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RESUMO

Moura, Cristiane de. Avaliagdo da atividade antioxidante de extratos etandlicos de
residuos de uva provenientes da fabricagcdo de vinho. 2014. 57 f. Trabalho de
Conclusédo de Curso — Curso Superior de Quimica — Bacharelado em Quimica
Industrial, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2014.

Atualmente a procura por produtos naturais que desempenham com eficiéncia a
atividade antioxidante em alimentos esta cada vez mais, atraindo a atencdo de
novos pesquisadores. Os principais compostos que podem atuar com essa acao,
sdo os compostos fendlicos, esses podem ser encontrados em diversas plantas,
frutas e em até mesmo, residuos agroindustriais. Deste modo, o principal objetivo
desse trabalho foi avaliar o potencial antioxidante do residuo obtido pela fabricacao
do vinho tinto (RVT) e vinho branco (RVB) com a intengdo de futuramente ser
utilizado como antioxidante natural na elaboracdo de novos produtos alimenticios.
Neste estudo a atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos de sequestro dos
radicais DPPH* e ABTS*, porcentagem de inibicdo pelo sistema beta-caroteno/acido
linoleico e poder redutor do Ferro (FRAP) e comparada com o0s antioxidantes
sintéticos eritorbato de sodio, BHT (Butilhidroxitolueno) e BHA (Butilihidroxianisol) e
com antioxidante natural o a-tocoferol usados como controle positivo. O RVT e RVB
apresentaram teor de compostos fendlicos totais de 21,66 mg EAG/g de residuo e
20,54 mg EAG/g de residuo respectivamente (EAG: Equivalente em acido galico).
Enquanto que o teor encontrado para os flavonoides foi de 0,84 mg QE/g de residuo
e 0,65 mg QE/g de residuo, respectivamente (QE: Equivalente em quercetina). A
atividade antioxidante avaliada pelo sequestro de radical DPPH e expresso em ICsg
(ICso:Concentracao inibitéria ou equivalente minima do antioxidante para sequestrar
50% dos radicais iniciais) foi de 0,66 e 1,14 mg/mL, para 0 RVT e RVB,
respectivamente. Enquanto que pelo sequestro do ABTS expresso em umol de
Trolox obteve-se 150,68 umol de Trolox/g para o RVT e 145,91 umol de Trolox/g
para o RVB. Quando analisado pelo método de inibicdo do beta caroteno/acido
linoleico, os extratos avaliados na concentracdo de 5 mg/mL apresentaram inibi¢éo
de 82,92% e 81,42%, para 0os RVT e RVB, respectivamente e n&o diferiram
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Pela andlise da reducédo do
Ferro (FRAP), o extrato do RVT foi possivel reduzir 56,29 umol de Fe?*/g enquanto o
RVB 38,52 pmol de Fe?*/g de residuo. O residuo do processo de obtencéo do vinho
tinto mostrou superioridade em todas as andlises realizadas quando comparadas ao
residuo do vinho branco. Entre os antioxidantes comerciais usados neste estudo, o
eritorbato de sédio se destacou em todas as analises, sendo que a menor atividade
antioxidante foi apresentada pelo BHT. Os residuos do processo de obtencdo do
vinho tinto e vinho branco apresentaram atividade antioxidante inferior ao eritorbato
de sédio, BHT, BHA e o a-tocoferol. Pelos resultados encontrados, podemos afirmar
gue os residuos provenientes do vinho tinto e vinho branco, podem ser considerados
uma opcao aos antioxidantes sintéticos principalmente devido a restricdo do uso
desses antioxidantes sintéticos nos alimentos devido ao efeito deletério a saude.

Palavras-chave: Fendlicos. Flavonoides; Antioxidante.



ABSTRACT

MOURA, Cristiane de. Evaluation of antioxidant activity of ethanol extracts of grape
waste from the manufacture of wine. 2014. 57 f. Work of Course Conclusion - Course
in Chemistry - Bachelor in Industrial, Chemistry, Federal Technological University of
Paranda. Pato Branco, 2014.

The search for natural products that perform efficiently the antioxidant activity in
foods is having a lot of attention in research today. The main compounds that can act
with this action, are phenolic compounds, these can be found in various plants, fruits
and even vegetables residues. In this way, the main objective of this work was to
evaluate the antioxidant potential of the residue obtained from the manufacture of red
wine (RVT) and white wine (RVB) with the intention that in future be used as a
natural antioxidant in the elaboration of new food products. In this study the
antioxidant activity was evaluated by the method of sequestration of DPPH * and
ABTS * radicals, percentage inhibition by beta-carotene/linoleic acid system and
reducing power of iron (FRAP) and compared with synthetic antioxidants sodium
erythorbate, BHT (butylhydroxytoluene) and BHA (Butilihidroxianisol) and the natural
antioxidant a-tocopherol used as positive control. The RVT and RVB showed content
of total phenolics of 21.66 mg GAE / g of residue and 20.54 mg GAE / g of residue,
respectively (EAG: Equivalent gallic acid). While the content in flavonoids found was
0.84 mg QE / g of residue and 0.65 mg QE / g of residue, respectively (QE:
Equivalent quercetin). The antioxidant activity was evaluated by DPPH radical
sequestration and expressed as IC50 (IC50: inhibitory concentration or minimum
equivalent antioxidant to sequester 50% of the initial radicals) was 0.66 and 1.14 mg
/ mL, for the RVT and RVB, respectively. While for the kidnapping expressed in
ABTS umol Trolox was obtained Trolox 150.68 umol / g for the RVT and Trolox
145.91 umol / g for RVB. When analyzed by the method of inhibition of beta carotene
/ linoleic acid, the extracts evaluated at a concentration of 5 mg / ml were inhibited by
82.92% and 81.42% for RVT and RVB, respectively and did not differ significantly by
the Tukey test (p <0.05). For the analysis of the reduction of iron (FRAP), the extract
was able to reduce the RVT 56.29 micromol Fe 2 +/ g while the RVB 38.52 micromol
Fe 2 + / g of residue. The residue of the process to obtain red wine showed
superiority in all analyzes when compared to the residue of white wine. Among the
commercial antioxidants used in this study, sodium erythorbate excelled in all
analyzes, with the lowest antioxidant activity was presented by BHT. The residues of
obtaining red wine and white wine process presented below the sodium erythorbate,
BHT, BHA and a-tocopherol antioxidant activity. The results, we can state that waste
from red wine and white wine may be considered an option to synthetic antioxidants
mainly due to restriction of the use of these synthetic antioxidants in foods due to
deleterious health effects.

Keywords: Antioxidant. Phenolics. Flavonoid.
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1 INTRODUCAO

A busca por antioxidantes naturais estd cada vez mais se intensificando,
devido a possivel toxicidade dos antioxidantes sintéticos em determinadas doses.
Diversas pesquisas estado sendo realizadas principalmente a habilidade antioxidante
de substancias naturais em sequestrar os radicais livres, que quando em
desequilibrio podem ser prejudiciais a saude humana (MARIUTT; BRAGAGNOLO,
2007).

Os compostos fendlicos estdo entre as substancias mais estudadas na
industria alimenticia, devido suas propriedades redutoras e estrutura quimica,
podendo trazer diversos impactos positivos utilizando estes para esta acao
antioxidante (SIMOES, 2001).

O residuo de uva, composto por semente, casca, engaco e restos da polpa da
uva, tem seu conteudo rico em compostos fendlicos, antocianinas, corantes e outros
compostos com atividades fitoterdpicas e com excelente capacidade antioxidante.
No Brasil, cerca de aproximadamente 580 milhdes de toneladas de vinhos, sucos e
mostos sdo preparados e destes uma quantidade significativa de residuos séo
gerados, podendo trazer impactos negativos ao meio ambiente quando descartados
de forma inadequada. Sendo assim, se bem aproveitados podem trazer varios
ganhos tanto econdmicos como ambientais (FERRARI, 2010).

