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RESUMO

As vitaminas C, E e os flavondides sdo considerados excelentes antioxidantes,
capazes de interagir com espécies reativas de oxigénio com grande eficiéncia.
Varios sdao os métodos para testar a atividade antioxidante, podendo ser usados
para compostos isolados e extratos. Diversos estudos tém demonstrado que a uva é
fonte natural de antioxidantes e rica em compostos fendlicos, mas muito pouco
estudada quanto ao efeito do seu processamento nesses compostos. O objetivo
desse trabalho foi a determinagdo do efeito do processamento na atividade
antioxidante de uva. Como objetivos secundarios foram incluidos: comparagado da
capacidade antioxidante de extratos elaborados a partir de uva da cultivar Isabel e
de dois produtos dessa fruta elaborados em laboratério: o suco e a geléia, produtos
de grande consumo na populagdo, assim como correlacionar com a quantidade de
fendlicos totais e de antocianinas totais. Comparar também a atividade antioxidante
do suco elaborado com sucos comerciais. Os métodos empregados foram: radicais
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e 4&cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS). A extragdo hidroalcodlica favoreceu a extragcdo dos compostos
fendlicos e a elevada atividade antioxidante, mas a utilizagao de altas temperaturas
provocou a destruicdo de grande parte das antocianinas. O extrato hidroalcodlico a
quente apresentou atividade antioxidante superior para o método do DPPH e o
extrato hidroalcodlico a frio para o método ABTS. O extrato aquoso apresentou a
atividade antioxidante inferior nos dois métodos empregados. O suco preparado em
laboratério apresentou elevada atividade antioxidante em comparagao aos sucos
comerciais, apresentando-se abaixo apenas de um suco concentrado que tinha
como aditivo um composto utilizado também como antioxidante. Obteve-se boa
correlagdo (R? = 0,8203) entre os métodos utilizados para determinacéo da atividade
antioxidante, DPPH e ABTS. O processamento diminuiu a capacidade antioxidante
da uva, chegando a 60% e 51% para o suco e a geléia respectivamente. A
quantidade de fendlicos totais teve uma redugao de 66% no processamento do suco
e 68% no processamento da geléia. A perda mais expressiva ocorreu com as
antocianinas totais, sendo 71% e 92% no processamento do suco e da geléia
respectivamente.

Palavras-chave: Uva. Antioxidantes. DPPH. ABTS. Compostos fendlicos.
Antocianinas.



ABSTRACT

The vitamins C and E, as well as the flavonoids, are known to have excellent
antioxidant properties, taking up free radicals very efficiently. Several methods are
used to test antioxidant activity, either in extracts or isolate compounds. Many studies
have shown that grapes are a natural source of antioxidants and rich in phenolic
compounds, although little is known regarding the effects of processing on such
compounds. The objective of this study was to determine the effect of processing the
antioxidant activity of grape. Other aims included: compare the antioxidant capacity
of extracts of grapes of the cultivar Isabel, as well as in two laboratory-made
products: juice and gelly, both commonly consumed by the people. The amount of
anthocyanins and phenolic compounds were also determined and correlated. The
antioxidant capacity of the prepared grape juice was also compared to commercial
grape juices. Grape extracts, juice and jam were assessed for their antioxidant
capacity by both the free radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method and
the 2,2'-azinobis-3-ethylbenzotiazo-line-6-sulfonic acid (ABTS) method. The
hydroalcoholic method of extraction has proven more efficient than the aqueous
method in extracting phenolic compounds from samples. Although, when extraction
was carried out under high temperatures, a considerable amount of the grape
anthocyanins was destroyed. The hydroalcoholic extract obtained under heating
presented higher antioxidant capacity when the free radical DPPH method was used.
On the other hand, the cold hydroalcoholic extract presented higher antioxidant
capacity when the ABTS method was used. The aqueous extract presented lower
antioxidant capacity than the hydroalcoholic extract to both of the methods used. The
antioxidant capacity of the prepared juice was higher than that of commercial grape
juices, excepting from one of them that was added with an antioxidant additive. A
very strong correlation (R, = 0,8203) was observed between results from the two
methods used for measuring antioxidant capacity , namely the free radical DPPH and
the ABTS methods. The processing decreased the antioxidant capacity of grape,
reaching 60% and 51% for juice and jelly respectively. The amount of phenolic
compounds had a 66% reduction in the processing of juice and 68% in the
processing of jelly. The most significant decline occurred with the total anthocyanins,
with 71% and 92% in the processing of juice and jelly respectively.

Key words: Grape. Antioxidant. Fenolic compounds. Anthocyanines. DPPH. ABTS.
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1 INTRODUCAO

Os antioxidantes estdo sendo muito estudados por se associarem a redugao
de risco de muitas doencas. Busca-se cada vez mais o consumo de alimentos que
tragam beneficios a saude e os compostos antioxidantes sdo muito estudados
exatamente pelos seus beneficios ao organismo. Por isso a importancia de estudar
os alimentos e conhecer sua capacidade antioxidante.

O envelhecimento da célula, dos tecidos e do organismo como um todo, é
uma acao dos radicais livres, os seus efeitos sobre o organismo sido, de uma
maneira geral, nocivos e estao relacionados ha cerca de 60 condigdes clinicas, entre
elas a catarata, a aterosclerose, o cancer, isquemia, alteragdes no sistema nervoso,
entre outras (LANGSETH, 1995).

Em decorréncia da eficiéncia parcial do sistema antioxidante endégeno do
organismo humano, torna-se necessaria a contribuicdo de antioxidantes exdgenos,
obtidos através da dieta (PIETTA; SIMONETTI; MAURI, 1998).

Os alimentos, principalmente as frutas, verduras e legumes, contém agentes
antioxidantes, como as vitaminas C, E e A, a clorofilina, os flavondides,
carotenodides, curcumina e outros que sdo capazes de restringir a propagacao das
reagcdes em cadeia e as lesdes induzidas pelos radicais livres (STAVRIC, 1994,
FOTSIS et al., 1997; POOL-ZOBEL et al., 1997).

Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades
fisiolégicas (como antialergénica, antiaterogénica, antiinflamatéria, antimicrobiana,
antitrombdtica, cardioprotetiva e vasodilatadora), mas o principal efeito dos
compostos fendlicos tem sido atribuido a sua acédo antioxidante em alimentos
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Segundo Kim, Jeong e Lee (2003),
os compostos fendlicos, presentes nas frutas e hortalicas, sdo um dos principais
responsaveis pela atividade antioxidante destas.

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos
quando comparadas a outras frutas e vegetais (MAXCHEIX, 2000). E também uma
fruta muito consumida no mundo, tanto na forma in natura ou processada como
vinhos, sucos, doces ou geléias e muito associada a atividade antioxidante.

Tem sido demonstrado que a ingestdo de compostos que tenham atividade

antioxidante é muito importante, e varios métodos quimicos, biolégicos e
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eletroquimicos tém sido propostos para avaliar o poder antioxidante de compostos
como os polifendis (BRENNA; PAGLIARINI, 2001).

A determinacdo da capacidade antioxidante de uma amostra pode depender
da tecnologia e do radical livre gerador ou oxidante utilizado nesta medida. Além
disso, a comparacao de diferentes métodos analiticos constitui um fator chave para
ajudar os pesquisadores a escolher um método e entender os resultados obtidos
através do mesmo (CAO; PRIOR, 1998).

O consumo cada vez mais frequente de alimentos industrializados desperta o
interesse na qualidade desses produtos que estdo sendo consumidos e a influéncia
do processamento ainda é pouco estudada. Por isso a importancia em verificar a
influéncia desse processamento nos compostos benéficos que estdo presentes nos
alimentos in natura. Neste trabalho pretende-se verificar de que forma esta sendo

influenciada a atividade antioxidante da uva na elaboragéo do suco e da geléia.

1.1 OBJETIVOS

Objetivo Principal

Determinar o efeito do processamento na atividade antioxidante de uva

Objetivos Secundarios
Determinar a quantidade de fendlicos totais da uva e do suco e geléia elaborada;
Determinar a quantidade de antocianinas totais da uva e do suco e geléia
preparada a partir da fruta;
Determinar a atividade antioxidante da uva e dos sues subprodutos feitos em
laboratério;
Comparar as atividades antioxidantes da fruta e dos produtos elaborados;
Comparar a atividade antioxidante do suco elaborado com sucos comerciais;
Comparar os resultados obtidos na determinacdo dos fendlicos totais, das
antocianinas e da atividade antioxidante;
Comparar os resultados obtidos através dos métodos quimicos que determinam
a capacidade antioxidante, DPPH e ABTS.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 UVA

A cada dia que passa cresce o numero de adeptos a ingestdo de vinho tinto
devido as suas propriedades benéficas a saude. Na mesma proporgao, cresce
também o desenvolvimento de produtos alternativos, mas que tragam as mesmas
caracteristicas procuradas nos vinhos. O alvo deste interesse € um grupo de
substancias denominadas polifendis, entre as quais se encontra o resveratrol,
presente em diversas plantas, como eucalipto, amendoim, amoras, e especialmente
na uva e seus derivados (HILLIS et al., 1974, LANGCAKE et al., 1979, SOUTO et
al., 2001)

No mundo existem mais de 10 mil variedades diferentes de uvas, que se
adaptam a diferentes tipos de solo e clima, sendo cultivadas em varias regides.

As uvas podem ser classificadas em dois grandes grupos:

e De origem européia — Vitis vinifera — que se destina principalmente a
producao de vinhos finos.

e De origem americana — Vitis labrusca — destinada a produgao de vinhos,
sucos e derivados, entram na categoria das uvas comuns. A alta produgao de

V. labrusca no Brasil (80%) é devida as suas caracteristicas de rusticidade ao

clima e alta produgao de mosto (ALVES, 2006).

A producao no Brasil entre 2003 e 2007 de uvas, vinhos e derivados pode ser

verificada na tabela 1.

TABELA 1 — PRODUGAO DE UVAS, VINHOS E DERIVADOS NO BRASIL, NOS ANOS DE 2003 A

2007
PRODUTOS/ANOS 2003 2004 2005 2006 2007
Uvas Viniferas 43.367.979 62.593.792 70.609.245 56.596.447 72.151.978
Uvas Comuns 339.744.071 516.396.102 422.637.749 367.039.121 498.383.918
Total Uvas (em kg) 383.112.050 578.989.894 493.246.994 423.635.568 570.535.896
Vinhos Viniferas 23.918.885 42.902.608 45.496.898 32.193.976 43.176.484
Vinhos Comuns 179.280.945 313.962.284 226.037.432 185.075.887 275.287.909
Total Vinhos (L) 203.199.830 356.864.892 271.534.330 217.269.863 318.464.393
Derivados 29.156.088 51.923.276 53.502.201 59.512.689 70.890.923
Total de Vinhos e | 232.355.918 408.788.168 325.036.531 276.782.552 389.355.316
Derivados (L)

Fonte: UVIBRA, 2008.
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Em 2007, de acordo com a Uniado Brasileira de Viticultura (UVIBRA), o Brasil
produziu aproximadamente 498 milhdes de quilos de uvas comuns, um aumento de
18% em relacdo a producdo de 2005 e de quase 36% a de 2006. Deste total,
aproximadamente 55,2% destinou-se a producao de vinhos, 30,6% foi consumida “in
natura” e 14,2% resultou em sucos, geléias e outros derivados.

A cultivar Isabel, de origem americana, € também chamada de “Isabella”,
“Brasileira”, “Nacional” e “Frutilla” (no Uruguai), e é tida como hibrido natural de V.
labrusca X V. vinifera (ALVES, 2006).

Apresenta sabor caracteristico das labruscas, adaptando-se a todos os usos:
€ consumida como uva de mesa, utilizada para elaboragdo de vinhos brancos,
rosados e tintos, doces, secos e licorosos, espumantes, vinhos compostos, origina
suco de boa qualidade, sendo a base do suco brasileiro para exportacdo. Além
disso, pode servir de matéria prima para doces e geléias. (LEAO; SOARES, 2000).

Apresenta cachos de tamanho meédio, bagas arredondadas, de cor preta,
recobertas de pruina, polpa sucosa e doce (LEAO; SOARES, 2000).

Como caracteristica geral da variedade labrusca, a Isabel apresenta elevado
teor de antranilato de metila, substancia que produz aroma forte de uva, sendo esse
tipo de aroma conhecido por “foxado”, ou proprio da Fox grape, espécie norte-
americana que deu origem a Isabel (CAMARGO, 2003). Devido a esse aroma, ela
mascara a percepcao de aromas refinados do vinho, seu uso é limitado para
elaboragao de vinhos finos. Esta variedade € amplamente utilizada para elaboragao
de vinhos de mesa comuns, que, devido as suas caracteristicas tipicas, devem ser
consumidos jovens, pois ndo melhoram com o envelhecimento (RIZZON; MIELE;
MENEGUZZO, 2000).

O vinho obtido a partir das cultivares americanas destina-se exclusivamente
ao mercado nacional de vinhos populares, enquanto o suco de uva produzido destas
mesmas cultivares ddo origem a um produto tipico com Otimas caracteristicas
organolépticas, além da relagdo equilibrada entre agucares/acidez, necessarias a
elaboracdo de um produto com alta qualidade (ALVARENGA; ABRAHAO, 1984;
RI1ZZON; MANROI; MENEGUZZO, 1998; SILVA, 1998).

