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RESUMO

GALLI, Dirseu, MS, Universidade Estadual de Maringa, fevereiro de 2010.
Extragdo e caracterizagdo de antocianinas no residuo de uvas
processadas. Professor orientador: Dr. Edmar Clemente.

A cor € um dos mais importantes atributos de qualidade de um alimento, que
exerce enorme influéncia em seu valor estético, e serve de base para a
aceitagdo de grande variedade de produtos alimenticios. As antocianinas séo
0s mais conhecidos pigmentos naturais, que extraidos sdo usados na industria
de alimentos como pigmentos naturais. E no processo de fabricagdo do vinho,
gera quantidade estimada em 20% do residuo sélido do seu peso inicial, como
0s subprodutos da vinificagao, que contém em sua composi¢cédo antocianinas do
grupo dos compostos fendlicos, destacando atividades antioxidantes e
propriedades antinflamatérias e anticancerigenas. A recuperagcao desses
compostos do residuo industrial da viticultura pode ser uma forma de obtencéao
destes pigmentos de grande importancia para a industria alimenticia. Este
trabalho tem como objetivo quantificar, caracterizar e avaliar a estabilidade
usando acidos organicos. A obtencdo do extrato, 100 g de residuo de uvas
processadas, foi misturada com 100 mL de uma solugéo extratora que continha
(70 mL de etanol 70% e 30 mL e HCI 0,1% em pH 2,0). A atividade das
antocianinas totais foi realizada com um espectrofotémetro, em que foram
observados 48,7 mg/100 g da mistura de uvas do processamento do vinho.
Pode-se observar que nas uvas processadas, em 100 g de residuo, foram
encontradas 25,6 mg de antocianinas. Esse resultado mostra que o residuo
industrial da viticultura pode ser usado como fonte de obtengdo de compostos
de antocianinas, antes de o residuo ser usado como fertilizantes organicos.
Acidos organicos (4cido cafeico, acido p-cumarico e &cido ferdlico), foram
usados para testar o efeito desses na estabilidade de antocianinas, uma vez
gue em condigbes normais de temperatura, o tempo de meia vida obtidas do
residuo foi de sete dias. O emprego dos acidos cafeico e acido p-cumarico,
mostrou aumento no tempo de meia vida de 15 e 36 dias, respectivamente.

Entretanto, o acido ferulico ndo apresentou resultado significativo. As

Xiii



antocianinas que foram isoladas por HPLC sao as seguintes: delfinidina3-
glicosidio, cianidina 3-glicosidio, petunidina 3-glicosidio, peonidina 3-glicosidio,
malvidina 3-glicosidio.

Palavra-chave: Vitis labusca, acidos organicos, caracterizacéo, pigmentacgao.
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ABSTRACT

GALLI, Dirseu, M.S, State University of Maringa, February 2010. Extraction
and characterization of anthocyanins from the residue of processed
grapes. Advisor: Dr. Edmar Clemente.

Colour is one of the most important attributes involving food quality. It has an
enormous influence on their aesthetic value and foregrounds the acceptance of
a great variety of nutrition products. Anthocyanins are natural pigments used in
the food industry. Wine production produces about 20% of solid residue from
the initial weight. As a subproductof processed grapes, its composition is made
up of the phenolic group, especially anthocyanins. These compounds are
highlighted by having antioxidant activities and anti-inflammatory and anticancer
properties. Retrieval of such compounds from wine industrial residues can be a
form of obtaining pigments which have a great importance within the food
industry. The current research objective to quantify, charactery and carry out
the stabilization of anthocyanins by organic acid. The extract, 100 g of residue
of processed grapes, was mixed with 100mL of extraction solutions (70 mL
ethanol 70% and 30 mL HCI 0.1%, at pH 2.0). Total anthocyanins activity was
carried out using a spectrophotometer and 41.22 mg/100 g of grape mixture
was analyzed after wine processing. Before the grapes were processed, 26.33
mg of anthocyanins were found in 100g of residue. Results showed that the
industrial viniculture residue may be used as a source to obtain anthocyanins
compounds prior to the residue being used as an organic fertilizer. Organic
acids (caffeic acid, p-cumaric acid and ferulic acid) were used to test their effect
within anthocyanins stability since in normal conditions the half-life of
anthocyanins obtained from the residue was of 7 days. The employment of
caffeic and p-cumaric acids showed an increase in half-live to 15 and 36 days
respectively. However, ferulic acid failed to show any significant results.
Anthocyanins were isolated with HPLC and the following anthocyanins:
delfinidine-3-glucoside, cyanidin-3-glucoside, petunidine-3-glycoside, peonidine-
3-glycoside, malvidine-3-glycoside were found in the processed grapes residue.

Keywords: Vitis labusca, organic acids, characterization, pigmentation.
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1. INTRODUGAO

A crescente demanda por alimentos saudaveis vem acompanhada pela
busca de produgao, acarretando para a industria de alimentos custos cada vez
maiores para o tratamento de residuos liquidos e solidos que sdo gerados pelo
processamento. A industria da uva corresponde pelo volume substancial de
residuos orgénicos, e como subproduto representa aproximadamente 20% das
uvas colhidas (LAUFENBERG; HUNZ; NYSTROEM, 2003).

A maior produgdo mundial apds a laranja € a uva, com 61 milhdes
toneladas por ano, que é cultivada principalmente como a Vitis vinifera para a
producdao de vinho (SCHIEBER; STINTZING; CARLE, 2002). Os principais
subprodutos da vinificagdo sdo separados nas etapas de esmagamento e
prensagem das uvas, mas pequenas quantidades desses residuos sao
aproveitadas e valorizadas (TORRES; DANGL; JONES, 2002). A recuperagao
das antocianinas, a partir do residuo das industrias da uva, pode ter
contribuicdo importante para o meio ambiente, porque as industrias da uva
detém grande quantidade de residuos gerados, apresentando grandes
problemas com armazenamento, a fim de evitar a contaminagdo ambiental.
Com isso, os pesquisadores tém grandes interesses em explorar esses
subprodutos do processamento de uvas. A exigéncia do consumidor quanto a
gualidade dos alimentos, bem como agdes legislativas para redugéo do uso de
corantes sintetizados quimicamente em alimentos, tém aumentado o interesse
pelo desenvolvimento de corantes de fontes naturais. Entretanto, a utilizacao
de antocianinas nas industrias de alimentos e de cosméticos ainda é restrita
pela sua baixa estabilidade em meios aquosos e pH acima de 2,0. Essa
desvantagem e essa percepc¢ao do consumidor de que pigmentos naturais séo
mais saudaveis, e que podem gerar varios estudos.

Estudos quimicos que envolvem os elementos do vinho, ao que se
refere ao residuo, tém sido pouco estudados. No entanto, ele é rico em
nutrientes minerais e seus compostos antioxidantes, a exemplo das
antocianinas (AMICO et al., 2004). O aproveitamento desse residuo, agregado

ao seu valor nutricional contribui para a diminuicdo do impacto ambiental



provocado pelo descaso das industrias de vinho. Alguns extratos vegetais
contendo antocianinas ja estdo sendo comercializados na forma de
concentrados do bagaco da uva, conhecido como enocianina. O objetivo deste
estudo é quantificar e caracterizar antocianinas no residuo de uva processada,
utiizando um solvente extrator, de menor custo € menos nocivo para a
utilizagdo nas industrias de alimentos, farmacéutica e outros segmentos que
possam utilizar esse pigmento sem contaminagdo. Como as antocianinas
degradam facilmente, foram realizados estudos com &cidos orgénicos, como

estabilizantes para aumentar o tempo de meia vida das antocianinas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM DA UVA

2.1.1 Uva Bordo

A cultivar Bordd, ou Yves originaria dos EUA, (Figura 1) é uma das
principais videiras de Vitis labrusca, facil de ser cultivada pela sua rusticidade e
tolerdncia a alta umidade relativa no ar. No século XVIII, despertou interesse
dos viticultores europeus pela sua resisténcia ao Oidio (Uncinula necator),
doencga que naquela época causava enorme prejuizo a viticultura mundial. Em
1839, sua expansédo deu-se pela facil adaptagdo as condigdes climaticas, boa
produtividade e longevidade da uva Bordd que apresentava aroma e gosto

foxado pelo habito de consumo.

Figura 1 — Uva Yves (Bordd) (Vitis labrusca), amplamente cultivada no Brasil.

No Brasil, € conhecido por nomes regionais como ’'bordd no Rio
Grande do Sul e em Santa Catarina; ‘Terci’ no Parana e ‘Folha de Figo’ em

Minas Gerais. Esta cultivar de uva tinta tem grande importancia comercial s6



em regidées com inverno bem definido, apresentando dificuldade nas regides de
clima tropical. As cultivares americanas da espécie Vitis labrusca produzem
uvas de qualidade inferior para a vinificagao, porém sao aptas a elaboragao de
sucos e apreciadas para consumo e apresenta alta concentragao de material
corante, motivo principal de sua significativa difusdo. Origina vinho e suco
intensamente coloridos que, em cortes, servem para a melhoria da cor dos

produtos a base de uvas Isabel, Concord.

2.1.2 Uva Isabel

A uva lIsabel (Vitis labrusca). (Figura 2) originaria do Sul dos Estados
Unidos é uma cultivar de uva tinta, muito rustica e altamente produtiva, que
proporciona colheita abundante com poucas intervengdes de manejo, cujo
destino principal € a Serra Gaucha-RS. Trazida para o Brasil na década de
1830, tornou-se a principal cultivar em area de parreirais do pais. Apresenta
bom desempenho nos climas tropicais, com resultados positivos comprovados
nos Noroeste de Sao Paulo, Tridngulo Mineiro, Goias e Mato Grosso,
ocupando uma area, atualmente, de 30% da producao de uvas do territorio
nacional. E uma cultivar que se destaca pela sua produtividade e pelo grande
potencial no aumento de agucar. Embora utilizada especialmente para
elaboragdo de vinho e suco, também tem boa aceitagdo como uva de mesa.
Cacho pequeno a meédio, solto e a qualidade das bagas preta, média,
levemente elipsoide, polpa mucilaginosa, desprende-se facilmente da pelicula,
tem sabor aframboesado e caracteristicas organolépticas de aroma e sabor
tradicional agradavel das cultivares de Vitis labrusca. E comum a presenca de
bagas verdes, parcialmente desenvolvidas, nos cachos, o que implica em
necessidade de toalete antes da comercializagdo. Dependendo das condicdes
climaticas, ela atinge a maturacédo entre final de janeiro a inicio de marco,
constituindo-se em alternativa para produgdo em meia estagédo. E uma cultivar
vigorosa e de alta fertilidade. Produz bem quando podada sé a espordes, mas
neste caso 0s cachos sao menores. Esta sujeita a incidéncia de antracnose e

de mildio, com recomendacéao do uso de fungicidas preventivamente.



Figura 2 — Uva Isabel (Vitis labrusca), amplamente cultivada no Brasil.

2.2 HISTORIA DA VITICULTURA NO BRASIL

As primeiras videiras do Brasil foram trazidas, em 1532, pela expedi¢ao
de Martim Afonso de Souza. Bras Cubas, fundador da cidade de Santos, &
reconhecido como o primeiro a cultivar a vinha em nossas terras. Em 1813, D.
Joao VI reconhece oficialmente a primazia de Manoel de Macedo Brum da
Silveira, no plantio das videiras na produgcédo de vinho no Rio Grande do Sul.
Em 1840, introduziu a variedade lzabel por Thomas Master na ilha dos
marinheiros. A colonizagdo no maior pais da América do Sul, e com ela
também a origem da vinicultura, teve inicio na metade do século XVI, quando
0s portugueses plantaram as primeiras mudas na regido de Sao Paulo, em
1532. No ano de 1626, os padres jesuitas plantaram as primeiras vinhas no Rio
Grande do Sul. No entanto, com a destruicdo das Missdes, houve o
rompimento da atividade vinicultura. O endlogo Auguste de St. Hilaire ja
afirmava, no ano de 1800, que as espécies de uvas europeias poderiam se
adaptar melhor no Sul do pais, na fronteira com o Uruguai, o que foi ignorado
por quase 200 anos. Por volta de 1840, foi introduzida a espécie hibrida da
videira Isabela, no Rio Grande do Sul. A produgao significativa de vinho
desenvolveu-se a partir de 1875, por meio dos imigrantes italianos da regiao do
Véneto e da Lombardia. Mais tarde, também imigrantes alemaes passaram a
produzir vinho. Os imigrantes trouxeram o Trebbiano e o Riesling. Pelas
dificuldades com o clima, varios experimentos foram realizados, mas foi apés a
Primeira Guerra Mundial que as primeiras videiras se adaptaram. Grandes

empresas internacionais se estabeleceram nas décadas de 1960 e 1970, por



exemplo, Bacardi-Martini, Cinzano, Heublein, Martini & Rossi, Moét et Chandon
(com a Vinicola Chandon Brasil), Domecq e Seagram.

Em 2007, a produgao de uva no Brasil foi de 1.354.960 toneladas,
11,04% superior ao ano de 2006. No Estado de Sao Paulo, destacam-se dois
polos vinicolas, sendo um na regido Noroeste (regional agricola de Jales) e
outro na regidao Leste (regionais agricolas de Campinas, Itapetininga e
Sorocaba). A regido Leste, situada a 23°S, 47°W, entre 700 e 900 m de
altitude, apresenta médias anuais de 1.400 mm de precipitagcado, temperatura
média de 19,5°C e umidade relativa do ar de 70,6%. E uma regido onde a
altitude compensa a latitude, condicionando a pratica de uma viticultura de
clima temperado em Minas Gerais, regiao do Vale do S&o Francisco, Petrolina-
PE, situada no trépico semiarido brasileiro, em latitude 9°S, longitude 40°W e
altitude em torno de 350 m, apresenta indicadores climaticos médios de 500
mm de precipitagdo, temperatura média de 26°C e 50% de umidade relativa do
ar. A precipitacdo pluviométrica esta concentrada entre dezembro e margo.
Trata-se da principal regiao vinicola tropical do Brasil, que possui cerca de
8.000 ha de vinhedos distribuidos nos Estados de Pernambuco e Bahia
(PROTAS; CAMARGO; MELO, 2005). O maior acréscimo da produgao ocorreu
no Estado da Bahia, seguidos pelo Estado de Santa Catarina e Rio Grande do
Sul. Do total das uvas produzidas no Brasil, em 2007, foram 47,02% destinados
a elaboragédo de vinhos, sucos e outros derivados, 35,35% a mais que em
2006, quando que o total da uva destinada ao processamento representando
38,32% (MELLO, 2000, 2007, 2008).