Deste modo, esse trabalho tem como objetivo determinar a atividade
antioxidante dos extratos etandlicos dos residuos provenientes do processo de
fabricacdo do vinho tinto e branco de pequenas vinicolas da cidade de Mariopolis,

Parana.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo determinar a atividade antioxidante dos
extratos etandlicos dos residuos provenientes do processo de fabricacdo do vinho

tinto e branco de pequenas vinicolas da cidade de Mariopolis, Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar os extratos etanolicos;

e Determinar o teor de compostos fendlicos totais e teor de flavonoides totais de
todos os extratos etanolicos;

e Avaliar as propriedades antioxidantes através dos métodos: sequestro do
radical livre DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazina) e ABTS, auto-oxidacdo do
sistema B-caroteno/acido linoleico e FRAP.

e Comparar os resultados dos residuos com antioxidantes comerciais utilizado

na inddstria alimenticia.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 VITICULTURA DO BRASIL

As uvas finas (Vitis vinifera) foram as primeiras uvas introduzidas pelos
portugueses no Brasil. No entanto, a viticultura, apenas se consolidou com a
introducdo da cultivar de uva americana “Isabel” (Vitis labrusca) pelos imigrantes
italianos, nos meados do século XIX (CAMARGO; MAIA; RITSCHEK, 2010).

No Brasil, a producdo de uvas se destacam nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste. Estados como Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina,
Pernambuco, Bahia e Minas Gerais, sdo um dos principais produtores. Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, também sdo apontados como potenciais produtores
de uvas de mesa (MELLO, 2010). Na Tabela 1 esta distribuida a producéo de uva no

Brasil por Unidade de Federacéo.

Tabela 1 - Produc¢éo de Uvas no Brasil, por Unidade de Federacgéo (ton).

UF 2008 2009 2010 2011 2012
Brasil 1.399.262 1.345.719 1.295.442 1.463.481 1.455.809
Pernambuco 162.977 158.515 168.225 208.660 224.758
Bahia 101.787 90.508 78,283 65.435 62.292
Minas Gerais 13.711 11.773 10.590 9.804 10.107
Sé&o Paulo 184.930 177.934 177.538 177.227 176.902
Paran& 101.500 102.080 101.900 105.000 70.500

Santa Catarina 58.330 67.546 66.214 67.767 70.909

Rio Grande do Sul 776.027 737.363 692.692 829.589 840.251
Fonte: UVIBRA, 2012.

Em especifico o Rio Grande do Sul, € o principal produtor de uva como
produtor de vinho, sucos e derivados. Em 2012 sua producéao foi de 579,31 milhdes
de litros, representando 90% da producao nacional (MELLO, 2010).



16

3.2 VINHO

Dentre as diversas alternativas para o aproveitamento da uva produzida no
Brasil, temos o vinho. De acordo com a legislacdo brasileira o vinho é
exclusivamente uma bebida resultante da fermentacdo alcodlica completa ou parcial
da uva fresca, esmagada ou ndo, ou do mosto simples ou virgem, com um conteudo
de alcool adquirido minimo de 7% (v/v a 20 °C), sendo divididos em trés tipos: vinho
tinto, rosado e branco e também classificados em vinho de mesa, leve, fino,
espumante, frisante, gaseificado, licoroso e composto (BRASIL, 1988).

As principais etapas para fabricacdo do vinho é a colheita, onde esta deve ser
feita no tempo certo, sendo que uma colheita prematura resulta em um vinho
aguado, com baixa concentracdo de alcool enquanto que uma colheita tardia produz
um vinho rico em alcool, porém com pouca acidez. Apés a colheita, as uvas sao
separadas do engaco e seguidas para 0 esmagamento, onde se obtém uma mistura
de suco, casca e sementes e este dependendo do tipo de vinho, opta-se por

processos diferentes como demonstrado nas figuras 1 e 2 (MENEZES, 2010).

oty  Uvas Cuba de Fermentagdio
a8 nescessariamente

Tintas

Descuba

Engagos g
*‘é-si,g “"| Separador
Ly
prell

Amassador

Cuba de
Fermentagdo
{com cascas)

; Vinho engﬁl}rrafado a
= ronto para envelhecer em
Adigdo de 50, . R barris de madeira

Figura 1: Etapas da fabricagdo do Vinho tinto
Fonte: SASSO et al. (2014).
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p 3 Uvas Brancas
sdag gt C b d ] b
'o%? e.i;:-' {principalmente) ‘U S

e Tintas

*‘\"kp[_ A ]

Cuba de Fermentagdo

N
Separagio WY prensa
das —L_M’ . '1

Cascas | | Bomba

Adigdo de SOy

Figura 2: Etapas da fabricac&o do Vinho branco
Fonte: SASSO et al. (2014).

A fermentacéo é a etapa mais complexa e importante para elaboracdo de um
bom vinho, normalmente a levedura mais utilizada para esse processo € a
Saccharomyces cerevisae, mas diversos micro-organismos desse género estdo
sendo utilizados. Por fim, sdo utilizados processos de filtracdo, centrifugacéo,
refrigeracdo, troca ibnica, aquecimento e também é feita a adicdo de diéxido de
enxofre ou acido ascorbico, que agem como antioxidantes. Nessas etapas, o vinho é
clarificado, grande parte dos produtos precipitaveis sdo extraidos, e muitos ions
metalicos que tornam o vinho turvo, sao retirados. O envelhecimento do vinho é
muito utilizado para melhorar o sabor e odor, diminuindo a acidez e formando esses

complexos utilizados para o melhoramento (MENEZES, 2010).

3.3 CARACTERIZACOES DOS SUBPRODUTOS

Estdo presentes no residuo resultante do processamento do vinho, o engaco
e bagaco, neles contento borras, sementes, além do material filtrado dos liquidos,
dentre outros (FERRARI, 2010). Atualmente, esse residuo € muito utilizado como

racdo animal e como adubo de vinhedos, mas grande parte € ainda desperdicada,
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podendo causar alguns danos ambientes, devido a grande quantidade gerada no
processo (ROCKENBACH, 2011).

Esses residuos podem ser de grande interesse econémico, sendo que muitos
dos compostos presentes na uva nao foram totalmente extraidos durante seu
processamento. Os principais componentes sdo sementes, casca e engago. As
sementes contém fibra, 6leo, proteinas, compostos fendlicos, aclUcares e sais
minerais. A casca € rica em pigmentos, como antocianidinas e antocianinas
pertencentes ao grupo dos flavonoides. JA o engaco, contém compostos tanicos,

que apresenta alto potencial nutritivo e farmacologico (FERRARI, 2010).

3.4 COMPOSTOS BIOATIVOS: ANTIOXIDANTES NATURAIS

Os residuos provenientes do vinho contém inidmeros compostos que podem
auxiliar na atividade antioxidante, provavelmente devido ao sequestro de radicais
livres e consequente beneficio ao organismo (MELO, 2010).

Os radicais livres, sdo moléculas altamente reativas e instaveis. Podem ser
definidos como moléculas ou &tomos que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados. Essas moléculas encontram-se envolvidas em processos de
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, entre outros.
Mas quando em excesso, alteram fungdes fisiolégicas normais do organismo, como
a peroxidacdo de lipideos de membrana, a agressdo as proteinas, enzimas,
carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, 2006).

Além dos diversos problemas a saude, os radicais livres podem interferir na
qualidade sensorial e nutricional de diversos alimentos, por atuarem principalmente
na oxidacdo de matérias facilmente oxidaveis, como 6leos e gorduras (BARREIROS;
DAVID, 2006).

Para a captura desses radicais livres, a industria de alimentos tem empregado
a adicdo de antioxidantes, assim 0 processo oxidativo é retardado. Esses
antioxidantes podem ser sintéticos, como por exemplo, BHA, BHT, eritorbato ou

naturais, provenientes de produtos naturais como o a-tocoferol e vitamina C. No
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organismo, enzimas e antioxidantes produzidos pelo organismo ou originarios de
dietas, retardam a oxidacdo das células (MELO, 2010).

