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RESUMO GERAL

O presente trabalho buscou avaliar a presengca de compostos fendlicos antioxidantes em
geleia de uva produzida com a variedade Maximo (IAC-138-22), por meio de (1)
métodos colorimétricos e (2) cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram produzidas
3 formulacdes de geleia com a nova variedade e 3 outras com a mistura entre as
variedades Nidgara Rosada e Isabel, para efeito comparativo. As formulacdes diferiam
em relacdo a quantidade de casca de uva incorporada a formulacdo, sendo a primeira
tradicional, ou seja, sem adicdo de cascas, a segunda com incorporagdo de 3% em massa
de casca e a terceira com 6% das mesmas. Foi avaliada a capacidade antioxidante do
produto por meio do teste com o radical livie DPPH' (1,1-difenil-2-pictrazil), teste com o
sistema beta caroteno/dcido linoléico e teste com o método FRAP (Ferric Ability
Reducing of Plasma) sendo os resultados expressos em relacio a concentragdao
equivalente de dcido gdlico. Os principais compostos fendlicos antioxidantes foram
identificados e quantificados nas formulacdes de geleia de uva por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Os compostos identificados foram dacido
gélico, (+) — catequina, (-) — epicatequina e rutina. Os métodos se mostraram eficientes
para a andlise de compostos fendlicos. Das amostras analisadas, a geleia que apresentou
maior capacidade antioxidante e quantidade de compostos fendlicos identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi a que continha 6% em massa de casca de uva
em sua formulagdo.

Palavras-chave: Geleia de Uva; Compostos Fendlicos; Capacidade Antioxidante;

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia



ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the presence of antioxidant phenolic
compounds present in Grape Jam produced with the variety Maximo (IAC-138-22),
through (1) colorimetric methods and (2) high performance liquid chromatography.
Three different jam formulations were produced with the variety IAC 138-22 and other
three were produced with the blend most commonly used in Brazil, the mixture of the
varieties Nidgara Rosada and Isabel, in order to compare the performance between the
products. The formulations differed by the amount of grape skin added to the recipe,
since the first formulation was the traditional one, without the addition of the dried skins.
At the second it was added 3% in mass of dried grape skins and at the third 6% of the
same ingredient. The colorimetric methods analyzed the antioxidant capacity of the
products by the free radical DPPH(1,1-difenil-2-pictrazil), by the beta carotene/linoleic
acid system and also the FRAP (Ferric Ability Reducing of Plasma) method, being the
results expressed in galic acid equivalent concentration. Some antioxidant phenolic
compounds were quantified by high performance liquid chromatography. The galic acid
and the flavonoids (+) —catechin, (-) — epicatechin and rutin were the major compounds
identified among others. The methods were shown to be efficient to analyze the
antioxidant phenolic compounds. Among the samples analyzed, the Jam which contained
6% in mass of grape skin in its formulation was the one that presented the higher
antioxidant capacity and the major amount of antioxidant phenolic compounds identified

by high performance liquid chromatography.
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INTRODUCAO GERAL

A producio de uvas no Brasil tem apresentado uma tendéncia crescente. Em 2007
foram produzidas 1,4 x 107 toneladas de uvas, 11% superior ao ano de 2006. Do total de
uvas produzidas, 47,02% foram destinados a elaboracdo de vinhos, sucos e outros
derivados (MELLO, 2007).

As condicdes climéticas favordveis para a produgdo de uvas no Rio Grande do
Sul, principal pélo de produ¢do de vinhos, foram as principais razdes deste aumento em
2007. A quantidade total de uvas para processamento aumentou em 35%, em relacio ao
ano anterior, enquanto as uvas destinadas ao consumo in natura apresentaram
decréscimo (MELLO, 2007), evidenciando a relevincia da pesquisa voltada para
produtos processados e seus residuos.

Uma alternativa vidvel para o aproveitamento econdmico das frutas in natura é o
processamento, por exemplo, na forma de geleias, que agrega valor ao produto e, quando
comparada ao vinho, pode ser consumida por maior parcela da populagdo, tais como
criancas e portadores de doencas (LAGO, GOMES e SILVA, 2006; MALACRIDA e
MOTTA, 2005; ROMERO-PEREZ et al., 1999; ALBUQUERQUE, NACCO e FARO,
1996). Esse produto também pode ter fungdo de melhoria nas condi¢des de geragcdao de

renda dos pequenos produtores de uva, por meio de desenvolvimento de novas
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formulacdes, com variedades diferentes, acrescentando apelos de alimentos funcionais,
visto que ha varios compostos benéficos a satde nas uvas.

A uva, juntamente com seus derivados, constitui importante fonte de compostos
fendlicos, que podem ser classificados entre flavondides e ndo flavondides (estilbenos e
acidos fendlicos). Do primeiro grupo fazem parte os flavandis (catequina, epicatequina e
epigalocatequina), flavondis (kaempferol, quercetina e miricetina) e antocianinas, € ao
segundo grupo pertencem os estilbenos (por exemplo, o resveratrol), os derivados de
dcido cinamico e benzdico e uma larga variedade de taninos (ABE et al., 2007;
FRANCIS, 2000). Os compostos fendlicos da uva t€m recebido bastante atencio devido
ao seu potencial antioxidante. Nos ultimos anos, o crescimento no interesse em
antioxidantes naturais e seu papel na saide e nutricdo humanas tem sido notdrio.
Antioxidantes s3o definidos como substancias que, quando presentes em baixas
concentracoes em relacdo ao substrato oxiddvel, sdo capazes de inibir ou retardar
substancialmente a oxidagcdo desse substrato. Os antioxidantes ndo se tornam radicais
livres pela doagdo de elétrons, visto que eles sdo estdveis em ambas as formas. As
propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos podem ocorrer por meio da doagdao
de hidrogénio ou elétrons aos radicais livres, podendo, assim, apresentar potenciais
benéficos em relacdo a prevencdo de enfermidades cardiovasculares, circulatorias,
cancerigenas e neuroldgicas (IACOPINI et al., 2008; KATSUBE et al., 2003; WANG e
MAZZA, 2002; ISHIGE, SCHUBERT e SAGARA, 2001; LAPIDOT et al., 1999;
SCHRAMM e YGERMAN, 1998; RICE-EVANS, MILLER e PAGANDA, 1997,

TSUDA et al., 1994).
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O mecanismo de atuacdo dos compostos antioxidantes presentes em matrizes
alimenticias pode ser medido, dentre outras maneiras, por meio de ensaios colorimétricos
in vitro, os quais medem a habilidade desses compostos em doar hidrogénios ou elétrons
aos radicais livres, estabilizando-os e também impedindo ou retardando a etapa de
propagacao desses radicais no meio. Os métodos colorimétricos tais como a avaliagdo do
conteddo de compostos fendlicos totais por meio do reagente Folin Ciocalteau, o
emprego do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-pictrazil), sdo avaliados por
espectrofotometro, nos diferentes comprimentos de onda necessdrios a cada ensaio e
constituem sistemas simples de avaliacdo dos mais diversos alimentos existentes, devido
ao fato de ndo serem especificos para uma determinada matriz (ARNOUS, MAKRRIS e
KEFALAS, 2002; SELLAPPANS, AKOH e KREWER, 2002; HERTOG, HOLLMAN e
KATAN, 1992; MILLER 1971; MARCO, 1968).

Dada a importincia dos compostos fendlicos antioxidantes presentes em uvas e
também muito estudados em vinhos, torna-se importante avaliar também os outros
produtos derivados dessa fruta, como a geleia de uva. Até o presente momento, ha pouca
producdo cientifica voltada a geleia de uva como uma fonte de compostos antioxidantes
e também alternativas de aumentar a concentracdo desses componentes benéficos nesse
produto, por meio da modificacdo das variedades de uva utilizadas e da melhoria das
etapas do processo de fabricacdo. Sendo assim, os objetivos desse trabalho foram
produzir geleia de uva com a variedade Méaximo (IAC-138-22), em alternativa as
variedades Nidgara e Isabel, que sdo comumente utilizadas no processamento, além de

avaliar por meio de métodos espectrofotométricos a capacidade antioxidante desse novo
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produto. Foi realizada uma etapa de desenvolvimento de formulagdo, tendo como base o
maior conteido de compostos fendlicos totais, seguida de um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) para avaliar as melhores condi¢des de extracdo dos
compostos fendlicos antioxidantes dessa matriz e assim prosseguir com os métodos
colorimétricos conteido de compostos fendlicos totais, estabilizacdo do radical livre
DPPH, método FRAP (Ferric Reducing Ability Plasma), sistema beta-caroteno 4cido
linoléico para avaliagdo da capacidade de co-oxidagcdo e avaliacio do conteido de
antocianinas totais. Para identificacio dos compostos fendlicos majoritirios que
possivelmente exercem esse potencial antioxidante in vitro, utilizou-se cromatografia
liquida de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography — HPLC), com
detector do tipo de arranjo de diodos (DAD) , coluna em fase reversa C-18 e fase movel

por gradiente com 4cido ortofosforico a 1% e acetonitrila.
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1. Geleia de Uva — Definicao e Processamento

A uva € uma das frutas mais antigas consumidas pelo ser humano. Sua origem
data de 6000 a.C., na regido do C4ucaso, na Asia, porém sua produgio se espalhou por
todo o mundo, sendo cultivada principalmente em regides de clima temperado. Existem
mais de 60 mil variedades dessa fruta, divididas em grandes subclasses, que s@o as uvas
viniferas e as de mesa. As uvas de mesa tendem a apresentar bagos grandes, com peles
finas. Ja as uvas viniferas sdo normalmente menores, com muitas sementes, maior teor de
acucar e peles mais espessas, o que € desejavel a producdo de vinho.