A producdo de uva no Brasil, em 2008, foi de 1.399.262 toneladas,
3,27% superior a 2007. Do total das uvas produzidas no Brasil, 50% foram
destinados a elaboragdo de vinhos, sucos e outros derivados. O principal
produtor foi Rio Grande do Sul com 776.027 toneladas e o Parana com
101.500 toneladas (IBGE, 2008).

A producado brasileira de vinho, embora ndo a de uva, estd muito
concentrada em uma regiao relativamente pequena do Rio Grande do Sul.
Além disso, a maior parte da produgao de vinho no pais ndao é obtida de
videiras europeias (Vitis vinifera L.) como ocorre em praticamente todos 0s
paises produtores, mas sim de uvas americanas (Vitis labrusca L.) e hibridas.

O consumo de vinhos obtidos da Vitis vinifera é cada vez mais dependente das



importagées. Enquanto o consumo nacional per capita de uvas de mesa é
crescente, o de vinho manteve-se estavel, seguindo a tendéncia mundial
(BRASIL, 2004).

Santana do Livramento
Don Pedrito

Bang
Pinheiro hlachag;

Figura 3 — Mapa do Brasil representando a maior concentragao na produgao
de uvas para elaboracao de vinhos e sucos e uva de mesa.

2.2.1 Viticultura no Norte do Parana

No Parana, a viticultura estd em plena expansao, principalmente, na
regido Norte do Estado. A maior parte € de uvas finas de mesa, além disso,
esta regiao possui em particular safras anuais, pelo clima atual e o uso da
ciamida hidrogenada (ROBERTO; GENTA, 2007). A videira necessita de dois
tipos basicos de adubagao: a de corregao (para corrigir a fertilidade do solo e
repor 0s nutrientes absorvidos pela planta durante o ano) e a de manutengao
ou de producéao. A adubacéao orgéanica pode ser utilizada, pois favorece tanto as
caracteristicas quimicas, quanto as fisicas e bioldgicas do solo, além de reduzir
a quantidade de fertilizantes quimicos.

Em relagcao aos aspectos econémicos, com o excesso de produgao de
uvas de mesa, houve queda do valor comercial do produto. A irrigagdo do

vinhedo é fundamental para o aumento da produgcdo. Sdo recomendados



métodos de irrigacao localizada, tais como o gotejamento a microaspersao, que
permitem a aplicagdo controlada de agua e nutrientes com menor risco de
problemas fitossanitarios, além de poderem ser automatizados. A falta de agua
durante a fase de formagdo e crescimento dos cachos e das bagas afeta

diretamente a produgao dos frutos.

2.3 INFLUENCIA DOS FATORES CLIMATICOS NA PRODUGAO DE UVAS

2.3.1 Temperatura

O clima particular é responsavel por uma série de fendébmeno
metabdlico que por sua vez responde pela diferenciagdo dos vinhos,
principalmente no que se refere a composigcdo fendlica das uvas e
consequentemente dos vinhos. As variagdes hormonais nas plantas, durante o
ciclo vegetativo, induzem o inicio ou término das diferentes fases do
desenvolvimento, e estas regem a produgao e a armazenagem dos diversos
compostos quimicos presentes nos vinhos. As baixas temperaturas noturnas
determinam a parada de crescimento vegetativo e o inicio da maturagdo com
acumulos de agucar e de substancias fendlicas.

A videira é bastante resistente as baixas temperaturas na estagao de
inverno, periodo de repouso vegetativo. As cultivares americanas e hibridas
sdo mais resistentes ao frio que as cultivares Vitis viniferas, podendo resistir a
temperaturas entre -20 e -30°C. Essas temperaturas ndo ocorrem nas atuais
regides vinicolas brasileiras. O frio de inverno é importante para a quebra das
dorméncias das gemas, no sentido de assegurar a brotagdo adequada para a
videira. Segundo o zoneamento climatico para o Estado do Rio Grande do Sul
(1994), a cultivar americana necessita de mais de 100h de frio (abaixo de 7°C),
para considerar boa quebra de dorméncia. Exemplificando, em Bento
Gongalves-RS, localizada na regido vinicola da Serra Gaucha, apresenta, de
maio a agosto, um total médio de 358h de frio abaixo de 7°C, nao
apresentando, portanto qualquer restricdo ao cultivo de uvas americanas em
relagao as exigéncias de frio, invernal. Em casos com pouco frio pode ocorrer

menor indice de quebra de dorméncia das gemas da videira.



De forma genérica, considera-se a temperatura de 10°C como minima
para que haja desenvolvimento vegetativo. As geadas da primavera podem
causar a destruicdo dos 6rgaos herbaceos da planta. A partir do periodo de
brotag&o da videira, ela é sensivel de -1,1°C. Assim, regides com elevado risco
de geadas, durante o periodo vegetativo da videira, devem ser evitadas. O
plantio de cultivares de brotagéo tardia em locais de riscos baixos a moderados
de geadas € pratica coerente nas viticulturas. Contudo, as videiras americanas,
guando danificadas por geadas tardias no inicio da brotagdo, podem
apresentar brotagao das gemas dormente da base dos ramos, que sdo gemas
férteis, o que pode assegurar uma colheita, ainda rentavel, mesmo que inferior
a normal. Os danos por geadas dependem da intensidade do frio, época de
ocorréncia e de estadio fonolégico da planta.

Condicbes térmicas muitas quentes podem resultar na obtencido de
uvas com maiores teores de agucares, menor acidez e, nas cultivares tintas,
menor intensidade de cor. A Tabela 1A do Apéndice apresenta a soma térmica
média necessaria a maturacao de diferentes cultivares de uvas americanas e
hibridas destinadas a agroindustria. Os dados sao da regido Norte do Parana e
podem servir como indicativos aproximados para outras regides Norte do
Parana. Para estimar a data da colheita da uva de uma determinada cultivar,
deve-se fazer o somatorio das temperaturas médias do ar superiores a 10°C,
subtraida da temperatura basal de 10°C, dia-a-dia, a partir da brotagdo da
videira até atingir a soma térmica para a cultivar em questado. O resultado da
soma térmica é expresso em graus-dia.

Elas afetam o comprimento do ciclo vegetativo da videira, o que €&
importante para a maturagcdo dos ramos e a acumulagdao de reservas pela
planta. A ocorréncia de geadas no outono acelera a queda das folhas e o fim
do ciclo vegetativo da planta. A Figura 4 mostra as temperaturas médias nos

ultimos dez anos.
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Figuras 4 — Médias mensais das temperaturas nos ultimos dez anos da regiao
de Maringa-PR.

2.3.2 Precipitagao

A precipitagdo pluviométrica é um dos elementos climatico mais
importante da viticultura (Apéndice A, Tabela 2A). A videira € uma cultura
bastante resistente a seca. Influenciando na quantidade total de chuvas, mas
também sua distribuicdo ao longo do ciclo vegetativo. A chuva de inverno tem
pouca influéncia sobre as nossas videiras. E importante que os solos
apresentem disponibilidade hidrica adequada no periodo da brotagédo das
plantas. Durante a primavera, as chuvas s&o importantes para o
desenvolvimento da planta, jda o excesso de chuva pode favorecer o
desenvolvimento de algumas doencgas fungicas da parte aérea, bem como
afetar fases importantes da videira, como a floragao e a frutificagdo, causando
baixo vingamento de frutos. A Figura 5 representa as médias mensais

pluviométricas nos ultimos dez anos na regido de Maringa-PR.
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Figuras 5 — Médias mensais pluviométricas nos ultimos dez anos da regido de
Maringa-PR.

2.4 FONTES DE ANTOCIANINAS

Existem mais de 400 antocianinas diferentes (KONG, 2003). As
antocianinas encontram-se distribuidas em numerosas familias de plantas:
Vitaceae (uva), Rosaceae (cereja, ameixa, framboesa, morango, amora, maga,
péssego), Solanaceae (tamarindo, batata), Saxifragaceae (groselha preta e
vermelha), Ericaceae (mirtilo, oxicoco), Cruciferae (repolho roxo, rabanete),
Leguminoseae (vagem) e Gramineae (sementes de cereais). A contribuicdo
das cores de flores e frutos, as antocianinas atuam como filtro das radiagdes
ultravioletas nas folhas. Em certas espécies de plantas estdo associadas com a
resisténcia aos patégenos e atuam melhorando e regulando a fotossintese. As
cores intensas dos frutos indicam a presenga de fotoquimicos compostos
bioativos, como os carotenoides e as antocianinas, que contribuem para a
preservacao da saude (FRANCIS, 2000).

Além do atrativo da coloragao, as antocianinas apresentam capacidade
antioxidante, que estao protegidas nos tecidos das plantas. Quando as frutas e
0S outros vegetais sdo cortados, ocorre exposigao dos carotenoides ao

oxigénio em contato com as enzimas oxidativas, principal razdo para a
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degradacdo. Fatores como exposicdo de luz, disponibilidade de agua e
presenca de antioxidantes, podem influenciar este processo.

Os compostos fendlicos flavonoides (que englobam antocianinas e
flavondis), os acidos fendlicos (derivados de acidos cinamico e benzoico, 0s
estilbenos e resveratrol) e grande variedade de taninos, eram apresentados

como tendo efeito adverso ao metabolismo humano. (FRANCIS, 2000).

2.5 ESTRUTURA QUIMICA DAS ANTOCIANINAS

As antocianinas significam = do grego anthos, flor e kianos, azul; sao
pigmentos vegetais responsaveis pelas cores azul, roxo e todas as tonalidades
do vermelho encontradas em flores e frutos e folhas, caules de plantas
(MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008). A Tabela 1 mostra a classe de

antocianinas.

Tabela 1 — Antocianinas mais frequentemente encontradas nos alimentos

Antocianinas Fonte
Cianidina-3-glicosidio Uva, vinho, cereja, jambolao
Cianidina-3,5-diglicosidio Uva, vinho, cereja, figo, marmelo
Peonidina-3-glicosidio Uva, vinho, cereja, jabuticaba
Malvidina-3-glicosidio Uva, vinho
Malvidina-3,5-diglicosidio Uva, vinho, feijao, inhame
Cianidina-3-galactosidio Maga, cacau
Cianidina-3-p-cumarilsoforosidio-5-glicosidio Repolho roxo
Pelargonidina-3-soforosidio-5-glicosidio Rabanete
Pelargonidina-3-glicosidio Morango, tamarindo
Delfinidina-3,5-diglicosidio Berinjela, feijao, uva, roma
Delfinidina-3-cafeoilglicosidio-5-glicosidio Berinjela
Petunidina-3-glicosidio Uva, vinho, feijao, mirtilo, laranja

Fonte: Francis (2000).

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavonoides, que sao
compostos fendlicos caracterizados pelo nucleo basico flavilio (cation 2-
fenilbenzopirilio) que tém dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de
trés carbonos e condensados por um oxigénio. Sdo compostos sollveis em
agua e altamente instaveis em temperaturas elevadas. O composto de
antocianina (Figura 6) & constituido por duas ou trés moléculas; antocianidina,
grupo de agucares e um grupo de acidos organicos (FRANCIS, 2000).

Aproximadamente, 22 agliconas sdo conhecidas das quais apenas seis
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(Cianidina, Delfinidina, Pelargonidina, Peonidina, Petunidina e Malvidina) sao
as mais importantes nos alimentos (FRANCIS, 2000). As antocianinas estao
presentes praticamente em flores e frutos, com sua coloragdo azul uma

Cianidina, vermelho uma Delfinidina e violeta uma Peonidina.
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Figura 6 — Estrutura quimica das antocianinas com suas substituicbes

estruturais.
Fonte: Francis (2000).

Antocianinas livres sdo raramente encontradas em planta, ocorrendo
com os agucares glicosilados que estabilizam a molécula (FRANCIS, 2000). A
frequéncia da glicosilagéo ocorre na posigao 3. O segundo ocorre na posigao 5,
mas pode ocorrer também na posicao 7, 3, 4 e 5. Glicose, arabinose, xilose,
ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos por esses agucares, frutose
sdo o0s acgucares mais comuns ligados a antocianidina, ocorrendo
monoglicosidios, diglicosidios e triglicosidios glicosilados na forma de aglicona
(FRANCIS, 2000).

A antocianina se da pela diferenga nos grupos hidroxila na molécula,
grau de metilagao, natureza, numero de exposigado da glicosilagéo, natureza e

namero de grupos aromaticos ou acidos alifaticos ligados ao residuo da

13



glicose. A estrutura das moléculas (Figura 6) tem efeito profundo na
intensidade da cor e na estabilidade durante o processamento. Em geral, o
aumento da hidroxilagdo diminui a estabilidade e o aumento da metilagcao
contribui para a estabilidade da molécula (ARTHEY; ASHURST, 2001).

Os acucares das antocianinas sao acilados por acidos p-cumarico
ferdlico, cafeico, p-hidroxibenzoico, sinapico, maldnico, acético, succinico e
malico (FRANCIS, 2000) Os substituintes acila encontram-se usualmente
ligados a hidroxila do agucar na posigdo 3 e com menor frequéncia nas
posicdes 4 e 6. A metoxilagdo € mais frequente nas posigcdes 3’ e 5 e menos
comum em 5 e 7. Salientamos que a antocianina natural nunca apresenta as
hidroxilas das posi¢des 5, 7 e 4’ substituidas ao mesmo tempo. Um dos grupos
da hidroxila deve permanecer livre numa dessas posi¢des para a formagao da
estrutura quinoidal, responsavel pela cor.

As antocianinas também podem ser degradadas por enzimas enddgenas
presentes nos tecidos das plantas, tais como glicosidases, polifenois oxidases e
peroxidases. As glicosidases, também denominadas antocianases, hidrolisam as
ligacdes glicosidicas e com liberagao do agucar e da aglicona.