Os trés principais mecanismos que podem atuar na reducédo da formacao de
radicais livres sdo antioxidantes, sequestrantes de radicais livres e quelantes, sendo
classificados em primarios e secundarios (RAMALHO, 2006).

Os antioxidantes priméarios sdo capazes de interromper a propagacdo da

auto-oxidacdo ao doarem atomos de hidrogénios, como simplificado abaixo.

ROO° + AH -> ROOH + A°
R°+ AH ->RH + A°

Sendo ROQF° e Re° radicais livres, AH antioxidantes com hidrogénio ativo e A°
radical inerte formado devido a acdo do antioxidante, onde o radical livre é
estabilizado (ROOH) devido a captura do hidrogénio ativo (RAMALHO, 2006).

JA4 nos antioxidantes secundarios, estdo inclusos 0s agentes
guelantes/sequestrantes, sinergistas e removedores de oxigénio, cada um atuando
com diversos mecanismos, como diminuindo a taxa de oxidacao, repondo moléculas
de hidrogénio para os primarios, quelar metais pré-oxidantes e desativa-los, agir
como sequestradores de oxigénio, entre outros (RAMALHO, 2006).

3.4.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos estdo entre as substancias mais estudadas na
industria alimenticia, devido suas propriedades redutoras e estrutura quimica.
Possuem no minimo um anel aromatico e uma hidroxila como grupo funcional em
sua estrutura, sendo a estrutura mais simples o fenol (SIMOES, 2001).

Ja foram encontradas cerca de 8000 estruturas diferentes para os compostos
fendlicos. Sao classificados de acordo com sua cadeia carbbnica, conforme a tabela
2.



20

A maioria dos compostos fendélicos sdo encontrados, na natureza na forma de

ésteres ou de heterosideos, portanto sendo sollveis em agua e solventes organicos

apolares.
Tabela 2 - Classificagdo dos compostos fendlicos.

Classe Estrutura

Fendlicos simples, benzoquinonas Cs
Acidos fendlicos Ce-Cy
Acetofenonas, acidos fenilacéticos Cx-C,
Acidos hidrocixinamicos, fenilpropandides Cs-Cs
Naftoquinonas Ce-Cy
Xantonas, benzofenonas Ce-C1-Ce
Estilbenos, antroquinonas Cs-C,-Cs
Flavonoides, isoflavonoides e chalconas Ce-C3-Cq
Lignanas, Neolignanas (Cs-C3)>
Diflavondides (C6-C3-Co):
Melaninas vegetais (Cén
Ligninas (Ce-C3)n
Taninos hidrolisaveis (Cs-Co)n
Taninos condensados (C6-C3-Co)n

Fonte: HARBORNE, 1989.

Os compostos fendlicos podem ser formados por meio de duas rotas
biogenéticas: a via de acido chiquimico a partir de carboidratos (Figura 3) e pela via
do acetato-polimalato que se se inicia com a acetil-coenzima A e malonil-coenzima A
(HARBORNE, 1989). Assim, 0s compostos provenientes da via chiquimico, tém seus
grupos hidroxilas na posi¢cdo orto, enquanto os compostos pela via do acetato-

polimalato origina compostos com as hidroxilas na posicdo meta (DEWICK, 1998).
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Figura 3: Rota do acido chiquimico para biossintese de fendlicos.
Fonte: NATIVIDADE, 2010.

Os compostos fendlicos presentes na uva, e consequentemente presentes no
residuo gerado pelas mesmas, sdo em ordem crescente de concentracdo: 0S

flavonoides, os acidos fenolicos e os taninos (JORDAO et al., 1998).

3.4.1.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma das classes mais relevantes no grupo de compostos
fendlicos, sua sintese ndo ocorre na espécie humana, mas sao constituintes de
frutas, vegetais e bebidas derivadas de planta. Sua estrutura mais encontrada € o
difenil-propano (Cs-C3-Cg), € consiste em obrigatoriamente dois anéis aromaticos
(anéis A e B) interligados por trés atomos de carbonos, onde geralmente contem um

oxigénio, como mostra a figura 4 (BRAVO, 1998).
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Figura 4 - Estrutura basica de um flavonoide composto por dois anéis aromaticos (A e B) e um
anel intermediario (C).
Fonte: BRAVO, 1998

A sintese dos flavonoides acontece através da combinacdo dos dois
mecanismos para obtencdo dos compostos fendlicos (via de acido chiquimico e via

do acetato-polimalato), como simplificado na figura 5.
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Figura 5 - Principais rotas biossintéticas.
Fonte: RICE-EVANS et al., 1997.
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Entre os principais flavonoides encontrados no residuo da uva, estdo
presentes as antocianinas e as catequinas, responsaveis principalmente pela cor e

adstringéncia do suco de uva.

3.4.1.2 Acidos fendlicos

Jéa os é&cidos fendlicos, também conhecidos como néo-flavonoides, tem como
principais grupos os acidos benzoicos, acidos cindmicos e cumarinas. Sua alta
atividade antioxidante esta relacionada principalmente pela posicdo dos grupos
hidroxilas e também pela proximidade da carboxila em relacdo ao grupo fenil (SILVA
et al., 2010). A estrutura basica dos &cidos fendlicos derivado do acido benzoico e

acido cinamico estdo exemplificados na figura 6.

R1 I:21

Rz COOH Rz ~. _COOH

Ra 5 Rs Rs

R4 R4
(a) (b)

Figura 6: Acidos fenodlicos derivados do (a) acido benzéico e (b) acido cinamico.
Fonte - SILVA et al. (2010).

A diversidade de compostos presentes nesses grupos € devido a capacidade
de substituicdo de diferentes compostos nos radicais (Ri1, Rz, R3, R4 € Rs), onde a
mudanca de apenas um radical altera sua funcionalidade (SILVA et al., 2010).

Outro grupo importante dos compostos fenolicos sdo os taninos, polifendis
com altissima importancia por seus efeitos antiinflamatérios, anticarcinogénicos e
cicatrizante. Sao divididos em taninos hidrolisaveis e condensaveis e seu alto peso
molecular confere aos alimentos uma sensacéo de adstringéncia (MONTEIRO et al.,
2005).
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O resveratrol, principal componente dos estilbenos, também € pertencente a
familia dos néo flavonoides. E muito estudado devido sua alta atividade antioxidante
(MONTEIRO et al., 2005).

3.5 ANTIOXIDANTES SINTETICOS

Os antioxidantes sdo capazes de prevenir a deterioragdo oxidativa dos
alimentos, sendo esses compostos majoritariamente aromaticos que contem pelo
menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos como BHA, BHT, eritorbato de sdédio,
entre varios outros.

O eritorbato de sddio, objeto de estudo neste trabalho, é largamente utilizado
na industria carnea, agindo principalmente na reducdo do oxigénio molecular,
evitando assim a formac&do de radicais livres, tornando-se, potentes redutores,
enquanto os antioxidantes como BHA e BHT contém um anel fendlico em sua
estrutura, onde as hidroxilas sdo capazes de doar um atomo de hidrogénio ao
radical livre, podendo desativa-los (ARAUJO, 2011 apud CASAROTTO, 2013).

Apesar da eficacia desses compostos na acdo antioxidante, o0s mesmos vém
sendo questionados, uma vez que estes compostos podem fornecer efeitos toxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (MERCADANTE et al., 2010)

Para selecdo de antioxidantes para aplicagdo na industria alimenticia é
necessario que a eficacia dos mesmos seja em baixas concentracfes, auséncia de
efeitos indesejaveis na cor, odor e sabor, facil aplicacdo e estabilidade durante a
producdo e armazenamento (RAMALHO; JORGE, 2006).

3.6 METODOS DE ANALISE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Desde que os radicais livres foram identificados como moléculas que causam

grandes efeitos maléficos, tanto nos alimentos como na saude, a procura por
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substancias que possam diminuir ou até interromper suas a¢des vem aumento a
cada dia, bem como métodos para avaliar o potencial antioxidante dessas
substancias (CARPES, 2008).