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos
quando comparadas a outras frutas e vegetais (MAXCHEIX; FLEURIET; BILLOT,
1990). A grande diversidade entre as cultivares resulta em uvas com diferentes

caracteristicas, tanto de sabor quanto de coloragdo, o0 que certamente esta
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associado com o conteudo e o perfil dos polifendlicos. Por ser a matéria-prima para
a producdo de vinhos e sucos, € importante conhecer os teores de compostos
fendlicos das uvas, pois estes podem influenciar a qualidade dos produtos finais
(ABE et al., 2007).

Os subprodutos do suco de uva e da produgdo de vinho também sao fontes
de varias combinagdes de fendlicos que despertam muito interesse devido a suas
propriedades antioxidantes e seus efeitos benéficos para a saude humana
(SHRIKHANDE, 2000; TORRES; BOBET, 2001).

Dados da literatura sobre o conteudo de compostos fendlicos em extratos e
em geléias de uvas apresentam diferencas significativas. A influéncia do
processamento, assim como a variedade de uva, e as condi¢cbes climaticas e
atmosféricas do local de cultivo podem influenciar no conteudo destes compostos e,
consequentemente, nas propriedades antioxidantes (AMAKURA, 2000; KIRALP;
TOPPARE, 2006).

2.1.1 Suco

Segundo Aquarone e colaboradores (2001), o suco de uva apresenta em sua
composi¢cado quimica elevado teor de acucar, glicose e frutose, sendo considerado,
por isso, um alimento energético. Os agucares presentes na uva variam de 15 a 30%
em fungao de varios fatores como o clima, solo, estagio de maturagéo e variedade,
tendo no inicio da maturagcdo, a glicose com predominancia. No periodo de
maturagdo das bagas ocorre a concentragdo de agucar, formada através de reserva
da planta e sintetizada nas folhas pela acéo da luz solar (POMMER, 2003).

De acordo com Peynaud (1997) e Usseglio-Tomasset (1995), a acidez do
suco € consequéncia da presencga dos acidos tartarico, malico e citrico, variando em
funcdo das condi¢cdes edafoclimaticas, da cultivar utilizada e dos métodos de cultivo
adotado durante o desenvolvimento. Sdo esses acidos organicos que lhe conferem
um pH baixo, garantindo um equilibrio entre os gostos doce e acido (SANTANA et
al., 2008).
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2.1.2 Geléia

Geléia de fruta € o produto obtido pela coc¢cdo de frutas inteiras ou em
pedacgos, polpa ou suco de frutas, com acgucar e agua e concentrado até
consisténcia gelatinosa. O produto deve ser preparado de frutas sas, limpas, isentas
de matéria terrosa, de parasitos, de detritos, de animais ou vegetais, e de
fermentagdo. Podera ser adicionado de glicose ou acgucar invertido. Nao pode ser
colorido e nem aromatizado artificialmente. E tolerada a adicdo de acidulantes e de
pectina para compensar qualquer deficiéncia no conteudo natural de pectina ou de
acidez da fruta, de acordo com a Resolugao n° 12, de 1978 da Comissao Nacional
de Normas e Padrbes para Alimentos.

Para obtengcdo de uma geléia de boa qualidade, trés componentes sao
indispensaveis: agucar, acido e pectina (ALVES, 2006).

A pectina é considerada um coldide hidréfilo com carga negativa, que é
estabilizada por uma camada de agua que envolve cada micélo. A formagao da
geléia se da, de acordo com essa hipétese, quando ocorre a precipitagdo da pectina,
ramificando os aglomerados de micélos na presenga de agucar, que atua como um
agente desidratante, e na presenca de ions de hidrogénio, que agem para reduzir a
carga negativa sobre a pectina. A pectina aglutina-se na forma de uma rede de
fibras ndo soluveis (ALVES, 2006). Segundo Salunkhe e Kadam (1995), uvas
viniferas possuem menores quantidades de pectina quando comparadas com uvas
das variedades americanas, por essa razdo as uvas americanas formam geléias
estaveis.

As frutas podem ser classificadas de acordo com a quantidade de pectina e
acido que possuem. Das frutas ricas em pectina e acidos podemos citar variedades
acidas de macas de mesa, amoras pretas acidas, limbes, variedades acidas de
laranja, goiabas acidas e uvas da variedade labrusca. Entre as que apresentam
concentracdo moderada de acido e pectina estdo as uvas maduras da variedade

vinifera, amoras pretas maduras e mag¢as maduras (CRUESS, 1973).
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2.2 OXIDAGAO E RADICAIS LIVRES

Sabe-se que os seres humanos dependem da oxidagao biolégica como fonte
de energia para a sobrevivéncia e atividade, contudo, a ac&o do oxigénio € ambigua.
As espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como o radical superoxido (027),
peroxido de hidrogénio (H2O;) e radical hidroxil (OH) podem causar danos
funcionais ao homem, apesar de serem constantemente formadas no corpo humano
(HAMID et al., 2002).

As moléculas organicas, inorganicas e os atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como
radicais livres (HALLIWELL, 1994). Essa configuragcdo faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativas. A presenca dos radicais é critica para a manutencdo de muitas funcdes
fisiolégicas normais (POMPELLA, 1997).

As EROs sdo as varias formas de oxigénio ativado, singlete ('0.), entre as
quais se incluem os denominados radicais livres. Os termos, radical livre, agente
oxidante, espécie radicalar, espécie ativada e espécie reativa sao freqliientemente
utilizados para designar, de forma genérica, todas as espécies reativas do oxigénio
de importancia biologica e que podem ser definidas como qualquer espécie quimica
capaz de existir independentemente de outras espécies e que possui um ou mais
elétrons nao pareados (RAYMUNDO, 2003; SOARES, 2002).

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocdndrias ou na
membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta
relacionado com o seu sitio de formacdo (ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON,
1997).

O envelhecimento da célula, dos tecidos e do organismo como um todo, é
uma acado destes radicais livres, que por possuirem um elétron livre na ultima
camada sdo muito instaveis, reativos. Para se estabilizar eles podem ganhar um
elétron (reacdo de reducéo) ou perder um elétron (reacdo de oxidagao). Os seus
efeitos sobre o organismo sdo, de uma maneira geral, nocivos e estao relacionados
ha cerca de 60 condi¢des clinicas, entre elas a catarata, a aterosclerose, o cancer e
doencas cardiovasculares, alteragdes no sistema nervoso, entre outras
(LANGSETH, 1995).
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O papel das reagdes dos radicais livres nas doengas humanas, biologia,
toxicologia, e na deterioragao de alimentos tornou-se uma area de intenso interesse.
Em destaque, a reacdo de lipoperoxidacdo dos radicais livres como um ponto
importante na industria alimenticia, onde a oxidagdo € minimizada em alimentos
contendo lipidios através do uso de antioxidantes durante a industrializagao
(BAGGIO, 2006).

As EROs podem atuar em sistemas biol6gicos bem como nos alimentos, uma
vez que os acidos graxos poliinsaturados, constituintes fundamentais das
membranas celulares e de diversos tipos de alimentos, principalmente os
industrializados, sdo altamente vulneraveis ao ataque dos radicais livres (RIBEIRO,
2007).

A oxidagdo no sistema biolégico ocorre devido a agdo de radicais livres
presentes no organismo humano. Estas moléculas possuem um elétron isolado, livre
para se ligar a qualquer outro elétron, e por isso sao extremamente reativas. As
EROs podem ser geradas por fontes enddgenas ou exogenas. Por fontes
enddgenas, originam-se de processos bioldgicos que normalmente ocorrem no
organismo, tais como: redugdo de flavinas e tidis; resultado da atividade de
oxidases, cicloxigenases, lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca
de metais de transi¢cdo no interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons.
Esta geracdo de radicais livres envolve varias organelas celulares, como
mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo endoplasmatico e
membranas. As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem tabaco,
poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e radiagbes (SOARES,
2002).

Os radicais do oxigénio tais como alcoxila (RO"), peroxila (ROO"), '0O,, dentre
outros, sao formados nos processos biolégicos e causam alteragdes nas células,
agindo diretamente sobre alguns componentes celulares. Desencadeiam reagdes de
oxidagao nos acidos graxos poliinsaturados da membrana lipoprotéica, denominadas
de lipoperoxidagédo, que afetam a integridade estrutural e funcional da membrana
celular, alterando sua fluidez e permeabilidade. Tais reacbes de oxidagao estao
associadas as doengas degenerativas, como céncer, doengas cardiovasculares,
queda do sistema imunoldgico, disfungdes cerebrais, catarata, dentre outras, devido

aos danos oxidativos que estes provocam no DNA, proteinas e outras
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macromoléculas que sao acumuladas com a idade (SHAHIDI; WANASUNDARA,
1992; BAGGIO, 2006).

Os danos oxidativos aos tecidos biolégicos sdo modulados por muitos fatores,
incluindo a composi¢céo do substrato, concentracdo de oxigénio e pro-oxidantes. Os
sistemas biolégicos controlam estes fatores oxidativos via diversos mecanismos
antioxidantes que restringem a reatividade dos radicais livres. Muitos componentes
da dieta, essenciais ou nao, podem contribuir para estes sistemas de defesa
antioxidantes (DECKER, 1997).

2.3 ANTIOXIDANTES

A produgédo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos leva
ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os
niveis intracelulares e impedir a indugao de danos (SIES, 1993). Os antioxidantes
sdo agentes responsaveis pela inibicdo e redugdo das lesdes causadas pelos
radicais livres nas células.

Uma ampla definicdo de antioxidante é "qualquer substancia que, presente
em baixas concentragbes quando comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou
inibe a oxidag&o deste substrato de maneira eficaz" (SIES; STAHL, 1995).

Os mecanismos de atuacido dos antioxidantes podem ser diferenciados. Seus
efeitos consistem na inativacdo dos radicais livres, na complexagao de ions
metalicos ou na reducdo dos hidroperdxidos para produtos incapazes de formar
radicais livres e produtos de decomposigao (SHAHIDI; NACZK, 1995).

Em decorréncia da eficiéncia parcial do sistema antioxidante enddégeno do
organismo humano, torna-se necessaria a contribuicdo de antioxidantes exdgenos,
obtidos através da dieta (PIETTA; SIMONETTI; MAURI., 1998).

Os antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes redutores,
sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como quelantes de metais
(WANG,; LIN, 2000) e a maioria de seus efeitos biologicamente ativos sao derivados
das fungdes antioxidantes (VELIOGLU et al., 1998).

Ha um interesse crescente em antioxidantes naturalmente encontrados em
frutos para uso em fitoterapicos, a fim de substitui-los pelos antioxidantes sintéticos,
os quais tém wuso restrito devido a seus efeitos colaterais, tais como

carcinogenicidade (ITO et al., 1983). Além disso, os antioxidantes naturais possuem
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a capacidade de melhorar a qualidade e a estabilidade dos alimentos, agirem como
nutracéuticos e proporcionar, ainda, beneficios adicionais a saude dos consumidores
(ARUOMA, 1998; LAI; CHOU; CHAO, 2001).

Os alimentos contém compostos oxidantes, os quais podem ocorrer
naturalmente ou ser introduzidos durante o processamento para o consumo
(WATERS et al.,, 1996). Por outro lado, os alimentos, principalmente as frutas,
verduras e legumes, também contém agentes antioxidantes, tais como as vitaminas
C, E e A, a clorofilina, os flavondides, carotendides, curcumina e outros que sao
capazes de restringir a propagacao das reacdes em cadeia e as lesGes induzidas
pelos radicais livres (STAVRIC, 1994; FOTSIS et al., 1997; POOL-ZOBEL et al.,
1997).

Tem sido demonstrado que a ingestdo de compostos que tenham atividade
antioxidante é muito importante, e varios métodos quimicos, biolégicos e
eletroquimicos tém sido propostos para avaliar o poder antioxidante de compostos
como os polifendis (BRENNA; PAGLIARINI, 2001).

As vitaminas C, E e o B-caroteno séo consideradas excelentes antioxidantes,
capazes de sequestrar os radicais livres com grande eficiéncia. O uso de
medicamentos, o tabagismo, as condi¢gdes nutricionais, 0 consumo de alcool, a
poluicdo do ar e outros fatores podem diminuir os niveis de antioxidantes celulares
(MACHLIN, 1992; ROE, 1992).

Um grande numero de plantas aromaticas e medicinais contém compostos
quimicos que exibem propriedades antioxidantes, e estes efeitos devem-se
principalmente aos compostos fendlicos, tais como flavonoides, acidos fendlicos e
diterpenos fendlicos (MILIAUSKAS et al., 2004). Encontram-se ainda nas frutas, nos
vegetais e condimentos outras classes de substancias que também contribuem para
suas propriedades biolégicas, como os compostos nitrogenados, carotendides,
vitaminas, polissacarideos e clorofila (PIMENTEL et al., 2005).

O 4&cido ascorbico é muito usado como antioxidante natural em uma

variedade de produtos, assim como na industria de alimentos (LARSON, 1997).
2.3.1 Compostos fendlicos

Denominam-se como flavondides as varias classes de substancias naturais

que contém dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de trés atomos de
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carbono, que se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal com diversas
propriedades farmacolégicas (HUTCHINGS, 1994).

Para Bitsch (1996), a maioria das substancias fendlicas pode ser classificada
em dois principais grupos: os acidos carboxilicos fendlicos e os flavondides, sendo
os flavondides derivados do 2-fenil-benzopireno e classificados como o grupo mais
importante. Os principais subgrupos sdo as catequinas e proantocianidinas, as
antocianidinas e os flavondis ou flavonas (HERRMANN, 1994). O reconhecimento
dos beneficios a saude, por parte das catequinas e proantocianidanas, levou ao uso
de extratos de semente de uva como suplementacdo alimentar (LAPARRA;
MICHAUD; MASQUELIER, 1979).

