péssegos, cerejas, ameixas e mangas, que séo analisados em solventes organicos aquosos.

Em trabalho elaborado por Pérez-Jiménez; Diaz-Rubio; Saura-Calixto (2013), algumas
variedades de alimentos de origem vegetal (cereais, frutas, nozes e leguminosas) foram avaliadas
de modo a determinar o teor de polifenodis ndo extraiveis em varios alimentos. Uma estimativa

aproximada do conteudo de polifendis hidrolisaveis e proantocianidinas ndo extraiveis foram
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determinados com base no método de extragdo organico-aquoso para o teor total de polifendis da
matriz alimentar pesquisada. Conforme observado, o conteudo de polifendis hidrolisaveis para
frutas tais como cebola, acerola e caju, determinados em mg/100g de matéria seca, foram
respectivamente 410 mg/100g de matéria seca; 390 mg/100g de matéria seca; 1210 mg/100g de
matéria seca. Por sua vez, para a andlise de proantocianidinas, o conteldo determinado para
amostras secas de frutas como acai e banana corresponderam a 1210 mg/100g e 980 mg/100g de

matéria seca, respectivamente.

A andlise de polifendis extraiveis (EPP), polifendis hidrolisdveis (HPP) e
proantocianidinas ndo extraiveis (NEPA) em Varios tipos de frutas e nozes de acordo com Pérez-
Jiménez; Diaz-Rubio; Saura-Calixto (2013) mostrou que a contribuicdo de NEPP corresponde a
60 e 90% do teor total de polifendis e, portanto, representa a maior fracdo desses antioxidantes
dietéticos na matriz alimentar (PEREZ-JIMENEZ; DIAZ-RUBIO; SAURA-CALIXTO, 2013).

Em avaliacdo do contetdo dos dois principais tipos de MACAN (proantocianidinas nao
extraiveis e polifendis hidrolisaveis) em alimentos especificos identificados por Pérez-Jiménez;
Diaz-Rubio; Saura-Calixto (2014), foi observado o resultado para o conteldo de NEPP para uva
vermelha de 146 mg/100g de matéria seca. Em anélise para outras frutas vermelhas como acali,
maca, bagaco de macd e bagaco de amora, o trabalho realizado por Pérez-Jiménez; Diaz-Rubio;
Saura-Calixto (2013), considerou para o conteudo de polifendis ndo extraiveis valores entre 1.240
mg/100g de matéria seca; 37-43 mg/100g de matéria fresca; 18-23 mg/100g de matéria fresca;
1.685 mg/100g de matéria fresca, respectivamente para as frutas vermelhas pesquisadas.

Rufino et al. (2010) na andlise de residuos de frutas tropicais, acerola e caju, obtidos na
Estacdo Experimental da Embrapa Agroinddstria Tropical, Pacajus - CE, encontraram resultados
para taninos hidrolisaveis ou polifendis hidrolisaveis valores de 12,1 g.Kg* de matéria seca para o
caju e para acerola foi determinado 3,9 g.Kg! de matéria seca. Na avaliagio dos taninos
condensados ou polifendis ndo extraiveis foram encontrados para o caju o teor de 52,0 g.Kg? de
matéria seca e para acerola ndo foi detectado valores para o contetdo de taninos condensados. Em
sintese, este trabalho fornece novos dados nutricionais sobre a composicao de frutas tropicais -
acerola e caju - que apresentaram uma alta atividade antioxidante devido & combinagdo de altas

concentragdes de polifenois extraiveis e polifendis ndo extraiveis.

Em pesquisas mais recentes, Camacho et al. (2018) avaliaram o contetdo de EPP e NEPP
em algumas variedades de frutas tropicais. Conforme os dados obtidos, o conteddo com maior teor

de EPP para as diferentes frutas tropicais foi relatado para camu-camu e acerola, seguidos de acai,
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amora-preta tropical, murta e puca-preto, com valores variando de 1.176 mg/100g a 868 mg/100g
de matéria fresca. As maiores concentracdes de NEPP foram relatadas para banana, amora e caju,
seguido de acerola, com teores compreendidos entre 980 mg/100g e 390 mg/100g de matéria seca.
Deste modo, o conteudo de polifenois extraiveis e ndo extraiveis determinados como resultado do
presente estudo para residuos de uvas, mostra-se equivalente aos resultados encontrados na
literatura.