De modo geral, os efeitos antioxidantes podem ser mensurados por meio de
sistemas quimicos e biologicos, sendo que para uma resposta precisa e quantitativa
€ necessério realizar diferentes métodos. A maioria das andlises realizadas utiliza
processos oxidativos, os quais envolvem a adicdo de um agente iniciador para
acelerar o processo, entre 0s principais agentes sao: temperatura, agitacao,
disponibilidade de oxigénio, metal de transicdo ou mesmo exposicdo a luz
(ANTOLOVICH et al., 2002).

Existem quatro passos essenciais que devem ser seguidos ao avaliar a
atividade antioxidante de substancias sendo elas: a primeira etapa é a quantificacéo
e identificacdo de compostos fendlicos, a segunda etapa avalia a atividade de
sequestro do radical livre e na terceira etapa deve ser feita a avaliagdo da habilidade
do antioxidante inibir ou retardar a oxidacéao lipidica. Por fim a ultima e quarta etapa
depende do objetivo do estudo, podendo ser dividida em (a) e (b). A etapa (a)
sugere-se a aplicacdo em alimentos com analises especificas e (b) avaliacdo dos
efeitos antioxidantes da dieta no corpo humano, onde estudos de intervencdo séo
necessarios (BECKER et al., 2004).

3.6.1 Métodos de Analise de Atividade Antioxidante in vitro

Os métodos mais utilizados para a determinacdo da acédo antioxidante sdo 0s
colorimétricos com as leituras realizadas em espectrofotbmetros. Os principais
métodos utilizados para essa razdo sdo: sequestro do radical livre DPPH,
descoloramento do sistema B-caroteno/acido linoleico, captura do radical ABTS e o
FRAP (BERGAMASCHI, 2010).
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3.6.1.1 Método da inibicdo do DPPH

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, estavel de cor violeta e possui
absorcdo maxima na faixa de 515-520 nm. A reducédo do radical € monitorada pelo
decréscimo da absorbéancia durante a reacdo, devido a presenca de um doador de
hidrogénio ou elétron, a intensidade de absorcdo diminui, e consequentemente a
solucdo com o radical perde cor, tornando-se amarela, de acordo com o namero de
elétrons capturados (CLEYTON, 2007).

Os resultados desse método podem ser apresentados de diversas maneiras,
sendo o mais utilizado o ICsp, cujo valor representa a quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracdo de DPPH inicial pela metade
(BERGAMASCHI, 2010).

Na figura 7, é possivel compreender como ocorre a doag¢do do préton da
quercetina para o radical DPPH, resultando na perda de coloracdo da solucéo e
consequentemente a reducdo do radical DPPH para uma molécula estavel. A
quercetina j4 oxidada se transforma em um radical inerte onde se estabiliza por
ressonancia (TEIXEIRA; SILVA. 2013)

N A~_OH NH
| HO o
NO; -~ _NO; HO 0 o~ NO, & (NO; \(‘I'/]\
f
| +
w %
Y , OH ~ s
NO, OH O NO, OH O
1 DPPH Quercetina 2 DPPH, Quercetina oxidada

o, O H
H
Quercetina oxidada
estabilizada porressonéncia

Figura 7: Reacéo do radical DPPH com o antioxidante, nesse caso a Quercetina.
Fonte - TEIXEIRA; SILVA (2013).
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3.6.1.2 Método do sequestro do radical ABTS™

O método ABTS determina a atividade antioxidante total pela captura do
radical ABTS™. O procedimento é baseado na formagdo de solucido do radical
ABTS™ (Figura 8), a partir da oxidac&o do sal por persulfato de potassio, cuja reacio
ocorre na auséncia de luz, durante 12 a 16 horas. Apdés a formacédo do radical
ABTS™, com a adi¢do de um antioxidante ocorre a reducido da solucéo anterior em
apenas ABTS, e assim promove a perda da coloracdo do meio reacional. Essa
absorbancia da reacéo € comparada com a atividade do antioxidante sintético Trolox
(padréo). O trolox € um antioxidante sintético analogo a vitamina E, porém sollvel
em substancias polares, ou seja, hidrofilico. Os resultados sdo expressos em pmol
de Trolox/g de amostra (SINGLETON et al.,1999).

HO5S S S SO3H
>: N —N _<
N N
| |

CH,CHy CH,CHs

ABTS

+ K;S,04 (potassium persulfate)

HOsS s s SOgH| *
<Y
N N
| I

CH,CHy CH;CHy
ABTS *

Figura 8 - Oxidagao do ABTS por persulfato de potassio e a coloragao inicial da solucéo
ABTS™
Fonte: LEE, Y., YOON, J. (2005).
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3.6.1.3 Método da reducéo do Ferro (FRAP)

O método FRAP, é um ensaio baseado na capacidade de um antioxidante
reduzir o Fe** em Fe®". Essa reacéo ocorre na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina (TPTZ) e em condi¢cbes acidas, onde ocorre a formagdo de um complexo
corado. Assim este complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe"-TPZ) é reduzido ao
complexo ferroso (Fe'"-TPZ) na presenca de um antioxidante (PULIDO, 2000) como

mostra a figura 9.
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Figura 9 - Reducéo do complexo TPTZ com Fe®* a4 Fe™ pela adicdo de um antioxidante
Fonte: RUFINO et al,. (2006).

3.6.1.4 Método de descoloramento do B-caroteno/acido linoleico

Esse método tem como principal funcdo avaliar a atividade de radicais livres
gerados durante a peroxidacao do acido linoleico (Figura 10), esses radicais gerados
irdo abstrair o hidrogénio da molécula insaturada do (-caroteno, assim o método é
baseado na descoloragdo do [(-caroteno, induzida pelos produtos de degradacao
oxidativa do acido linoléico (peroxil), que devido a esse ataque perde suas duplas
ligagcbes e consequentemente sua cor laranja caracteristica (SILVA, 2010). Sendo
assim, a atividade antioxidante é avaliada pela adicdo de uma amostra que contenha
antioxidantes que ao reagir com o radical peroxil contribui para retardar a queda de
coloragao do B-caroteno, consequentemente a defesa contra o ataque dos radicais
livres (OLDONI, 2007).
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Figura 10 - Estrutura do beta-caroteno (5) e do acido linoleico (6)
Fonte: ALVESI (2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA E PREPARACAO DOS RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Os residuos de bagaco e engaco de uva sao provenientes das variedades
Bordo, Francesa e Niagara rosada para os residuos de vinho tinto (RVT) e da
variedade Niagara branca para o residuo de vinho branco (RVB), ambos coletados
em uma vinicola de Mariépolis - PR no periodo de safra da uva — janeiro a fevereiro
de 2013. Os residuos assim que obtidos foram congelados até o momento das
analises para garantir todas suas caracteristicas.

Os residuos foram descongelados em geladeira durante 24 horas e apos
foram colocados em estufa a 37°C por 4 dias para completa desidratacdo e em
seguida foram triturados em um moinho de bancada Marconi modelo MA - 630

(Figura 11 e 12) e conservados em freezer para futuras analises.

Figura 11- Residuo de Vinho Tinto seco e triturado
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Figura 12 - Residuo de Vinho Branco seco e triturado

4.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

Dez gramas de cada material desidratado e moido foram extraidos com 100
mL de etanol a 80 % (v/v), homogeneizados em Incubadora Shaker Modelo SL 222,
por 1 hora a 40 °C. Apés a filtragem em papel de filtro Watman n° 5, os
sobrenadantes dos extratos foram armazenados em freezer para posterior andlise.
Essa metodologia foi realizada conforme CARPES (2008), com algumas
modificacdes.