De acordo com Rice-Evans et al. (1996), as propriedades quimicas dos
polifendis, relativas a capacidade dos hidrogénios de fendlicos em sequestrar
radicais livres, mostram sua atividade antioxidante. Para esses compostos serem
definidos como antioxidantes devem satisfazer duas condi¢gdes basicas, prevenir a
autooxidagao ou a oxidagao gerada por radicais livres, quando presentes em baixa
concentragao relativa ao substrato a ser oxidado e o radical formado apds a ligagéo
deve ser mais estavel.

Os compostos fendlicos exibem grande quantidade de propriedades
fisiologicas (como antialergénica, antiarteriogénica, antiinflamatoria, antimicrobiana,
antitrombdtica, cardioprotetiva e vasodilatadora), mas o principal efeito dos
compostos fendlicos tem sido atribuido a sua acao antioxidante em alimentos
(BALASUNDRAM et al., 2006).

Segundo Kim (2003), os compostos fendlicos, presentes nas frutas e
hortalicas, sdo um dos principais responsaveis pela atividade antioxidante destas.
Seu conteudo final pode estar influenciado por fatores como: a maturagdo, a
espécie, praticas de cultivo, origem geografica, estagio de crescimento, condi¢des
de colheita e processo de armazenamento.

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta diretamente ligada a
sua estrutura quimica, a qual pode estabilizar radicais livres. Esses participam de
processos degenerativos celulares que provocam a aterosclerose, cancer e outras
doengas (MAMEDE; PASTORE, 2004).

Ha evidéncias de que os fendlicos encontrados em uvas e vinhos tintos

podem inibir a oxidagao in vitro da lipoproteina humana de baixa-densidade (LDL)
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(FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995), assim como é possivel seu uso
na reducao de risco de aterosclerose (KOVAC; PEKIC, 1991).

2.3.1.1 Antocianinas

A maioria dos compostos, que variam do vermelho ao azul, que ocorrem em
flores, frutos, e outras partes das plantas pertencem ao maior grupo de pigmentos
naturais, um tipo de flavondide, denominados de antocianinas (MEYER, 1982).
Também atuam como filtro das radiagcbes ultravioletas nas folhas. Em certas
especies de plantas estdo associadas com a resisténcia aos patdogenos e atuam
melhorando e regulando a fotossintese (MAZZA; MINIATI, 1993).

O termo antocianina, derivado do grego, significa flor azul. Embora o termo
tenha sido dado primeiramente por Marquart em 1935 para designar os pigmentos
azuis em flores, desde entdo o termo antocianinas também é responsavel pela
pigmentacdo vermelha, purpura, violeta da maioria das espécies do reino vegetal,
com excecao notavel dos tomates e das beterrabas que devem sua coloracdo aos
pigmentos licopeno e betalaina, respectivamente (JACKMAN et al., 1987).

Os flavondis sao importantes por atuarem na copigmentagao das antocianinas
através de mecanismo de complexacido intermolecular, tornando mais estavel a
molécula antocianica. Dentre os compostos que exibem esta acéo, os flavonodis sao
os mais eficazes (MALIEN-AUBERT et al., 2001).

Antocianidinas livres sao raramente encontradas em plantas, ocorrendo
comumente glicosiladas com acgucares que estabilizam a molécula (FRANCIS,
2000). Sado compostos soluveis em agua e altamente instaveis em temperaturas
elevadas (SHAHIDI; NACZK, 1995).

De acordo com KONG et al. (2003), existem aproximadamente 400
antocianinas diferentes. Para Jackman e Smith (1996), as antocianinas encontram-
se distribuidas em numerosas familias de plantas:

e Vitaceae (uva),

e Rosaceae (cereja, ameixa, framboesa, morango, amora, macga,
péssego, etc.),

e Solanaceae (tamarindo, batata),

e Saxifragaceae (groselha preta e vermelha),
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e Ericaceae (mirtilo, oxicoco),
e Cruciferae (repolho roxo, rabanete),
e Leguminoseae (vagem) e

e Gramineae (sementes de cereais).

Segundo Bobbio e Bobbio (2001), apesar de largamente disseminadas na
natureza sao poucas as fontes comercialmente utilizaveis de antocianinas. Podemos
citar entre essas fontes o residuo da fabricagdo do vinho e do suco de uva, que
produz o pigmento usado em alimentos com o nome de enocianina.

As antocianinas também apresentam propriedades farmacoldgicas, sendo
utilizadas para fins terapéuticos. Ja foram comprovados cientificamente seus efeitos
anticarcinogénico (HAGIWARA et al.,, 2001, KAMEI et al., 1998), antioxidante
(WANG et al., 2000; YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000), e antiviral (KAPADIA et al.,
1997).

Os principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas sao a
estrutura quimica, o pH, a temperatura, a luz, a presenca de oxigénio, a degradagao
enzimatica e as interagdes entre os componentes dos alimentos, tais como acido
ascorbico, ions metalicos, agucares e copigmentos (FRANCIS, 1989).

O pH exerce profunda influéncia na cor das antocianinas, assim como na sua
estabilidade. As antocianinas sdo mais estaveis em solugdes acidas do que em
neutras e alcalinas. No entanto sdo rapidamente destruidas pelo aquecimento
durante o processamento e estocagem de alimentos. Muitos estudos demonstraram
relacdo logaritmica entre a destruicdo das antocianinas e o aumento aritmético da
temperatura. Processos utilizando baixo tempo em alta temperatura tém sido
recomendados para melhor retengdo dos pigmentos. No caso de sucos de frutas
vermelhas, perdas de antocianinas mostraram-se insignificantes para tratamentos
térmicos com duracéo inferior a 12 minutos a 100°C (MARKAKIS, 1982).

Em 1975, Palamidis e Markakis observaram que a presencga de luz acelerou a
destruicdo das antocianinas em bebidas carbonatadas, coloridas com antocianinas
extraidas da polpa da uva. O tempo de meia-vida das antocianinas a 20°C no escuro
foi de 416 dias, diminuindo para 197 dias quando as bebidas foram expostas a luz
ambiente nas mesmas condi¢des de temperatura.

Tressler e Pederson descobriram em 1936 o efeito do oxigénio na

degradagao das antocianinas. Eles observaram que a mudanga da cor roxa para



31

marrom em sucos de uva engarrafados podia ser prevenida simplesmente
enchendo-se completamente as garrafas, ou seja, eliminando o oxigénio do seu
interior. As antocianinas também podem ser degradadas por enzimas endogenas
presentes nos tecidos das plantas, tais como glicosidases, polifenol oxidases e
peroxidases (FRANCIS, 1989).

2.4 EXTRAGAO

Existem diversos métodos para a extracao dos compostos antioxidantes em
vegetais, conhecidos também como substancias bioativas. Dentre esses, podem ser
citados os tradicionais métodos de extragdo utilizando solventes orgénicos (como
agua, etanol, éter e metanol) e a extragdo supercritica que mediante mudangas na
pressdo e na temperatura transforma o didéxido de carbono (CO;) em fluido
supercritico para a extracao (LEAL et al., 2003; REHMAN; HABIB; SHAH, 2004).

Segundo Shaidi e Naczk (1995), sob o ponto de vista quimico ndo ha como
selecionar a metodologia mais eficiente para a extracdo dos compostos
antioxidantes pois podem sofrer a influéncia de diversos fatores, podendo citar a
natureza do vegetal, o solvente empregado na extragcédo, o tamanho das particulas, o
tempo e a temperatura de extracio.

A natureza quimica desses compostos nos alimentos varia do simples ao
altamente polarizado, ha grande variedade de compostos bioativos nos vegetais
(como os acidos fendlicos, antocianinas e taninos) e diferentes quantidades
presentes, além da possibilidade de interacdo dos compostos antioxidantes com
carboidratos, proteinas e outros componentes dos alimentos. Alguns desses
complexos, assim como alguns fendlicos com alto peso molecular, sdo altamente
insoluveis em agua. Entretanto, os extratos sempre contém mistura de substancias
fendlicas de diferentes classes que s&o solubilizadas no solvente do sistema
escolhido. Estagios adicionais podem ser necessarios para purificar o isolado e
remover substancias fendlicas e ndo-fendlicas indesejaveis (SHAIDI; NACZK, 1995).

O tempo também influencia na extracdo de compostos fendlicos. Em 2005
Lapornik, Prosek e Wondra realizaram um estudo com residuos de frutas vermelhas,
onde os extratos foram preparados com etanol, metanol e agua e tempos de
extracdo de 1, 12 e 24 horas. Comparando-se os resultados, o conteudo de

polifendis diminuiu no extrato aquoso com maior tempo de extragdo, enquanto nos
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extratos metandlicos e etandlicos houve acréscimo no conteudo de fendis com o
aumento do tempo.

A temperatura € outro fator que durante a extracdo pode afetar os compostos
bioativos de diferentes maneiras. O conteudo total de fendlicos diminui com o
aumento da temperatura (CONDE et al., 1998), assim como o conteudo de
proantocianidina nas mesmas condi¢cdes (CADAHIA, et al., 1998). Ja para Kim et al.
(2006), que estudaram efeito do aquecimento e das condi¢es fisicas de sementes
de uva na atividade antioxidante dos extratos, afirmaram que o aquecimento das
sementes de uva favoreceu a liberacdo de compostos fendlicos o que aumentou a

quantidade de compostos ativos em seus extratos.

2.5 DETERMINAGCAO DE FENOLICOS TOTAIS

Segundo Salunkhe, Chavan e Kadam (1989), os métodos Folin-Denis e Folin-
Ciocalteau sao exemplos de métodos utilizados para a determinacdo de fendlicos
totais.

O ensaio de Folin-Ciocalteau (1927) tem sido utilizado para mensurar os
fendlicos totais em produtos naturais, mas o seu mecanismo basico € uma reagao
de oxi-redugdo. Embora n&o deva caracterizar a atividade antioxidante, este método
€ um dos melhores para estimar a atividade antioxidante de amostras de alimentos
(ROGINSK; LISSI, 2005).

Existe uma controvérsia sobre o que tem sido detectado no método de Folin-
Ciocalteau, se somente fenois ou fendis de agentes redutores adicionados de
quelatos de metal. O método de Folin-Ciocalteau é simples e pode ser util na
caracterizacao e padronizagcdo de amostras naturais. O método sofre a interferéncia
de varias substancias, particularmente agucares, aminas aromaticas, enxofre, acidos
organicos, acido ascorbico e redutores, e a eliminagdo dos interferentes deve ser
feita (RIBEIRO, 2007).

2.6 DETERMINACAO DAS ANTOCIANINAS TOTAIS
Os pigmentos antocianicos sao importantes para a qualidade dos alimentos

por causa de sua contribuicdo para a cor e aparéncia. Ha um crescente aumento do

interesse na quantidade de antocianinas nos alimentos e plantas devido ao seu
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provavel beneficio a saude. A quantidade de antocinaninas também pode ser mais
um critério na aquisicdo, no controle de qualidade e especificagdes de sucos de
frutas, plantas e corantes naturais (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).

Segundo Malacrida e Motta (2006) existem varios métodos para quantificar
antocianinas em alimentos. Todos esses métodos necessitam extracdo prévia das
antocianinas dos alimentos a serem analisados.

As antocianinas, em pH baixo, encontram-se predominantemente na forma de
cation flavilio, o qual apresenta coloracdo vermelha em solugdo aquosa. Em pH alto,
esse cation é convertido em outras espécies incolores (REVILLA; RYAN; MARTIN-
ORTEGA, 1998).

Em vegetais e frutas frescas existem poucos compostos que podem absorver
energia na regido de absorcdo maxima das antocianinas (465 a 550 nm). Desta
forma, a quantificacdo de antocianinas é realizada por métodos espectrofotométricos
baseados em medi¢gdes simples de absorbancia em comprimentos de onda
adequados (WROLSTAD, 1976; JACKMAN; SMITH, 1996).

O método de diferenca de pH esta sendo muito usados em analises de
alimentos, para avaliar a qualidade tanto em alimentos in natura quanto
processados. O método pode ser usado para a determinagédo da quantidade total de
antocianinas monoméricas, baseado na mudanca estrutural das antocianinas pela
absorbancia em pH 1,0 e 4,5. O método pode ser utilizado em pesquisas e no
controle de qualidade, para determinar a quantidade de antocianinas em frutas,
vinhos, corantes naturais, e outras bebidas (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).

2.7 METODOS DE AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A determinagdo da capacidade antioxidante de uma amostra pode depender
da tecnologia e do radical livre gerador ou oxidante utilizado nesta medida. Além
disso, a comparacao de diferentes métodos analiticos constitui um fator chave para
ajudar os pesquisadores a escolherem um método e entender os resultados obtidos
através do mesmo (CAO; PRIOR, 1998).