Mundialmente, a maior parte da produgcdo das videiras permanece destinada a
industrializagdo do vinho, correspondendo a cerca de 80% da produgdo (FISCHER,
ROTHB, CHRISTMANN, 1999; FERREIRA et al., 2004). O consumo in natura ¢ as
uvas destinadas ao processamento de outros derivados, dentre eles as geleias,
representam, cada um, 10% da produ¢cdao mundial (WALKER et al., 2007). No Brasil
acontece uma situacdo contraria, em que a producdo de uvas de mesa representa
aproximadamente 85% da producdo total de uvas, porém vem cedendo espagco pouco a
pouco para a producdo de uvas viniferas, desde o ano de 1998 (UVIBRA, 2009). Do total
de uvas produzidas em territério nacional no ano de 2006, 47% foram destinados a
elaboragdo de vinhos, sucos, geleias e outros derivados (MELLO, 2007).

A geleia de uva é um dos derivados dessa fruta muito aceito pela populagcdao
mundial, comumente usada para acompanhar paes, bolachas e afins, sendo ainda
empregada em recheios de bolos e artigos de confeitaria (MELLO, 2007). Sua producdo

mundial surgiu no Oriente Médio, com os guerreiros das cruzadas, voltando para suas



casas. Depois comecou a ser servida como iguarias pelas rainhas em seus castelos
(QUEENSBERRY, 2010).

Os principais ingredientes utilizados para elaborar a geleia sdo: fruta (in natura,
em pedacos, suco ou polpa), pectina, dcido citrico, acicar e 4gua (ALBUQUERQUE,
NACCO e FARO, 1996). Por se tratar de um alimento de processamento relativamente
simples, com emprego de ingredientes de baixo custo, alguns autores apontam a geleia
como uma alternativa vidvel para o aproveitamento econdmico das frutas in natura
(ALBUQUERQUE, NACCO e FARO, 1996; LAGO, GOMES e SILVA, 2006).

A Embrapa Uva e Vinho vém estimulando produtores de uva de pequenas e
médias propriedades a processar parte de suas colheitas na forma de geleia de uva,
também com o intuito de aumentar a geracdo de renda a esses pequenos proprietarios
(EMBRAPA UVA E VINHO, 2007). O consumo de produtos derivados de uva, como
geleias, pode apresentar vantagem com relacdo ao do vinho, ja que a auséncia de alcool
permite que tais produtos sejam consumidos pela maioria das pessoas, inclusive criangas
e pessoas portadoras de doencas, como, por exemplo, a hepatite (ROMERO-PEREZ et
al., 1999; MALACRIDA e MOTTA, 2005).

A Agéncia de Vigilancia Sanitéria estabelece que geleia de fruta seja o produto
obtido pela coc¢do de frutas (inteiras ou em pedagos), polpa ou suco de frutas, com
aclcar e dgua e concentrado até consisténcia gelatinosa. Sao classificadas em: comum
(quando preparadas numa proporcdo de 40 partes de frutas frescas, ou seu equivalente,
para 60 partes de agucar) e extra (quando preparadas numa propor¢do de 50 partes de

frutas frescas, ou seu equivalente, para 50 partes de acticar) (ANVISA, 1978). O produto



nao pode ser colorido nem aromatizado artificialmente, sendo tolerada a adi¢do de
acidulantes e de pectina, caso necessdrio, para compensar qualquer deficiéncia do
conteddo natural de acidez da fruta e/ou de pectina. A consisténcia deve ser tal que,
quando extraida de seu recipiente, seja capaz de se manter no estado semi-sélido. O
sabor deve ser doce, semi-dcido, de acordo com a fruta de origem (ANVISA, 1978). Essa
definicdo difere do CODEX ALIMENTARIUS em alguns aspectos, visto que a
quantidade minima de fruta para ser considerada geleia e ndo “geleiada” deve ser 45%, e
ainda existe a tolerdncia na utilizacio de determinados corantes e anti-espumantes
durante o preparo do produto (CODEX STAN 296, 2009).

Os dados de producao de geleia de uva no Brasil ndo estdo acessiveis por se tratar
de um derivado de produ¢do bem menor do que outros produtos (sendo muitas vezes de
cardter artesanal), como vinho, suco e polpa de uva.

As variedades de uva mais comumente utilizadas para a fabricacido de geleias no
Brasil sdao as variedades Nidgara Rosada e Isabel, que apresentam composicdes
diferentes em relacdo aos compostos fendlicos, sendo a variedade Isabel mais rica em
antocianinas, os pigmentos naturais da uva (POMMER et al., 1997; SILVA et al., 2008;
SOARES et al., 2008). No presente trabalho, as geleias foram fabricadas com uvas da
variedade Maximo, que € uma variedade de uvas viniferas produzidas atualmente no
estado de Sao Paulo, Brasil, resultante do cruzamento das variedades Siebel e Syrah
(SANTOS NETO et al., 1968). Essa variedade possui coloracdo roxa intensa, o que é

uma caracteristica muito positiva para a fabricacdo de geleias.



2. Geleia de Uva e Saide

Atualmente muito se estuda a respeito da ingestdao de uvas e vinhos, associando-
os a prevencdo de diversas doencas cronico-degenerativas, tais como doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer. Esses dois ingredientes fazem parte das
conhecidas dietas mediterraneas, apontadas como uma das razdes da reducdo da taxa de
mortalidade da populagcdo local (SIMOPOULOS, 2001). Os estudos realizados para
correlacionar essas dietas aos efeitos benéficos a saide humana relatam que o consumo
moderado de etanol na forma de vinho e a elevada ingestdo de frutas, dentre elas as uvas,
possui papel relevante para aumentar as ac¢des antiinflamatdrias, antioxidantes e anti-
carcinogénicas (SAURA-CALIXTO & GONI, 2009).

O fato de haver correlacao direta entre ingestdo de uvas e vinhos com as virtudes
para a saude € porque, entre as frutas, a uva é uma das maiores fontes de compostos
fendlicos, compostos esses que apresentam significativo poder antioxidante. (ABE et al.,
2007; FRANCIS, 2000). Antioxidantes sdo definidos como substiancias que, quando
presentes em baixas concentragdes em relacdo ao substrato oxidédvel, sdo capazes de
inibir ou retardar substancialmente a oxidagcdo desses substratos por meio da doagdo de
hidrogénios ou elétrons para neutralizar os radicais livres. Os antioxidantes ndo se
tornam radicais livres pela doagdo de elétrons, visto que eles sdo estdveis em ambas as
formas, possibilitando, assim, atribuir a tais compostos um efeito benéfico em relagdo a
prevencdo de enfermidades cardiovasculares, circulatdrias, cancerigenas e neuroldgicas
(IACOPINTI et al., 2008; KATSUBEN et al., 2003; WANG e MAZZA, 2002; ISHIGE,

SCHUBERT e SAGARA, 2001; LAPIDOT et al.,, 1999; LUIS & ALLER, 2008;



OCONNELLA & FOXA, 2001; SCHRAMM e YGERMAN, 1998; HALL e CUPPET,
1997; RICE-EVANS, MILLER e PAGANDA, 1997; TSUDA et al., 1994).

Os compostos fendlicos presentes em uvas e derivados tém importante papel na
saide humana. As catequinas sdao flavondides que atuam como antioxidantes e
sequestrantes de radicais livres, proporcionando comportamento quimio-preventivo, bem
como protecdo contra doengas corondrias e atenuacdo da alta pressdo sanguinea,
comprovadas em estudos com ratos, in vitro € em humanos (DU & LOU, 2008;
FERNANDES et al., 2008; Neiva et. al., 2008; YILMAZ & TOLEDO, 2004; ARNOUS,
MAKRIS & KEFALAS, 2002 FRANKEL et al.,1995; FRANKEL et al., 1993 MEYER
et al., 1998;). Sdo compostos comumente encontrados em maior abundancia, tanto em
vinhos tintos como brancos, juntamente com o dcido gélico, sendo suas quantidades
diretamente correlacionadas com a maior capacidade antioxidante do produto (DI MAJO
et. al.,, 2008; MAMEDE & PASTORE, 2004). Outros flavonois muito estudados em
relacdo aos seus potenciais benéficos a saide sdo a quercetina, o kaempferol, a
miricetina, a rutina, entre outros, cujas contribui¢des sdao diversas, podendo ser citado o
fato contribuirem nas reacdes de oxi-redugdo devido a possivel indu¢do da produgdo de
enzimas detoxificantes durante o metabolismo de mamiferos, além de haver muitos
estudos apontando o auxilio na diminuicdo de lipoproteinas de baixa densidade,
atenuacdo do stress oxidativo, melhoria da resposta antiinflamatéria em &rgdos
lesionados, e competicdo com enzimas precursoras de cincer de pele (CHEN et. al.,
2008; KIM et al., 2008; FANG et. al, 2008; MARTINEZ et al., 2008; COSTA et al.,

2008; WILLIAMS et al., 2004; HAVSTEEN, 2002; HAYEK et al.,1997, citado por



GIEHL et al., 2007). Esses flavondides tdo benéficos sdo comumente encontrados em
uvas e derivados, podendo estar presentes em quantidades significativas na geleia.

A capacidade antioxidante em frutas contendo estilbeno estd recebendo muita
atencdo devido ao potencial preventivo dessas substancias para algumas doencas
cronicas (LEE & RENNAKER, 2007; LOPEZ-VELEZ, MARTINEZ-MARTINEZ, &
DEL VALLE-RIBES, 2003; BAHT, KOSMEDER, & PEZZUTO, 2001). Os estilbenos
podem ser encontrados tanto nas frutas in natura, tais como a uva, quanto em seus
produtos derivados, e seus efeitos cardioprotetores e anti-leucémicos tém sido
demonstrados tanto em ratos quanto em humanos (URPI-SARDA ET AL., 2005; GAO
ET AL., 2002; HUNG et al, 2000; VIRGILI & CONTESTABILE, 2000). O resveratrol
(3,4,5-trihidroxiestilbeno) é o mais conhecido composto dessa classe, sendo um dos
metabolitos secunddrios produzidos pelas plantas que mais contribui para o potencial
benéfico dos vinhos (STERVBO, VANG, & BONNESEN, 2007; MORENO-
LABANDA ET AL, 2004; BAVARESCO, 2003; BURNS ET AL., 2001; GOLDBERG
& NG, 1996; SIEMANN & CREASY, 1992;), além de ser apto a mediar processos
antiinflamatorios, principalmente por inibir a expressdo de enzimas catalisadoras de
processos de toxicidade para o organismo e também inibir a formacao de hidroperéxidos
e agregacio plaquetiria (SAKKIADI ET al, 2001; FREMONT, 2000). Ele também
mostrou ter propriedades estrogénicas para diferentes tipos de células (KING ET al.,
2006; FREMONT, 2000).