Como pode ser observado, o conhecimento da ingestdo total de polifendis nesses
alimentos, incluindo os teores de EPP e NEPP, ¢é essencial para uma melhor compreensdo das
propriedades nutricionais de polifendis dietéticos. No entanto, os dados atuais da literatura sobre a
ingestdo de polifendis estdo limitados a EPP (MINK et al., 2007; ZAMORA-ROS et al., 2010).

Embora apenas uma pequena parte da literatura existente sobre polifendis em alimentos
vegetais lida com o NEPP, os dados existentes mostram que eles podem ser ainda mais abundantes
do que o EPP em muitos alimentos vegetais (ARRANZ et al., 2009; PEREZ-JIMENEZ et al.,
2009). O NEPP pode ter aplicacbes potenciais na nutricdo animal (BRENES et al., 2008;
VIVEROS et al., 2011), na indUstria de alimentos (SANCHEZ-ALONSO et al., 2006, 2008;
SAYAGO-AYERDI et al., 2009) e na saGde humana (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008,
LIZARRAGA et al., 2011).
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6. CONCLUSOES

Os resultados revelam que o bagaco de uva formado pelas cascas e sementes oriundo da
industria de elaboracdo de sucos origindria das areas de cultivo do vale do Séo Francisco
corresponde a uma fonte valiosa de compostos fendlicos e macroantioxidantes. As quantidades
elevadas de compostos fendlicos e compostos antioxidantes presentes nos residuos, podem
transforma-los em produtos de alto valor agregado, com potencial para contribuirem tanto para a

salde humana quanto para a conservacao de alimentos.

A andlise dos resultados evidencia que, os residuos agroindustriais de uva das variedades
Isabel Precoce, BRS Magna e Isabel Precoce + BRS Violeta sdo importantes fontes de compostos
bioativos. Esses residuos apresentam-se como fontes potenciais de compostos fendlicos extraiveis
e ndo extraiveis e, portanto, exibem um potencial antioxidante apreciavel, visto que mesmo apos o
processamento da bebida ndo se remove todo o contetdo fendlico da uva, estando assim associado
a varios efeitos funcionais importantes. Desta forma, este bagaco que, na grande maioria das vezes
é desprezado e destinado ambientalmente de forma incorreta, pode ser considerado para uso na
formulagdo de produtos alimentares com o objetivo de aumentar os beneficios para a salde, além
de contribuir para a qualidade sensorial dos alimentos, devido ao seu importante potencial

antioxidante.

Sendo assim, os bagacos das variedades de uva cultivadas no Vale do S&o Francisco
podem ser apontados como excelentes fontes de antioxidantes naturais com resultados mais
efetivos e econdmicos do que o uso de antioxidantes sintéticos na protecdo do organismo contra 0s
danos oxidativos que promovem beneficios a salde e reduzem os riscos de desenvolvimento de
doencas cronicas, portanto, 0 seu consumo deve ser estimulado. Os antioxidantes
macromoleculares encontrados nestes residuos podem desempenhar um papel importante na satde
gastrointestinal, especialmente em relacdo a prevencdo do céancer de célon. Desse modo,
alternativas para o melhor uso dessa fonte natural de macroantioxidantes estad na elaboracdo de

produtos alimenticios como incremento de fontes naturais de compostos bioativos.

Nessa perspectiva, 0s avangos significativos em metodologias experimentais podem
permitir o estabelecimento de um conhecimento completo das propriedades e efeitos a saide dos
antioxidantes macromoleculares para o desenvolvimento de pesquisas e aplicagdes como um novo

tipo de ingrediente para as industrias de alimentos e farmacéutica.
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