Um fator que promove distintos desafios aos ensaios de determinagdo da
capacidade antioxidante € que dentro de sistemas bioldgicos existem pelo menos
quatro fontes gerais de antioxidantes: (1) enzimas, como a superdxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase; (2) moléculas grandes (albumina, ceruloplasmina,
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ferritina e outras proteinas); (3) moléculas pequenas (acido ascérbico, glutationa,
acido urico, tocoferol, carotendides e polifendis); e (4) alguns horménios (estrogénio,
angiotensina, melatonina, etc). Por outro lado existem multiplos radicais livres e
fontes oxidantes, e ambos, oxidantes e antioxidantes tém diferentes caracteristicas
quimicas e fisicas. Individualmente os antioxidantes, em alguns casos, podem agir
através de multiplos mecanismos em um sistema unico, ou através de diferentes
mecanismos unicos dependendo do sistema de reagao. Além disso, os antioxidantes
podem responder de diferentes maneiras frente a diferentes radicais ou fontes
oxidantes (PRIOR et al., 2005).

Varios sdo os meétodos para testar a atividade antioxidante, podendo ser
usados para compostos isolados e extratos. Estes métodos podem ser testados in
vitro e in vivo. Ndo existe um método satisfatorio que consiga avaliar a atividade
antioxidante total de uma amostra, pois existem varios mecanismos antioxidantes
que podem ocorrer (OU et al., 2002), sendo sequestro de radicais, habilidade
redutora, complexacao de ions metalicos e outros. Também ha uma dificuldade de
comparar estes métodos, devido a complexidade e principios diferentes das
reagdes. Alguns métodos antioxidantes produzem resultados diferentes ou mesmo
contraditorios, tornando-se algumas vezes impossivel qualquer comparagao entre
eles (ALONSO et al., 2002).

Awika et al (2003), observaram alta correlagéo entre o método ABTS, DPPH e
ORAC na analise de sorgo e seus produtos. Kuskoski et al (2005), encontraram
correlagao entre a determinacao de fendlicos totais e a atividade antioxidante para
os métodos DPPH e ABTS com polpas de frutas. As conclusdes foram semelhantes

para esses dois métodos, apesar de apresentarem diferengas metodoldgicas.

2.7.1 DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

Em 1922, Goldschmidt e Renn descobriram um radical livre estavel de cor
violeta, que agora é usado como reagente colorimétrico para processos oxi-redugao
(IONITA, 2005). O DPPH pode ser mantido indefinidamente com pouca
decomposicéo porque ele ndo reage com o oxigénio. O método provou ser bastante
utii em série de investigagbes, tais como a determinacédo das propriedades
antioxidantes de aminas, fendis ou compostos naturais (vitaminas, extratos vegetais,

medicamentos) e para inibir reagdes hemoliticas. DPPH tem a cor violeta intensa
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como KMnOg4 e quando reduzido a seu homadlogo 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH-

H) se torna amarelo-alaranjado (IONITA, 2005).

O método DPPH baseia-se na redugado dos radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH’) através da doagdo de um atomo de hidrogénio pelo polifenol a molécula do
radical (ARUOMA et al., 1997). Para essa analise utiliza-se uma solugao alcodlica de
DPPH, que absorve no comprimento de onda proximo de 517nm, e a medida que
seu elétron deixa de ser desemparelhado, a absor¢ao decresce e ocorre a mudancga
de coloragéao frente as moléculas antioxidantes testadas (DI MAMBRO; MARQUELE;
FONSECA, 2005).

As vantagens do método DPPH sao:

e avaliar uma grande quantidade de amostras em um periodo curto de
tempo e rapidamente;

e um método sensivel que detecta pequenas concentracbes do ativo
testado;

e permite avaliar antioxidantes lipofilicos, ja que o solvente do processo
€ metanol ou etanol (DI MAMBRO; MARQUELE; FONSECA, 2005).

Esse método apresenta em contrapartida, o pH do meio reacional, que € em
torno de 5,5, é diferente do pH fisiolégico, o que se constitui numa desvantagem
pela dificuldade de transferir os resultados para as condigdes in vivo (DI MAMBRO;
MARQUELE; FONSECA, 2005).

2.7.2 ABTS (acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)

A capacidade sequestrante de radicais ABTS (acido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) de extratos de plantas medicinais, extratos
antociénicos de frutas, vinhos e extratos de gramineas foram avaliadas
respectivamente por Pietta, Simonetti e Mauri (1998), Espin et al. (2000), Landrault
et al. (2001) e Pukalskas et al. (2002). Este método é baseado na formagdo do
radical ABTS™ pelo radical ferriimioglobina gerado pela reacdo entre a
metamioglobina e H,O, na presenga de peroxidase. Outros agentes oxidantes
podem ser utilizados. Ha, portanto, a formagdo de um radical croméforo (ABTS™),
onde a atividade antioxidante € avaliada pela supressao da cor do radical quando

substancias antioxidantes sdo adicionadas no meio.
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O principio do método consiste em monitorar o decaimento do radical
produzido pela oxidagdo do ABTS, causado pela adicdo de uma amostra contendo
fendlicos. O ABTS absorve na faixa de 600 — 750 nm e pode ser facilmente
determinado por espectrofotometria. Na auséncia de fendlicos, o ABTS ¢é estavel,
mas reage energeticamente com um doador de H, como os fendlicos, sendo entdo
convertido em uma forma incolor de ABTS. Os autores determinaram que a
quantidade de ABTS consumida esta relacionada a reagdo com os fendlicos
presentes na amostra, a qual é expressa como relativos ao trolox. Este valor foi
designado TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), sigla em inglés para
capacidade antioxidante equivalente ao trolox (RIBEIRO, 2007).

O meétodo ABTS possui muitas vantagens em sua utilizaggo como um
ensaio operacionalmente simples, muito usado em pesquisas de laboratério para
estudar a capacidade antioxidante de muitos compostos e amostras de alimentos
(CAO; PRIOR, 1998; GIL, 2000; PROTEGGENTE et al., 2002; PELLEGRINI et al.,
2003). Pode ser usado para solugbes com diferentes valores de pH, bem como para
o estudo da influéncia do pH nos mecanismos antioxidantes. E solGvel em solventes
aquosos e organicos e nao é afetado por forga ibnica, assim pode ser usado para
determinar a capacidade antioxidante de extratos e fluidos corpéreos, hidrofilicos e
lipofilicos (AWIKA et al., 2003).

Diversos métodos sédo estudados para que se possa determinar a atividade
antioxidante dos alimentos e que consigam detectar uma maior quantidade desses
compostos. Os antioxidantes sao conhecidos por combater os radicais livres que
estdo associados a muitas doengas, sendo a uva um dos alimentos que trazem

muitos beneficios a saude devido a presenca de diversos compostos antioxidantes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AQUISICAO DAS AMOSTRAS

3.1.1 Uvas

As uvas da cv. Isabel foram obtidas do Ceasa de Curitiba no més de margo

de 2007 e foram utilizadas para elaboragao dos extratos, do suco e da geléia.

3.1.2 Sucos comerciais

Foram adquiridos trés sucos comerciais diferentes nos supermercados de
Curitiba. Desses sucos dois eram prontos para beber e um, tanto poderia ser
consumido diretamente, como poderia ser diluido antes do consumo. Foram

nomeados sucos “A”, “C” e “D”.

3.2 PADROES

3.2.1 Fenodlicos totais

Como padrao da analise dos fendlicos totais utilizou-se a catequina da

empresa Sigma Aldrich.

3.2.2 Analise da capacidade antioxidante

Utilizou-se o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico 97%,
Sigma-Aldrich) e o acido ascorbico (Sigma-Aldrich); como antioxidante de referéncia.
Foram utilizados também outros padrdes para analise da cinética, como a-tocoferol,
butil-hidroxi-anisol, acido galico e quercitina, todos padrbes da empresa Sigma

Aldrich. Esses padrdes foram diluidos em etanol 80%.
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3.3 EQUIPAMENTOS

Para homogeneizacao foi utilizado um homogeneizador Marconi MA-102. As
leituras das analises foram realizadas no espectrofotometro UV/visivel (UV-1650 PC,
da Shimadzu).

3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

As uvas obtidas foram imediatamente higienizadas, os graos foram separados
dos cachos, pesados e homogeneizados. Parte dos graos foi reservada para o
preparo do suco e outra parte para o preparo dos extratos. A geléia foi feita a partir

do residuo da extracio do suco.
3.4.1 Preparo do suco em laboratorio
O suco foi elaborado em um extrator conforme figura 1 por arraste de vapor.

Apoés a extragao, o suco foi transferido a garrafas esterilizadas e armazenado a 4°C

até o momento da analise.

FIGURA 1: EXTRATOR UTILIZADO NA ELABORAGCAO DO SUCO DE UVA.
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3.4.2 Preparo da geléia em laboratério

Apoés o preparo do suco, utilizou-se o residuo para o preparo da geléia. O
residuo foi peneirado para retirada das sementes, a massa obtida foi misturada com
0 acgucar e levada ao fogo médio-baixo, por uma hora, até obtengao de consisténcia
de geléia. O produto foi mantido em vidros esterilizados sob refrigeracéo (4°C) até o

momento da analise.

3.4.3 Preparo dos extratos

Foram elaborados trés tipos de extrato, um aquoso, um hidroalcodlico a frio e
um hidroalcodlico a quente.
Extrato aguoso: quantidades iguais de agua e uva foram homogeneizadas em
homogeneizador Marconi MA-102 em velocidade quatro por dez minutos. Apos esse
periodo a amostra foi centrifugada a 18000g. O precipitado foi novamente
adicionado de agua para mais uma extragdo de dez minutos e posteriormente
centrifugado. O processo se repetiu com o precipitado por mais uma vez. Todos os
sobrenadantes foram reunidos e liofilizados constituindo o extrato aquoso. Até o
momento da analise o extrato foi mantido a -18°C.
Extrato hidroalcodlico a frio: obtido da mesma forma que o anterior, mas a
extracao foi efetuada com etanol 80%. O extrato foi mantido a -18°C até o momento
das analises.
Extrato hidroalcodlico a quente: as uvas foram submetidas a secagem em estufa
a vacuo, a 45°C para eliminagcdo do excesso de agua. Posteriormente foram
homogeneizadas em homogeneizador Marconi MA-102 em velocidade quatro por
dez minutos, empregando-se etanol 80% como solvente. Apds centrifugagdo o
sobrenadante foi reservado e o precipitado foi adicionado novamente de etanol 80%
e levado ao extrator de Soxhlet, onde ficou em extragao por oito horas. O residuo do
Soxhlet foi levado ao homogeneizador com etanol a 80%, propor¢ao 1:2. Todos os
sobrenadantes foram misturados e levados ao evaporador rotatério sob pressao
reduzida para eliminagdo do etanol a 40°C. O extrato foi mantido a -18°C até o

momento das analises.
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3.5 METODOS

3.5.1 Determinacao de fendlicos totais

A quantificacdo dos fendlicos totais dos extratos e produtos foi realizada de
acordo com a metodologia de Horwitz (1980). A leitura espectrofotométrica foi feita a
720nm apods a redugdo do reagente pelos compostos fendlicos. Os resultados foram

expressos em mg de catequina por 100g de uva.

3.5.2 Determinagao de antocianinas totais

A metodologia utilizada na determinacédo de antocianinas totais dos extratos
foi de diferenca de pH, de acordo com Lee et al.,, 2005. Foram elaboradas duas
solugdes tampao, uma de cloreto de potassio/acido cloridrico de pH 1,0 (0,025M),
outra de acetato de sddio/acido cloridrico de pH 4,5 (0,4M). As amostras foram
diluidas nessas solugdes tampao, a concentracdo da amostra em pH 1,0 deve
apresentar leitura entre 0,2 e 1,4AU, pois &€ o intervalo de linearidade do
espectrofotdmetro. Foram feitas leituras a 520nm e 700nm, tanto no tampao de pH
1,0 quanto de pH 4,5. A leitura a 700nm é realizada para descontar a turbidez da

amostra. O célculo da absorbancia final foi feito a partir da formula abaixo:

A= (As20nm — A700nm)pH1,0 — (As20nm — A700nm)pH4,5

A concentragdo total das antocianinas monoméricas foi expressa em
cianidina-3-glicosideo.
Antocianinas monoméricas (mg/100g) = A x PM x FD x 100/ (€ x 1)
Onde:
A = Absorbancia;
PM = Peso molecular;
FD = Fator de diluigao e
€ = Absortividade molar
A concentracdo final de antocianinas (mg/100g) foi calculada com base no

volume de extrato e peso da amostra (PM: 449,2 e €: 26900).
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3.5.3 Determinacao da capacidade antioxidante

3.5.3.1 Método DPPH

A medida da atividade seqUestrante do radical DPPH’ foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), em
triplicata. Para avaliagdo da atividade antioxidante os extratos e produtos elaborados
reagiram com o radical estavel DPPH, padrdo Sigma-Aldrich, em uma soluc¢do de
etanol.

A reducao do radical DPPH foi medida através de um monitoramento continuo
do declinio da absorbancia a 515nm por um periodo de duas horas até valores
estaveis de absorcdo. Apds sucessivos testes, com padrdes antioxidantes de
comportamentos cinéticos diferentes como a-tocoferol, BHA, &cido galico e
quercitina e vitamina C, foi adotado um tempo padrao de leitura de uma hora (tempo
necessario para que as substancias em teste fossem oxidadas, alcangando um platd
nao alterado apds esse periodo).

Para expressar a atividade antioxidante utiliza-se o ECsp, ou seja, a
concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial
da reagcdo (ARBOS, 2004). Como padrdes desse ensaio foram utilizados como
antioxidantes de referéncia, trolox e acido ascorbico. Os extratos, o suco e a geléia
foram diluidos em etanol 80% até que fosse obtida uma inibicdo de 20 a 80% em
comparagao com a absorbancia do branco. Os resultados sao expressos em TEAC
(atividade antioxidante equivalente ao trolox) e VCEAC (atividade antioxidante

equivalente a vitamina C).