Os estudos correlacionando uva e derivados com a saide humana ndo

contemplam a geleia. Apesar disso, justamente pelo fato de se tratar de um produto cuja



matéria-prima apresenta-se como uma importante fonte de compostos benéficos a saude,
merece destaque em estudos cientificos com intuito de avaliar se tais compostos
benéficos ainda podem ser encontrados apds o processamento.

Em seu estudo com geleia de ameixa preta, MOTA (2006) relata que o
processamento na forma de geleia reduz o teor de antocianinas, compostos com
significativo potencial antioxidante, porém o produto pode ser considerado como fonte
deste composto devido aos elevados teores observados, mesmo apds trés meses de
armazenamento na presenca de luz e temperatura média de 20 °C. FALCAO et al. (2007)
relatam que o processamento, ndo altera significativamente a quantidade de antocianinas
totais € que a temperatura de extragdo das antocianinas a 70°C auxilia na sua

transferéncia para o mosto que € utilizado para a fabricacdo de geleia.

3. Compostos Fenolicos em Uvas e Derivados

O desenvolvimento dos bagos de uva expostos ao sol na etapa pré-colheita faz
com que os frutos necessitem de produzir elevada quantidade de compostos
antioxidantes com a finalidade de protecdo contra os efeitos nocivos da exposicao
prolongada a luz solar. A sintese de compostos fendlicos como antocianinas € ativada
pela irradiacdo de luz branca, proporcionando frutos de coloracdo escura. Além da
protecdo contra a luz solar, os frutos produzem compostos fendlicos com a finalidade de
protecdo contra agentes microbianos e predadores herbivoros (SILVA et al., 2008;

PIETTA, 2000).



Tanto para a vinicultura quanto para a producio de seus derivados, os fendlicos
tém papel importante na qualidade, pois contribuem para as propriedades sensoriais, em
particular a cor, o sabor, o amargor e a adstringéncia (VALENTAO et al., 2005;
VILLIERS ET AL., 2004; GAMBELLI & SANTARONI, 2004; ZAFRILLA et al.,
2003; ATANASOVA et al. 2002; ANDRADE et al., 2001(a); ANDRADE, et al., 2001
(b); REVILLA et al, 2001; MACHEIX, FLEURIET, & BILLOT, 1990; RAMOS et al.,
1999). As antocianinas, por exemplo, sd@o polifendis importantes nas uvas vermelhas,
sendo sua presenca um dos motivos do fruto vermelho e seus derivados conterem maior
quantidade de compostos fendlicos, chegando essa quantidade em vinhos tintos a
representar de 8 a 20 vezes a quantidade presente nos vinhos brancos (MAKRIS et al.
2006; MAMEDE & PASTORE, 2004; SILVERTSEN et al., 1999; BRAVO, 1998;
BOURZEIX et al., 1986; CHEYNIER & RIGAUD, 1986). Mas ha que se ressaltar que,
para o vinho, a diferenca encontrada ndo se deve sé as antocianinas, mas também ao
processo, que pode influenciar no contetido de fendlicos, aumentando durante a fase de
esmagamento da polpa da fruta com a casca e a semente (MAMEDE & PASTORE,
2004; FANKEL, WATERHOUSE & TEISSEDRE, 1995; KANNER et al., 1994;
AMERINE & JOSLYN, 1987). Além da diferenca entre coloracdes de uvas, dentro da
mesma variedade foi constatado que as uvas de mesa podem conter menor quantidade de
compostos fendlicos que as destinadas para fabricacao de vinho (LIANG et al, 2008).

A maioria dos compostos fendlicos é encontrada na natureza na forma conjugada,
principalmente na forma glicosilada, ou seja, com moléculas de agucares ligadas a elas.

O processamento em derivados ndo alcodlicos de uva ndo € suficiente para promover a



hidrdlise dos flavondides, porém a fermentacdo alcodlica do vinho possibilita essa
dissociacdo, o que, de acordo com HOLLMAN et al. (1995), favorece a absor¢ao dessas
substancias pelo organismo humano. Apesar da diferenca em absorcao, estudos mostram
atividade antioxidante similar entre os compostos fendlicos glicolisados e as suas
respectivas agliconas (VINSON et al., 1999; FRANKEL et al., 1998; SHAHIDI e

NACZK, 1995).

4. Compostos Fenolicos em Residuos da Industria de Derivados de Uva

A industria de derivados de uva gera diferentes produtos processados e desses
obtém-se subprodutos como cascas e sementes, que constituem o residuo da
industrializagdo da uva. Uvas sdo usualmente amassadas para obter o suco, deixando o
residuo fresco como subproduto. Sementes de uvas sdo consideradas subprodutos
valiosos para extracdo de 6leo (KAMEL e DAWSON, 1985) e suas cascas t€ém sido
usadas para a producdo de taninos (PRUTHI, 1971). Assim, o residuo de uva constitui
um subproduto de grande interesse para a industria de alimentos (VALIENTE et al.,
1995).

O material composto principalmente por cascas provindas da manufatura do
vinho apresenta efeito vaso relaxante e atividade antioxidante, além de elevados niveis
de fibras e polifendis, sendo essa a fracdo mais rica em antocianinas e resveratrol do
fruto. Sendo assim, é interessante utilizd-lo na elaboragdo de novos produtos com
capacidade de promogdo de satide, ou no enriquecimento de produtos ja existentes, como

a geleia de uva (BERTAGNOLLI et al., 2007; RUBERTO et al., 2007; LURTON, 2003;
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KATSUBE et al., 2003; KONG et al., 2003; KAHKONEN & HEINONEN, 2003;
KALLITHRAKA et al., 2001; FRANKEL, 1999; THRELFALL et al., 1999; GHISELLI
et al.,, 1998; LAMUELA RAVENTOS et al., 1997, WANG, CAO, & PRIOR, 1997,
RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1997; SAURA-CALIXTO e LARRAURI,
1996; SOLEAS et al.,1995; JEANDET et al.,1991; SIMIC & JOVANOVIC, 1994;
FITZPATRICK, HIRCHFIELD e COFFEY, 1993).

Apesar de todos os compostos benéficos presentes nas cascas de uva, que as
tornam interessantes como um ingrediente adicional em geleias, um fator negativo de sua
adicdo durante o processamento em derivados € que os 4cidos graxos insaturados
presentes na casca podem gerar “gostos herbdceos”, por meio de diversas reacdes de
oxidacdo enzimadtica, que resultam em alcodis e aldeidos. Durante a fermentagdo, esses
aldeidos poderdo ser transformados em seus respectivos alcodis, com sabores mais
tolerdveis (AZEVEDO et al., 2007; ESCUDERO et al., 2002; LEVART & VEBER,

2001; ZEA et al., 2001).

5. Analise de Compostos Fendlicos

5.1. Métodos de Extraciao

A extracdo dos compostos fendlicos da matriz constitui uma das etapas mais
importantes do processo de andlise, pois ela deve promover o maior rendimento possivel
dessas substancias, além de se ter como alvo a especificidade, ou seja, eliminar todos os

compostos considerados interferentes da matriz. Para tanto, as técnicas mais utilizadas na
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literatura s@o a extracdo liquido-liquido (LLE) ou extracdo sélido-liquido (SLE), para o
caso de matrizes sélidas, e a extracdo em fase solida (SPE).

Para a SLE e LLE comumente se utiliza metanol como solvente, ou solu¢des
desse dlcool com dgua, agitando-se vigorosamente para acelerar a parti¢do e seguindo-se
a filtragdo. Porém outros autores também testaram diferentes solventes, tais como etanol,
acetonitrila, 4cido cloridrico e acético, dentre outros. Havendo somente a etapa de LLE
ou SLE, o solvente de extracdo € evaporado apds a filtracdo e o extrato € novamente re-
suspendido a um volume conhecido previamente a andlise dos compostos fendlicos
(ALEN-RUIZ et al., 2009; DOWNEY & ROCHFORT, 2008; MEZADRI et
al.,2008;SPACIL et al,2008;VINAS et al.;2008; DOPICO-GARCIA et al., 2007;
McCALLUM et al, 2007; BRAVO et al, 2006; GOMEZ-ALONSO et al,
2007MATEJICEK et al, 2005; ANDRADE et al., 2001(a)).

Na tentativa de empregar solventes menos toxicos, além de melhorar a eficiéncia
de extracdo, alguns autores trocaram o metanol por etanol na andlise de fendlicos. Estes
também utilizaram a técnica de extracao por ultra-som, devido ao fato das ondas ultras-
sOnicas possibilitarem melhor contato do solvente com o analito de interesse (VIROT et
al., 2009; WANG, 2008; WANG & WELLER, 2006; ROSTAGNO, PALMA &
BARROSO, 2003).

A técnica de SPE normalmente é realizada posteriormente 3 LLE ou SLE. E uma
técnica versdtil aos tipos de matrizes cuja extracdo pode ser feita por esse processo. Por
meio da técnica de SPE € possivel concentrar compostos presentes em tracos e também

eliminar aqueles interferentes de caracteristicas muito proximas ao seu analito de
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interesse, que a SLE e LLE ndo conseguem separar. O método consiste na utilizacao de
cartuchos, cujo material de recheio é semelhante ao das colunas de HPLC. O recheio
mais comum utilizado é o C18, porém pesquisadores como MATEJICEK et al. (2005)
utilizaram outros sorbentes poliméricos obtendo boas taxas de recuperacdo em
comparacdo com C18. Esses cartuchos necessitam de condicionamento antes do processo
de extracdo e normalmente isso efeito com os solventes que foram utilizados ao longo da
eluicdo. Os solventes mais popularmente utilizados para a SPE sdo metanol, metanol a
pH écido, acetato de etila e d4gua a pH &4cido (menor de 3). H4 também os estudos que
utilizam solugdes-tampdo, como o tampao-fosfato (DOPICO-GARCIA et al.,2007; LEE

et al., 2007; ANDRADE et al, 2001(a); CHEN et al., 2008; BUIARELLI et al. ,1995).