4.3 ANALISES QUIMICAS

As andlises quimicas para avaliacdo da atividade antioxidante foram
realizadas com os RVT, RVB e com o antioxidantes sintéticos eritorbato de sédio,
BHA, BHT e o antioxidante natural a-tocoferol, na concentracdo de 100 ppm, sendo
gue esses antioxidantes comerciais foram realizados pelo nosso grupo de pesquisa

orientado pela profd. Dr2. Solange Teresinha Carpes, nas mesmas condi¢fes das
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amostras. Todas as analises foram realizadas em triplicada para maior exatidao dos
dados.

4.3.1 Determinagdo de Compostos Fendlicos Totais

A determinacéao de compostos fendlicos foi realizada de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, descrito por Singleton et al. (1999). Uma
aliquota de 0,5mL dos respectivos extratos foram transferidos para tubos de ensaio
e adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocateau (1:10). Ap6s 5 minutos de
repouso da mistura, adicionou-se 2,0 mL de uma solucdo de Na,COs; 4%. As
solucdes foram incubadas em local escuro, a temperatura ambiente e apés 2 horas
foi realizada a leitura da absorbancia a 740nm. O padréo utilizado foi o &cido galico e

0s resultados expressos em mg equivalente em acido galico (EAG) / g de amostra.

4.3.2 Determinacao de Flavonoides totais

A concentracdo de flavonoides totais foi determinada conforme método
descrito por Park et al. (1995), com algumas modificacdes. Uma aliquota de 0,5 mL
dos extratos foram transferidos para um tubo de ensaio e adicionado 4,3 mL de
etanol 80 % (v/v), 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10 % (m/v) e 0,1 mL de acetato de
potassio 10% (m/v). Apdés 40 minutos de repouso, as leituras foram feitas em
espectrofotometro, a 415 nm. Tubos em branco foram conduzidos nas mesmas
condicdes, sem adicao de nitrato de aluminio e adicionando 4,4 mL de etanol 80%
(v/v). A curva analitica foi preparada contendo 10, 25, 40, 70, 85 e 100 ppm de
guercetina com 0s mesmos métodos citados acima e os resultados expressos em

mg quercetina / g de amostra.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
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4.4.1 Atividade de sequestro do radical DPPHe

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). Para avaliacdo da
atividade antioxidante os extratos dos residuos reagiram com o radical estavel
DPPH em uma solucdo de etanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma
absorcdo caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apos a reducgdo pelo
hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A mistura de reacdo foi
constituida da adicdo de 0,5 mL das amostras (extratos), 3 mL de etanol absoluto e
0,3 mL da solucdo do radical DPPH 0,3 mM em etanol. Os resultados foram
expressos como coeficiente de inibicdo (ICsp) no tempo em que atingiu a
estabilidade determinada através de uma cinética de reacgéo.

4.4.2 Atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do beta-caroteno e &acido

linoleico

A medida da atividade antioxidante foi determinada pela oxidacdo acoplada
do B-caroteno e do &cido linoleico, de acordo com Ahn et al. (2004). Foram pesados
10 mg de B-caroteno, os quais foram dissolvidos em 100 mL de cloroférmio. Apo6s
isto, foi retirada uma aliquota de 3 mL da solucdo cloroférmio — [(-caroteno e
adicionada a 40 mg de &cido linoléico e 400 mg de Tween 40. Em seguida, o
cloroférmio foi removido com a utilizacdo de uma corrente de gas nitrogénio, e o
residuo obtido redissolvido em 100 mL de agua aerada por 30 min. Aliquotas de 3
mL da emulsdo 3-caroteno/acido linoléico foram misturadas com 300 pL dos extratos
dos residuos. A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotometro a 470 nm, no
tempo inicial e em intervalos de 20 minutos durante 2 horas com incubacéo a 50 °C,
para a reacao de oxidacdo. A amostra controle continha 300 puL de etanol 80%. A
atividade antioxidante foi expressa pela porcentagem de inibigao relativa em relagéo

ao controle depois de 120 min de incubacéo, usando a Equacaol:
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%AA = (DRc - DRs)/DR¢ X 100 (1)

Onde %AA representa a atividade antioxidante, DR¢ a taxa de degradacéo da
amostra controle (In(a/b)/120); DRs a taxa de degradacdo da amostra contento a
substéancia teste (In(a/b)/120); a a absorbancia inicial no tempo 0 e b a absorbancia

depois de 120 min.

4.4.3 Atividade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro - FRAP (Ferric

Reducing Antioxidant Power)

Para a determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducao do ferro
(FRAP) foi utilizada a metodologia descrita por Kukic et al. (2008), com algumas
modificacdes. Esta se baseia na medida direta da habilidade dos antioxidantes
(redutores) da amostra em reduzirem, em meio acido (pH 3,6), o complexo
Fe* tripiridiltriazina (TPTZ) (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina), para formar Fe®, de
intensa cor azul e absor¢cdo méaxima a 593 nm.

O reagente FRAP foi preparado no momento da analise, através da mistura
de 25 mL de tampdao acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solu¢cdo TPTZ (10 mM
TPTZ em 40 mM HCI) e 2,5mL de FeCl; (20 mM) em solucdo aquosa. Uma aliquota
de 100 uL dos extratos foram adicionados a 3 mL do reagente FRAP e incubado a
37°C em banho-maria por 30 minutos. As absorbéancias foram medidas apds esse
tempo e o espectrofotdmetro zerado com a solucdo FRAP. A curva de calibracéo foi
desenvolvida com sulfato ferroso (200 — 2000 uM), e os resultados expressos em

pmol Fe**/g de amostra.

4.4.4 Atividade antioxidante frente ao ABTS ™

A capacidade de sequestrar o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS™) foi determinada segundo o método descrito por Re et al.

(1999). O radical ABTS™ foi gerado a partir da reacdo da solucéo aquosa de ABTS™
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(7 ymol) com 88 pL de persulfato de potassio 140mM e esta solug¢do foi mantida ao
abrigo da luz, em temperatura ambiente por 16 h. Apdés esse periodo de reacédo a
solucéo foi diluida em etanol até obter, em comprimento de onda de 734 nm, uma
medida de absorbancia de 0,7 + 0,05. Os extratos foram adicionados a solugéao do
ABTS"™, e a absorbancia registrada, em comprimento de onda de 734 nm, apds 6
minutos em espectrofotbmetro UV-VIS. A capacidade antioxidante da amostra foi
calculada em relacéo a atividade do antioxidante sintético Trolox (6- hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico), nas mesmas condic¢des, e os resultados foram
expressos em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (umol TEAC/g de

amostra).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os dados foram tratados
através da analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste
Tukey para analises com mais de trés amostras e pelo teste T para as analises com
apenas duas amostras, considerando um nivel de significancia de 95 % (p<0,05)
utilizando o pacote estatistico ASSISTAT 7.6 beta, atualizado em Mar¢o/2013.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A extracdo com etanol 80% em Shaker por 1 hora a 40 °C proporcionou um
extrato homogéneo de coloracdo bordé para os residuos do vinho tinto (Figura 13) e
marrom claro para os residuos de vinho branco (Figura 14). Ambos o0s extratos
foram filtrados com bastante facilidade e possuiam odor caracteristico de cada

residuo.
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Figura 13 - Extrato etanélico do RVT

Figura 14 - Extrato etanélico do RVB

5.2 COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES

Atualmente o interesse no estudo dos compostos fenélicos vem crescendo,
devido a habilidade antioxidante destas substancias em sequestrar radicais livres, 0s
guais quando em desequilibrio sdo prejudiciais a saude humana. A determinacdo do

teor de compostos fendlicos totais se faz muito importante, pois varios estudos tém
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demonstrado que eles sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante
dos vegetais.