3.5.3.2 Método ABTS

O teste foi realizado conforme descrito por Kuskoski et al. (2005), baseado
nos autores Re et al. (1999) e Rice-Evans, Miller e Paganga (1996), com
modificagdes. Preparou-se uma solugéo catidbnica de ABTS, Sigma — Aldrich,
misturando em partes iguais (v:v) de solucdo ABTS 7,0mM e de solugdo de
persulfato de potassio 2,45mM. Esta reagiu por 12 horas, em temperatura ambiente

e auséncia de luz. Apds formado o radical ABTS™, adicionou-se etanol a solugéo até
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obter um valor de absorbancia de 0,700 (+0,05) a 754nm. A determinagao da
absorbancia das amostras foi realizada em temperatura ambiente, 23°C (1), apos
sete minutos de reagdo. Os extratos, o suco e a geléia foram diluidos em etanol 80%
até que fosse obtida uma inibicdo de 20 a 80% em comparagao com a absorbancia
do branco. Como padroes desse ensaio foram utilizados como antioxidantes de
referéncia o trolox e o acido ascérbico. Os resultados foram expressos em TEAC e
VCEAC.

3.5.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada para verificar
qual era o composto presente em maior quantidade na uva. A analise foi realizada
com o extrato hidroalcodlico a frio.

As analises foram realizadas por CLAE em aparelho Merck-Hitashi, composto
de bomba L7100, degaseificador de solventes L7812, valvula de inje¢gdo Rheodyne.
7725i com loop de 2ul, forno L-7300, detector DAD dos dados pela ChemiStation
Lachrom®. Utilizou-se a coluna XTerra®RP+g, com particulas de 5um. A descricdo do

gradiente de fase mével esta na tabela 2.

TABELA 2 — CONCENTRACOES DOS SOLVENTES EMPREGADOS DE ACORDO COM O TEMPO

Tempo A B C Fluxo (ml/min)
0 100 0 0 1,200
5 100 0 0 1,200
15 90 7 3 1,200
40 59 26 15 1,200
47 55 30 15 1,200
54 45 30 25 1,300
55 20 40 40 1,300
64 20 40 40 1,300
65 100 0 0 1,200
70 100 0 0 1,200

A) 0,01M acido cloridrico + 0,2% acido fosférico + 1% fase diluente - FD (acido sulfurico 0,05M +
0,2% acido fosférico)

B) 95% metanol + 5% FD

C) 90% acetonitrila + 10% FD
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o
programa STATISTICA, versédo 6.0 (2001) (StatSotft Inc., Tulsa, OK, USA). O Teste
Tukey (HSD) foi aplicado quando detectada diferenca entre os fatores ao nivel 5%
de significancia (p < 0,05). As determinacdes foram realizadas em triplicata. O teste
da normalidade dos dados foi obtido por Shapiro-Wilk. Para calculo da estatistica
(W) de Shapiro-Wilk e da sua probabilidade (p-valor), o Assistat, VERSAO 7.5 BETA
(2008) utiliza o Algorithm AS R94, Applied Statistics (1995). As tabelas com o célculo

dos quadrados médios de todas as analises estatisticas encontram-se no apéndice.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FENOLICOS TOTAIS E ANTOCIANINAS TOTAIS

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia e estrutura,
sendo as antocianinas, os taninos e os acidos fendlicos, os mais importantes
(MIELLE et al., 1990). Goldy, Ballinger e Maness, (1986) verificaram a presenca de
31 antocianinas diferentes em uvas da espécie Vitis labrusca (variedade Concord).

A catequina, a epigalocatequina, as procianidinas e os polimeros de taninos,
sdo encontrados em maior quantidade nas sementes e no engago da uva
(MAMEDE; PASTORE, 2004).

De acordo com Falcao et al. (2007) o conteudo de compostos fendlicos que
prevalece nos produtos elaborados com uva pode ser dependente de varios fatores,
como a variedade da uva, o método aplicado na extragdo destes compostos e as
condicoes de armazenamento. Os fendis em geral sao altamente sensiveis a
oxidagao enzimatica e nao-enzimatica (HRAZDINA; BORZEL; ROBINSON, 1970).

Na figura 2 é possivel visualizar os tubos contendo concentragdes crescentes

de catequina.

FIGURA 2 — CURVA DE CALIBRAGAO PARA DOSAGEM DE FENOLICOS TOTAIS
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A curva de calibragcdo para determinacdo dos fendlicos totais, usando
catequina como padrdo, foi definida pela equagdo y = 3,6347x + 0,0376 (R* =
0,9989). As curvas de cada extrato de uva elaborado, para a geléia e para o suco de

uva poderdao ser observadas nos graficos 1, 2, 3, 4 e 5. A tabela 3 resume os

resultados.
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GRAFICO 2 — DETERMINAGAO DOS FENOLICOS TOTAIS NO EXTRATO AQUOSO



46

2,5

0 2
(%)
& L5
2
§ 1
< 05 y =19,262x + 0,0825

! R?=0,9995

0

0 0,05 0,1 0,15
g de uva

GRAFICO 3 — DETERMINACAO DOS FENOLICOS TOTAIS NO EXTRATO HIDROALCOOLICO A

QUENTE
1,5
Rl
2 1,0
«C
<
<]
& 05
2 Y y =6,5862x + 0,014
R*=0,9996
0,0
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
guva

GRAFICO 4 — DETERMINAGCAO DOS FENOLICOS TOTAIS NA GELEIA

1
o 08
[8]
& 06
2
S 04
3 y = 6,6888x + 0,0351
0,2 R? = 0,9926
0
0 0,05 0,1 0,15
g deuva

GRAFICO 5 — DETERMINAGAO DOS FENOLICOS TOTAIS NO SUCO DE UVA
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Além dos resultados de fendlicos totais a tabela 3 resume os resultados da

determinacao de antocianinas totais.

TABELA 3 — DETERMINAGAO DE FENOLICOS TOTAIS E ANTOCIANINAS TOTAIS DOS
EXTRATOS E PRODUTOS ELABORADOS (média + desvio padréo)

Fendlicos totais Antocianinas totais (mg/100g
(mg catequina/100g uva) de uva)
AqQuoso 235,16+22,62° 12,98+0,07"
Hidroalcodlico a frio 403,17+4,36" 34,82+0,79°
Hidroalcodlico a quente 559,77+4,12° 4,90+0,10°
Geléia 176,76+2,56° 2,84 +0,08°
Suco 188,01+5,32¢ 10,05+0,18°

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado
o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O extrato hidroalcodlico a quente foi 0 que apresentou a concentragdo mais
elevada de fendlicos totais (559,77mg/100g de uva) e a geléia de uva apresentou o
teor mais baixo (176,76mg/100g de uva), sendo uma perda de 68%na produgéo da
geléia. Abe et al. (2007), analisaram a quantidade de fendlicos totais de diversas
variedades de uva e seus resultados ficaram compreendidos entre 65 e 391mg/100g
equivalente de acido galico.

Davalos, Bartolomé e Gomez-Cordoveés (2005) obtiveram como resultados de
fendlicos totais em sucos de uvas comercializados na Espanha, valores entre 70,5
1,0 e 117,7 £2,0mg de acido galico/100 mL transformando os valores encontrados
do suco de uva elaborado em laboratoério para mg de catequina para 100ml de suco,
corresponde a 234,26+6,63, mas ndo é possivel fazer comparagéo pois segundo
Rice-Evans et al. (1995) o acido galico apresenta atividade antioxidante maior do
que a catequina, que conta com cinco grupos hidroxilas em sua estrutura.

Plessi, Bertelli e Albasini (2007) avaliaram o conteudo de polifendis totais em
geléias elaboradas com diferentes variedades de frutos em baga (amora preta,
framboesa, groselha vermelha e groselha negra) e verificaram resultados de
fendlicos totais em média de 402, 286, 333 e 737mg.100g™"' para as geléias de
amora preta, framboesa, groselha vermelha e groselha negra, respectivamente.

Em avaliagdo feita por Soares et al. (2008) o conteudo de fendlicos totais
encontrados para a casca da uva Isabel e Niagara foram de 196,83 e 183,04 mg de
acido galico/100g casca respectivamente. A extragao foi feita em solvente contendo

75% de acetona. Para Soares et al. (2008) o aumento dos fendlicos totais obtido em
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relacdo a extracao sem acetona foi de 7,78 vezes para a uva Isabel de 5,04 vezes
para a variedade Refosco. Neste trabalho o aumento da extragao de fendlicos totais
do extrato hidroalcodlico a quente em relagao ao extrato aquoso foi de 2,38 vezes.

Segundo Mamede e Pastore (2004) o periodo de maceragdo da uva para
obtencdo do mosto (suco da uva usado para fermentagédo) € determinante para a
extragcdo de compostos fendlicos.

O conteudo de compostos fendlicos que prevalece nos produtos elaborados
com uva pode ser dependente de varios fatores, entre eles, a variedade da uva, o
meétodo aplicado na extracdo destes compostos e as condicbes de armazenamento
(FALCAO et al. 2007).

Lee, Rennaker e Wrolstad (2008) observaram alta correlagdo (R = 0,931)
entre a analise de antocianinas totais realizada com o método de pH diferencial,
utilizado nesse trabalho, e a determinagdo pelo HPLC. Destacam também que o
método do pH diferencial é simples, rapido e econbémico para determinar a
quantidade total de antocianinas, sendo uma boa alternativa para laboratérios que
nao possuem HPLC.

O extrato hidroalcodlico a frio foi o que apresentou a quantidade mais elevada
de antocianinas totais em sua composicao (34,82mg/100g de uva) e a geléia
apresentou a quantidade mais baixa (2,84mg/100g de uva) dentre os extratos e
produtos analisados. A perda de antocianinas mais expressiva aconteceu com a
preparagao da geléia sendo uma diminuicao de 92% em relagdo a quantidade de
antocianinas totais presentes na uva e 71% foi a perda de antocianinas no preparo
do suco.

Conforme descrevem Malacrida e Mota (2006), as antocianinas sao
rapidamente destruidas pelo aquecimento durante o processamento e estocagem de
alimentos. Nos processos em que houve a utilizagdo de temperaturas elevadas por
maior tempo as amostras apresentaram os menores valores de antocianinas totais
2,8;4,9; e 10,05mg/100g de uva para a geléia, o extrato hidroalcodlico a quente e o
suco, respectivamente. A quantidade de antocianinas do suco apresentou uma
perda menos expressiva mesmo tendo no seu processo 0 aquecimento, devido a
retirada do suco ter acontecido de forma continua, ficando um menor tempo em
contato com o calor.

Malacrida (2003) determinou a concentragdo de antocianinas em sucos de

uva reconstituidos e nao reconstituidos também chamados de simples, disponiveis
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comercialmente. Os sucos de uva simples apresentaram concentracées médias de
antocianinas (28,7mg/L) mais altas quando comparados aos sucos reconstituidos
(17,3mg/L). Diferengas nos processamentos dos sucos podem ter contribuido para
as distintas quantidades de antocianinas encontradas, uma vez que 0O suco
reconstituido é elaborado a partir da diluicdo do suco concentrado de uva. O suco de
uva elaborado em laboratério apresentou 125,2mg/L de suco, esse valor elevado em
relacdo ao encontrado por Malacrida (2003) pode ser explicado pelo suco ser
concentrado, como também pela diferenca no processamento em relagdo aos
comerciais.

O valor de antocianina total do extrato aquoso (34,82mg/100g de uva) foi
proximo ao valor encontrado por Kuskoski et al. (2005) para a polpa de uva
(30,9mg/100g). Ja o conteudo de antocianinas totais do extrato hidroalcodlico a frio
(12,98mg/100g de uva) ficou muito préximo ao encontrado por Abe et al. (2007) para
a uva Niagara rosada IAC 766, que obteve 12,8mg/100g de uva.

Em analise de antocianinas totais realizada por Falcdo et al. (2007) com
sistema modelo de geléia elaborada com uvas da variedade Isabel e Refosco, esta
segunda apresentou a quantidade de antocianinas totais mais elevada em relagao a
Isabel sendo 2,4 vezes superior quando a extragado era realizada com acetona 70%,
e 2,6 vezes quando era realizada a extragdo com etanol 70%. Neste trabalho
observou-se que a extragdao de antocianinas totais foi 7,1 vezes mais elevada
quando o extrato foi elaborado com agua em relacédo ao extrato hidroalcodlico a
quente.

Para Abe et al. (2007) o conteudo de antocianinas varia de acordo com a
coloragao da uva, pois as cultivares de uvas mais escuras apresentaram teores mais
elevados de antocianinas, seguidas pelas uvas rosadas e sendo ausentes em uvas
brancas.

Nas amostras testadas o extrato hidroalcodlico a frio apresentou porcentagem
mais elevada de antocianinas totais (86% em relagdo a quantidade de fendlicos
totais). O extrato hidroalcodlico a frio e a geléia foram os que apresentaram
porcentagens menos expressivas de antocianina em relagdo a quantidade de
fendlicos totais, sendo 0,9% para o extrato e 1,6% para a geléia. O extrato aquoso e
0 suco apresentaram 5,5% e 5,3% respectivamente. A baixa porcentagem de

antocianinas na geléia e no extrato hidroalcodlico a quente pode ser explicada pela
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utilizacdo de altas temperaturas por tempo elevado, acarretando destruicdo das
mesmas.
Observou-se uma perda da quantidade de compostos fendlicos totais,

especialmente das antocianinas, com o processamento da uva.