5.2 Atividade Antioxidante Dos Compostos Fenoélicos

Diversos trabalhos relacionam a capacidade antioxidante com a quantidade de
compostos fendlicos totais e antocianinas (ISHIGE, SCHUBERT e SAGARA, 2001;
ROBERTS e GORDON, 2003; PINELO et al., 2004). KUSKOSKI et al. (2005)
relataram possivel relacdo entre a quantidade de fendlicos totais e a acdo antioxidante
entre os métodos por DPPH e ABTS em polpas de frutas.

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante, podendo ser in
vitro ou in vivo (ANTOLOLOVICH et al., 2002; CINTRA e MANCINI-FILHO, 1992).
A determinagdo da atividade de um antioxidante frente a radicais livres consiste em uma

das estratégias mais utilizadas para afericdes in vitro. Nesses métodos a perda de cor do
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radical livre ocorre de forma proporcional com a concentragdo de compostos fendlicos na
amostra (ARENA, FALLICO e MACCARONE, 2001). A diversidade de métodos
colorimétricos para avaliagdo do potencial antioxidante se deve ao fato de se tratar de
substratos muito complexos, cujo conteido de dezenas de compostos apresenta
diferentes grupos funcionais, polaridades e comportamento quimico.

Diversos compostos croméforos como ABTS, DPPH', DPMO e FRAP, sio
utilizados para determinar a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos presentes
em frutos baseando-se na captura dos radicais livres gerados, operando, dessa forma,
contra os efeitos prejudiciais dos processos de oxidacdo que levam a formacgdo de
espécies reativas do oxigénio (EROS) (HERTOG, HOLLMAN e KATAN, 1992;
ARNOUS, MAKRRIS e KEFALAS, 2002; SELLAPPANS, AKOH e KREWER, 2002).
Outros métodos, tais como o sistema beta-caroteno/dcido linoléico, apresentam
mecanismo de co-oxidacdo, ou seja, se oxidando preferencialmente aos compostos
presentes no sistema.

O método DPPH € um dos mais utilizados entre os métodos quimicos aplicados
para determinar a capacidade de um composto em capturar radicais livres, por ser
considerado pratico, rapido e estdvel (ESPIN et al., 2000). O DPPH (1,1-difenil-2-
pictrazil) é um radical livre estdvel devido a possibilidade de deslocamento de seus
elétrons na molécula. Esse deslocamento confere a ele uma intensa coloracdo purpura,
com comprimento de onda de absor¢do ao redor de 520 nm (SZABO et al., 2006). Nesse
método, o antioxidante reage com o radical DPPH, doando a ele um dtomo de hidrogénio

e convertendo-o em sua forma reduzida (DPPH-H). Nesta reagdo, a solu¢do metandlica
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de DPPH, inicialmente de coloracdo violeta intensa, torna-se amarelada e o grau deste
descoramento indica a habilidade do antioxidante em seqiiestrar o radical livre.
(BRAND-WILLIANS et. al., 1995; HUANG e PRIOR, 2005).

O funcionamento do método FRAP (Ferric Ability Reducing of Plasma) trata-se
de, em um meio a baixo pH, em que o composto antioxidante € capaz doar um elétron ao
complexo fon Ferro 3" - TPTZ, reduzindo-o a Fe2* - TPTZ, o que resulta em uma
coloracdo azul intensa, com absorbancia ao redor de 593nm (BENZIE & STRAIN,
1996).

O método de oxidacdo do beta-caroteno /acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacao do 4cido linoléico. O método
estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragdo (oxidacdo) do
beta-caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do dcido linoléico, ou
seja, ocorre co-oxidagdo. (MARCO, 1968; MILLER, 1971).

Em sintese, o método beta-caroteno/acido linoléico determina a capacidade de
uma amostra ou de um composto de proteger um substrato lipidico da oxidagdo,
enquanto que o método de inibicdo de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de
hidrogénio de um composto antioxidante para estabilizar um radical livre e o método
FRAP promove a reducdo do fon ferro por meio de doagdo de elétrons do composto
antioxidante para esse fon. Considerando que cada método estd focado em uma
determinada acdo antioxidante da substancia em questdo, além da enorme variedade de

compostos fendlicos presentes na uva e seus derivados, cada um com seu mecanismo de

15



atuacdo, € interessante expressar a capacidade antioxidante por meio de mais de um dos

métodos colorimétricos.

5.3. Separacao e Quantificacao dos Compostos Fenoélicos

Apesar das técnicas colorimétricas serem importantes ferramentas de detec¢do in
vitro da presenca de compostos fendlicos, é importante realizar a cromatografia
conjuntamente ao trabalho, com a finalidade de separacio e quantificacdo dos compostos
fendlicos individuais. Nesse contexto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography- HPLC) € a técnica mais comumente utilizada,
podendo estar acoplados a ela detectores como o de arranjo de diodos (DAD), como o
por fluorescéncia ou por espectrometria de massas (MS). A utilizagdo da HPLC € uma
ferramenta que auxilia os mais variados estudos, pois separa compostos presentes em
uma matriz, que podem ser comparados a padrdes para identificacdio (HO, HOGG &
SILVA, 1999; HAKKINEN et al, 1999; PEREZ-MAGARINO et al, 1999; SCHIEBER
et al, 2001; BIANCO et al, 1997; ANDRADE et al 2001(a); KALLITHRAKA et al,
2001).

Grande parte dos autores utiliza a caracterizagcdo cromatografica por HPLC
empregando coluna em fase reversa C18 (RP-HPLC) (BUIARELLI et al 1995; LOPEZ
et al, 2001; ESCARPA et al, 2000). Este fato pode ser observado por se tratar de uma
coluna facilmente utilizdvel para uma gama variada de compostos, relativamente barata e
que suporta ampla variagao de pH (entre 1.0 a 12.0), facilitando a utilizacdo de varios

solventes como fase movel.
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Para deteccdo de compostos fendlicos em uva e seus derivados, utilizam-se
diferentes solventes como fase mdvel, empregados muitas vezes em um mesmo método
de corrida cromatografica, em concentracdes que variam com o tempo, sendo
comumente utilizada eluicdo por gradiente, que pode diminuir significativamente os
tempos de corrida. Esses solventes, que podem ser metanol, d4gua, acetonitrila, solu¢des-
tampao, tais como fosfato ou acetato, atuam aumentando ou diminuindo a polaridade do
meio, no intuito de melhorar a separagio entre os compostos (ALEN-RUIZ et al., 2009;
BAER et al.,2008; MEZADRI et al., 2008; MASA & VILANOVA, 2008; GARCIA-
FALCON et al., 2007; GURBUZ et al.,2007; PEREZ-LAMELA et al., 2007; MASA et
al., 2007; VALENTAO et al. 2007; LOPEZ et al., 2001;ESCARPA & GONZALEZ,
1998; ESCARPA & GONZALEZ, 2000; OLIVEIRA, 2010).

Em se tratando de detectores, o mais frequentemente utilizado para deteccao de
compostos fendlicos € o DAD, por tratar—se de um equipamento que pode realizar
varredura em um amplo espectro de comprimentos de onda, compativel com a grande
variedade de moléculas que sdo os compostos fendlicos (MEZADRI et al., 2008).
Apesar disso, o detector por fluorescéncia também pode beneficiar a identificacdo de
compostos fendlicos durante a separacdo cromatografica. GOMES-ALONSO et al.
(2007) compararam o detector DAD e o detector por fluorescéncia para compostos
fendlicos e notaram que o dltimo pode promover a diminui¢do do limite de quantificacdo
de alguns compostos como as catequinas e evitar a interferéncia causada entre alguns

compostos fendlicos presentes.
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Ainda que se compare o tempo de retencdo e o espectro de absor¢do de cada
composto com 0s seus respectivos padrdes, quando se acopla o HPLC ao MS esta se
torna a melhor ferramenta utilizada na confirmacdo de compostos. Ela dispensa a
necessidade de padrdes, que na maioria sdo muito caros, apresenta limites de deteccao
menores que os demais detectores e auxilia na deteccdo de compostos que co-eluiram por
meio das diferentes razdes massa/carga (m/z) apresentadas (GUERRERO et al., 2009;
DOWNEY & ROCHFORT, 2008; KOHLER et al., 2008; MCCALLUM et al., 2007;
BRAVO et al., 2006). A grande desvantagem desse detector € que ele custa muito mais
caro que o proprio cromatdgrafo, o que faz com que a maioria dos trabalhos encontrados

na literatura ainda esteja com detec¢do por DAD.

5.4. Analise Multivariada para Otimizacio da Extracao de Compostos Fenolicos

A extracdo de compostos fendlicos antioxidantes por SLE segue o seguinte
procedimento: pesagem da amostra, suspensdo do solvente de interesse, com volume
conhecido e agitagdo para acelerar o processo de extracdo. Ela é comumente utilizada em
plantas e tem havido desenvolvimento de novos métodos ambientalmente corretos, com
técnicas que promovem decréscimo do consumo de solventes e aumento no rendimento
de extratos (WANG et al., 2008; WANG & WELLER, 2006). Essas etapas variam
consideravelmente na literatura, em relacdo ao solvente de extracdo, temperatura,
equipamento de agitacdo, podendo ainda envolver outras etapas. Para otimizar essas
etapas, € possivel empregar andlise estatistica multivariada, que gerard uma superficie de

resposta, indicando qual € a melhor combinagao de fatores para gerar a melhor extracao.
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Ao se realizar a andlise estatistica multivariada, primeiramente se faz um
planejamento experimental, determinando as varidveis e seus respectivos intervalos de
interesse. Entdo € elaborado um planejamento estatistico, determinando quantos foram os
experimentos que deverdo ser testados, e realiza-los de forma aleatéria. De posse dos
resultados obtidos com os experimentos, prossegue-se para a andlise de varidncia
(ANOVA), verificando se hd ou ndo falta de ajuste do modelo estatistico aos resultados
reais (RODRIGUES & IEMMA, 2005; BARROS NETO, SCARMINO & BRUNS,
2003).