Nas antocianinas, verifica-se sempre a existéncia de um residuo de
agucar na posi¢cao 1 e, ocasionalmente, uma glicose na posicdo 3 ou, mais
raramente, nas posi¢des 8, 13 e 15. Os acgucares que muito, usualmente, se
encontram ligados a antocianinas sdo, para além da ja referida glicose, a
galactose, a ramnose e a arabinose. Os grupos R1 e R2 variam (Figura 7),
verificando-se que os grupos R3 e R4 sao frequentemente hidroxilas ou

glicosilos (usualmente glicosidio).

Figura 7 — Estrutura basica de uma antocianina.
Fonte: Margo, Poppi e Scarminio (2008).
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Na natureza, as antocianinas ocorrem sob a forma de monoglicosidio
(glicose ligada na posi¢ao 3) ou diglicosidio (glicose nas posigdes 1 e 3). Na
couve roxa existe essencialmente diglicosidio da cianidina e na casca da maca
encontra-se, essencialmente, monoglicosidio da mesma e nos morangos
encontra-se a pelargonidina monoglicosiladas.

A possibilidade de ocorréncia de varias protonagdes e desprotonagdes
na estrutura das antocianinas faz com que ocorram diversas interagées com o
sistema de orbitais das mesmas e estas sofram variacdes de cor com o pH, do
meio em que se encontram (Figura 8). O fato de possuirem também um grande

conjunto de orbitais livres tornam-se 6timos antioxidantes.
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Figura 8 — Possiveis transformagdes estruturais das antocianinas em meio

aquoso em fungao do pH.
Fonte: Campos (2005).

2.6 EFEITO DA DEGRADAGAO DAS ANTOCIANINAS

O aquecimento € um fator que acelera a degradagéo das antocianinas.

Em presencga de cations de Al, Fe, Sn e outros metais, as antocianinas formam
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produtos insoluveis que, no caso do aluminio, encontram aplicagbes como
corantes que apresentam estabilidade ao calor, pH e oxigénio superior a das
antocianinas livres. Além do pH, a luz € um outro fator de grande importancia
na alteracado da cor das antocianinas. A transformacgao € mais intensa quando o
fator luz € combinado com o efeito do oxigénio. As antocianinas também
podem se combinar com HSO’; presente em muitos alimentos, formando
produtos incolores provenientes da ligagdo deste com o carbono 4 da
antocianina. A estabilidade das antocianinas ao descoramento € aumentada
consideravelmente pela presenca de acidos fendlicos. O mesmo efeito é
observado pela presenca de flavonoides nao-antocianicos, especialmente os
flavonéis, como por exemplo, a rutina. Compostos como o acetaldeido,
aminoacidos, taninos, dentre alguns outros, também conferem aumento na
estabilidade da molécula. Esse aumento na estabilidade € atribuido a
copigmentagdo, ou seja, associagao entre antocianina e flavonol (copigmento)
por ligagdes de hidrogénio, de modo que o flavonol venha a formar uma

estrutura protetora envolvendo a antocianina.

2.6.1 Efeito da temperatura

As videiras cultivadas em areas montanhosas, onde a radiacdo UV é
maior, podem sintetizar maiores quantidades de resveratrol. A irradiagéo pela
luz UV parece estar associada com o aumento na concentragdo da enzima
responsavel pela biossintese dos flavonoides. Estes protegem o material
genético das plantas contra danos provocados pelos raios ultravioletas.

O cultivo de uvas a baixas altitudes parece desfavorecer a biossintese
de antocianinas monoglicosiladas nas cascas de uvas, se comparado com as
gue sado cultivadas em altitudes maiores. Em algumas variedades,
temperaturas acima de 35°C diminuem fortemente o acimulo de antocianinas e
a falta ou excesso de umidade tende a diminuir seu conteudo (MATEUS et al.,
2001).

Mecanismo de degradagdo das antocianinas pelo calor ocorre
provavelmente pela abertura do anel do cation flavilium e sua conversédo a
chalcona, que é incolor. Essa degradacéo € irreversivel e confere a formacao

do produto de coloragdo marrom. Normalmente, 0 aumento da temperatura
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causa aumento logaritmo na destruicado das antocianinas, isto pode ocorrer
durante o armazenamento e estocagem dos alimentos, mas nem sempre iSSO
acontece. E possivel que para algumas antocianinas o aumento na
temperatura favorega a producao de complexos ou reagdes de polimerizagao
durante a degradacao que estabilizam os pigmentos. As antocianinas de uvas
Vitis labrusca (var. "Concord”) em diferentes sistemas e modelos, com e sem
adicao de acucar, verificou que a degradagédo das antocianinas é maior com
aumento de temperatura.

O efeito de diferentes temperaturas sobre a estabilidade de
antocianinas do extrato bruto de laranjas pigmentadas foi estudado por
Katsaboxakis, Papanicolaou e Melanitou (1998) em pH 3,5. Apdés 3h em
temperaturas de 60, 70 e 80°C, verificou-se perda de menos de 20% das
antocianinas, enquanto que quando mantidas a 90 e 100°C, mais de 50% das

antocianinas foram destruidas.

2.6.2 Efeito da oxigenacgao

O elemento quimico oxigénio pode atuar como substancia téxica
originada por meio de processos que desencadeiam a formac¢ao de radicais
livres, compostos instaveis e altamente reativos que contém elétron
desemparelhado. Os radicais livres, altamente instaveis, reagem com
moléculas estaveis, com o objetivo de capturar elétrons, transformando-as em
um novo radical livre (KAUR; KAPOOR, 2001). 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 formagao.
Sua formagdo “in vivo” ocorre durante os processos de transferéncia de
elétrons, durante o metabolismo celular e pela exposigdo a fatores exdgenos,
como radiagbes gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e cigarro.

Em 1936, Tressler e Pedersen, primeiramente, observaram diferenca
na cor do suco de uva, conforme a demora no engarrafamento. Atualmente, é
sabido que o oxigénio pode degradar antocianinas pelo mecanismo de
oxidacao direta ou indireta, oxidando os constituintes do meio que reagem com
as antocianinas. Por esta reacao, relatos da descoloragao de antocianinas pelo

ataque direto do acido ascérbico foram desconsiderados, visto que a destruicao
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€ medida pelo peroxido de hidrogénio (H.O,), produzido pela oxidagao

aerobica do acido ascoérbico na presencga de ions de cobre.
2.6.3 Efeito do pH

A cor e a estabilidade de uma antocianina dependem largamente do pH
do meio em que esta se encontra (Figura 9). A maior estabilidade & obtida a
valores mais baixos de pH e vai perdendo com aumento do pH. Quando o valor
de pH esta proximo de 4,0, verifica-se a formagéo de uma coloragado azulada
(passando pelo roxo) que passados alguns instantes acaba por desaparecer.
Este fato deve-se a um duplo equilibrio em que ha formag¢ao de dois produtos,
um cinético (transferéncia de protdo), outro termodinédmico (reagdo de
hidratacao), no primeiro apresenta coloragao azul e o segundo € incolor. Com o
aumento do pH, verifica-se que ocorre a abertura do anel principal da
antocianina e a solugdo adquire um carater amarelo palido, passando pelo

verde, dando origem a dois isémeros de um mesmo produto.
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Figura 9 — Fontes de antocianinas nas diversas formas de cores encontradas

na natureza.
Fonte: Francis (2000).
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As antocianinas encontram-se numa estrutura quinoidal estavel,
guando o pH se encontra na faixa de 3,0 a 6,0, valores comuns em sucos de
frutas. Em meio aquoso, as antocianinas formam complexos com numerosos
compostos tais como proteinas, taninos, flavonoides nao-antocianicos e acidos
organicos, acidos nucleicos, alcaloides, polissacarideos e ions metalicos por
meio da copigmentagao intermolecular.

O pH baixo € uma das caracteristicas da principal cultivar da Vitis
labrusca. O pH influencia diretamente na estabilidade das antocianinas.
Portanto, os conhecimentos dessas caracteristicas para cada combinacao
copa/porta-enxerto € extremamente importante quando se desejar obter altos

teores de matéria corante (MALACRIDA; MOTTA, 2006).

2.6.4 Solubilidade das antocianinas

As antocianinas sao solluveis em agua e alcodis, insoluveis em
solventes apolares organicos e instaveis em meio neutro ou alcalino.
Geralmente, sdo extraidas a alcool (de preferéncia etanol, se for destinado
para uso medicinal ou alimenticio), na presenca de &cido cloridrico em baixa
concentragado (0,1 a 1%). Também pode ser empregado um acido fraco
(acético, tartarico ou citrico), quando se quer evitar a desacetilagdo ou
esterificacdo do pigmento. Solugdes de antocianinas sdo bastante instaveis, e
devem ser mantidas sob atmosfera de nitrogénio, no escuro e a baixa
temperatura. Antocianinas sdo sensiveis ao oxigénio, ao calor, a luz e séo

susceptiveis a ataques nucleofilicos (Figura 10).
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Figura 10 — Reagdes em equilibrio em relagao a temperatura.
Fonte: Francis (2000).

A interconversao entre estas estruturas é dada pelo esquema seguinte:

AH" « » A+H equilibrio 4cido-base
AH + H,0+« » B+H equilibrio de hidratacdo
B < » C equilibrio tautomérico

Estas reacdes sdao endotérmicas e por isso os equilibrios sdo funcdes

da temperatura

2.6.5 Efeito da luz

O mecanismo de degradacédo fotoquimica das antocianinas nao é
completamente compreendido e o conhecimento da estabilidade das
antocianinas a luz é limitada (PROVENZI et al., 2006) e comparando o efeito

da presenca e da auséncia de luz sobre a estabilidade de antocianinas de uvas

20



Vitis vinifera (Var. Grenache noir) e verificaram que a presencga de luz implica
em perdas significativas na cor das antocianinas. Entretanto, Morais et al.,
2002 estudaram o efeito da luz sobre a estabilidade de peonidina-3-glicosidio e
malvidina-3-glicosidio extraidas de cascas de uvas Vitis vinifera (Var. “Red
globe”) e verificaram também que a presenca e a auséncia de luz nédo
exerceram efeito significativo sobre a decomposicdo das antocianinas.
Normalmente, as antocianinas apresentam-se instaveis quando sao expostas a
luz visivel ou raios (PROVENZI et al., 2006)

2.7 BIOSINTESE DAS ANTOCIANINAS

Os compostos fendlicos tém importantes fungdes na planta, atraem
animais para polinizagdo ou dispersdo de sementes; sao importantes para
proteger as plantas contra os raios UV, 0s insetos, os fungos, o0s virus e as
bactérias. Acredita-se também que as ligninas tenham sido fundamentais para
o0 desenvolvimento do sistema vascular vegetal, dando rigidez aos vasos.
Esses compostos sdo sintetizados, a partir da via do acido chiquimico
(principal) e a via do acido mevalbnico, menos significativa. O acido chiquimico
é formado pela condensacédo de dois metabdlicos da glicose, o
fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato. No proximo passo, o acido chiquimico e
o fosfoenolpiruvato se une formando &cido corismico que por sua vez gera 0s
aminoacidos aromaticos (triptofano, fenilalanina e tirosina) que sao precursores
de varios alcaloides. Um dos primeiros grupos de compostos fendlicos,
formados a partir do acido corismico, é o fenilpropanoide, também precursor da
lignina (que é na verdade um polimero altamente ramificado de fenilpropanos).
A via do acido chiquimico é presente em plantas, em fungos e bactérias, e sua
principal enzima € a fenilalanina aménio liase (PAL). Essa enzima retira uma
amoénia da fenilalanina formando o acido cinamico. A PAL é regulada por
fatores ambientais como o nivel nutricional, a luz (pelo efeito do fitocromo) e
por infecgdo por fungos. Os flavonoides representam importante classe de
compostos derivados da PAL, de importancia muito grande nas angiospermas,
principalmente na sinalizagao entre plantas e outros organismos e na protecao
contra UV. Entre os compostos que as plantas utilizam para colorir suas flores

€ a antocianina, de 21 classes de flavonoides. As antocianinas sao glicosidios
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de flavonoides. A aglicona (molécula sem o acgucar) é conhecida como
antocianidina. As antocianinas sao bastante solUveis e se acumulam nos
vacuolos das células das pétalas. Elas s&o transportadas para os vacuolos por
intermédio de glutationa-S-transferase (GST) e os transportadores ABC (Figura
11).
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Figura 11 — Biossintese das antocianinas.
Fonte: Domingos (2004).

Algumas espécies vegetais sofreram mutagéo na enzima (CHS) o que
da origem a acumulagao de estilbenos, uma classe de compostos relacionados
aos flavonoides. (um estilbeno de grande importédncia é o resveratrol). A
enzima CHS é necessaéria para que haja formagéo de antocianinas, flavondis,
taninos condensados e os isoflavonoides. Os flavondis sdo os préprios
precursores de antocianinas e dos taninos condensados, contudo, por si s6
absorvem a radiagcdo UV (280-320 nm) para protecdo das plantas. Um
conhecido exemplo de flavonol é a quercetina. Os isoflavonoides sdo também
conhecidos como fitoalexinas, uma classe de compostos com acao
antipatdgenos ou inseticida.

Os taninos condensados sao compostos fendlicos soluveis em agua
com massa molecular entre 500 a 3.000 Daltons. Esses compostos sao

responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos. Os taninos atuam na defesa
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contra pragas, pois se ligam a proteinas digestivas dos insetos. Esses
compostos também sao denominados protoantocianidinas pelo fato de

produzirem pigmentos avermelhados (antocianidinas) apos degradagao.

2.8 COMPOSTOS FENOLICOS

As caracteristicas das plantas s&o a capacidade de sintetizar uma
grande diversidade de compostos de baixo peso molecular, denominados de
metabdlicos secundarios que sao essenciais ao metabolismo vegetal.

Os compostos secundarios sao substancias que nao fazem parte do
metabolismo basico das plantas e possuem caracteristicas quimicas diferente,
bastante complexas.