4.2 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.1 Método DPPH

Segundo Blois (1958) e Arnao (2000), o radical livre DPPH é um cromoéforo
extremamente estavel que apresenta um pico de absor¢do no comprimento de onda
de 515 nm em meio etandlico e sua solugédo possui uma coloragao violeta intensa.

A coloragdo da solugao de DPPH em contato com as amostras em testes
passa da coloracdo roxa intensa para amarela. A intensidade da cor varia de acordo

com a concentragdo, conforme mostra figura 3.

PELO METODO DO DPPH

Podem ocorrer trés tipos de comportamento cinético entre compostos com
atividade antioxidante: substancias que reagem rapidamente com o DPPH,
chegando ao final da reagdo em menos de um minuto (cinética rapida); substancias
que finalizam a reagdao em até 30 minutos (cinética intermediaria) e substancias de
cinética lenta que demoram mais de uma hora para completar a reagao (cinética
lenta) (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERSET, 1995).

Devido a diferencas cinéticas existentes, avaliaram-se inicialmente diferentes

concentracdes de diferentes padrboes para definir o tempo de reagdo com o radical
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livre DPPH. Observou-se que alguns padrdes tinham um caimento mais lento e
outros, um caimento mais rapido. O comportamento cinético de diferentes padrdes

podem ser encontrados no grafico 6.
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GRAFICO 6 — CURVA CINETICA DA REDUGAO DO DPPH DE DIFERENTES SUBSTANCIAS COM
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O acido galico e a quercetina apresentaram atividade antioxidante superior
em relacdo aos outros padroes. O BHA foi o composto que apresentou atividade
antioxidante mais baixa entre os compostos analisados. O alfa tocoferol e o acido
ascorbico tiveram atividade antioxidante moderada, sendo entre os dois o acido
ascorbico o mais baixo.

A cinética do acido galico, alfa-tocoferol, acido ascérbico e BHA estdo de
acordo com a cinética encontrada por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995). A
cinética da quercetina estd de acordo com a encontrada por Peyrat-Maillard,
Bonnely e Berset (2000).

Observou-se que o extrato hidroalcodlico a frio apresentou cinética lenta, por
isso foi feita uma avaliacdo de tempo, com uma e com 24 horas. A comparacgao dos
diferentes tempos do extrato hidroalcodlico a frio esta expressa no grafico 7.

A atividade antioxidante do extrato aquoso da uva na leitura apds 24 horas foi
2,19 vezes superior a leitura com uma hora de reacdo. Na avaliagcdo dos padrbes
que foram utilizados para determinacdo da atividade antioxidante, o trolox e o acido
ascorbico, nesses dois tempos de reagdao, uma e 24 horas, ndao foi observada
alteragcao no comportamento cinético desses padrdoes, como mostram os graficos 8 e
9. Essa diferenca de comportamento ocorre pela variedade de compostos presentes

na uva, sendo que alguns apresentam cinética lenta.
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GRAFICO 7 — COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO AQUOSO COM TEMPO DE REAGAO
DE UMA E 24 HORAS NA METODOLOGIA DO DPPH
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GRAFICO 8 - COMPORTAMENTO CINETICO DO TROLOX COM TEMPO DE REAGAO DE UMA E
24 HORAS NA METODOLOGIA DO DPPH
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GRAFICO 9 - COMPORTAMENTO CINETICO DO ACIDO ASCORBICO COM TEMPO DE REACAO
DE UMA E 24 HORAS NA METODOLOGIA DO DPPH
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O tempo escolhido para todas as analises foi de uma hora devido a variedade
de compostos presentes nos extratos de uva, sendo alguns com cinética lenta, o que
poderia, no tempo de 30 minutos, subestimar a capacidade antioxidante nas
analises. O tempo de 24 horas foi descartado devido a quantidade reduzida de
estudos encontrados adotarem esse o tempo em comparagdo a inumeros outros
estudos que utilizam uma hora de reacgao.

Kuskoski et al. (2005) fizeram uma comparagao de tempo de leitura com 30 e
60 minutos na metodologia do DPPH para polpa de frutas. Foi observado na leitura
em 60 minutos um aumento de até 50% na atividade antioxidante em algumas
polpas de frutas. A polpa de uva teve um aumento de 21% em relagéo a primeira
leitura feita em 30 minutos.

Para determinar o EC5y dos padrdes, foi feita uma curva para que fosse
possivel calcular o TEAC e o VCEAC. Essas curvas podem ser conferidas nos
graficos 12 e 13. O ECsy € a concentragcdo minima necessaria para o antioxidante
reduzir em 50% o DPPH inicial da reacéo e é calculado a partir da equacao de reta
obtida com cada extrato. Os valores de TEAC e VCEAC sé&o calculados com os
valores do ECsp do trolox e acido ascorbico, respectivamente, em relagao ao ECsp de
cada extrato, isso corresponde a quanto de equivalentes do padrdo ha em

determinada aliquota do extrato analisado.
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GRAFICO 10 - EQUACAO DE RETA DO TROLOX EM REACAO COM O DPPH

Para determinacdo do TEAC e VCEAC foi obtida uma equacéao de reta para
cada extrato e produto, observando o comportamento em reagao com o DPPH. As
curvas para determinacdo da equacao de reta podem ser observadas nos graficos

12, 13, 14, 15 e 16. E possivel observar que todas as curvas apresentaram um alto
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coeficiente de correlagdo, embora nao tenha sido possivel avaliar o tipo de cinética

para cada extrato e produto.
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GRAFICO 11 - EQUAGAO DE RETA DO ACIDO ASCORBICO EM REAGAO COM O DPPH

As amostras do extrato aquoso quando misturadas com o etanol presente nas
solugdes de andlise da atividade antioxidante deixavam a solugédo turva. Quanto
maior a concentragdo do extrato mais turva se apresentava a solugdo quando
misturada com o etanol. Dessa forma foi necessario fazer uma diluicdo prévia do
extrato em etanol (1:2 ou 1:3) e posteriormente centrifuga-lo para que a reagéo e a
leitura pudessem ocorrer. A centrifugagao foi conduzida a 5300g por dez minutos
para eliminar a turbidez. O mesmo foi realizado com as fragdes do extrato aquoso e
com a geléia. Todos os extratos e a geléia foram diluidos em agua deionizada para
depois serem misturados ao etanol 80%, pois a diluicio ndao era possivel

diretamente em etanol 80%.
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GRAFICO 12 - COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO AQUOSO UTILIZANDO A
METODOLOGIA DO DPPH
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GRAFICO 13 — COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO A FRIO
UTILIZANDO A METODOLOGIA DO DPPH
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GRAFICO 14 — COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO A QUENTE NA
METODOLOGIA DO DPPH
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GRAFICO 15 — COMPORTAMENTO CINETICO DA GELEIA DE UVA UTILIZANDO A
METODOLOGIA DO DPPH
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GRAFICO 16 — COMPORTAMENTO CINETICO DO SUCO DE UVA UTILIZANDO A METODOLOGIA
DO DPPH

4.2.2 Método ABTS

A leitura da absorbancia do ABTS pode ser realizada entre um e sete minutos
segundo Kuskoski et al. (2005). Neste trabalho foi feita em sete minutos, pois para
Sellappan, Akoh e Krewer (2002) é o tempo de leitura para compostos puros,
extratos de plantas e de alimentos.

A coloragao do ABTS é azul esverdeada como pode ser visto na figura 4.
Quando a reagao ocorre na auséncia de pigmentos, como no caso dos padrdes, o
liquido passa do azul esverdeado forte para praticamente transparente. Como a uva

apresenta pigmentos, a coloracéo final ficou levemente amarelada.

FIGURA 4 — DETERMINACAO’DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
A FRIO PELO METODO ABTS
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A solucao de ABTS deve ser usada entre 12 e 16 horas. Apds esse periodo
comecga um decaimento acentuado da absorbancia da solugao dificultando a analise,
pois essa metodologia se baseia na queda da absorbancia devido a presenga de
antioxidantes. Nos graficos 17 e 18, estdo as curvas para obtengdo da equacéo de

reta para calculo do ECsy dos padrdes trolox e acido ascorbico.

100
80
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40 |y -.14521x+105,3
20 RZ = 0,9942

% ABTS remanescente

ug trolox

GRAFICO 17 - EQUAGCAO DE RETA ESTABELECIDA PARA O CALCULO DO ECs, E TEAC PELO

METODO ABTS
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GRAFICO 18 —- EQUAGAO DE RETA ESTABELECIDA PARA O CALCULO DO ECs, E VCEAC PELO
METODO ABTS

Nos graficos 19, 20, 21, 22 e 23 estdo as retas e suas equacdes utilizadas

para calcular o ECsp dos extratos, do suco e da geléia na metodologia do ABTS.



58

100
£
g 80
g y =-2,0755x + 97,016
5 60 R?=0,9976
S 40
(7))
&
= 20
X0

0 10 20 30 40 50
mg uva

GRAFICO 19 - COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO AQUOSO UTILIZANDO A

METODOLOGIA DO ABTS
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GRAFICO 20 — COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO A FRIO
UTILIZANDO A METODOLOGIA DO ABTS
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GRAFICO 21 — COMPORTAMENTO CINETICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO A QUENTE
UTILIZANDO A METODOLOGIA DO ABTS
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GRAFICO 22 - COMPORTAMENTO CINETICO DA GELEIA DE UVA UTILIZANDO A

METODOLOGIA DO ABTS
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GRAFICO 23 - COMPORTAMENTO CINETICO DO SUCO DE UVA UTILIZANDO A METODOLOGIA
DO ABTS

4.2.3 TEAC e VCEAC

Estdo expressos na tabela 4 os resultados da avaliacdo da capacidade
antioxidante em TEAC tanto utilizando a metodologia DPPH quanto ABTS para os
extratos e produtos elaborados. O extrato hidroalcodlico a frio apresentou o maior
valor de TEAC (6,1umol/g de uva) na metodologia do DPPH e o extrato
hidroalcodlico a quente o maior valor (4,312umol/g de uva) para a metodologia do
ABTS. Ja o extrato aquoso apresentou os valores mais baixos de TEAC, 1,494 e
0,672umol/g de uva, para o DPPH e ABTS respectivamente.

O TEAC reflete a capacidade do trolox inativar radicais livres com carga
positiva como o acido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABST™) ao doar
um hidrogénio (MAMEDE; PASTORE, 2004).
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TABELA 4 — VALORES DE TEAC UTILIZANDO O METODO DPPH E ABTS PARA OS EXTRATOS E
PRODUTOS ELABORADOS

TEAC (umol/g de uva)

DPPH ABTS
Aquoso 1,494+0,017°° 0,672+0,010°
Hidroalcodlico a frio 6,100+0,107"° 3,412+0,048%°
Hidroalcodlico a quente 5,022+0,120"° 4,312+0,063™
Geléia 2,856+0,015™° 1,717+0,017°°
Suco 3,220+0,018“° 2,122+0,009“°

As médias seguidas pela mesma letra (mindscula na horizontal, mailuscula na vertical) ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A metodologia do DPPH apresentou valores de TEAC superiores aos valores
encontrados na metodologia do ABTS. No trabalho de Soares et al. (2008) foi
analisada a atividade antioxidante de casca de uvas Niagara e Isabel, também foram
observados valores mais elevados em todos os resultados para o DPPH em relagao
aos resultados obtidos com o ABTS.

Munds-Espada et al. (2004) avaliaram as cultivares de Vitis vinifera e Vitis
labrusca, e observaram uma associagao positiva entre o conteudo de antocianinas e
a capacidade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres do DPPH. J3,
Kallithraka et al. (2005), ndo encontraram correlacdo estatisticamente significativa
avaliando antocianinas totais e capacidade antioxidante em cultivares de Vitis
vinifera, corroborando para a influéncia de outros constituintes da fruta.

A capacidade antioxidante expressa em TEAC pelo método DPPH encontrada
por Abe et al. (2007) para diferentes variedades de uva compreendeu-se entre 2,7 e
19umol/g de amostra. Os valores encontrados para as duas espécies de Niagara
Rosada foram de 7,6umol/g de amostra, valores préximos aos encontrados nos dois
extratos hidroalcodlicos desse trabalho e da geléia elaborada.

Os resultados de TEAC para a polpa de uva obtida por Kuskoski et al. (2005),
8,5 e 9,2umol de trolox/g peso de polpa no método DPPH e ABTS respectivamente,
foram superiores aos obtidos nos extratos e produtos, ficando proximo ao valor da
geléia para o DPPH.

Os valores de VCEAC dos extratos, da geléia e do suco estdo expressos na
tabela 5, quando se emprega os métodos DPPH e ABTS. Observou-se novamente
menores valores de VCEAC para o extrato aquoso nas duas metodologias de

determinacdo da capacidade antioxidante. Os resultados mais elevados foram
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obtidos com o hidroalcodlico a frio para o DPPH (99,467mg/100g de uva) e com o

hidroalcodlico a quente para o ABTS (145,298mg/100g de uva).