Neste estudo, os compostos fendlicos totais foram quantificados por
espectrofotometria, utilizando o &cido galico como padrdo de referéncia. Este
método envolve a oxidacdo de fendis por um reagente amarelo de fosfomolibdato e
fosfotungsténio (reagente de Folin-Ciocalteau), e a medida colorimétrica de um
complexo azul Mo-W que se forma na reacdo em meio alcalino. O final da analise é
representada pela reducédo do fosfomolibdato-fosfotungstato a molibdénio em meio
alcalino, cuja coloracdo € azul. A equacdo da curva de calibragdo obtida com o
padrdo de acido galico foi y = 0,0227x - 0,0086 com um coeficiente de correlacédo de

0,9992, como mostra a figura 15.
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Figura 15 - Curva Padréo de 4cido galico para determinagcédo de compostos fendlicos

Ja4 para quantificacdo dos flavonoides a andlise € baseada na cor
caracteristica formada a partir da formacéo de complexos entre 0 aluminio presente
da reacdo e os flavonoides. Para construcdo da curva padrdo foi utilizada a
guercetina, e esta apresentou uma equacao de reta de y = 239,65x + 3,1466 com

um coeficiente de correlagao de 0,9918 (Figura 16).
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Figura 16 - Curva Padrédo de quercetina para quantificacdo de flavonoides

Os valores dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais dos extratos
de ervas estdo apresentados na tabela 3. O teor de compostos fendlicos obtidos
para o RVT e RVB foram de 21,66 mg EAG/g de residuo e 20,54 mg EAG/g de
residuo, respectivamente, enquanto que para os flavonoides expressos em
equivalente de quercetina foram de 0,84 mg quercetina/g de residuo para o RVT e
0,65 mg quercetina/g de residuo. O teor de compostos fendlicos totais nos extratos
etandlicos dos residuos do processo de obtencdo do vinho tinto e branco néo
variaram estatisticamente a nivel de 5% de significancia pelo teste T. Enquanto que
houve diferencas estatisticas entre o residuo de vinho tinto e branco (p<0,05) para
analise de flavonoides, sendo que o residuo de vinho tinto apresentou teores mais
elevados que o residuo de vinho branco (tabela 3). Essa diferenca entre os residuos
na andlise dos flavonoides pode ser explicada pela alta concentracdo de

antocianinas no residuo tinto, responsavel pela cor caracteristica.

Tabela 3 - Quantificacdo de compostos fenélicos e flavonoides

Amostras/Analises Compostos Fendlicos Flavondides

(mg EAG*/g de amostra) (mg QE**/g de amostra)

RVT 21,66 + 0,62° 0,84 + 0,019
RVB 20,54 + 0,302 0,65 + 0,014°

*Equivalente em 4cido galico. ** Equivalente em Quercetina
Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo
teste T (p<0,05) n = 3 repeticbes
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O uso do nitrato de aluminio para a determinacdo da quantidade de
flavonoides totais ndo é um procedimento isento de limitacdes. O método é preciso,
isto é, ele é reproduzivel, fornecendo desvios muito pequenos ou nulos entre um
ensaio e outro com a mesma amostra. No entanto, ele pode ser pouco exato, ou
seja, o valor que ele fornece pode ser diferente (geralmente inferior) em relagéo a
guantidade de flavonoides totais realmente presente na amostra analisada. O valor
medido e o valor real sdo tanto mais proximos entre si quanto maior a proporcéo de
flavondis na amostra, e tanto mais distantes quanto maior a propor¢cao de flavonas.
Isso se deve ao fato de que o comprimento de onda selecionado (415 nm)
corresponde a banda de absorcdo do complexo quercetina-Al (Marcucci et al.,
1998). A quercetina é um flavonol, certamente o mais comum dos flavonoides
encontrado nas plantas. Os complexos dos outros flavonois com aluminio absorvem
bem proximo de 415 nm, mas os complexos derivados de flavonas absorvem em
comprimentos de onda inferiores, 0 que causa uma subestimativa nas
determinacdes de misturas muito ricas em flavonas (Williams et al.,2004). No
entanto, essa limitacdo nao reduz a validade do método, pois normalmente o que se
faz € estabelecer limites inferiores e superiores, dentro dos quais os valores
encontrados devem se situar nas condi¢des prescritas pelo método.

Em estudos anteriores, Melo et al. (2010) analisaram os compostos fenélicos
em extratos de bagaco tinto de uva Isabel, onde foi encontrado 16,57 mg EAG / g,
valor préximo encontrado no presente estudo. Cataneo et al. (2008), também
analisou residuos de vinho de diversas variedades de uva, porém com sua extracao
realizada em acetona 80%, esta apresentou um valor médio inferior ao encontrado
neste estudo, sendo 4,20 mg EAG / g. Esta variacao pode ser devido a diferenca na
condicdo de extracdo, tipo de solvente e temperatura distinta do processo utilizado
nesse trabalho.

Desta forma pode-se afirmar que ambos o0s residuos sdo excelentes
alternativas de materiais bioativos por serem ricos em compostos fendlicos e assim

ser possivel fazer uma relacdo com a atividade antioxidante.
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5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para avaliac@o da atividade antioxidante foram realizadas 4 anélises distintas,
sendo elas: atividade de sequestro do radical DPPH expressa pelo ICs, atividade
antioxidante frente ao ABTS, atividade antioxidante total pelo método de reducéo do
ferro (FRAP) e atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do beta-caroteno/

acido linoleico.

5.3.1 Atividade de sequestro do radical DPPH’

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de diminuir
ou prevenir significativamente a oxidacao de outra substancia, sempre que presente
em menor concentracdo comparado a substancia oxidavel de interesse (HALLIWELL
E GUTERIDGE, 1990; HALLIWELL, 2001). Diversas técnicas tém sido utilizadas
para se determinar a atividade antioxidante in vitro, de forma a permitir uma réapida
selecdo de substancias e/ou misturas promissoras. Nota-se um aumento no uso da
avaliacdo da capacidade antioxidante em alimentos, produtos naturais, farmacos e
cosmeéticos. Este interesse comecou a se expandir a partir da década de 90, quando
comecou a ser constatada a influéncia benéfica de muitos produtos naturais na
salide humana (DEL RE E JORGE, 2011).

A evolucdo da reacdo cinética depende da natureza do antioxidante a ser
testado. Podem ocorrer trés tipos de comportamentos cinéticos entre as amostras:
cinética rapida, quando reagem rapidamente com o DPPH™, atingindo o final da
reagcdo em menos de um minuto; cinética intermediaria, quando o final da reacéo é
atingido em até trinta minutos; e cinética lenta quando a reacdo demora mais de
uma hora para terminar (CARPES et al., 2008).

Desta forma, fez-se necessaria a determinacdo de cinética dos residuos
analisados, pois ha substancias antioxidantes que reagem de forma diferenciada

como, por exemplo, a vitamina C que possui uma cinética rapida e os antioxidantes
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sintéticos como BHT e BHA que possuem cinéticas de reacdo mais lenta. Além
disso, os extratos de residuos de vinhos possuem uma variedade indefinida de
compostos com potencial antioxidante e desta forma é imprescindivel avaliar o
comportamento cinético de cada amostra.

A reducéo do radical DPPH foi medida através de um monitoramento continuo
do declinio da absorbancia a 517 nm com simultdnea mudanca de coloracdo, de
violeta para amarela, caracteristico de produto reduzido. Concentracdes crescentes
de extratos dos residuos de vinhos foram submetidos a reacdo com DPPH e as
absorbancia lidas a cada 20 minutos até valores estéaveis de absorcéo. As figuras 17
e 18 representam a cinética dos extratos etandlicos do residuo de vinho tinto (RVT)
e vinho branco (RVB).

Analisando os resultados pelo método do DPPH, utilizando o ICsy para
interpretagcdo dos dados, as respectivas absorbéancias das amostras foram aplicadas
na equagao (1) possibilitando a determinagédo da taxa de consumo de DPPH e a
construcdo das curvas cinéticas e a partir dessas verificar 0 comportamento dos
extratos de RVT e RVB em diversas concentracdes em funcédo do tempo. As figuras
17 e 18, demostram esse perfil e comprovam a estabilidade do radical a partir de 60
minutos de repouso, isto &, todo radical que poderia ser reduzido na presenca do

antioxidante conseguiu ser reduzido em 60 minutos de reacgéao.