Quando os fatores de interesse envolvidos ndo ultrapassam cinco, como por
exemplo um experimento que envolve estudo de temperatura, tempo e concentracdo,
uma boa alternativa € a utilizacdo do delineamento composto central rotacional (DCCR),
que abrange ampla regido de estudo com relativamente poucos ensaios. Apds definidas
as varidveis, sdo definidos os valores minimos e maximos para cada uma, sendo esses 0s
niveis do experimento. Adicionam-se também os pontos centrais e axiais, com intuito de
se obter resultados suficientes para a estimativa dos parametros propostos. Assim, apds a
realizacdo do planejamento estatistico, este trard a informag¢do de quantos ensaios sdo
necessarios a0 DCCR, bem como as combinagdes entre os parametros necessirios em
cada ensaio (RODRIGUES & IEMMA, 2005; BARROS NETO, SCARMINO &
BRUNS, 2003). Essa técnica foi utilizada em alguns trabalhos cujo objetivo era extrair
fendlicos de matrizes sélidas, sendo os resultados obtidos bem satisfatérios, o que

instaura a necessidade de investigar como se comporta a extracdo de fendlicos na matriz
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geleia de uva (VIROT et al, 2009; WANG, 2008; WANG & WELLER, 2006;

ROSTAGNO, PALMA & BARROSO, 2003).
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RESUMO

As geleias, em especial a de uva, sdo alimentos muito apreciados pela populacdo em
geral. Sua producdo mundial surgiu no Oriente Médio, com os guerreiros das cruzadas,
sendo depois servidas como iguarias pelas rainhas em seus castelos. Atualmente sdo
empregadas para acompanhar paes, como recheios, dentre outras fungdes. No mundo
inteiro, as geleias de uva sdo fabricadas com diversas variedades da fruta, sendo o
processamento basico comum a maioria dos fabricantes, que gera como residuos cascas e
as sementes, que sao partes muito ricas em compostos fendlicos antioxidantes. O
objetivo desse capitulo da dissertacdo de mestrado foi desenvolver uma formulagdo de
geleia de uva aproveitando os residuos da producdo, bem como avaliar outra variedade
da fruta (IAC-138-22) frente as variedades mais comumente utilizadas no Brasil
atualmente (Nidgara e Isabel). Por meio de anélise do contetido de compostos fendlicos
totais, por Folin Ciocalteau, chegou-se a conclusdo de que a variedade IAC-138-22
apresenta significativamente maior conteido de compostos fenolicos totais tanto para a
fruta in natura (8,619 mg E.A.G./g contra 4,542 mg E.A.G/g), quanto para todas as
geleias produzidas com essa variedade, frente a mistura Nidgara e Isabel (0% casca:
2,008 mg E.A.G./g versus 0,525 mg E.A.G./g; 3% casca: 5,323 mg E.A.G./g versus

1,439 mg E.A.G./g; 6% casca: 6,533 mg E.A.G./g versus 2,049 mg E.A.G./g).

Palavras - chave: uva, geleia, compostos fendlicos, aproveitamento de residuos
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ABSTRACT

Jams, specially the grape ones, are very appreciated by the world population. Its
production arose in the Middle East, within the Warriors of the Crusades, and since that
it started being served as delicacies by the queens in their castles. Nowadays, jams are
employed to dress breads, as cake fillers, among others. Throughout the world, grape
jams are produced with several varieties of the fruit, and the basic process is common to
the majority of the factories. This process generates the grape skin and seeds as residues,
which are very important parts in concern to antioxidant phenolic compounds. The aim
of this work was to develop a grape Jam formulation utilizing the skin residue, as well as
evaluating another grape variety (IAC-138-22) compared to the commonly used varieties
in Brazil (mixture of Nidgara Rosada and Isabel). Through analysis of phenolic content,
by Folin Ciocalteau, it is concluded that the variety IAC 138-22 had presented
significantly higher phenolic compounds content, both for the fresh fruit (8,619 mg
E.A.G./g versus 4,542 mg E.A.G/g) and for all the jams tested, in relation to the blend
Niagara Rosada and Isabel (0%skin: 2,008 mg E.A.G./g versus 0,525 mg E.A.G./g; 3%
skin: 5,323 mg E.A.G./g versus 1,439 mg E.A.G./g; 6% skin: 6,533 mg E.A.G./g versus

2,049 mg E.A.G./g).

Key words: grape, Jam, phenolic compounds, waste recovery
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a producdo de uvas de mesa representa aproximadamente 85% da
producdo total de uvas, porém vem cedendo espagco pouco a pouco para a produgdo de
uvas viniferas, desde o ano de 1998 (UVIBRA, 2009). Do total de uvas produzidas em
territério nacional no ano de 2006, 47% foram destinados a elaboracao de vinhos, sucos,
geleias e outros derivados (MELLO, 2007).

A geleia de uva é um dos derivados dessa fruta muito aceito pela populagcdo
mundial, comumente usada para acompanhar paes, bolachas e derivados, sendo ainda
empregada em recheios de bolos e artigos de confeitaria (MELLO, 2007). Sua producdo
mundial surgiu no Oriente Médio, com os guerreiros das cruzadas, voltando para suas
casas. Depois comecou a ser servida como iguarias pelas rainhas em seus castelos
(QUEENSBERRY, 2010).

Os principais ingredientes utilizados para elaborar a geleia sdo: fruta (in natura,
em pedacos, suco ou polpa), pectina, dcido citrico, acicar e 4gua (ALBUQUERQUE,
NACCO e FARO, 1996). Por se tratar de um alimento de processamento relativamente
simples, com emprego de ingredientes de baixo custo, alguns autores apontam a geleia
como uma alternativa vidvel para o aproveitamento econdmico das frutas in natura
(ALBUQUERQUE, NACCO e FARO, 1996; LAGO, GOMES e SILVA, 2006). O
consumo de produtos derivados de uva tais como geleias, pode apresentar vantagem com
relacdo ao do vinho, jd4 que a auséncia de dlcool permite que tais produtos sejam

consumidos pela maioria das pessoas, inclusive criangcas e pessoas portadoras de
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doencas, como, por exemplo, a hepatite (ROMERO-PEREZ et al., 1999; MALACRIDA
e MOTTA, 2005).

A Agéncia de Vigilancia Sanitéria estabelece que geleia de fruta seja o produto
obtido pela coc¢do de frutas (inteiras ou em pedagos), polpa ou suco de frutas, com
acucar e dgua e concentrado até consisténcia gelatinosa. (ANVISA, 1978). O produto
nao pode ser colorido nem aromatizado artificialmente, sendo tolerada a adi¢do de
acidulantes e de pectina, caso necessdrio, para compensar qualquer deficiéncia do
contetido natural de acidez da fruta e/ou de pectina.

As variedades de uva mais comumente utilizadas para a fabricacido de geleias no
Brasil sdo as variedades Nidgara Rosada e Isabel juntas, que apresentam composi¢oes
diferentes em relacdo aos compostos fendlicos, sendo a variedade Isabel mais rica em
antocianinas, os pigmentos naturais da uva (SOARES et al., 2008). No estado de Sdo
Paulo, atualmente, a produgdo de uvas da variedade IAC 138-22 (Mé4ximo), que é uma
variedade de uvas viniferas, resultante do cruzamento das variedades Siebel e Syrah, estd
em franca expansdo (SANTOS NETO et al., 1968). Essa variedade possui coloragao roxa
intensa, o que € uma caracteristica muito positiva para a fabricacdo de geleias. Além do
fator sensorial mais atrativo, considera-se o fato do conteido de antocianinas, que sdao
flavondides, estar diretamente relacionado a a¢do antioxidante, o que pode aumentar essa
funcionalidade em geleias.

Um fator contrdrio ao apelo de geleia de uva como sendo um derivado funcional
€ que a temperatura de producdo, acima de 90°C, diminui sensivelmente o teor de

compostos fendlicos provenientes da fruta, mas alguns compostos como as antocianinas,
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ainda permanecem em significativas quantidades e podem permanecer estiveis na matriz
durante o seu armazenamento (FALCAO et al., 2007; MOTA, 2006).

A industria relacionada a uva gera diferentes produtos processados e desses
obtém-se subprodutos como cascas e sementes, que constituem o residuo da
industrializa¢do da uva. O material composto principalmente por cascas apresenta efeito
vaso relaxante e atividade antioxidante, além de elevados niveis de fibras e polifendis,
sendo essa a fragdo mais rica em antocianinas e resveratrol do fruto. Sendo assim, €
interessante utilizd-lo na elaboracdo de novos produtos com capacidade de promocao de
saude, ou no enriquecimento de produtos ja existentes, como a geleia de uva
(BERTAGNOLLI et al., 2007; RUBERTO et al., 2007; LURTON, 2003; KATSUBE et
al., 2003; KONG et al., 2003; KAHKONEN & HEINONEN, 2003; KALLITHRAKA et
al., 2001; FRANKEL, 1999; GHISELLI et al., 1998; LAMUELA RAVENTOS et al.,
1997; WANG, CAO, & PRIOR, 1997; RICE-EVANS, MILLER & PAGANGA, 1997;
SAURA-CALIXTO e LARRAURI, 1996; SOLEAS et al.,1995; JEANDET et al.,1991;
SIMIC & JOVANOVIC, 1994; FITZPATRICK, HIRCHFIELD e COFFEY, 1993).