Os compostos secundarios possuem um grupo muito forte de
fotoquimicos, derivados da fenilalamina e tirosina; englobam moléculas muito
simples até alto grau de polimerizagao; estao ligados nas formas livres como
acucares (glicosidios) e proteinas, sendo essenciais para o crescimento e
reproducéo das mesmas. Esses compostos se formam na forma de estresse,
como infecgdes, ferimentos, radiagdes UV dentre outras.

Historicamente foi considerado como antinutricionais, porque alguns
taninos tinham efeito adverso ao metabolismo. Hoje, tem-se uma visao
diferente quanto aos beneficios para a saude, que esses compostos podem

apresentar.

2.9 RADICAIS LIVRES E ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sao classificados como moléculas organicas,
inorgénicas ou atomos, que contém um ou mais elétrons ndo-pareados, tendo
estas moléculas existéncia independente (BOYCE, 1999). Esse tipo de
estrutura faz com que os radicais livres sejam moléculas de alta instabilidade,
tendo meia vida curta e sendo muito reativo. Levando-se em consideragao a
manutencdo de muitas das fungdes fisiolégicas normais, a presengca dos
radicais livres é critica.

Estas espécies promovem oxidagao prejudicial que pode danificar

membranas e conteudos celulares. As LDLS (lipoproteinas de baixa densidade)
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sdo particulas formadas por lipidios, colesterol e proteinas em geral, que
podem se oxidar por acao dos radicais livres. Em um fenbmeno em série,
consequentemente, podem afetar as moléculas do colesterol e dos acidos
graxos que compdem cada LDL. Radicais livres podem ser gerados no
citoplasma, nas mitocondrias € nas membranas, e no alvo celular (proteinas
lipideos, carboidratos e DNA). Sao, geralmente, menos estaveis do que os
compostos nao-radicais, embora suas reatividades variem. Apesar de 0s seres
humanos dependerem da oxidagao biolégica como fonte de energia para a
sobrevivéncia e atividade, a agdo do oxigénio € ambigua. A reatividade
poderosa das espécies reativas do oxigénio (EROs), tais como o radical
superoxido (O,), perdxido de hidrogénio (H,0,) e o radical (OH®), podem causar

danos funcionais ao homem.

2.10 COPIGMENTACAO

Os acidos fendlicos da série cindmica encontram-se na uva,
combinados com os acidos tartarico na forma de monoésteres. Na Figura 12
encontra-se representado o acido cinamico, do qual derivam os acidos
fendlicos desta série, e os acidos cinamicos mais importantes: o acido ferulico,

0 acido p-cumarico e o acido cafeico.

0 o
cH— cH— & CH:CH_{
“SoH OH
R=H Ac. p-cumarico
R R=0OH Ac. cafeico
Acido cinamico OH R=0OMe Ac. fertlico

Figura 12 — Estrutura mais importante dos acidos cinamicos.
Fonte: Balasundram, Sundram e Samman (2006).

Se considerarmos a coloragao das antocianinas apenas em fungao de
pH, somos levados a crer que as plantas, ou parte delas, ndo deveriam ser

coloridas, uma vez que, na maioria dos casos, o pH natural dos vegetais se
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encontra na faixa ligeiramente acida para neutra. Nesta regido de pH, a maioria
das antocianinas se encontra na forma nao-colorida. Entretanto, o que se
observa é que as antocianinas se encontram sempre associadas as partes
coloridas das plantas, indicando que estas antocianinas devem estar
estabilizadas por fatores fisico-quimicos incomuns. A presenga de compostos
denominados de copigmento pode ser um destes fatores. Os flavonoides nao-
antocianicos, alcaloides, aminoacidos e nucleosidios, entre outros, podem
atuar como copigmento e a propria antocianina pode agir copigmentada a outra
antocianina. Podem existir trés mecanismos basicos de estabilizagcao de
antocianinas, com, ou sem, copigmentagado intramolecular, copigmentacéo
intermolecular e autoassociagdo com o envolvimento de moléculas de
antocianidinas, de flavonoides ou acidos aromaticos e de acucares. Quando a
concentracao de antocianinas € relativamente alta, as antocianinas podem
atuar como copigmento entre si mesmo. As solugbes de antocianinas muito
diluidas apresentam intensificagdo no aumento da coloragdo, quando
copigmentadas com rutina, mas este aumento na absorbancia é
paulatinamente reduzido a medida que se aumenta a concentragdo da
antocianina. A menor disponibilidade de antocianina para a copigmentagao
com a rutina, pode ser atribuida a estabilizagao do cation flavilium por meio da
autoassociagcdo das antocianinas, quando presentes em concentragoes mais

elevadas.

2.10.1 Copigmentagao intramolecular

A copigmentagdo intramolecular é possivelmente responsavel pela
extraordinaria estabilidade dos croméforos das antocianinas poliaciladas. Os
residuos aromaticos de grupos acila se alinham com o anel pirilium do cétion
flavilio, dificultando a adigcdo da agua em C-2 e C-4 do anel. Com dificuldade
para a hidratagdo, a molécula e as reagdes de transferéncia de protons se da
pelo processo de empilhamento Provavelmente, essas for¢gas que as atuam no
processo de empilhamento sejam forgas hidrofébicas. A copigmentacao
intramolecular somente ocorre quando o pigmento e o copigmento sao partes
de uma unica molécula, ou seja, quando o cromoéforo da antocianina e um

residuo de acido cinamico (copigmento) estdo covalentemente ligados ao
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mesmo residuo de agucar. A copigmentagao intramolecular € mais eficiente na
estabilizagao das antocianinas que a copigmentacéao intermolecular, pois, sob o
ponto de vista termodinamico, o efeito intramolecular tem vantagem entrépica
sobre o efeito intermolecular, necessaria as moléculas separadas inicialmente
em solugdo. A estabilidade da cor de moléculas aciladas € causada por um
fenbmeno de copigmentacdo intramolecular, no qual os residuos aromaticos
dobram-se e interagem-se com o0 sistema do nucleo pirilium, protegendo as

formas coloridas contra o ataque nucleofilico da agua.

2.10.2 Copigmentacgao Intermolecular

A copigmentacdo intermolecular além do aumento da absor¢do na
regido do visivel, também pode causar um deslocamento batocrémico no
comprimento de onda de maxima absor¢géo. A complexagao é, provavelmente,
dominada por forgas de Van der Waals e efeitos hidrofobicos em meio aquoso,
resultados do empilhamento p—-p entre a molécula de antocianina e
copigmentacdo. A reacao de copigmentagao €, provavelmente, o principal
mecanismo de interagdo molecular envolvido em variagbes da cor e da
adstringéncia durante a produgéo e envelhecimento dos vinhos. O aumento da
estabilidade ocorre porque o pigmento compete com a agua e interage com as
antocianinas, complexando com formas coloridas e modificando a natureza do
pigmento. Aumento nos valores de absorbéancia (efeito hipercromico), bem
como o deslocamento batocrdmico, geralmente entre 5 e 20 nm ou mais, no
comprimento de onda de maxima absor¢édo (BOULTON, 2001) € conferido a
certos pigmentos, o que confere a tonalidade azul-purpura as solucdes
vermelhas das antocianinas (BOULTON, 2001) e satisfatoriamente reflete na
estabilidade do complexo formado. O efeito hipercrémico nao ocorre pelo
aumento no coeficiente de absorgdo, mas a um aumento da concentragao de
moléculas coloridas; e o efeito batocrémico pode ser explicado por uma
reducgao local na polaridade do cromdforo flavilium causado pelo envolvimento
deste com o copigmento por associagdes hidrofébicas. O complexo pigmento-
copigmento formado é dependente da concentracdo de ambos a medida que
aumenta a relagao copigmento/antocianina, aumenta a absorbancia da amostra

e 0 deslocamento batocrébmico no comprimento de onda de maxima absorgéo.
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A presenga de etanol diminui o efeito da copigmentacdo de
antocianinas. Em um estudo realizado com extratos de morango e chokeberry
adicionados de acido clorogénico, verificou-se que 5% de etanol utilizado como
um cossolvente diminui o efeito da interacdo do acido com os pigmentos
antocianicos. Em pH 3,4, a presencga de etanol (10%) resultou na diminui¢céo de
20-25% nos valores de absorbancia de solugdes de antocianinas, porque nas
bebidas alcodlicas que contém antocianinas, a copigmentagao tera pouco
efeito sobre a cor.

O extrato bruto de antocianinas de Jamboldo (Eugenia jambolona
Lamarck) foi avaliado por Marques, Fett e Brighette (2001), que analisaram a
influéncia do acido tanico e galico em diferentes proporgées, em pH 2,0
solugdes alcodlicas e aquosas. Os autores verificaram também que 0 aumento
da temperatura, presenca de luz e presenga de alcool, influenciou
significativamente na degradacdo das antocianinas e na adicdo de &cido
salicilico e acido galico, em solugcado alcodlica e aquosa, respectivamente,
conferiu aumento na capacidade na retengcao de cor as antocianinas. Em
experimentos com vinho tinto, Darias-Martins (2001) verificou o efeito da
adicao do acido cafeico e catequina ao mosto do vinho na fase de pré-
fermentagdo. Apos 90 dias, o autor verificou que o0 acido cafeico conferiu
aumento de 60% nos valores de absorbancia do vinho, enquanto que o vinho
adicionado de catequina apresentou valores de absorbancia inferiores as

amostras-controle.

2.11 ANTOCIANINAS NO VINHO

A vinificagdo comega com o0 esmagamento das uvas, que expde as
partes sélidas da fruta ao seu préprio suco. A extragdo de fendlicos € minima
na manufatura de vinhos brancos, em que o contato do suco com as cascas,
talos e sementes é justamente um fator indesejavel e deve ser evitado. Os
polifendis sdo os principais responsaveis pela adstringéncia e amargor em
vinhos brancos, e agem como substratos em processos de oxidagcao. Na
producao de vinhos vermelhos, as cascas sao deixadas, e esta diferenca é

responsavel pelo maior teor de compostos fendlicos. Porém, o esmagamento
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excessivo com grande desgaste das partes solidas leva a extragao de fendlicos
adstringentes, prejudicando a qualidade do vinho.

O uso da antocianinas como corante tem grande relevancia pelas suas
propriedades e caracteristicas antioxidantes (SILVA; MATIAS; NUNES, 2005),
gue levados em conta os corantes sintéticos podem ter efeito adverso a saude
e ao grande interesse por derivados de produtos naturais.

O potencial antioxidante das antocianinas poderem chegar a ser duas
vezes maior, 0s antioxidante disponiveis comercialmente como (+) catequina e
0S outros compostos como a vitamina E (SEERAM et al., 2006), chegam a
apresentar melhor atividade antioxidante que o butil hidroxianisol (BHA), butil
hidroxitolueno (BHT) (ESPIN et al., 2000). As antocianinas tém habilidade para
serem fortemente polares, podendo substituir os antioxidante nos meios
lipofilicos como a vitamina E (RAMIREZ-TORTOZA et al., 2001). As atividades
antioxidantes dos compostos fendlicos como os flavonoides, acidos fendlicos e
antocianinas, pela facilidade de doar elétrons, ou atomos de hidrogénio, ou que
podem quelar os cations metalicos, ou capturar radicais livres
(BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

As antocianinas sao solluveis em agua e alcodis, insoluveis em
solventes apolares organicos, e instaveis em meio neutro ou alcalino.
Geralmente, sao extraidas com diversos alcoodis (de preferéncia etanol, se for
destinado para uso medicinal ou alimenticio), na presenca de acido cloridrico

em baixa concentracdo (0,1 a %).

2.12 ANTOCIANINAS PARA USO INDUSTRIAL

Os antioxidantes apresentam papel importante no sistema de defesa
contra espécies reativas de oxigénio que podem ser originarios de compostos
naturalmente presentes em alimentos, ou formados durante o processamento
(GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2000). Os antioxidantes sao agentes
responsaveis pela inibicdo e redugcao das lesdes causadas pelos radicais livres
nas células. E um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que
pode ser empregado nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e na
medicina. O uso na industria farmacéutica e a comercializagao de fitoterapicos

se devem a relatos cientificos que apontam o uso de antocianinas para controle
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de pressao arterial, como agentes contra diabetes e a hipoglicemia. Outros
efeitos terapéuticos ja relatados incluem acéo antinflamatéria e prevencédo do
colesterol e a redugdao de doengas coronarias e também propriedades
antioxidantes.

Na pratica médica, as aplicagbes terapéuticas das antocianinas se
limitam ao tratamento de disturbios vasculares. O mercado oferece extratos de
drogas ricas em antocianinas para a preparacao de formulacdes destinadas ao
tratamento de sintomas ligados a fragilidade venosa e capilar.

E empregada também na indUstria cosmética e na utilizagdo em
formulagdes, principalmente, na forma de extratos naturais. A atividade
antioxidante das antocianinas pode influenciar no processo de peroxidagao
lipidica. Essa caracteristica tende a se intensificar o interesse do ponto de vista
cosmeético.

A antocianina também esta presente na industria alimenticia e na
utilizagdo como corante natural em alimentos processados. O interesse no uso
das antocianinas como corante alimenticio pode estar relacionado com
possiveis beneficios a saude conferidos por esses pigmentos. As antocianinas
podem ser utilizadas em substituicdo aos corantes sintéticos, pelo seu alto
poder de coloracao e sua relativa baixa toxicidade.

No uso industrial, as antocianinas ainda sao restritas em funcao de
algumas limitacdes, dentre as quais se destacam na disponibilidade da
matéria-prima e purificagao.

A quantidade e a composicdo das antocianinas presentes nas uvas
diferem de acordo com as espécies, as variedades, as maturidades, as
condigbes climaticas e a cultivar. O conteudo de antocianinas em uvas tintas
varia de 30 a 750 mg/100 g da fruta madura. Nas uvas de variedades hibridas
se encontram antocianinas, sendo predominante a malvidina monodiglicosidio
e a malvidina diglicosidio. As antocianinas de uvas da espécie Vitis rotundifolia

(variedade Muscadinea) sao 3,5-diglicosidio de malvidina.

2.13 CARACTERIZACAO DO SUBPRODUTO DA VINIFICACAO

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola, € um dos que

mais produz residuos agroindustriais € na busca de alternativa, para a
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utilizacdo de matéria organica gerada, vem crescendo em varios centros de
pesquisas.