100 +
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Figura 17 - Curva Cinética para estabilizacdo do sequestro do radical livre frente ao RVT nas
concentracdes 1; 0,67; 0,50; 0,40; 0,33; 0,28 mg/mL.
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Figura 18 - Curva Cinética para estabilizagcdo do sequestro do radical livre frente ao RVB nas
concentracgdes 2; 1,25; 0,67; 0,50; 0,40 mg/mL.

Desta forma, para o calculo da taxa de consumo de DPPH, a % de AA foi
calculada em 60 minutos de reacdo. Apds a avaliacdo da cinética de reacdo a
atividade antioxidante foi expressa através do ICsp, OU Seja, a concentracdo minima
necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o DPPH inicial da reacdo no tempo
em que o0 extrato atingiu a estabilidade. Quanto menor o seu valor, maior é a
capacidade antioxidante dos extratos e, para simplificar, varios autores (Kroyer e
Hegedus, 2001; Meda et al., 2005) expressaram seus resultados em ARP (atividade
redutora potencial), ou seja, o inverso da IC s.

As Figuras 19 e 20 mostram o célculo da meia vida (ICsg) por meio das
equacdes de regressao. Partindo-se do principio de que a reacdo dos polifendis com
o radical DPPH+ é de primeira ordem foram plotados graficos que expressam a
atividade antioxidante pelo tempo utilizando a férmula usada por Carpes (2008).

%AA =100 ~{ [( ADS amostra — ADS pranco) X 100] / ADS controle} 1)

90,0
80,0
70,0
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50,0 y =33,687x+ 11,583

40}0 Rz = 0,9814

%AA

30,0
20,0
10,0

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
Concentrac¢do do extrato (mg/mL)

Figura 19 - Gréafico para o célculo do ICs, =X e Y=50 para o RVB.
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Figura 20 - Gréfico para o céalculo do ICso =X e Y=50 para o RVT.

A partir desses dados foi possivel encontrar a quantidade minima de amostra
para reduzir a presenca do radical em 50 %, sendo de 0,66 mg/mL e 1,14 mg/mL,
para os RVT e RVB, respectivamente.

Procedimento semelhante foi realizado com os antioxidantes sintéticos e alfa-
tocoferol, onde a partir de uma solucdo de 100 pg/mL de cada antioxidante fez-se
varias diluicbes para determinar a cinética da reacéo e assim como, o valor de ICsp.

A tabela 4 apresenta os valores de ICso dos residuos de vinho e dos

antioxidantes comerciais.

Tabela 4 - Resultados da anaélise do sequestro do radical DPPH

Amostras ICs0 (mg/mL)
RVT 0,660 + 0,001°
RVB 1,141 + 0,042
Eritorbato de sodio* 0,049 + 0,002°
BHT* 0,112 +0,001°
BHA* 0,072 + 0,003"
a-tocoferol* 0,061 + 0,002°

Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Em relagédo aos antioxidantes sintéticos, o que se destacou foi o eritorbato de
sédio precisando apenas 0,049 mg/mL para reduzir a presenca do radical em 50%,
seguindo do a-tocoferol, BHA e com menor potencial antioxidante o BHT com 0,11
mg/mL. Em comparacdo aos antioxidantes, o BHA e a-tocoferol ndo diferem
significativamente, porém ambos se diferem do BHT e eritorbato de sédio.

De acordo com o teste Tukey, os residuos apresentaram um maior valor
numérico de ICsp quando comparado aos antioxidantes comerciais, porém, nesta
analise temos que lembrar que quanto menor o valor encontrado, maior sera a
atividade antioxidante, sendo assim a letra “a” no teste de Tukey se refere a amostra
com menor atividade antioxidante. Por isso muitos autores, buscando evitar
confusdes expressam seus resultados em ARP que € o inverso do ICsp.

Estudos anteriores demonstraram a excelente atividade antioxidante dos
residuos, Melo (2010), analisou a atividade antioxidante pelo método do DPPH e
encontrou para residuos de vinho tinto uma variacdo de 0,32 a 0,56 mg/mL
engquanto que para residuos de vinho branco uma variacédo de 0,20 a 0,31 mg/mL.
Outro estudo feito por Ruberto et al. (2007), também avaliou bagacos de cinco
variedades de uvas encontraram valores que variaram de 0,014 a 0,038 mg/mL.
Diferencas entre estudos sdo muito comuns devido as diferencas entre os tipos de
residuos, diferencas na origem geogréfica e nos métodos de extracao, assim como
nas particularidades do processo produtivo, bem como maneiras de preparar a
reacdo, entre outros.

O residuo de vinho tinto mostrou superioridade entre o residuo de vinho
branco, enquanto que o eritorbato de sédio mostrou superioridade entre o0s
antioxidantes comerciais. Todos os antioxidantes comerciais foram superiores aos

residuos por se tratarem de substancias puras.

5.3.2 Atividade antioxidante pela oxidacdo acoplada do beta-caroteno e &cido

linoleico

Segundo KULISIC et al. (2004) a medida da atividade antioxidante por meio
do método de descoloragdao do B-Caroteno é baseada na perda de cor amarela,

devido a reacdo com radicais formados durante a oxidacdo do &cido linoleico em
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uma emulsdo. Neste método, o B-caroteno sofre uma rpida descoloracdo na
auséncia de um antioxidante devido a oxidacado acoplada do B-caroteno e do acido
linoleico, os quais geram radicais livres. Esses radicais livres atacam as moléculas
de B-caroteno altamente insaturadas. Como resultado disso, o B-caroteno é oxidado,
as moléculas menores sdo quebradas e o sistema perde o croméforo. A
descoloragao amarelada do B-caroteno pode ser controlada
espectrofotometricamente.

No sistema beta-caroteno/acido linoleico € importante levar em consideracao
a concentracdo do extrato, por utilizar uma férmula, ndo é possivel incorporar no
calculo esse fator. No entanto, ap0s ensaios prévios, a concentracdo mais adequada
para essa analise do B-caroteno tanto para os RVT quanto para os RVB, foram na
concentracdo de 5 mg/mL, isto €, uma diluicdo 1:20 do extrato bruto. Entretanto, nédo
foi possivel usar essa mesma concentracdo para 0s antioxidantes comerciais, 0S
quais foram analisados na concentracdo de 100 ppm (0,1 mg/mL). Desta forma, as
amostras dos residuos e antioxidantes sintéticos foram tratados estatisticamente
separados, devido ser analisados em concentracdes distintas.

O principal objetivo desta andlise é a prote¢cdo do beta-caroteno contra a
peroxidacdo do &cido linoleico, sendo assim quanto menor for a reducdo da
densidade 6ptica da amostra, maior € a atividade antioxidante.

A tabela 5 mostra os resultados da atividade antioxidante dos extratos
etandlicos dos residuos de vinho pelo método do B-caroteno, RVT e RVB, sendo
82,92% e 81,42%, respectivamente. Entretanto, cabe lembrar que n&o houve

diferencas estatisticas entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05) (tabela 5).

Tabela 5 - Resultados beta-caroteno/acido linoleico para os residuos

Amostras B-catoteno/acido linoleico
RVT* 82,92 + 0,722
RVB* 81,42 + 0,912

*5mg/mL. Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste T (p<0,05).

Os resultados deste trabalho foi superior ao encontrado por Melo (2010), que
encontrou 72,13 % para residuo tinto e 64,87 % para residuo branco, ambos com

diluicdo de 1:10 a partir do extrato bruto.
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J& os antioxidantes sintéticos, exemplificados na tabela 6, foram analisados
na concentragdo de 100 ppm, sendo 0 majoritario eritorbato, seguido do a-tocoferol,
BHA e por fim o BHT (tabela 6).