Apesar de todos os compostos benéficos presentes nas cascas de uva, que as
tornam interessantes como um ingrediente adicional em geleias, um fator negativo de sua
adicdo durante o processamento em derivados € que os 4cidos graxos insaturados
presentes na casca podem gerar “gostos herbdceos”, por meio de diversas reacdes de
oxidagdo enzimdtica, que resultam em dlcoois e aldeidos. Durante a fermentacdo, esses

aldeidos poderdo ser transformados em seus respectivos dlcoois, com sabores mais
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tolerdveis (AZEVEDO et al., 2007; ESCUDERO et al., 2002; LEVART & VEBER,
2001; ZEA et al., 2001).

De posse dessas informagdes, o objetivo desse capitulo da dissertacdo de
mestrado foi desenvolver uma formulacdo de geleia empregando a variedade de uva IAC
138-22 e compara-la a formulacido convencional de geleia, com as uvas Nidgara Rosada
e Isabel, além de também empregar cascas residuais da prensagem dos bagos da fruta, no
intuito de aumentar a resposta in vitro do conteido de compostos fendlicos totais do

produto.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Reagentes
O etanol e metanol utilizados foram da marca J.T.Baker, grau cromatogréfico, o
cloroférmio foi da marca Alkimia, grau P.A. e a 4gua utilizada foi purificada por meio
do sistema Direct-Q 3 UV (Millipore Corporation, France). O reagente Folin
Ciocalteau foi adquirido da marca Fukla.
2.2. Producao de geleia
Foram utilizadas uvas das variedades Nidgara e Isabel para produzir as
formulacdes tradicionais, que foram adquiridas no CEASA — Campinas. Também foi
utilizada a variedade IAC 138-22 (Maximo), adquirida com produtor de Campinas (Sao
Paulo, Brasil).
As formulacdes de geleias foram delineadas de acordo com os padroes da

ANVISA para geleias - extra, ou seja, 60 partes de fruta para 50 partes de aguicar. As
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trés formulacdes se diferenciaram pelo conteido de cascas secas a elas adicionadas.
Essas cascas foram provenientes do residuo apds a prensagem dos bagos de uva para
retirada da polpa. Depois da separagdo, elas foram secas em secador de ar forcado, com
vazdo de 3m/s, a 50°C, por 3 horas. Assim as sementes se separaram da casca mais
facilmente, antes de irem para o triturador para facilitar a homogeneizacdo na geleia.
Foram produzidas 6 formulagdes diferentes. As 3 primeiras formulagdes utilizaram
uma mistura de 90% da variedade Isabel e 10% da variedade Nidgara. As 3 tltimas
foram produzidas com 100% da variedade IAC 138-22. A formulacdo F1 ndo foi
adicionada de casca (0%), a formulagdo F2 foi acrescida de 3% em massa de casca e a
formulacdo F3 teve acréscimo de 6% em massa de cascas. Apesar de terem sido
produzidas com variedades diferentes, as formulacdes F1, F2 e F3 sdo iguais para
ambas as geleias. Cada uma das formulac¢des foi produzida em triplicata para avaliar a
repetitividade entre elas. A TABELA 2.1 mostra como foram feitas as formulagdes
utilizadas para esse estudo.

TABELA 2.1. Formula¢cdes de geleia de uva para estudo do conteido de fendlicos

totais.

90% Isabel/10% Niagara IAC 138-22
Ingrediente F1 (Kg) F2 (kg) F3 (kg) F1 (Kg) F2 (kg) F3 (kg)
Polpa 6 6 6 6 6 6
Sacarose 4 4 4 4 4 4
Pectina 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Casca Seca - 0,300 0,610 - 0,305 0,730
Massa Total 10,15 10,45 10,76 10,15 10,46 10,88
(inicio) +0,12 +0,29 +0,36 +0,25 +0,25 +0,25
Massa Total 7,83 6,79 6,99 7,79 7,78 8,00
(final) +0,23 + 0,24 +0,38 + 0,31 + 0,37 + 0,36
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A figura 2.1 mostra o fluxograma de producdo utilizado para esse estudo. Para as

formulacdes que empregam cascas secas, estas foram adicionadas logo apds a

homogeneizagdo da solugdo de pectina.

Uvas

¥

Lavagem

¥

Pesagem

¥

Extragdo do suco

¥

| Verificacdo do °Brix }—>|

Coccgéao

|<—{ Adicéo da 1/2 Sacarose

¥

Adicao da sacarose e da pectina

¥

| Verificacdo do °Brix }—>|

Concentracao até 65 °Brix

¥

Envasamento

¥

Tratamento Térmico

¥

Resfriamento

Figura 2.1. Fluxograma de producdo de geleia utilizado para a confeccdo das formulagdes

de estudo.

2.3. Extracao de Compostos Fendlicos de uvas e de geleias

O método utilizado para extracdo foi o mesmo descrito por SCHERER &

GODOY (2009). Foram pesadas aliquotas de 20,0 g de amostras, as quais foram

dissolvidas em 100 ml de metanol e entdo submetidas a agitacdo por 180 min. Esta

solugdo foi filtrada e o residuo ressuspendido em 100 mL de metanol e submetido

novamente a agitacdo por uma hora. Apos nova filtracdo, os extratos foram juntados em
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uma Unica solucao e evaporados a 38°C, até secura total. A amostra foi ressuspendida em
50 ml de metanol no ato da andlise. Este método sera otimizado no capitulo 3 desta
dissertacdo.
2.4. Avaliacao de compostos fendlicos totais por Folin Ciocalteau

O método utilizado para determinacdo do teor compostos fendlicos totais foi o
Folin-Ciocalteau (SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999). O
procedimento consiste nos seguintes passos: uma aliquota de 500 uL. de amostra foi
adicionada a 6 mL de reagente Folin Ciocalteau, diluido a 10% em 4gua destilada, em
tubo de ensaio. Apds agitacido aguardou-se 5 minutos e adicionou-se 2,5 mL de solu¢do
de carbonato de sédio 7,5% (m/v), agitando-se novamente. Os tubos foram deixados
por duas horas a temperatura ambiente para reagir e depois as solugdes foram
analisadas em comprimento de onda de 740 nm. As andlises foram realizadas nas uvas
in natura e nas geleias produzidas com a mistura Isabel e Nidgara Rosada e com as
geleias produzidas com a variedade IAC 138-22. Foi utilizado acido gélico como
padrdo e os resultados foram expressos em equivalente em 4cido gilico (mg E.A.G./g

de amostra).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Producio de Geleias
A massa de casca de uva empregada nas formulacdes F2 (3% do valor da massa de
acucar e polpa somados) refere-se a quantidade total de casca proveniente da quantidade

de uvas utilizadas para extracdo de polpa destinada a fabricacio de geleia. Esse valor tem
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origem no fato da casca hidratada corresponder a aproximadamente 27% da massa de
uva para todas as variedades, e quando seca passar a corresponder a 3% do mesmo total.

Para o caso das formulacdes F3, o intuito foi avaliar se o dobro da quantidade de
casca conferiria um aumento linear na resposta de compostos fendlicos presentes na
geleia.

A primeira medicdo dos graus Brix, com o intuito de monitorar o processo, foi
realizada na polpa para fabricagido de geleia, que em média foi de 14,3 +/- 0,5 °Brix. A
segunda apoés a adi¢do da primeira metade da sacarose, sendo, depois disso, essa medida
utilizada como um fator de monitoramento durante o processo. Ao atingir o valor de
65 °Brix, o processo de coccdo era interrompido e as geleias eram armazenadas
(TABELA 2.2).

Outra medi¢do importante foi o pH da polpa e das geleias prontas, com o objetivo de
verificar se haveria necessidade de diminui-lo com a adi¢@o de écido citrico, caso a polpa
apresentasse pH maior que 3,5. Essa necessidade vem do fato de que a pectina é menos
eficiente na formacao de géis a pHs superiores. A TABELA 2.2 mostra os valores dessas
medidas.

TABELA 2.2. Medidas de °Brix e pH da polpa e das formulagdes de geleias:

90% Isabel/10% Niagara TAC 138-22
pH °Brix pH °Brix
Polpa 3,30 £ 0,09 12,9+0,1 2,7+0,12 143 +£0,5
Formulacio F1 3,30 £0,10 65,0 1,12 2,75 £ 0,07 63+1,53
Formulacao F2 3,30 £ 0,15 65,0 £ 1,30 2,82 +0,08 65+1,0
Formulacao F3 3,30 £0,21 65,0 £ 1,05 2,8+0,10 64,7 £0,6
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3.2. Avaliacao de Compostos Fenolicos Totais por Folin Ciocalteau

A comparagdo entre as uvas e as geleias foi feita por meio da andlise de compostos
fendlicos totais, utilizando o reagente Folin Ciocalteau. Para os resultados, uma curva
padrao de dcido gdlico foi construida, conforme mostra a figura 2.2, e os valores de
compostos fendlicos totais obtidos para as uvas e geleias estdo expressos em miligramas

equivalentes de dcido galico por grama de amostra (mg E.A.G/g amostra).

3,0
2,5 1
2,0 ~
1,5 1
1,0 1
0,5 A

D_.D T T T 1
0,0 0,1 0,1 0,2 0,2 03

y=11,44x+ 0,030
R?=10,998

Absorbancia

concentra¢ao (mg/mL)

Figura 2.2. Curva padriao de acido gélico para andlise do conteido de compostos
fendlicos totais.

Os valores obtidos para as duas variedades de uvas, bem como geleias feitas com a
mistura Nidgara Rosada e Isabel, além das produzidas com IAC 138-22 estdo mostrados
nas TABELAS 2.3, 2.4 e 2.5. Também nessas tabelas se encontram os valores de desvio
padrao relativo (DPR), que mostra a dispersdo entre os resultados das replicatas de
producdo e andlise das geleias. Os resultados estdo expressos em base seca devido ao

fato de que a concentracdo dos compostos nas frutas frescas € menor do que nas geleias.
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TABELA 2.3. Resultados obtidos do conteido de fendlicos totais, em base seca,
para a mistura entre as variedades de uva Nidgara e Isabel em comparacdo com a

variedade IAC 138-22.