Produtores e industrias da area, assim como o da vinicola, enfrentam
problemas de descarte com o residuo, que, embora seja degradavel, necessita
de um tempo minimo para a mineralizagdo, constituindo assim fonte de
poluentes ambientais.

A tecnologia atual tornou possivel maior aproveitamento dos produtos
secundarios da vinificacdo. Sao diversos produtos a se obter no
processamento da uva, que podemos aproveitar. Para cada 100 L de vinho
produzido sao gerados 31,7 kg de residuos dos quais 20 kg sdo de bagaco
(CAMPOS, 2005). Dessa forma, ha grande interesse na exploracdo desses
residuos gerados no processamento pela industria do vinho, que na maioria
das vezes sdo descartados ou aproveitados nos diversos processos de
extracao principalmente de antocianinas (ARVANITOYANNIS et al., 2006).

2.13.1 Bagago da uva

O bagaco é o principal subproduto da vinificagdo ndo so6 pela riqueza
alcodlica e tartarica, mas também pelo seu interesse econémico de alguns de
seus componentes fisicos. O bagago € o produto resultante da prensagem das
massas, constituido pelas partes sdlidas das uvas e pelo mosto ou pelo
conjunto mosto/vinho que embebe. Constituido pelas sementes, borras, sarro,
engacgos, folhelhnos e o pedunculo das uvas. O residuo da prensagem
representa 12 a 15% em peso de matéria-prima inicial, que contém restos de
agucar, outros glucidios, proteinas e nas sementes alto teor de lipidios que
enriquecem altamente o bagago, justificando calor de combustdo desse
produto que é mais elevado que a madeira.

A composigdo quimica varia dependendo do tipo de bagaco e da
natureza das uvas que provém a vinificacdo e as condigdes atmosféricas. O
tempo de duragao da extragcao de cor varia em fungao dos seguintes fatores:

1. Maturagao da uva madura torna mais facil e rapida a extracao de cor.

2. A fermentacao se da durante a extragdo tumultuosa, isto €, em plena

atividade, na formacao de alcool e este € um elemento que contribui

para a extragao da cor ja que o alcool é solvente dos taninos.
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3. Equipamento sao sistemas rapidos de circulagéo de liquido da parte
inferior a superior que encurtam 0s prazos de maceragdo em
temperaturas altas (maximo 31°C) e facilitam a extragao da cor, a qual
influencia na composig¢ao de uvas no sistema de condugao e o estado
sanitario das uvas no momento da colheita influenciando na

composicao dos seus subprodutos.

O bagaco da uva é uma importante fonte de 6leo; possui na semente
entre 10 a 20% de dleo, € rico em acidos graxos insaturados e acidos graxos
polinsaturados, contendo principalmente acidos linoleico e linolénico, que sao
essenciais para o corpo humano. Desta forma, o éleo das sementes e do
bagago de uva, rico em acido linoleico, pode representar fonte valiosa de éleo
dietético (GOKTURK; OZKAN; CETIN, 2007).

O bagago é constituido principalmente de agua, 60 a 70% de vinhos e
borras, sendo este dependente da prensagem, etanol, metanol, glicerol, alcodis
superior, aldeidos, ésteres, acidos volateis, polifenois, taninos, proteinas
celulose, pectinas sais minerais e residuos de agucar.

Os principais fendlicos nas uvas sao os flavonoides (antocianinas,
flavonois), os estilbenzenos (reveratrol), os acidos fendlicos (derivados dos acidos
hidroxicinamicos e hidroxibenzoico) e uma grande variedade de taninos
(FRANCIS, 2000).

A distribuicdo dos compostos fendlicos nas uvas esta representada na
Figura 13.

semerntes - tanino=s
polpa - taninos
Gcidos fendlicos

| Sasca - antociEanings, taninos
e reswverstrol

Figura 13 — Distribuicdo dos principais compostos fendlicos na uva.
Fonte: Francis (2000).
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Os compostos fendlicos presentes nas uvas passam para o vinho com
intensidade que depende das caracteristicas do processo de vinificagdo. Mas,
independente desta transferéncia e considerando que a maior parte destes
compostos € encontrada nas partes sdélidas das uvas, grande propor¢ao

permanece nos residuos ou subprodutos da vinificagdo (ALONSO et al., 2002).

2.13.2 Engagos

Sao matérias-primas mais pobres e de valorizagdo comercial baixa. Os
engacgos quando separados constituem cerca de 3-4,5% da massa da uva, e
sua umidade é constituida de 50%. Na matéria seca predomina a celulose,
cerca de 30-40%, com menor quantidade de matéria tartarico. A composigao
torna-se impropria como alimento para o gado. O seu aproveitamento esta
limitado como matéria-prima para a industria de papel e materiais de
construgcdo e como combustiveis, podendo ser utilizada para a obtencédo de
proteinas vegetal, pelo seu elevado teor celuldsico.

O poder calorifico do engago é da ordem de 2.000-2.500 calorias/kg,
podendo ser aproveitado como combustiveis para alimentar os fornos da
industria do vinho, produzindo calor utilizado pelos secadores rotativos, sendo
armazenado exclusivamente o excedente para posterior utilizagdo na produgao

de vapor ou entdo a comercializagéo.
2.13.3 Folhelho

E um conjunto de material que é constituido essencialmente pelas
peliculas. Constitui cerca de 40 a 50% do peso do bagago fresco. Pode ser

utilizado como adubagéao orgéanica (tanto seco como umido) ou incorporado em

alimentos para animais e ainda como combustiveis.
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Tabela 2 — Composigao fisico-quimica do folhelho

Quantidade (Valor recomendado) Composigao quimica
Umidade < 13% 2-10%
Materiais minerais 2,7-8,9%
Materiais gordos 5,2-7,8%
Proteinas > 11% 10,00-15,60%
Celulose < 22% 20,00-27,00%
Materiais azotados digeriveis 3,30-3,90%
Taninos 0,2-0,0%

Fonte: Silva (2002).

O folhelho é aproveitado para alimentagdo animal e para extracdo de
pigmentos naturais, ainda pouco utilizados pelo baixo rendimento da operagao,
podendo ser usado como adubo organico. As oxidagdes e polimerizagédo a que
sdo sujeitos os bagacos durante o periodo de estocagem diminui
consideravelmente o teor de antocianinas, baixando o rendimento de
pigmentos naturais. Por isso, 0 aproveitamento deve incidir sobre o bagaco

obtido imediatamente apds a prensagem das massas.
2.13.4 Grainha
A grainha constitui de 20 a 25% do bagaco umido e cerca de 40% do

bagaco que é fortemente prensado, sendo o desengacgo, representando 3% em
relacao do peso da uva (SILVA, 2002).

Tabela 3 — Composi¢cao média apds a secagem das grainhas

Parametros %
Umidade 7-9
Substancias Gordas 14-20
Pentoses 9-12
Taninos 4- 4,50
Celulose 30-33
Substancia Azotada 9-10
Cinzas 2,5-4

Fonte: Silva (2002)

A grainha pode ser comercializada para ser usada nas industrias de
racgbes e adubos e ainda nas extragcbes de taninos para a industria

farmacéutica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

O residuo de uva processada composta da variedade Isabel e Bordd foi
coletado na cidade de Marialva, Norte do Parand, na latitude (23°29'06” Sul e
51°29'31"Oeste). O municipio participa com grande area, a 641 m acima do nivel
do mar, seu clima é subtropical, e os viticultores da area rural destacam na
producao de uvas finas de mesa e ainda participam na produgéo de vinhos de boa
qualidade. A Cooperativa Agroindustrial dos Viticultores de Marialva - Coauvitti
(Figura 14) foi escolhida para esta pesquisa porque ha participagédo de pequenos
agricultores. A coleta do material estudado foi feita em janeiro de 2009, apdés uma
descuba de um tanque de fermentagdo para a produgéo do vinho. A seguir, 0
residuo foi prensado para retirar o excedente do vinho numa pequena prensa
mecanica. A Figura 15 mostra onde é descartado o residuo, sendo coletadas
varias amostras, que foram colocadas em sacos plasticos pretos de densidade 0,5
mm, acondicionados em caixas térmicas com gelo. Depois foram para o
Laboratério de Bioquimica de Alimentos da Universidade Estadual de Maringa,

para serem preservadas em freezer a -18°C, para posterior analise.

Figura 14 — Vista parcial da Cooperativa Agroindustrial dos Viticultores -
Coaviti, ano dezembro de 2008 — Marialva-PR.
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Figura 15— Residuo de uvas processadas em contéiner, com 20% da uva
Bordd e 80% da uva Isabel.

O residuo é estocado em contéiner (Figura 15) para posterior destino
do mesmo, ou o préprio agricultor podera leva-lo para o sitio para fazer a
compostagem, como fertilizante organico, para posterior adigdo nas plantas
das videiras, caracterizando assim como uma adubagao organica, de excelente
gualidade e também poderao fazer graspa, doce, geleia, farinha para consumo
na alimentacdo, podendo extrair antocianinas que ficaram agregadas no
residuo das uvas processadas.

3.2 ANALISE QUIMICA DAS ANTOCIANINAS

3.2.1 Extracao

A extragado das antocianinas € o primeiro passo para determinagédo do seu
teor em qualquer tipo de tecido de plantas e residuos. As antocianinas estao
localizadas nos vacuolos das células hipodérmicas, préoximas a superficie e o
procedimento de extragdo, geralmente, envolve o uso de solventes acidos que
desnaturam a membrana do tecido celular e simultaneamente dissolvem os
pigmentos (WROLSTAD; GIUSTI, 2001).

As antocianinas sao pigmentos solluveis em solventes polares que,
geralmente, sédo extraidos das plantas com metanol contendo acido cloridrico ou
acido formico. A presenga do acido diminui o pH da solugéo e previne a degradagao
de antocianinas nao-aciladas. Porém, pequenas quantidades de &cido podem
causar hidrélise parcial ou total de moléculas acil de antocianinas aciladas que
estao presentes em algumas plantas (COSTA; HORTON; MARGOLIS, 2000).
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O etanol pode ser preferido para a extracdo de antocianinas, quando
utilizadas em alimentos, pois seu potencial de extragdo € apenas levemente
inferior a0 metanol e pode evitar a toxicidade de solugdes metandlicas. Os
solventes podem ser parcialmente ou totalmente eliminados em rota-
evaporador em temperatura que variam de 30 a 40°C. As temperaturas mais
elevadas podem degradar as antocianinas durante a concentragdo do extrato
(WROLSTAD:; GIUSTI, 2001).

A extragao do residuo de uvas processadas foi realizada em triplicata,
com a quantidade de 100 g de amostra num béquer com solu¢ao extratora (70
mL de etanol 70% e 30 mL de HCI 0,1% em pH 2,0). Segundo Ju e Howard
(2003), a extragdo foi realizada com 200 mL da solugdo extratora, e
homogeneizada num processador durante 2 min, deixando em repouso durante
12h na geladeira a 4+0,5°C, coberto com filme magipak e o béquer envolto com

papel aluminio para evitar a degradagao.

3.2.2 Medidas de potencial de hidrogénio

O pH é a medida do potencial de hidrogénio das solu¢gdes aquosas
para a execugao das leituras de pH; as solugbes devem estar em agitagao e o
pH metro devidamente calibrado. O pH metro utilizado nos ensaios foi o
modelo Q400A da marca Quimis. Para medir e monitorar a evolugado do pH em
solugdo aquosa, o pH metro deve estar calibrado frente a duas solugdes
tampéao de pH (4,0 e 7,0). Este ajuste é adequado para operagao em pH acido.
O procedimento de calibragdo é simples e segue as orientagdes contidas no
manual do fabricante. Por se tratar de uma leitura direta, ndo é necessaria a
realizacdo de nenhum calculo e nem proceder com diluicbes para adequar a

faixa de leitura do equipamento.

3.2.3 Filtragao

Apds as 12h de repouso na geladeira a 4+0,5°C, retiraram-se as
amostras, e foi feita uma primeira filtragdo, para retirar parte do residuo mais
grosso, usando pano de nailon, e o extrato recolhido num erlenmeyer. Em

seguida, uma segunda filtragdo a vacuo, com papel de filtro Whatman n°1,
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recolhido em outro erlenmeyer, e completando o volume final num baldo
volumétrico de 250 mL, com a solugdo extratora, onde foram guardados em
frascos ambar e estocadas na geladeira a 4+0,5°C para posterior realizagao

das analises quantitativas das antocianinas.

3.2.4 Determinagao espectrofotométrica UV-Vis

A determinagdo de antocianinas envolve diferentes técnicas, podendo
avaliar o conteudo das antocianinas totais ou individualmente. O teor de
antocianinas totais é determinado em extrato bruto contendo outros compostos
fendlicos naturalmente presentes pela medida da absorvitividade de uma solugao
contendo um comprimento de onda (nm) especifico (JU; HOWARD, 2003).

As antocianinas podem ser identificadas por varias técnicas, e as mais
utilizadas sao espectroscopia ultravioleta e visivel (UV - Vis), espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (ou do inglés: Nuclear Magnetic Ressonance
NMR), e HPLC (TERCI, 2004). Importante distinguir procedimentos que
identificam a classe das antocianinas e os procedimentos que identificam cada
antocianina presente. O espectro eletrbnico de absor¢ao das antocianinas e
suas agliconas tém sido muito uteis para a identificagdo desta classe de
pigmentos. Isso é possivel porque as antocianinas possuem absorgdo maxima
na regiao visivel entre 500 e 535 nm.

Nos extratos aquosos foram feitas as medidas de absorbancia que
foram realizadas no espectrofotémetro UV-Vis, marca Hitachi 2001 (Figura 16),

com comprimento de onda de 535 nm.

11/2005 02:14:57

Figura 16 — Equipamento utilizado para as analises espectrofotométricas UV-
Vis, Marca Hitachi 2001.

37



Foram retirados da solugdo estoque a 4+0,5°C uma aliquota de 2,0 mL
para um baldao volumétrico de 25 mL e completado o volume com solugao
extratora (70 mL de etanol 70% e 30 mL de HCI 0,1% em pH 2,0), deixando
em temperatura ambiente e no escuro por 2h, zerando o equipamento com
solugdo extratora. Para a determinagdo da concentracdo das antocianinas
(antocianinas totais mg/100 g), usou-se a expressdao da Equacdo 1 que
apresenta o calculo simplificado para a sua determinagdo (VANINI;
KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2009).