TABELA 5 — VALORES DE VCEAC UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS PARA OS
EXTRATOS E PRODUTOS ELABORADOS

VCEAC mg/100g uva

DPPH ABTS
Aquoso 24,360,285 22,64+0,348%°
Hidroalcodlico a frio 99,47+1,748™ 114,96+1,624%°
Hidroalcodlico a quente 81,89+1,950% 145,30+2,129™
Geléia 46,57+0,245" 57,87+0,566°°
Suco 52,50+0,286%° 71,50+0,290°

As médias seguidas pela mesma letra (minuscula na horizontal, maiuscula na vertical) ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Diferentemente dos resultados de TEAC, no VCEAC, foram encontrados
resultados mais elevados na metodologia do ABTS, com exceg¢ao do extrato aquoso
que apresentou valor maior para o DPPH, mas com uma pequena diferenca, 24,358
e 22,642mg/100g de uva, nos métodos DPPH e ABTS respectivamente.

A atividade antioxidante de frutas e geléias esta diretamente relacionada ao
conteudo de compostos fendlicos e estes compostos podem ser degradados por
fatores fisico-quimicos comuns ao processamento de alimentos (DAVALOS,
BARTOLOME, GOMEZ-CORDOVES, 2005; RUBERTO, 2007).

Para que as propriedades dos compostos antioxidantes sejam asseguradas, o
tecido das frutas deve estar livre de lesdo e os produtos manufaturados devem ser
armazenados ao abrigo da luz. Os antioxidantes s&o sensiveis a luz em razao das
suas duplas liga¢des conjugadas (MAMEDE; PASTORE, 2004).

A atividade antioxidante nos produtos que foram triturados pode ter sido
favorecida devido a presenca de flavonois na semente. Meyer et al. (1997) avaliaram
o conteudo de flavanois, no experimento com uvas da variedade Cabernet
Sauvignon e nao detectaram flavanodis nos gréos analisados que tiveram as
sementes removidas. Ja os graos analisados com as sementes apresentaram cerca
de 33mg/100g de flavandis. Na variedade Petit Sirah, os valores observados foram

1,47 e 23,3mg/100g, respectivamente, para uvas sem e com as sementes.
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Alguns estudos in vitro mostraram que a atividade antioxidante dos
flavondides € maior que a das vitaminas E e C (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,
1996; RICE-EVANS et al., 1995).

Nas analises realizadas observou-se correlagao entre os métodos ABTS e
DPPH (R* = 0,8203). Foi observada correlagdo também entre a atividade
antioxidante pelo método ABTS e os fendlicos totais, mas com um coeficiente
inferior (R? = 0,7572). O coeficiente de correlagao dos fendlicos totais com o método
DPPH foi R? = 0,5406. No foi observada correlagdo da atividade antioxidante com a
quantidade de antocianinas totais.

Abe et al. (2007) encontraram maior correlagao entre as antocianinas totais e
a capacidade antioxidante em comparacdo aos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante.

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta diretamente ligada a
sua estrutura quimica, a qual pode estabilizar radicais livres. Esses participam de
processos degenerativos celulares que provocam a aterosclerose, cancer e outras
doencas (MAMEDE; PASTORE, 2004).

Hassimoto, Genovese e Lajolo (2005), avaliando a capacidade antioxidante
de frutas, vegetais e polpas de frutas, observaram maior capacidade antioxidante em
amostras contendo antocianinas, tanto pelo método do [B-caroteno quanto pelo

meétodo do lipossomo.

4.2.3.1 Efeito dos processos de extracao

Os extratos aquoso e hidroalcodlico a frio foram elaborados a partir de trés
processos de extracdo. Uma aliquota de cada processo foi separada para que
pudesse ser feita a analise da capacidade antioxidante de cada etapa.

Nas etapas de extracdo para elaboragao do extrato aquoso observou-se que
o residuo que iria para a nova etapa de extracdo ndo apresentava alteracdo em sua
cor. O residuo final apresentava-se ainda com coloragao roxa escura.

Os valores de TEAC obtidos com o extrato aquoso tanto pelo método do

DPPH e ABTS estao expressos na tabela 6.
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TABELA 6 — COMPARACAO DO TEAC DAS ETAPAS DE EXTRAGCAO DO EXTRATO AQUOSO
UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

TEAC pmol/g de uva

DPPH ABTS
Aquoso 12 extragao 0,792+0,011° 1,240+0,011°
Aquoso 22 extragdo 0,281+0,004° 0,277+0,004°
Aquoso 32 extragao 0,134+0,002° 0,115+0,001°

As médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos com o DPPH foram decrescentes, sendo uma maior
quantidade extraida no primeiro processo. Ja na metodologia do ABTS o primeiro
processo de extragdo apresentou elevada atividade antioxidante em relacdo aos
outros dois processos.

Nao houve diferenga estatistica ao nivel de 5% entre os valores de TEAC
obtidos nas duas metodologias empregadas, DPPH e ABTS, no segundo processo
de extracao para o extrato aquoso.

No grafico 24 é possivel observar a porcentagem extraida em cada um dos
processos. No DPPH a primeira extracdo obteve cerca de 66% de atividade
antioxidante e no ABTS a primeira obteve 76%, mas apds trés processos ainda se

observa até 11% de atividade antioxidante.

DPPH ABTS

D12 extragdo @22 extragdo D32 extragdo 012 extragdo M2% extragdo D32 extragdo

GRAFICO 24 — COMPARAGAO DE’EXTRAQAO DE CADA ETAPA DO EXTRATO AQUOSO
UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

Os valores de VCEAC do extrato aquoso estdo expressos na tabela 7.
Observam-se valores superiores de VCEAC nos processos de extragao pelo método
do ABTS.
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TABELA 7 — COMPARAGCAO DO VCEAC DAS ETAPAS DE EXTRAGAO DO EXTRATO AQUOSO
UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

VCEAC pmol/100g de uva

DPPH ABTS
Aquoso 12 extragao 13,67+0,195° 41,7820,375°
Aquoso 22 extracio 4,58+0,058° 9,33’;0,128b
Aquoso 32 extragao 2,180,026 3,89+0,045°

As médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

No grafico 25 é possivel comparar as porcentagens correspondentes de
VCEAC do extrato aquoso pelo método do DPPH e ABTS.

DPPH ABTS

D12 extragdo @22 extragdo 03?2 extragdo

012 extragdo @22 extracdo 03?2 extragdo

GRAFICO 25 - COMPARAGCAO DE,EXTRAQAO EM CADA ETAPA DO EXTRATO AQUOSO
UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

Na tabela 8 estdo os valores de TEAC obtidos para os processos de extracio

do extrato hidroalcodlico a frio.

TABELA 8 - COMPARACAO DO TEAC DAS ETAPAS DE EXTRACAO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO A FRIO UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

TEAC umol/g de uva

DPPH ABTS
Hidroalcodlico a frio 12 extracao 4,741+0,048°7 3,318+0,058°
Hidroalcodlico a frio 22 extracao 0,704+0,016° 0,455+0,006°
Hidroalcodlico a frio 32 extragao 0,069+0,001° 0,120+0,000°

As médias seguidas pela mesma letra na horizontal ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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A segunda e a terceira extracdo do hidroalcodlico a frio apresentaram valores
muito baixos quando comparados a primeira extracdo, mas tiveram contribuicdo na
atividade antioxidante total do extrato.

No grafico 26 € possivel observar a porcentagem dos valores de TEAC
extraidos em cada processo. Os valores de cada processo de extracédo

corresponderam a porcentagens semelhantes para os dois métodos empregados.

DPPH ABTS

012 extragdo @22 extragdo D32 extragdo O12 extracdo @22 extragdo 03?2 extragdo

1%

GRAFICO 26 - COMPARAQAO DOS VALORES DE TEAC DE CADA ETAPA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO A FRIO UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

Nos processos de extragao para elaboracdo do extrato hidroalcodlico a frio
diferentemente do observado no extrato aquoso, observou-se que a cada processo o
residuo que iria para a nova etapa de extragao apresentava-se cada vez com menos
cor, representando que os pigmentos estavam sendo extraidos, o residuo final
apresentou uma coloragao bege acinzentado.

Os valores expressos em VCEAC para o extrato hidroalcodlico a frio estao

descritos na 9.

TABELA 9 — COMPARACAO DO VCEAC DAS ETAPAS DE EXTRAGAO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO A FRIO UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

VCEAC umol/100g de uva

DPPH ABTS
Hidroalcoodlico a frio 12 extracao 85,67+0,869° 111,81+1,968°
Hidroalcodlico a frio 22 extracao 11,48+0,257° 15,33+0,197°
Hidroalcodlico a frio 32 extragao 1,12+0,017° 4,030,015°

As médias seguidas pela mesma letra na horizontal, ndo diferem estatisticamente entre si. Foi
aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Observa-se uma contribuicdo da segunda extragéo na atividade antioxidante
total expressa em VCEAC do extrato hidroalcodlico a frio.

Considerando apenas as extragcdes de cada processo como sendo 100% da
atividade antioxidante do extrato, é possivel verificar a contribuigdo de cada etapa no
grafico 31. Dessa forma foi extraido mais de 85% da atividade antioxidante expressa

em VCEAC no primeiro processo.

DPPH ABTS

O12extracdo @22 extragdo D32 extragdo 012 extracdo @22 extracdo 032 extracédo

1%
; 3%

GRAFICO 27 - COMPARAQAQ DE CADA ETAPA DE E)(TRAQAO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO A FRIO UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

Quando se comparam os dois métodos de extragdo, hidroalcodlico a frio e
aquoso, observa-se que sao necessarias extragdes adicionais subsequentes para
retirada de compostos responsaveis pela atividade antioxidante. Sendo necessario
para o extrato aquoso mais que trés etapas para extracdo dos compostos
antioxidantes ja que o residuo da terceira extragdo ainda apresentava até 11% de
atividade antioxidante. O extrato hidroalcodlico a frio apresentou em sua ultima

extracdo no maximo 3% de atividade antioxidante.

4.2.3.2 Sucos comerciais

Foi realizada comparagao da atividade antioxidante do suco preparado no
laboratério e de trés sucos comerciais. Os resultados desta comparacao estao
descritos na tabela 10. Teve-se o cuidado de adquirir sucos comerciais com a data
de fabricacao préximas a data de elaboracado do suco em laboratério para aumentar

a possibilidade do mesmo periodo de colheita.
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O suco A era integral, sem adicdo de acucar e com adigdo de dois
conservantes, sorbato de potassio e dioxido de enxofre. O suco B foi o elaborado em
laboratério, sem adi¢cdo de agucar ou conservantes. O suco C era pronto para beber,
adocado e sem conservantes. O suco D também era pronto para beber, adocado e
com adicdo de acidulante acido citrico, aroma idéntico ao natural de uva,

antioxidante (acido ascérbico) e antiespumante.

TABELA 10 — COMPARAGAO DO TEAC DO SUCO ELABORADO NO LABORATORIO COM OS
SUCOS COMERCIAIS UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

TEAC pmol/ml de suco

DPPH ABTS
Suco A 8,303+0,202" 3,299+0,045™
Suco B 4,012+0,022% 2,644+0,011%°
Suco C 4,210+0,037% 1,420+0,014°°
Suco D 3,222+0,062°° 1,145+0,006°°

As médias seguidas pela mesma letra (minUscula na horizontal, mailuscula na vertical) ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Observou-se novamente que foram obtidos valores mais elevados de TEAC
na metodologia do DPPH em relagdo a metodologia do ABTS. Nas duas
metodologias os resultados foram superiores para o suco A, 8,303 e 3,299umol/ml
de suco para o DPPH e ABTS respectivamente. Os menores valores de TEAC foram
obtidos com o suco D: 3,222 e 1,145umol/ml de suco para o DPPH e ABTS
respectivamente. Deve-se ressaltar que o sorbato de potassio e o didxido de enxofre
também sao utilizados como antioxidantes, favorecendo a elevada resposta na
atividade antioxidante do suco A.

Na Tabela 11 estdo descritos os resultados de VCEAC dos sucos comerciais
e do suco de laboratério. Os resultados foram expressos em umol/200ml de suco
devido a 200ml ser o padrao de medida de um copo de suco.

O suco A apresentou novamente atividade antioxidante mais alta tanto na
metodologia do DPPH (271mg/200ml de suco) quanto na metodologia do ABTS
(222mg/200ml de suco). Os resultados de VCEAC foram mais elevados no DPPH,
com excegao do suco de laboratério que apresentou atividade antioxidante superior
na metodologia do ABTS. O suco que apresentou atividade antioxidante inferior foi o

suco D, 105 e 77mg/200ml de suco, para o DPPH e ABTS respectivamente.
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TABELA 11 — COMPARAGAO DO VCEAC DO SUCO ELABORADO NO LABORATORIO COM OS
SUCOS COMERCIAIS UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

VCEAC mg/200 ml de suco

DPPH ABTS
Suco A 270,8+6,595™ 222,4+3,039™
Suco B 130,8+0,713% 178,2+0,722%°
Suco C 137,3+1,208% 95,7+0,913%°
Suco D 105,1+2,006° 77,1+0,429°°

As médias seguidas pela mesma letra (minuscula na horizontal, maiuscula na vertical) ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Em analise realizada por Falcao et al. (2007) em sistema modelo de geléia os
valores de TEAC encontrados também foram superiores com a metodologia ABTS
em relacdo a metodologia DPPH.

No método do DPPH, o suco elaborado em laboratério ndo apresentou
diferenga estatistica a nivel de 5% de probabilidade do suco C, tanto quando os
resultados foram expressos em TEAC quanto em VCEAC. Ja pelo método do ABTS
0 suco de laboratdrio apresentou atividade antioxidante superior, sendo 86% mais
alta quando expressos das duas formas, TEAC e VCEAC. O suco C era o que mais
se aproximava do suco B em sua composi¢cdo, pois ndo tinha adicdo de
conservantes. A diferenga apresentada pelo método ABTS pode ser devida a
elaboragao do suco em laboratério ser realizada sob condi¢cdes brandas.