Fenolicos Totais Desvio

DPR (%
(mg E.A.G./g amostra) Padrao (%)
Niagara Rosada + Isabel 4,542* 0,022 6,54
TIAC 138-22 8,619" 0,044 5,93

b resultados apresentam diferencas significativas entre si a p< 0,05.

TABELA 2.4. Resultados obtidos do conteido de fendlicos totais, em base seca,
para as para as geleias produzidas com a mistura entre as variedades Nidgara e Isabel

(90% Niagara + 10% Isabel).

Fendlicos Totais Desvio
DPR (%
(mg E.A.G./g amostra) Padrao (%)
Niagara Rosada + F1* 0,525% 0,036 10,27
Isabel F2#* 1,4394° 0,1419 16,39
F3#k 2,0485°¢ 0,2741 12,65

+b<: resultados apresentam diferencas significativas entre si a p< 0,03.

*= geleia de uva produzida sem adi¢@o de cascas secas;

**=geleia de uva produzida com adi¢do de 3% em massa de cascas de uva secas;
***= geleia de uva produzida com adi¢do de 6% em massa de cascas de uva secas

TABELA 2.5. Resultados obtidos do conteudo de fendlicos totais, em base seca,

para as para as geleias produzidas com a variedade IAC 138-22.

Fenolicos Totais Desvio
DPR (%
(mg E.A.G./g amostra) Padrao (%)
IAC 138-22 F1* 2,008 ° 0,09 10,74
F2#% 5232° 0,16 7,78
F3wske 6,533 ¢ 0,19 6,96

+b<: resultados apresentam diferencas significativas entre si a p< 0,03.

*= geleia de uva produzida sem adi¢@o de cascas secas;

**=geleia de uva produzida com adi¢do de 3% em massa de cascas de uva secas;
***= geleia de uva produzida com adi¢io de 6% em massa de cascas de uva secas
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Ao se analisar os valores obtidos, estes apontam que a variedade IAC 138-22 possui,
aproximadamente, 53% a mais de compostos fendlicos que a mistura das variedades
Nidgara Rosada e Isabel, tradicionalmente utilizadas para fabricacdo de geleias. As
geleias feitas com as variedades tradicionais comprovam que quando se parte de
matérias-primas com quantidades inferiores do analito de interesse, os derivados
certamente apresentardo quantidades inferiores em relacdo aos produtos que utilizaram
matérias-primas mais ricas. Houve aumento médio de 300% no contetdo de fendlicos
totais entre as formulagdes que empregaram a mistura 90% Nidgara Rosada e 10% Isabel
para as que utilizaram IAC 138-22, segundo andlise por Folin Ciocalteau. Sendo assim,
optou-se por trocar a variedade de uva para conferir maior teor de fenélicos as geleias.

No que tange as diferentes formulacdes de geleias, notou-se que a adi¢cdo de casca a
formulacdo promoveu aumento no conteido de fendlicos totais de aproximadamente
170% de F1 para F2, produzidas com a mistura entre as varidveis Niagara Rosada e
Isabel, e de 150% quando se compara as mesmas formulacdes para a variedade
IAC 138-22. Também, quando se dobrou a quantidade de casca, o aumento de F3 em
relacdo a F2 proporcionou diferenca significativa no teor de fendlicos em relag@o as duas
formulacdes. Para as geleias produzidas com a mistura entre as varidveis Niagara Rosada
e Isabel, o aumento de F3 em relacdo a F2 foi de 42%. Ja para as formulacdes IAC 138-
22, o aumento foi de somente 24%. Esse dado desestimula um maior aumento da
quantidade de casca como apelo funcional ao produto, ja que as cascas deixam a textura

da geleia mais arenosa.
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Um dado importante observado € que, independente das variedades utilizadas nos
processamentos, a perda de compostos fendlicos durante a coc¢do € muito significativa,
chegando a representar 76% para a formulacdo sem casca feita com a variedade IAC
138-22. Por outro lado, esses dados também mostram a importincia da adi¢do das cascas
nas formulagdes, pois mesmo essas sendo secas a 50°C antes de serem submetidas ao
processo de cocc¢do, ainda conservam grande parte de seus fendlicos, o que as torna
capazes de suavizar a perda durante o processamento de geleia. Pode-se explicar a
resisténcia desses compostos ao calor quando presentes na casca devido ao efeito
protetor exercido pelas fibras presentes nas mesmas. De acordo com NACZK &
SHAHIDI (2004) existem os fendlicos insoliveis, que estdo ligados covalentemente a
parede celular de vegetais, sendo esses mais dificeis de serem extraidos da casca que os
soluveis, que estdo mais livres em vacuolos celulares. Adicionando-se 3% de casca a
perda em relacdo a fruta fresca foi de 39,3% e quando se adicionou 6% de casca esses

valores diminuiram para 24%.

4. CONCLUSAO

A variedade TAC-138-22 contém significativamente mais compostos fendlicos que a
mistura Nidgara Rosada e Isabel, tanto em relagdo as matérias-primas quanto em relagdao
aos derivados, no caso as respectivas geleias. Além disso, ao se adicionar casca de uva a
formulacdo de geleia, houve aumento significativo no conteido de compostos fendlicos
no produto, que chegou a ficar somente 24,20% inferior ao contetido nas frutas frescas.

Porém, ao dobrar a quantidade de casca o aumento de compostos fendlicos ndo se
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dobrou, embora tenha aumentado significativamente, o que desencorajou a tentativa de

se adicionar mais casca em detrimento da textura do produto.
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RESUMO

As geleias, em especial a de uva, s@o alimentos muito apreciados pela populagdo
mundial. Por se tratar de um derivado, cuja matéria prima ¢ uma excelente fonte de
compostos fendlicos antioxidantes, o objetivo dessa dissertacdo foi otimizar a extracao
desses compostos utilizando o sistema de ultra-som. Os compostos fendlicos
antioxidantes foram extraidos e posteriormente analisados por meio da determinacdo do
conteddo de compostos fendlicos totais (Folin Ciocalteau), e a atividade antioxidante por
meio de emprego do radical livie DPPHe e do sistema beta caroteno/ acido linoléico.
Para determinar a melhor combinag¢do entre concentragdo de solvente, tempo e
temperatura de extracdo, os experimentos foram executados utilizando o método de
delineamento composto central rotacional (DCCR). Por meio da metodologia de
superficie de resposta (RSM) chegou-se a melhor combinacgdo entre os fatores dentro do
intervalo estudado, que foram etanol a 60% em é&gua, 50 °C por 20 minutos. Os
parametros otimizados para esse método foram comparados a uma extracio comumente
utilizada na literatura, que costumava ser o método padrdo de extracdo e os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes de quercetina/ g de geleia. O novo método
permitiu aumento de 70% no potencial antioxidante medido por DPPHe e de 65%
medido pelo sistema beta caroteno/ acido linoléico. Além disso, houve um decréscimo
significativo do tempo total de andlise para esse estudo (10 horas para 3 horas), quando
comparado com o método padrdo.

Palavras-chave: geleia de uva, compostos fenodlicos, potencial antioxidante, analise

multivariada, extracdo por ultra-som.
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ABSTRACT

Jam and Jellies, specially the grapes ones, are largely appreciated by the world
population, since they use them breads and cookies dressing, as cake covers and fillers.
Because grape jam is a derivative from an excellent source of phenolic compounds such
as grape, the aim of this work was to perform an extraction for antioxidant phenolic
compounds in red grape jam utilizing an ultrasound assisted system. The antioxidant
phenolic compounds were extracted and then analyzed through the determination of total
phenolic content (Folin Ciocalteau), and the antioxidant activity by the free radical
DPPHe and through the beta carotene/linoleic acid system. To determine the best
combination among solvent concentration, time and temperature of extraction, the
experiments were carried out utilizing the central composite rotatable design (CCRD)
method. Through the response surface methodology (RSM) the best combinations were
60% ethanol: water, 50°C and 20 minutes. The optimized parameters for this method
were compared to an extraction method commonly used at literature, that used to be the
standard method, and the results were expressed in milligrams of quercetin equivalents/ g
of jam. The new method allowed an increase of 70% in the result of antioxidant potential
measured by DPPHe and 65% when measured by beta carotene/linoleic acid system.
Besides that, there has been a significant decrease of the total time analysis of the study
(10 hours to 3 hours) when compared to the standard method.

Key words: grape jam, phenolic compounds, antioxidant potential, multivariate analysis,

ultrasound assisted extraction.
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1. INTRODUCAO

Entre as frutas, a uva € uma das maiores fontes de compostos fendlicos,
especialmente os flavonodides e antocianinas, que mostram uma grande capacidade para
captar radicais livres causadores do chamado estresse oxidativo, auxiliando na preven¢ao
de enfermidades cardiovasculares, circulatdrias, cancerigenas e neuroldgicas (IACOPINI
et al., 2008; KATSUBE et al,2003; WANG & MAZZA, 2002; ISHIGE, SCHUBERT &
SAGARA, 2001; LAPIDOT et al, 1999; SCHRAMM & YGERMAN, 1998; TSUDA et
al., 1994; ABE et al., 2007; FRANCIS, 2000). Nos ultimos anos, o crescimento no
interesse em antioxidantes naturais e seu papel na saide e nutricio humanas tem sido
notério. Em estudos sobre o efeito dos flavondides na sadde relata-se que a
administracdo dos mesmos na dieta fez com que houvesse redugdo dréstica da oxidacao
induzida do colesterol LDL nos individuos sob estresse oxidativo, além de proporcionar
melhoria nas respostas antiinflamatérias (HAYEK et al., 1997; GIEHL et al., 2007;
MARTINEZ et al., 2008).