FD = VEB/VA X VS
AT (mg/100g) =A X FD / E**; ¢y (1)

em que:

FD = fator de dilui¢ao.

VEB = volume do extrato bruto (250 mL).

VA = Volume da aliquota do extrato utilizado para a diluicdo em
solugao extratora (2 mL).

VS = Volume da solugéo utilizado para a diluigdo do extrato (25 mL)

AT = Antocianinas totais (mg) por 100 g de amostra.

A = Absorbancia do extrato diluido no comprimento de onda de maxima
absorcao.

EX, .m = 98,20; Coeficiente de absortividade molar para uma mistura

de antocianinas purificadas do extrato de uvas processadas.

3.2.5 Parametros de degradacgao

Os calculos da constante de velocidade de degradagao (K), tempo de
meia-vida (t'2) e % de retengao de cor (%R) (GRIS et al., 2004) sao utilizados
para analisar a degradacéo dos pigmentos antocianicos em fungéo do tempo. A
velocidade de degradacgao dos pigmentos e (t'2) podem ser calculados de
acordo com as Equagbes 2 e 3, respectivamente (VANINI; KWIATKOWSKI;
CLEMENTE, 2009).
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k.t =-2,303 x log Aty / At, (2)

t%=0,693/k . 3)

em que:

At, = Absorbancia em relagéo ao tempo final do experimento.

At, =Absorbéancia no tempo zero, inicial do experimento.

K = Constante de velocidade (hs™).

t = Tempo(dias, horas, minutos, segundos).

t %2 = Tempo de meia vida.

A percentagem de retengao de cor (%R), em relagdo ao tempo, pode
ser calculada pelas absorbancias lidas, utilizando a Equac&o 4 (VANINI;
KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2009).

% R = At, / At, x 100 4)

em que:
% R = Percentagem de retencgao de cor
At, = Absorbancia em funcao do tempo final do experimento.

At, = Absorbéancia no tempo zero, inicial do experimento.
3.2.6 Determinagao por HPLC
3.2.6.1 Equipamento

O equipamento utilizado consta de uma coluna (Acer 5,C-18) de 25
cm x 4,6 mm.I.D da termo, modelo, Scientific, Finngan Surveyor Lc Pump plus

(Figura 17) do Laboratorio de Pesquisa do Departamento de Quimica da

Universidade Estadual de Maringa-PR.
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Figura 17 — Equipamento de Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia-HPLC.

3.2.6.2 Reagentes

Os solventes organicos usados no HPLC foram: Acetonitrila PA, acido
férmico PA, agua deionizada e Metanol PA. Todos os reagentes foram da
marca Merck.

Reagentes usados para o teste da estabilidade com os acidos
organicos.

Acido cafeico, Sigma, c0625-2g.

Acido ferulico, Aldrieh, cal12870-8.

Acido p-cumarico, Sigma, c9008-5g.

3.2.6.3 Separagao das antocianinas

As antocianinas foram isoladas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC). Esta etapa foi realizada no Laboratério do Mestrado em
Quimica, sendo controlado pelo software, que também €& responsavel pela
obtencdo e tratamentos dos dados, instalado em um computador (HP), com
sistema operacional Windows XP.

A separagéo foi realizada com uma coluna de fase reversa (Acer 5,C-
18 ) de 25 cm de comprimento, 4,6 mm de didmetro interno com particulas de 5

pm de didmetro médio. O volume de injecdo foi de 20 pL, os dois
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comprimentos de onda utilizados foram 520 e 530 nm e, a temperatura e a
vaz&o controladas a 25°C 1 mL/min, respectivamente. Segundo Luczkiewicz e
Cisowski (1998), para o diluente foi utilizado um gradiente formado a partir de
duas solugdes: solvente A = (90% de agua destilada deionizada, 10% de acido
férmico) e o solvente B = (22,5% de metanol, 22,5% de acetonitrila, 45% de
agua destilada deionizada, 10% de acido férmico). O diluente seguiu um
gradiente comegado de 0 min a 1 min 100% de A, apés 1 min até os 30 min 0%
a 30% em B em A, para fazer o gradiente linear, e de 30 min a 60 min 30% de

B em A, entre as amostras a um periodo de equilibrio em 10 min nas analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE ESPECTROMETRICA DAS ANTOCIANINAS TOTAIS

Para as identificagdes de antocianinas em varios alimentos e plantas,
dois procedimentos que podem ser utilizados na comparagéao direta, quando ha
disponibilidade de ter material padrdao, ou comparagéao indireta, se ndo houver
material padrédo. Nesse caso, uma comparacédo cuidadosa com os dados da
literatura é aceitavel. A comparacgao indireta, embora seja um método sujeito a
erros, € justificada pela falta de padrbes e pelo trabalhoso procedimento para a
identificacao, e pela dificuldade de obtencéo e pelo elevado preco de padrées
de antocianina.

A espectrofotometria UV-Vis €& uma ferramenta auxiliar muito
importante nas determinagdes de antocianinas em que 0s espectros de
absorcdo sao mostrados. Nas Figuras 18 e 19, foi feito um espectro de
absorgcdo no extrato da uva Bordd, e do extrato da uva Isabel, para a

verificagao do comprimento de onda de maxima absorgao.
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Figura 18 — Espectro de absor¢ao na regiao UV-Vis, da uva Bordd, (Vitis
labrusca), em condicao, temperatura ambiente e na auséncia de
luz, realizado apdés a sua extracao e filtragcdo, com solugao
extratora (70 mL de etanol 70% e 30 mL de HCI 0,1% em pH 2,0)
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Figura 19 — Espectro de absor¢cdo na regido UV-Vis, da uva Isabel (Vitis
labrusca) em condi¢c&o, temperatura ambiente e na auséncia de
luz, realizado apoés a sua extracao e filtragdo, com solugao
extratora (70 mL de etanol 70% e 30 mL de HCI 0,1% em pH
2,0).

Munbz-Espada et al. (2004) encontraram valores do presente estudo,
utiizando casca (bagago) de uva da cultivar “Concord”, e obtiveram
antocianinas totais de 330 mg/100 g. A literatura relata que a quantidade e a
composi¢cao das antocianinas presentes nas Uvas em bagaco diferem de
acordo com a espécie, cultivar, maturidade, condigdes climaticas (MATTIVI et
al., 2006; MUNOZ-ESPADA et al., 2004). O conteido de antocianinas, em uvas
tintas, varia de 30 a 750 mg/100 g da fruta madura. Em uvas “Concord”, os
valores variaram entre 61 a 112 mg/100 g. Enquanto que em uvas Vitis
viniferas como “Pinot Noir”, "Cabernet Sauvignon” e “Vincent”, apresentaram
concentragcbes meédias de antocianinas de 33,92 a 439 por mg/100 g.
Recentemente, Mattivi et al. (2006) encontraram para uvas Vitis viniferas
“Cabernet Sauvignon, Syratt”, “Cabernet France”, “Merlot” e “Pinot Noir” médias
de antocianinas de 215, 234, 179, 115, e 99 mg/100 g, respectivamente.

As amostras foram determinadas nas condigdes de temperatura
ambiente e na auséncia de luz, com solugao extratora (70 mL de etanol 70% e
30 mL de HCI 0,1% em pH 2,0). Nessa forma de cation flavilio apresenta a
coloragao vermelha. O fato de o cation flavilio ser estavel em pH, menor. A

coloragao vermelha das antocianinas é perdida em pH superior a 4,0 para
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aplicacao geral o pH entre 1,0 e 3,0 confere maior estabilidade as antocianinas.
Em pH alto, esse cation é convertido em outras espécies incolores. A
concentragdo minima de antocianinas totais na uva Bordd foi de 180,8 mg/100
g (Tabela 4) e a concentragdo maxima foram de 211,4 mg/100 g, e da uva
Isabel, a concentragdo minima de antocianinas totais na uva de 8,9 mg/100 g,
e a concentracado maxima foi 12,3 mg/100 g. Na mistura das uvas (20% da
Bordd e 80% Isabel), a concentracdo minima de antocianinas totais foi de 43,2
mg/100 g, e a concentracdo maxima foi de 51,1 mg/100 g. A concentracao
minima obtida de antocianinas totais do residuo de uvas processadas foi de
23,1 mg/100 g e a concentragdo maxima foi de 28,2 mg/100 g. A recuperagao
de antocianinas nas uvas processadas foi de 52,50% em relagdo a quantidade

da mistura que foi de 48,70 mg/100 g.

Tabela 4 — Teores de antocianinas totais, nas uvas e no residuo de uvas,

processadas
Ensaios Uva Bordd Uva Isabel Mistura Residuo de uva
(uva) (uva) (20%da uva processada
mg/100 g mg/100 g Bordd, 80% da mg/100 g

uva Isabel)
mg/100 g

1 206,2 10,0 49,2 24,2

2 200,7 9,5 47,7 26,3

3 180,8 8,9 43,2 23,1

4 210,0 11,4 51,1 28,2

5 211,4 10,7 50,8 27,2

6 200,0 12,3 49,8 23,2

7 197,0 12,2 49,1 27,3

Médias 200,8 9,2 48,7 25,6

4.2 SEPARAGAO DAS FRACOES DE ANTOCIANINAS POR HPLC

A separagcdo das antocianinas tem ocorrido tradicionalmente por
técnicas cromatograficas, especialmente por cromatografia em papel,
empregando-se diferentes sistemas de solventes como fase moével. No entanto,
a mais rapida e eficiente separacao de misturas complexas de antocianinas é
realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia HPLC. A técnica ndo é

destrutiva e, portanto, os picos separados podem ser coletados para analises
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posteriores. Além disso, a HPLC pode ser usada para separar e quantificar
microgramas de antocianinas sem necessitar de extensa purificagdo preliminar
das amostras. A técnica de HPLC esta na grande maioria das vezes apenas na
etapa de separagdo, pois existe grande dificuldade na identificacdo de
antocianinas, ndo apenas em HPLC, mas em todas as outras técnicas, pela

falta de padrdes de pigmentos antocianicos.

Tabela 5 — Valores de referencias de padrdao com seu tempo de retengao de
antocianinas de uvas vermelhas.

Pico Tr (min) Antocianinas
1 22,8 Delfinidina 3-glicosidio
2 28,3 Cianidina 3-glicosidio
3 33,6 Petunidina 3-glicosidio
4 40,4 Peonidina 3-glicosidio
5 44,9 Malvidina 3-glicosidio
6 74,1 Delfinidina 3-(6”-coumaroyl)glicosidio

Fonte: Xianli e Prior (2005).

Atualmente, a técnica mais utilizada, para separacao de antocianinas
HPLC em fase reversa. Este tipo de cromatografia utiliza instrumentos
sofisticados que podem ser totalmente automatizados. Sendo o tipo de
cromatografia liquida que se emprega em colunas fechadas e recheadas de
materiais especialmente preparados e uma fase moével que é diluida a altas
pressdes, apresentando a capacidade de realizar separacdes de uma grande
guantidade de compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolugao, eficiéncia e sensibilidade, para a

determinagao de tipos de antocianinas.

4.2.1 Separagao das fragoées de antocianinas na uva Bordo

Para as separag¢des das fragbes de antocianinas no bagago da uva
Bordé (JU; HOWARD, 2003). Para leituras no HPLC, as amostras foram
filtradas a vacuo com papel Millipore 0,45 uym (Figura 20), picos com 0S seus
tempos de retencdo de antocianinas encontram-se na Tabela 6, por

comparagao com o tempo de retengéo obtidos na Tabela 6 (XIANLI; RONALD,
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2005), sendo estes comparados pelo tempo de retengdo dos padroes de

referéncias,
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Figura 20 — Cromatograma de HPLC, comprimento de onda, 535 nm, solucao
extratora (70 mL de etanol 70% e 30 mL de HCI 0,1% em pH 2,0)
e filtragcao a vacuo com papel Millipore de 0,45 um , da uva Bordé.
Tabela 6 — Comparacdo com o tempo de retencdo de uvas vermelhas da
Tabela 5, no cromatograma de HPLC da uva Bordd
Pico Tr (min) Antocianinas
1 18,0 nd
2 22,5 Delfinidina 3-glicosidio
3 25,0 nd
4 26,0 nd
5 30,0 Cianidina 3-glicosidio
6 32,0 Petunidina 3-glicosidio
7 40,0 Peonidina 3-glicosidio
8 49,0 Malvidina 3-glicosidio

As fragdes de antocianinas encontradas na Tabela 6, pela ordem dos

picos foram: Delfinidina 3-glicosidio, Cianidina 3-glicosidio, Petunidina 3-

glicosidio, Peonidina 3-glicosidio, Malvidina 3-glicosidio.

4.2.2 Separagao das fragoées de antocianinas na uva Isabel

Para as determinacdes das fracbes de antocianinas (bagaco) da uva

Isabel (JU; HOWARD, 2003), apos a extragao, foi filtrada a vacuo com filtro
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Millipore 0,45 um. A Figura 21 mostra os picos das antocianinas que foram

analisadas por HPLC.

B tmenis T a3 N e
(et
e A

¥
56
Jﬁ
- - = - = = B e o PP - - = -

Figura 21 — Cromatograma de HPLC, a 535 nm, apos sua extragao, e filtracao
com papel Millipore a 0,45um, com solugéo extratora (70 mL de
etanol 70% e 30 mL HCI 0,1% em pH 2,00) na uva Isabel.

A Tabela 7 mostra um total de oito picos que foram obtidos no HPLC
num comprimento de onda utilizado de 535 nm, onde foram comparados com
os tempos de retengdo obtidos (Tabela 5) por Xianli e Ronald (2005),
calculados minuciosamente pelo tempo de retengdo, dos padrbes especificos
de referencias; isso € pela falta de padrées de antocianinas, onde foram
detectadas as principais antocianinas. Pela ordem dos picos foram
encontradas: Delfinidina 3-glicosidio, Cianidina 3-glicosidio, Petunidina 3-

glicosidio, Peonidina 3-glicosidio.