O eritorbato apresentou superioridade e diferencas estatisticas entre todos 0s
antioxidantes comerciais. Os antioxidantes BHA e a-tocoferol, ndo apresentaram
diferenga significativa entre eles, porém se diferenciaram do BHT e do eritorbato
(tabela 6). No primeiro momento entende-se que 0s antioxidantes sintéticos contém
uma atividade inferior ao dos residuos, mas deve-se lembrar da concentracao
utilizada, sendo esta de 100 ppm, sendo assim, mesmo diluido apresentou uma
porcentagem de atividade antioxidante alta, principalmente por se tratar de uma

substancia pura.

Tabela 6 - Resultados B-caroteno/acido linoleico para os antioxidantes sintéticos

Amostras B-catoteno/acido linoleico
Eritorbato de sodio** 73,68 £ 0,072
BHT** 63,68 +0,18°
BHA* 68,06 + 0,22°
a-tocoferol** 70,29 £ 0,17°

**0,1 mg/mL. Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

5.3.3 Atividade antioxidante total pelo método de reducédo do ferro - FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power)

Este método estd baseado na capacidade dos fenois (um antioxidante) em
reduzir o Fe* em Fe?" (STRATIL ET AL., 2006; HUKKANEN ET AL., 2006) e
também se baseia em reac6es de transferéncia de elétrons. Quando isso ocorre na
presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) e em condi¢cdes acidas, a
reducdo € acompanhada pela formacdo de um complexo corado (azul intenso) com
o Fe**, com uma absorcdo maxima a 593 nm.

Desta forma, o método FRAP, é muito utilizado para ver o potencial redutor da

amostra testada, isto é, quanto mais Fe?* no final na reacdo, maior seré a atividade



47

antioxidante. A figura 21 mostra a curva padrdo com sulfato ferroso e a linearidade

com o aumento da concentracéo de Fe”* na reagao.
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Figura 21 - Curva Padréo de Fe®* para o FRAP

Como exemplificado na tabela 7, os resultados para o RVT foi de 56,29 umol
de Fe?'/g de residuo e para o RVB de 38,52 umol de Fe*'/g de residuo, sendo
assim, o RVT conseguiu reduzir maior quantidade de Fe®*" em Fe?" do que o RVB.

Os antioxidantes sintéticos apresentaram essa capacidade de reducao
superior aos residuos, sendo isso normal devido serem puros e atividade
antioxidante reconhecida. Houve diferencas estatisticas pelo teste de Tukey entre
todas as amostras analisadas e o eritorbato de sddio mostrou superioridade entre 0os

residuos e entre os antioxidantes comerciais (tabela 7).

Tabela 7 - Resultados FRAP das amostras RVT e RVB e antioxidantes comerciais

Amostras FRAP (umol de Fe*'/g de amostra)
RVT 56,29 + 0,22°
RVB 38,53+ 0,38'
Eritorbato de sédio* 73,68 £ 0,072
BHT* 63,68 +0,18°
BHA* 68,06 + 0,22°
a-tocoferol* 70,29 +0,17°

*0,1mg/mL. Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna ndo diferem estatisticamente

entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Na literatura, poucos sao os relatos dessa analise (FRAP) com residuos
agroindustriais. No entanto, Rockenbach et al. (2008) relataram uma concentracao
de 746,7 pmol de Fe®*/g e 684,7 umol de Fe?/g em extratos acetdlicos de bagacos
de uva em diversas concentracbes, sendo esses dois resultados os maiores
encontrados.

Todas as amostras apresentaram diferenca significativa, sendo o antioxidante
eritorbato de sédio o majoritario e o residuo de vinha branco o minoritario, em

relacédo a reducao do ferro.

5.3.4 Atividade antioxidante frente ao ABTS*

A atividade antioxidante também foi avaliada frente ao radical ABTS, onde
estd sendo cada vez mais utilizado, devido a sua facil aplicabilidade tanto em
amostras hidrofilicas quanto lipofilicas, diferentemente do radical DPPH, o ABTS
permite monitorar uma gama maior de compostos bioativos.

O resultado da analise da atividade antioxidante pelo método do ABTS foi
expresso em capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC), sendo este um
antioxidante sintético analogo a vitamina E, porém solivel em agua.

Nesta analise, a partir da equacao da reta (Figura 22) foi possivel determinar
a atividade antioxidante das amostras e os resultados em pmol de Trolox/g de

residuo e de antioxidantes comerciais estdo mostrados na tabela 8.
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Figura 22 - Curva Padréo do Trolox frente ao radical ABTS

Tabela 8 - Resultados analise do sequestro do radical ABTS

Amostras ABTS (umol Trolox/g de amosta)
RVT 150,67 + 0,68°
RVB 145,91 + 0,60°
Eritorbato de sodio* 5025,41 + 158,233"
BHT* 4277,33+73,53"
BHA* 4743.04 + 66.37 + 0,22°
a-tocoferol* 5270.03 +97.27%

*0,1mg/mL. Médias seguidas de letras iguais em uma mesma coluna ndo estatisticamente entre si,

pelo teste de Tukey (p<0,05).

O RVT novamente foi numericamente superior ao RVB, sendo de 150,67
umol de Trolox/g de amostra e de 14591 umol de Trolox/g de amostra,
respectivamente, ndo houve diferencas estatisticas entre eles pelo teste de Tukey e
também entre o eritorbato de sdédio e o a-tocoferol, assim, foram o0s que
apresentaram maior atividade antioxidante entre as amostras analisadas. O
eritorbato de sodio também ndo se diferenciou do BHT e BHA, provavelmente
devido as semelhancas das estruturas desses compostos.

Melo (2010), também estudou atividade antioxidante de residuos
agroindustriais pelo método ABTS e seus resultados variaram 114,60 a 511,97 umol
Trolox/g para residuos tintos e 266,08 até 384,55 umol Trolox/g de amostra para
residuos brancos. Estudos com extratos etanolicos 70% em residuos também foram

estudados por Rockenbach et al. (2008), os quais encontraram 389,9 umol Trolox/g
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de amostra. Essas variacdes podem ser devido as diversas origens geogréficas,
tipos de uvas utilizadas, entre outros. Entretanto, todos comprovam a efetividade dos

residuos como excelente opc¢ao para atividade antioxidante.
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6 CONCLUSAO

Analisando os resultados apresentados ao longo deste estudo o residuo de
vinho tinto apresentou-se superior ao residuo de vinho branco, mas com uma
diferenca discreta entre eles, confirmando o potencial antioxidante de ambas as
amostras testadas.

Ambas as amostras apresentaram valores expressivos de compostos
fendlicos, porém os flavonoides tiveram valores um pouco mais baixos, podendo
atribuir essa fator, pela maior presenca de acidos fendlicos que flavonoides nas
amostras. O teor de compostos fendlicos ndo apresentou diferenca significativa
entre os residuos, ao contrarios do teor de flavonoides, onde o residuo de vinho tinto
mostrou superioridade ao residuo de vinho branco com diferenca significativa entre
eles pelo teste de T.

Em relacdo a atividade antioxidante apresentada em 4 meétodos distintos,
pode-se afirmar que os resultados foram satisfatorios, porém inferiores ao
antioxidante comerciais testados, sendo isto esperado devido ser uma substancia
pura e com alta atividade antioxidante ja reconhecida, porém ao utilizar eles é
necessario ter cautela, visto que esses antioxidante sintéticos ja estdo proibidos na
Europa e Estados Unidos e no Brasil seu uso tem restricdes, devido aspectos
toxicologicos e carcinogénicos.

Desta forma, a substituicdo desses antioxidantes sintéticos por produtos
naturais com a mesma atividade, proporcionaria uma melhor qualidade dos
alimentos e utilizando residuos provenientes da fabricacdo de inUmeros produtos,
como o vinho, é uma excelente alternativa para dar um destino mais nobre a esses
residuos que possuem excelentes constituintes nutricionais e compostos bioativos.
Além do destino adequado também existe a possibilidade de agregar valores para
esses residuos, ajudando economicamente as inddstrias agroindustriais e

proporcionando alimentos mais saudaveis utilizando aditivos naturais.
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