Mesmo o suco D tendo em sua composicdo a adicdo de acido ascérbico,
apresentou atividade antioxidante inferior nos dois métodos testados. E possivel
ressaltar a elevada atividade antioxidante do suco B, pois apresentou o segundo
valor mais alto em cada metodologia, mas o suco A deve parte de sua atividade

antioxidante aos conservantes adicionados.

4.2.3.3 Armazenamento suco

Foi realizado um comparativo da atividade antioxidante do 6°, 9° e 12° més de
armazenamento do suco de uva elaborado no laboratério. Os resultados de TEAC
podem ser observados na tabela 12.

Observa-se que o valor da atividade antioxidante expressa em TEAC foi
superior no 9° més, mas apds 12 meses o valor foi muto préximo ao inicial. O

mesmo aconteceu com os valores de VCEAC, expressos na tabela 13. Isso pode ter
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acontecido devido a forma de coleta realizada. O suco extraido era imediatamente
coletado em garrafas e armazenado, sem realizar uma homogeneizacao de todas as
coletas, para evitar a contaminagdo e diminuir o contato com o oxigénio. Nao é

possivel saber a ordem de extragdo porque as garrafas ndo foram numeradas.

TABELA 12 — COMPARAGAO DOS VALORES DE TEAC DOS MESES DE ARMAZENAMENTO DO
SUCO ELABORADO NO LABORATORIO UTILIZANDO OS METODOS DPPH E ABTS

TEAC umol/ml de suco

DPPH ABTS
6 meses 3,742+0,064%° 1,9330,015%°
9 meses 4,445+0,018" 3,303+0,043™
12 meses 3,849+0,009% 2,697+0,021%°
Média 4,012+0,022° 2,644+0,010°

As médias seguidas pela mesma letra (minUscula na horizontal, mailuscula na vertical) ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Ou et al. (2002), em um estudo comparativo, avaliaram diferentes métodos de
determinagcdo da atividade antioxidante e observaram resultados discrepantes.
Cataneo et al. (2008) encontraram valores de TEAC para bagaco de uva Couderc
utilizando a metodologia do DPPH entre 122% a 171% superiores em relagao aos
obtidos com o ABTS. Quando a analise foi realizada com bagago de uva Pinot Gris
os valores do DPPH se mantiveram superiores, mas ndo chegaram a 8% em
comparagao aos obtidos com a metodologia ABTS. Os compostos presentes em
cada variedade de uva influenciam na atividade antioxidante e favorecem para

respostas diferentes de acordo com o método utilizado.

TABELA 13 — COMPARACAO DOS VALORES DE VCEAC DOS MESES DE ARMAZENAMENTO
DO SUCO ELABORADO NO LABORATORIO UTILIZANDO OS METODOS DPPH E

ABTS
VCEAC umol/200ml de suco
DPPH ABTS
6 meses 122,047+2,073% 130,267+1,049%°
9 meses 144,956+0,582" 222,583+2,916""
12 meses 125,546+0,304" 181,759+1,429%°
Média 130,849+0,713° 178,203+0,722°

As médias seguidas pela mesma letra (minuscula na horizontal, maiuscula na vertical) ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O ABTS apresentou valores de VCEAC mais elevados que os apresentados

na metodologia do DPPH, diferentemente do que aconteceu com os valores de
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TEAC, que foram maiores para o DPPH. Esses valores superiores de VCEAC
obtidos com a metodologia do ABTS foram observados também no extrato
hidroalcodlico a frio, hidroalcodlico a quente, na geléia e em todas as fragbes dos
extratos aquoso e hidroalcodlico, o que pode sugerir que o fator determinante possa

ser a composig¢ao da propria uva.

4.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O extrato analisado foi o hidroalcodlico a frio, diluido em fase diluente, sem
passar por nenhum processo de purificagao anterior.

O extrato hidroalcodlico a frio apresentou baixa absor¢do devido a baixa
quantidade de compostos presentes na amostra analisada. A absorcao teve que ser
reduzida a 40-50mAU para que os compostos fossem detectaveis. Como a amostra
nao foi purificada havia grande quantidade de agucares presentes.

Na figura 5 é possivel verificar na imagem os dois compostos que estavam
presentes em maior quantidade, sendo, o primeiro, com o tempo de 30 minutos com
centro vermelho, que se apresentou em maior quantidade. Na figura 6 esta o
fingerprint do extrato hidroalcodlico, mostrando os tempos de retengcdo dos
compostos fendlicos. Na figura 7 € possivel visualizar o comprimento de onda da

substancia em 30,14 minutos correspondendo a delfinidina 3-O-rutinosideo.

Time: 30,1393 hinutes, Uawelength: 928 nm
200
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nm
&
=

204

600

15 a0 348 40 45
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FIGURA 5 — REPRESENTAGAO DOS COMPRIMENTOS DE ONDA NO UV PRESENTES NO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DA UVA

O maior pico do extrato analisado coincidiu com o tempo do maior pico

do extrato bruto de uva CHR Hansen®, em uma cromatografia realizada por
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Kuskoski (2000). Os compostos presentes em maior concentragao no extrato
bruto analisado por Kuskoski apresentaram tempo de retencéo entre 30 e 40

minutos, tendo posteriormente mais trés picos pequenos até 48,8 minutos.

Time: 30,0862 Minutes - Amplitude: 39,675 mal
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FIGURA 6 — FINGERPRINT DOS COMPOSTOS PRESENTES NO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DA UVA
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FIGURA 7 — REPRESENTAGAO DO COMPRIMENTO DE ONDA DO COMPOSTO PRESENTE EM
MAIOR CONCENTRACAO NO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA UVA

De acordo com Goiffon, Brun e Bourrier (1991) e Lee e Hong (1992) é
provavel que o composto presente em maior concentragdo seja a delfinidina 3-O-
rutinosideo (524nm). O comprimento de onda do extrato analisado foi 528nm, muito

préximo do descritos pelos autores.
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Goldy, Ballinger e Maness (1986) verificaram a presenga de 31 antocianinas
diferentes em uvas da espécie Vitis labrusca (variedade Concord). Desse total,
apenas 12 foram completamente caracterizadas pelos autores: 3-glicosidio e 3,5-
diglicosidio de cianidina, 3-glicosidio e 3,5-diglicosidio de peonidina, 3-glicosidio e
3,5-diglicosidio de delfinidina, 3-glicosidio e 3,5-diglicosidio de petunidina, 3-
glicosidio e 3,5-diglicosidio de malvidina, 3- acetilglicosidio de malvidina e 3-
pcumarilglicosidio de malvidina. A cultivar analisada nesse trabalho foi a Isabel,
podendo apresentar compostos diferentes aos verificados na cultivar Concord.

Abe et al. (2007) detectaram a presenga da antocianina delfinidina em duas
cultivares diferentes, uma da variedade Vitis labrusca, folha de figo, e outra da Vitis
vinifera, cultivar Syrah. A cv. Isabel é da variedade Vitis labrusca.

Para efeito dessa dissertacdo a quantificacdo n&o foi possivel devido a falta

do padrao para analise e comparagao.
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5 CONCLUSAO

A extracao hidroalcodlica favoreceu a extracdo dos compostos fendlicos, mas
a utilizagdo de altas temperaturas favoreceu a destruicdo de grande parte das
antocianinas.

A extracdo com etanol também favoreceu a elevada atividade antioxidante,
sendo o extrato hidroalcodlico a quente o que apresentou atividade antioxidante
mais elevada para o método do DPPH e o extrato hidroalcodlico a frio para o método
ABTS. O extrato aquoso apresentou a atividade antioxidante menos expressiva nas
duas metodologias.

Obteve-se boa correlacdo entre os métodos utilizados para determinacao da
atividade antioxidante, DPPH e ABTS.

O processamento diminuiu a capacidade antioxidante da uva, a quantidade de
fendlicos totais e de antocianinas totais.

Entre os produtos, o suco apresentou os melhores resultados para a atividade
antioxidante, fendlicos totais e antocianinas totais.

O suco elaborado em laboratério apresentou elevada atividade antioxidante
em comparagao aos sucos comerciais, apresentando-se abaixo apenas de um suco
concentrado que tinha como aditivo um composto com atividade antioxidante.

O armazenamento n&o alterou a atividade antioxidante do suco de uva.

Avaliando os resultados verifica-se a importancia de estudos complementares
para determinar a influéncia de outras formas de processamento na atividade
antioxidante de alimentos, assim como a identificagdo dos compostos mais afetados,
empregando-se técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia e

espectometria de massas.
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TABELA 14 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS FENOLICOS TOTAIS E ANTOCIANINAS
TOTAIS DOS EXTRATOS E PRODUTOS ELABORADOS

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagao GL Fendlicos totais Antocianinas totais
Tratamentos 4 81948,85751** 458,20349**
Residuos 10 116,54215 1,09807
Coeficiente de Variacao (%) 3,45 8,11

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 15 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORES DE TEAC DOS EXTRATOS E
PRODUTOS ELABORADOS

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagéo GL Aquoso HAF HAQ Geléia Suco
Tratamentos 1 1,01332**  10,84272**  0,75658** 1,92634**  1,80813**
Residuos 4 0,00021 0,00691 0,00915 0,00019 0,00019
Coeficiente de Variagéo (%) 1,41 1,75 2,05 0,60 0,52

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 16 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORES DE VCEAC DOS EXTRATOS E
PRODUTOS ELABORADOS

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagcéo GL  Aquoso HAF HAQ Geléia Suco
4,41982** 359,82341**  6030,717** 191,37909**  541,530**

Tratamentos

Residuos 4 010125 2,84621 4,16805 0,18997 0,0083

Coeficiente de Variagao (%) 1,32 1,57 1,80 0,83 0,46

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 17 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORES DE TEAC DAS EXTRACOES DO

EXTRATO AQUOSO
QUADRADOS MEDIOS
Fator de Variagéo GL 12 extracao 22 extracao 32 extracao
Tratamentos 1 0,30100* 0,00002" 0,00051
Residuos 4 0,0013 0,00001 0,0000
Coeficiente de Variagao (%) 1,10 1,32 1,18

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)
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TABELA 18- CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORES DE VCEAC DAS EXTRACOES
DO EXTRATO AQUOSO

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagcéo GL 12 extragao 22 extracao 3?2 extragao
Tratamentos 1 1185,3512** 33,95674* 4,36959**
Residuos 4 0,08937 0,00989 0,00135
Coeficiente de Variacéo (%) 1,08 1,43 1,21

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 19 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORES DE TEAC DAS EXTRAGOES DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO A FRIO

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagcéo GL 12 extragao 22 extracao 32 extragao
Tratamentos 1 3,03803** 0,09290** 0,00388**
Residuos 4 0,00286 0,00014 0,0000
Coeficiente de Variacéo (%) 1,33 2,05 0,84

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 20 — CALCULO DO QUADRADO'MEDIO DOS VALORES DE VCEAC DAS EXTRAGCOES
DO EXTRATO HIDROALCOOLICO A FRIO

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagcéo GL 12 extracao 22 extragao 3?2 extragao
Tratamentos 1 1025,00691** 22,27319* 12,70350**
Residuos 4 2,31416 0,05226 0,00025
Coeficiente de Variacéo (%) 1,54 1,71 0,62

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 21 — CALCULO DO QUADRADO ’MEDIO DOS VALORES DE TEAC DOS SUCOS
COMERCIAIS E DE LABORATORIO

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagao GL Suco A Suco B Suco C Suco D
Tratamentos 1 37,56412* 2,80764** 11,67718** 6,47533**
Residuos 4 0,02146 0,00030 0,00078 0,00191
Coeficiente de Variacéo (%) 2,53 0,52 0,99 2,002

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)
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TABELA 22 — CALCULO DO QUADRADO IMEDIO DS VALORES DE VCEAC DOS SUCOS
COMERCIAIS E DE LABORATORIO

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagao GL Suco A Suco B Suco C Suco D
Tratamentos 1 3521,055** 3363,507* 2595,448** 1171,727**
Residuos 4 26,3624 0,5152 1,1463 2,1034
Coeficiente de Variagao (%) 2,08 0,46 0,92 1,59

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 23 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORES DE TEAC DOS MESES DE
ARMAZENAMENTO DO SUCO ELABORADO EM LABORATORIO UTILIZANDO OS
METODOS DPPH E ABTS

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagéo GL 6 meses 9 meses 12 meses
Tratamentos 4,91136™ 1,95678 1,99316
Residuos 4 0,00214 0,00110 0,00027
Coeficiente de Variacéo (%) 1,63 0,85 0,50

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)

TABELA 24 — CALCULO DO QUADRADO MEDIO DOS VALORESD E VCEAC DOS MESES DE
ARMAZENAMENTO DO SUCO ELABORADO NO LABORATORIO UTILIZANDO OS
METODOS DPPH E ABTS

QUADRADOS MEDIOS

Fator de Variagéo GL 6 meses 9 meses 12 meses
Tratamentos 1 101,36329* 9038,86459** 4739,81833**
Residuos 4 2,69989 4,42250 1,06784
Coeficiente de Variagao (%) 1,30 1,14 0,67

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0,01 =< p < 0,05)
ns nao significativo (p >= 0,05)