Tabela 7 — Comparagdao com o tempo de retencdo de uvas vermelhas da
Tabela 5 no cromatograma de HPLC da uva Isabel

Pico Tr (min) Antocianinas
1 23,0 Delfinidina 3-glicosidio
2 26,0 Nd
3 27,0 Nd
4 30,0 Cianidina 3-glicosidio
5 32,0 Nd
6 33,0 Petunidina 3-glicosidio
7 37,0 Nd
8 41,0 Peonidina 3-glicosidio
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Para a determinacao da mistura do residuo da uva processada, foram
retirados do freezer a -18°C varias amostras, constituido de 80% da uva Isabel
e 20% da uva Bordd, a solugao extratora usado (JU; HOWARD, 2003), apos
sua extracao foi filtrada a vacuo com papel Millipore 0,45um, onde mostra os
picos das determinagdes das antocianinas analisadas por HPLC, que apés foi

obtido o seguinte cromatograma mostrado na Figura 22.

Figura 22 — Cromatograma de HPLC, com o solugdo extratora (70 mL de
etanol 70%, e 30 mL HCI 0,1% em pH 2,00), de antocianinas do
residuo de uvas processadas.

A Tabela 8 mostra um total de dez picos que foram obtidos no HPLC
num comprimento de onda de 535 nm, e com 0s seus tempos de retengao e
foram comparados com os tempos constantes na Tabela 6 (XIANLI; RONALD,
2005), sendo calculados minuciosamente pelo tempo de retengdo, do padrao
pela falta de padrbes de antocianinas foram detectadas as principais
antocianinas. Pela ordem dos picos foram encontradas: Delfinidina 3-glicosidio,
Cianidina 3-glicosidio, Petunidina 3-glicosidio, Peonidina 3-glicosidio, Malvidina

3-glicosidio.
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Tabela 8 — Comparacgao pelo tempo de retengcdo em relagdo a uvas vermelhas
da Tabela 5 no cromatograma de HPLC, da mistura do residuo das
uvas processadas.

Pico Tr (min) Antocianinas
1 22,5 Delfinidina-3-glicosidio
2 26,5 nd
3 27,5 Cianidina-3-glicosidio
4* 29,0 Petunidina-3-glicosidio
5 33,0 nd
6 35,0 nd
7* 36,0 Peonidina-3-glicosidio
8 37,5 nd
9 40,5 nd
10 43,0 Malvidina-3-glicosidio

nd —ndo-detectado;*=picos maior intensidade.

4.3 ESTABILIDADE COM ACIDOS ORGANICOS NO EXTRATO DO RESIDUO

4.3.1 Adicao de acido cafeico

A presenca de acido cafeico na molécula aumenta a estabilidade das
antocianinas, e a existéncia de interagdo entre o croméforo de pelargonidina e
grupos cafeil de antocianinas extraidas de pétulas de Pharbits nil (cultivares
vermelho-purpura). Houve aumento nos valores de absorbéncia (efeito
hipercrobmico) bem como deslocamento batocrémico, geralmente entre 5 e 20
nm ou mais, no comprimento maximo de absorgao. Observa-se que na Figura
23, a absor¢cdo na regido UV-Vis da solugcdo extratora residuo, com os
tratamentos com acido cafeico, teve efeito hipercrébmico nas concentragdes de
(0,5:1 p/v), linha da cor azul; observou-se também aumento de absorbancia,
em relagdo ao controle que é a linha da cor vermelha, sem acido cafeico, a
linha da cor verde (0,8:1 p/v) e linha da cor marrom (1:1 p/v) tiveram aumento
na absorbancia, com efeito hipercrébmico em relagao ao controle, sendo usado

o0 comprimento de onda de 535 nm.

49



Ahsorbancia

S0 S0 600 Foo

Comprimento de onda (nm)

Figura 23 — Espectro de absorgao na regido UV-Vis, da mistura do residuo da
uva processada (Vitis labrusca), na presenga do acido cafeico -
Linha da cor vermelha - sem tratamento, Linha da cor azul com
tratamento -(0,5: 1 p/v), Linha da cor verde com tratamento - (0,8:
1 p/v), Linha da cor marrom com tratamento - (1: 1 p/v), em
condigdes de temperatura ambiente e na auséncia de luz.

O complexo pigmento/copigmento formado €& dependente da
concentragdo de ambos a medida que aumenta a relagdo copigmento/
antocianinas; o aumento no primeiro dia nas absorbancias da amostras, com
efeito, hipercrébmico, ocorre pelo coeficiente de absor¢do, aumentando as
concentragbes das moléculas coloridas no comprimento de onda de maxima
absorcdo nos tratamentos sem adicdo e com acido cafeico nas concentracdes

(0,5:1 p/v), (0,8:1 p/v) e (1:1 p/v) como mostra a Figura 24.

Absorbancia

0 Z0 a0 50 B0 100
Tempo(dias)
A -— B A C v D

Figura 24 — Leituras de absorbancia de antocianinas com concentracdo de
acido cafeico em tempo (dias). B = controle pH 2,0 temperatura
ambiente no escuro: C = teste (0,5:1 p/v) temperatura ambiente
no escuro: D = teste (0,8:1 p/v) temperatura ambiente no escuro:
E = teste (1:1 p/v) temperatura ambiente no escuro, comprimento
de onda 535 nm.
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Apds o sétimo dia, houve diminuicdo na absorbancia em relacdo ao
controle, que pode ser explicado por uma redugdo local na polaridade do
cromdoforo flavilium, causado pelo envolvimento deste com o copigmento pela
associacao hidrofobica. Apds este processo, as amostras tiveram constante
linearidade das absorbancias das concentracdes adicionadas de acido cafeico,
no experimento realizado.

O experimento realizado com acido cafeico (1:1 p/v) e (0,8:1 p/v) teve a
menor reten¢ao da cor de 69,62 e 69,11%. Neste experimento foi observado
gue, na adigao de acido cafeico, os valores de absorbancia foram maiores em
relagdo ao controle, isso foi mostrado por Darias-Martin (2001), que ao
adicionar quantidade de &cido cafeico ao vinho, e ao final de 90 dias,
verificaram que teve aumento de 60% nos valores de absorbancias no vinho.
Isso mostra que o acido cafeico tem estabilidade, com aumento de
concentragédo de antocianinas, como € mostrado no controle, havendo retengéo
da cor de 82,52%, com um tempo de meia vida de 15,03 dias, e na amostra
(0,5:1 p/v), teve maior retencéo na cor de 82,47%, e com tempo de meia vida

de 15,04 dias em relagao as outras concentragdes.

Tabela 9 — Retencdo da cor (%R) e tempo de meia vida (t'2), mistura de
residuo da uva processada, com adi¢ao de acido cafeico

Tratamento Controle 0,5:1 0,8:1 1.1
R 82,52 82,47 69,11 69,62
tV2 15,03 15,04 7,81 7,97

Valores de absorbancia das amostras de residuo das antocianinas adicionado acido cafeico,
calculo referente a Tabela 7A do Apéndice.
Fonte: Katsaboxakis, Papanicolaou e Melanitou (1998).

A analise realizada no HPLC, com extrato de antocianinas e na adi¢ao
de acido cafeico, conforme Figura 25, foi comparada com os dados contidos na
Tabela 6. Foram encontrados quatro picos, sendo 0s mais comuns encontrados
no extrato da mistura do residuo de uva processada, descrita na Tabela 10
Delfinidina 3-glicosidio, Cianidina 3-glicosidio Petunidina 3-glicosidio Peonidina
3-glicosidio.
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Figura 25 — Cromatograma de HPLC, de antocianinas no residuo de uva
processada, com adi¢cao de acido cafeico.

Tabela 10— Comparagao pelo tempo de retencdo em relagdo a uvas
vermelhas, da Tabela 5 no cromatograma de HPLC da Figura
25, da mistura de residuo de uvas processadas com 80% da uva
Isabel e 20% da uva Bordd na adigao de acido cafeico

Pico Tr (min) Antocianinas

1 22,50 Delfinidina 3-glicosidio
2% 29,00 Cianidina 3-glicosidio
3% 32,50 Petunidina 3-glicosidio
4 36,00 Peonidina 3-glicosidio

*= picos de maior intensidade

4.3.2 Adicao de acido p-cumarico

O aumento nos valores de absorbancia (efeito hipercrébmico) bem como
0 deslocamento batocrédmico, geralmente entre 5 e 20 nm ou mais ou menos,
no comprimento maxima de absor¢cdo, observa-se (Figura 26) na solugao
extratora da mistura de residuo de uvas processadas, com adicao nos
tratamentos com acido p-cumarico, e o controle sem adi¢géo de acido, os outros
tratamentos foram adicionados a quantidade de acido p-cumarico (0,5:1 p/v);
(0,8:1 plv); (1:1 plv). Neste experimento, as leituras foram realizadas em
temperatura ambiente e auséncia de luz.
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Figura 26 — Espectro de absorg¢ao na regiao UV-Vis, da mistura do residuo da
uva processada da uva, na presenca do acido p-cumarico. As
linhas estdo praticamente sobrepostas em 520 nm, nas
concentragbes do acido, (0,5:1 p/v); (0,8:1 p/v); (1:1 plv), em
condigdes de temperatura ambiente e na auséncia de luz.

A acilagdo com acido cinamico (p-cumarico) demonstrou efeito
consideravel nas caracteristicas de cor de todos os derivados. A natureza do
acucar e as diferentes posi¢cdes onde o acido cinamico se liga ao agucar sao
fatores suficientes capazes de conferir caracteristicas de cores diferentes a
molécula de antocianinas. A reacdo de copigmentacdo estabiliza as
antocianinas em suas formas coloridas e retarda a reacdo normal de
hidratagdo. Por isso, assume que a copigmentagao seja um processo seletivo
das formas coloridas. O aumento da estabilidade ocorre, pois o copigmento
compete com a agua e interage com as antocianinas, complexando com as
formas coloridas e modificando a natureza do copigmento (Figura 27). Aumento
no valor de absorbancia (efeito hipercrémico) com maior intensidade no
controle, sem adigdo do acido p-cumarico, no primeiro dia, e em relagdo com
adicao do acido p-cumarico nas concentragdes de (0,5:1 p/v); (0,8:1 p/v); (1:1
p/v). A adigdo do acido p-cumarico (0,8:1 p/v) ndo foram significativa com o
controle e com relagdo as outras concentragdes, os valores de absorbancias
foram praticamente iguais, e estabilizando, sendo conduzido o experimento
durante 160 dias.
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Figura 27 — Leituras de absorbancia lidas em 520 nm, de antocianinas com

acido p-cumarico em tempo (dias). B = controle pH, 2,0
temperatura ambiente no escuro: C = teste (0,5:1 p/v)
temperatura ambiente no escuro: D = teste (0,8:1 p/v)

temperatura ambiente no escuro: E = teste (1:1 p/v) temperatura
ambiente no escuro.

Tabela 11 — Retengdo da cor (%R) e tempo de meia vida (t/2), mistura do
residuo de uvas processadas, com adicdo de acido p-cumarico.

Tratamento Controle 0,5:1 0,8:1 1:1
R 49,48 86,45 62,73 88,13
t'2 6,41 31,35 10,11 36,09

Valores de absorbancia das amostras de residuo das antocianina adicionado acido p-cumarico,
calculo referente a Tabela 6A do Apéndice.
Fonte: Katsaboxakis, Papanicolaou e Melanitou (1998).

O controle sem adigéo de acido, a retengao da cor foi baixa (49,48%) e o
tempo de meia vida 6,41% a melhor retencédo da cor foi com o tratamento (1:1
p/v), de 88,13% e o tempo de meia 36,09% por meio do experimento, mostra
gue a estabilidade na adicdo de acido p-cumarico foi significativo nas duas
concentragdes (1:1 p/v); e (0,5:1 p/v). O que teve melhor desenvolvimento para
manter a estabilidade, em relagao a adigao dos acidos organicos p-cumarico na
concentragao de (1:1 p/v), maior concentragcdo em relagao ao controle, sem
adicao de acido.

Em relagdo ao cromatograma da (Figura 28) realizado por HPLC,

utilizando antocianinas com adicao de concentragdes de acido p-cumarico,
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pode-se observar que pela Tabela 5 tem-se o tempo de retengdao conhecida e
nas amostras de antocianinas foram encontrados cinco tipos de pico. Na
analise, foi encontrada uma antocianina diferente sendo a Delfinidina 3-(6"-
coumaroyl) glicosidio e as mais comuns encontradas no extrato do residuo de
uva processada (Tabela 12), Delfinidina 3-glicosidio, Cianidina 3-glicosidio,

Petunidina 3-glicosidio, Malvidina 3-glicosidio.
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Figura 28 — Cromatograma de HPLC, de antocianinas no residuo de uva
processada, com adigdo de acido p-cumarico, na preparagao
(Figura 27).

Tabelal2 — Comparagdo pelo tempo de retencdo em relagdo a uvas
vermelhas, (Tabela 5) no cromatograma de HPLC da (Figura 28),
da mistura do residuo de uvas processadas com 80% da uva
Isabel e 20% da uva Bordd na adigao de acido p-cumarico.

Pico Tr (min) Antocianinas

1 22,5 Delfinidina 3-glicosidio

2 27,5 nd

3% 29,5 Cianidina 3-glicosidio

4 33,0 nd

5% 37,5 Petunidina 3-glicosidio

6 43,5 Malvidina 3-glicosidio

7 52,5 nd

8 62,5 Delfinidina 3-(6”-coumaroyl)glicosidio

nd - ndo-detectado.
*=picos de maior intensidade.
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4.3.3 Adicao de acido ferulico

Um aumento nos valores de absorbancia foi verificado (Figura 29)
(efeito hipercrdmico) na linha da cor verde e na linha da cor marrom com
adicao de acido ferulico, em temperatura ambiente e no escuro. Os tratamentos
continham acido ferulico na concentragdo em temperatura ambiente e no

escuro. Na linha de cor azul, e a linha da cor vermelha ndo houve aumento na

absorbancia.
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Figura 29 — Espectros de absorgao na regiao UV-Vis da mistura do residuo da
uva processada (Vitis labrusca), na presenca do acido ferulico -
Linha da cor azul - com tratamento: (0,5:1 p/v), Linha da cor
vermelha com tratamento: (0,8:1 p/v), Linha da cor verde - sem
tratamento, linha da cor marrom (1:1 p/v), em condicbes de
temperatura ambiente e na auséncia de luz.

O experimento da estabilidade foi realizado com um comprimento onda
de maxima absorbancia (Figura 29) em 525 nm, em temperatura ambiente e no
escuro, apos as 2h de repouso - somente no primeiro dia; nos outros dias no
mesmo horario, foi lida a absorbéancia depois de retirada da auséncia de luz. As
leituras foram realizadas no espectrébmetro de UV-Vis da Figura 16 em
absorbancia no extrato de residuo de uvas processadas em pH 2,0 contendo
antocianinas com adigao de acido ferulico em tempo (dias). A Figura 30 mostra

a degradacéao das antocianinas ao longo do experimento.
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Figura 30 — Leituras de absorbancia de antocianinas com adicao de acido
ferilico em tempo (dias). B = controle pH 2,0 temperatura
ambiente no escuro: C = teste (0,5:1 p/v) temperatura ambiente
no escuro: D = teste (0,8:1 p/v) temperatura ambiente no
escuro:E = teste(1:1 p/v) temperatura ambiente no escuro.

Estabilidade com os tratamentos, a linha de cor preta B = controle pH
2,0 sem adicdo de acido ferulico em temperatura ambiente no escuro teve a
maior absorbancia em relagdo aos outros testes com um tempo de retengao de
69,74%, e um tempo de meia vida de 13,05 dias, e o experimento foi realizado

até 160 dias com degradacao das antocianinas dos calculos (Tabela 13).

Tabela 13 — Retengao da cor (%R) e tempo de meia vida (t'2), da mistura do
extrato de antocianinas no residuo de uva com adi¢gao de acido

ferdlico
Tratamento controle 0,5: 0,8:1 1:1
R 69,74 62,89 59,32 69,01
tV2 13,35 9,82 8,73 12,26

Valores de absorbancia das amostras de residuo das antocianinas adicionado acido ferulico,
calculo referente a Tabela 5A do Apéndice.
Fonte: Katsaboxakis, Papanicolaou e Melanitou (1998).

A linha de cor vermelha com um tempo de retengao da cor de 62,89%
com o tempo de meia vida de 9,82 dias na adicdo de acido ferulico com uma

concentragcao de, C = teste (0,5:1 p/v), em temperatura ambiente no escuro,
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houve a degradacdo das antocianinas lentamente tendo como efeito
batocrémico. A linha de cor verde com um tempo de retengao de 59,32% e o
tempo de meia vida foi de 8,73 dias com a adicdo de acido ferulico numa
concentragao de D = teste (0,8:1 p/v) temperatura ambiente no escuro, houve
degradacgdo das antocianinas lentamente, contemplando o efeito batocrémico.
A linha de cor azul com o tempo de retencao de 69,01 e o tempo de meia vida
foi de 12,26 dias, na adi¢cao de acido ferulico numa concentracao E = teste (1:1
p/v) temperatura ambiente no escuro durante 160 dias de experimento, houve
degradagédo maior em relagado ao controle, sem adigéo do acido ferulico.

Em relacdo a andlise realizada no HPLC, com antocianinas totais, foram

adicionadas concentra¢des de acido ferulico (Figura 31).

rri )

Figura 31 — Cromatograma de HPLC, de antocianinas no extrato da mistura de
residuo de uvas processadas, com adi¢ao de acido ferulico.

Na andlise realizada no experimento da (Figura 30) a fim de verificar a
estabilidade das antocianinas com concentragdes de acido ferulico foram
encontrados seis tipos de picos (Figura 31) por comparagdo com o tempo de
retengdo das antocianinas da (Tabela 5), o tempo de retengdo de maior

intensidade, foram Cianidina 3-glicosidio e Peonidina 3-glicosidio.
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Os outros tempos de retengao foram analisados e estdo expressos na

(Tabela 14).

Tabela 14 — Comparacao do tempo de retencdo em relagcao a uvas vermelhas,
da (Tabela 5) cromatograma de HPLC da (Figura 31), do residuo
da mistura (80% da uva Isabel e 20% da uva Bordd) na adi¢cao de

acido ferulico

Pico Tr (min) Antocianinas
1 22,5 Delfinidina 3-glicosidio
2 25,0 Peonidina 3, 5-diglicosidio
3 27,5 Malvidina 3-glicosidio
4* 29,0 Cianidina 3-glicosidio
5 33,0 Petunidina 3-glicosidio
6* 37,0 Peonidina 3-glicosidio

Na Figura 1A do Apéndice, foi feito um cromatograma sobreposto no

HPLC, no extrato de antocianinas no residuo de bagago de uva apds o

processamento, na adicao de acidos organicos: acido ferulico, e acido cafeico.

Os dois cromatogramas foram sobrepostos e mostram que 0s mesmos picos

das Figuras anteriores ndo mudaram as suas caracteristicas em relacdo a

adicao dos acidos organicos.
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5. CONCLUSOES

Foi encontrado um teor de antocianinas de 25,6 mg/100 g, com uma
recuperagao de 52,5% de antocianinas totais, com solugao extratora (70 mL de
etanol 70% e 30 mL de HCI 0,1% em pH 2,0) no residuo de uvas processadas
gue na sua composicao tinha 80% da uva Isabel e 20% da uva Bordd, podendo
ser reaproveitado nos diversos setores da industria de alimentos, como corante
natural.

E no estudo da estabilidade, foi utilizado acido p-cumarico, acido
cafeico, acido ferulico nas concentragdes (0,5:1 p/v); (0,8:1 p/v); (1:1 p/v). Com
um tempo de retencéo 86,45%, tempo de meia vida de 31 dias, tempo de
retengao 82,47% e tempo de meia vida em 15 dias, tempo de retencao 69,01%,
o tempo de meia vida foi de 12 dias. O melhor acido é p-cumarico e a melhor
concentragao, do acido adicionado foi de (0,5:1 p/v), de antocianinas totais.

As antocianinas foram isoladas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC), nas quais foram encontradas as seguintes antocianinas no
residuo de uvas processadas: Delfinidina 3-glicosidio, Cianidina 3-glicosidio,
Petunidina 3-glicosidio, Peonidina 3-glicosidio, Peonidina 3-5-glicosidio,

Malvidina 3-glicosidio.
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APENDICE A

Tabela 1A — Temperaturas médias no periodo de 2000-2009 em graus Celsius

Més/ano 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Janeiro 26,4 26,4 25,8 25,8 26,3 24,5 25,6 24,6 24,1 24,0
Fevereiro 25,2 25,7 25,6 26,1 26,2 25,9 24,3 25,0 24,5 25,4
Margo 247 26,1 282 260 258 259 250 253 245 254
Abril 254 27,7 241 243 243 243 225 240 222 254
Maio 200 196 21,8 201 17,6 215 184 19,1 189 204
Junho 208 185 22,8 220 186 209 194 20,0 17,6 165
Julho 165 204 19,1 21,1 183 176 20,5 17,6 204 17,7
Agosto 21,0 228 233 19,2 220 214 212 20,7 208 -
Setembro 21,7 23,0 223 227 258 19,3 20,1 246 20,2 -
Outubro 26,6 249 269 245 228 193 241 250 238 -
Novembro 252 255 248 255 24,7 245 247 237 241 -
Dezembro 256 250 268 257 255 246 253 251 256 -
Média 23,17 23,60 24,56 23,56 23,15 22,82 22,60 2290 22,20 -
Fonte: Estagéo Climatolégica da UEM (agosto de 2009).

Tabelas 2A — Médias mensais pluviométricas no periodo de 2000-2009
Més/ano 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009
Janeiro 242,8 216,9 310,7 3099 53,1 3265 169,0 2719 117,5 2647
Fevereiro 278,4 217,0 116,8 2198 96,5 16,1 179,0 207,4 134,6 2528
Marco 130,3 146,9 39,9 168,12 1522 64,7 2810 150,0 126,6 97,5
Abril 32,0 70,1 8,0 100,2 1054 93,0 240,0 63,90 172,2 50,8
Maio 378 166,5 346,3 62,7 2748 557 87,0 51,40 815 1115
Junho 106,6 1225 2,4 58,7 1016 630 11,70 7,80 46,3 1815
Julho 73,50 36,7 64,5 46,7 128,2 66,0 27,0 2279 79,0 -
Agosto 160,0 152,6 59,9 75,2 0,4 0 53,0 14,02 19,8 -
Setembro 189,9 106,5 167,7 109,8 67,0 247,0 271,0 31,70 78,80 -
Outubro 252,5 78,5 63,6 106,9 345,6 232,0 9570 1054 1124 -
Novembro 239,2 151,8 358,8 112,1 231,0 117,0 86,40 1714 1827 -
Dezembro 178,3 255,0 201,2 1374 1588 82,0 2384 2350 85,8 -
Média 1921,3 1721,0 1748,5 1507,5 1714,6 1363,0 1561,61 537,4 1366,1 958,7

Fonte: Estagéo Climatolégica da UEM (agosto de 2009).
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Tabela 3A — Médias mensais de evaporagao no periodo de 2006-2008

Més/ano 2006 2007 2008
Janeiro 126,5 71,4 103,7
Fevereiro 84,6 95,5 103,7
Margo 122,2 123,5 122
Abril 113,8 119,9 95
Maio 122 118 106,5
Junho 131,6 134,9 79,3
Julho 157 125,3 153,4
Agosto 197,7 170 135
Setembro 146,8 216 165,9
Outubro 137,3 184,2 137,5
Novembro 143,4 146,6 138,1
Dezembro 121,5 141,2 171,2
Média 1604,4 1643,7 1511,3
Fonte: Estagéo Climatologica da UEM (agosto de 2009)
Tabela 4A — Umidade relativa do ar % no periodo de 2006-2009
Més/ano 2006 2007 2008 2009
Janeiro 72 84 77 84
Fevereiro 80 75 77 62
Margo 75 70 70 64
Abril 72 70 74 69
Maio 66 70 70 65
Junho 64 62 76 72
Julho 60 65 59 67
Agosto 54 56 63 55
Setembro 65 61 59 71
Outubro 69 61 68 76
Novembro 66 66 66 65
Dezembro 75 69 61 69
Média 68 67 68 68

Fonte: Estagéo Climatolégica da UEM (agosto de 2009)
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Tabela 5A — Absorbancia por espectrofotometria UV-Vis na adigdo de
concentragdes do acido ferulico, em temperatura ambiente e sem

luz
Dias Amostra sem  Amostra com adicao Amostra com Amostra com
adigéo de 0,5: 1 p/v adicdo de 0,8: 1 p/v. adigdo de 1:1 p/v
0 1,867 1,870 1,866 1,888
03 1,712 1,670 1,695 1,638
05 1,728 1,634 1,623 1,625
07 1,701 1,626 1,610 1,602
11 1,688 1,605 1,608 1,068
14 1,670 1,602 1,602 1,602
17 1,665 1,601 1,601 1,600
25 1,620 1,584 1,587 1,586
33 1,600 1,570 1,565 1,563
39 1,587 1,536 1,499 1,472
52 1,566 1,437 1,387 1,452
59 1,540 1,391 1,378 1,420
66 1,500 1,388 1,353 1,419
69 1,500 1,378 1,310 1,400
76 1,490 1,356 1,305 1,406
83 1,483 1,343 1,301 1,403
89 1,470 1,303 1,289 1,401
100 1,460 1,260 1,240 1,384
108 1,419 1,249 1,232 1,382
120 1,418 1,230 1,216 1,320
128 1,410 1,207 1,174 1,310
158 1,327 1,176 1,107 1,302
Tabela 6A —  Absorbancia por espectrofotometria UV-Vis na adigao de
concentragdes do acido p-cumarico, em temperatura ambiente
e sem luz
Dias Amostra sem Amostra com Amostra com Amostra com
adigdo do acido adicdode 0,5: 1 p/v adicdode 0,8: 1 p/v  adi¢cdo de 1:1 p/v
0 0,481 0,310 0,386 0,320
03 0,356 0,317 0,321 0,317
05 0,334 0,323 0,335 0,321
07 0,328 0,339 0,323 0,327
11 0,279 0,277 0,278 0,291
14 0,302 0,317 0,320 0,314
17 0,280 0,303 0,303 0,326
25 0,263 0,288 0,288 0,297
33 0,254 0,276 0,278 0,285
39 0,248 0,309 0,277 0,285
52 0,241 0,299 0,275 0,292
59 0,231 0,266 0,261 0,297
66 0,277 0,268 0,257 0,302
69 0,280 0,281 0,261 0,278
76 0,299 0,286 0,261 0,298
83 0,294 0,290 0,257 0,289
89 0,273 0,290 0,255 0,283
100 0,272 0,266 0,256 0,289
108 0,269 0,270 0,255 0,286
120 0,256 0,271 0,248 0,286
128 0,244 0,272 0,246 0,287
155 0,238 0,268 0,246 0,282
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Tabela 7A - Absorbancia por espectrofotometria UV-Vis na adigdo de
concentragdes do acido cafeico, temperatura ambiente e sem

luz
Dias Amostra sem Amostra com adicdo  Amostra com adigédo Amostra com
adicao de acido de (0,5: 1 p/v) de (0,8: 1 p/v) adicao de (1:1 p/v)
0 0,412 0,519 0,615 0,688
5 0,410 0,465 0,487 0,512
8 0,412 0,468 0,478 0,514
15 0,393 0,453 0,477 0,505
22 0,382 0,450 0,457 0,503
28 0,384 0,450 0,453 0,505
39 0,377 0,455 0,450 0,502
47 0,363 0,440 0,449 0,493
54 0,360 0,438 0,447 0,490
64 0358 0,434 0,437 0,491
77 0,351 0,434 0,433 0,490
87 0,345 0,437 0,425 0,489
100 0,340 0,428 0,422 0,479
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Figura 1A — Cromatograma sobreposto de HPLC, de antocianinas no residuo
de uva apds o processamento, com adicdo de acido organico
ferdlico, e acido organico cafeico.
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