Para as uvas, a sintese de resveratrol € principalmente iniciada na casca e €
ausente ou em baixissima concentracdo na polpa da fruta. Na vinifica¢do de uvas tintas, a
maceracao com cascas e sementes durante a fermentacdo € o principal fator pelos altos
niveis de resveratrol nos vinhos tintos, quando comparados a vinhos brancos. A extragdao
do resveratrol da casca pode ser facilitada com o etanol produzido durante o processo de
fermentacdo (BERTAGNOLLI et al 2007; KALLITHRAKA et al., 2001; THRELFALL,
MORRIS & MAUROMOUSTAKOS , 1999; LAMUELA-RAVENTOS, et al, 1997;

SOLEAS et al., 1995; JEANDET et al., 1995). Assim, as cascas, comumente tidas como
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residuos da industria podem ser contribuintes benéficos quando adicionados aos
produtos.

O consumo de produtos derivados de uva tais como geleias, também se mostram
eficazes na prevencdo de doencgas, jd que boa parte dos compostos fendlicos das uvas é
mantida nesses produtos. Os derivados de uva constituem uma alternativa vidvel ao
aproveitamento econdmico das frutas, agregando valor ao produto e disponibilizando
seus constituintes benéficos ao longo de todo o ano (ALBUQUERQUE, NACCO &
FARO, 1996; LAGO, GOMES & SILVA, 2006). Nesse contexto, geleias de uva podem
apresentar vantagem com relacido ao vinho, ja que a auséncia de dlcool permite que tais
produtos sejam consumidos pela maioria das pessoas, inclusive criangas e pessoas
portadoras de doencas, como, por exemplo, a hepatite (ROMERO-PEREZ et al., 1999;
MALACRIDA & MOTTA, 2005).

Os principais ingredientes utilizados para elaborar a geleia sdo: fruta (in natura,
em pedacos, suco ou polpa), pectina, dcido citrico e actiicar (ANVISA, 1978). H4 estudos
que demonstram que apesar do processamento da fruta na forma de geleia reduzir a
quantidade de antocianinas, ainda pode-se encontrar elevados teores delas, mesmo apds
armazenamento a presenca de luz (FALCAO et al, 2007; MOTA, 2006;
ALBUQUERQUE, NACCO & FARO, 1996).

As variedades de uva mais comumente utilizadas para a fabricacio de geleias no
Brasil sdo as variedades Nidgara Rosada e Isabel. Porém, para este capitulo da
dissertacdo de mestrado, as geleias foram fabricadas com uvas da variedade IAC 138-22

(Méximo), que € uma variedade de uvas viniferas produzidas atualmente no estado de
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Sdo Paulo, resultante do cruzamento das variedades Siebel e Syrah, com teor de
antocianinas total visualmente superior as demais, além de capacidade antioxidante
também superior (SANTOS NETO et al., 1968).

A extracdo de compostos fendlicos antioxidantes € comumente utilizada para
estudos com plantas (SCHERER & GODOY, 2009) e hd desenvolvimento de novos
métodos ambientalmente corretos, com técnicas que promovem decréscimo do consumo
de solventes e aumento no rendimento de extratos (WANG et al., 2008; WANG &
WELLER, 2006). Dentre essas técnicas estd a extra¢do por ultra-som, como sendo uma
alternativa simples, eficiente e economicamente vantajosa. O ganho na extra¢do obtida
com utilizagdo do equipamento de ultra-som € atribuido principalmente aos efeitos de
cavitacdes actsticas produzidas no solvente devido a passagem da onda ultra-sonica. O
ultra-som também exerce um efeito mecanico, permitindo melhor penetracdo do solvente
na amostra, o que aumenta a superficie de contato e melhora a difusibilidade do soluto
para o meio (WANG et al., 2008; VIROT et al.,, 2009; ROSTAGNO, PALMA &
BARROSO,2003).

No presente estudo, os parametros utilizados na extracdo por ultra-som foram a
concentracdo de solvente, a temperatura e o tempo de extragdo, sendo esses otimizados
por meio da utilizacdo da metodologia de superficie de resposta, empregando
delineamento composto central rotacional com trés varidveis, em dois niveis, com 0
objetivo de obter as melhores condi¢des de compostos fendlicos antioxidantes em geleia

de uva.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Amostras

As uvas da variedade IAC-138-22, empregadas na fabricacdo das geleias, foram
obtidas de produtores da regido de Campinas. As geleias foram fabricadas com os
seguintes ingredientes: uva, acucar refinado, acicar invertido e pectina, em uma
composi¢do de 60 partes de polpa de uva para 40 partes de acicar. A casca de uva foi
secada em secador por ar forcado a 3m/s e 50°C, por 3 horas. Depois essas cascas
foram trituradas e incorporadas a geleia durante a fabricacdo, correspondendo a 6% da
massa de polpa de uva adicionada. A producido foi realizada em tacho encamisado, ndo
ultrapassando 90°C.
2.2. Reagentes

O etanol e metanol utilizados foram da marca J.T.Baker, grau cromatogréfico, o
cloroférmio € da marca Alkimia, grau P.A. e a dgua utilizada foi purificada por meio do
sistema Direct-Q 3 UV (Millipore Corporation, France). O reagente Folin Ciocauteau
foi adquirido da marca Fukla. Os reagentes DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl),
beta-caroteno, dcido linoléico e Tween 20 foram fornecidos pela Sigma-Aldrich do
Brasil.
2.3. Extracao de compostos fendlicos antioxidantes por ultra-som

A extragdo por ultra-som foi feita em um banho de ultra-som (Ultra Cleaning 1400,
40 khz, 80W, Unique Ind e Com. Ltda, Brasil). As amostras (10 g) foram
acondicionadas em erlenmeyers de 125 mL, com 100 mL do solvente de extracdo, e

submetidas ao ultra-som por diferentes tempos e temperaturas, conforme requereu o
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planejamento experimental. A temperatura foi controlada por meio de um termostato
inserido no banho de ultra-som, a intensidade constante. Apds a extragdo, as amostras
foram retiradas do banho resfriadas com dgua fria e filtradas a vécuo, utilizando filtro
de papel Whatman n° 1. As solugdes foram recolhidas e transferidas para um baldo
volumétrico de 100 mL. Essa solucdo foi utilizada para a determinacdo do conteido de
fendlicos totais, do potencial antioxidante pelo radical livie DPPHe e pelo sistema Beta
caroteno/ acido linoléico.
2.4. Determinaciao de Compostos Fendlicos Totais

O método utilizado para determinacdo de compostos fenodlicos totais foi o Folin-
Ciocalteau (SINGLETON, ORTHOFER & LAMUELA-RAVENTOS, 1999). O
método consiste nos seguintes passos: uma aliquota de 500 uL de amostra foi
adicionada a 6 mL de reagente Folin Ciocalteau, diluido a 10% em 4gua destilada, em
tubo de ensaio. Apds agitacdo aguardou-se 5 minutos e adicionou-se 2,5 mL de solu¢do
de carbonato de sédio 7,5% (m/v), agitando-se novamente. Os tubos foram deixados
por duas horas a temperatura ambiente para reagir e depois as solugdes foram
transferidas para cubetas para medir a absorbancia, em comprimento de onda de 740
nm. Todo o procedimento foi realizado na auséncia de luz. Foi utilizado quercetina
como padrdo e os resultados foram expressos em equivalente em quercetina (mg E.Q./g
de geleia).
2.5. Determinacido da Capacidade Antioxidante pelo radical livre DPPHe

A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos, sendo um deles o

método que demonstra a capacidade dos antioxidantes presentes nas amostras em
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reduzir o radical livre DPPHe (HUANG, OU & PRIOR, 2005). Esse radical livre é um
radical organico muito estdvel, de coloracdo violeta intenso. Quando hd reducdo, a
intensidade de sua colorag¢do diminui.

Foi preparada uma solu¢cdo de DPPHe a 0,039 mg/mL (SCHERER & GODOY,
2009), de forma a apresentar absorbiancia em 517 nm ao redor de 1,000. As
determinagdes foram realizadas adicionando-se em cada tubo de ensaio 3,9 mL da
solucdo de DPPHe e 100 pL de extrato da amostra, ou o mesmo volume da solucdo
utilizada para extrair as amostras, com o objetivo de se obter uma solugdo controle. As
leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 90 minutos de reacdo a temperatura
ambiente, na auséncia de luz. As andlises foram realizadas em triplicatas.

O decaimento da absorbancia das amostras (A) foi correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle (C), resultando na porcentagem de inibicdo do radical livre
DPPHe (I DPPH), que pode ser expressa por meio da Equacao 3.1:

— %
IDPPH(%) = w (Eq. 3.1)

A curva de calibragdo foi preparada com 45, 90, 136, 181, 227 mg.K'1 de
quercetina por litro e os resultados foram expressos em equivalente em quercetina (mg
E.Q./g de geleia).

2.6. Determinacao da Capacidade Antioxidante pelo sistema Beta-caroteno/ Acido
linoléico
Esse método foi baseado no trabalho descrito por DASTMALCHI et al. (2008).

Para o preparo da mistura reativa, adicionou-se 20 pL. de &acido linoléico, 200 mg de
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Tween 20, 1 mg de B-caroteno, previamente diluido em 5 mL de cloroférmio, sendo
tudo colocado em um baldo redondo préprio para evaporacdo a baixa pressado e inserido
em rota-evaporador. A esta mistura isenta de cloroférmio, adicionou-se 50 mL de dgua
destilada e agitou-se vigorosamente.

Ap6s o preparo da mistura, adicionou-se 6 mL dela em cada tubo contendo 50 pL
do extrato de geleia e de solucdo de etanol a 50% para o controle. Apds o preparo,
mediu-se a absorbancia (Abs 0) de todos os tubos, que sempre ficaram entre 0,600 e
0,700, em comprimento 470 nm.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 50°C por 2 horas, para acelerar as
reacoes de oxidagcdo e iniciar o descoramento do [B-caroteno. As andlises foram
realizadas em triplicatas e assim como os padrdes de quercetina, as amostras foram
diluidas para assegurar que as leituras estivessem na faixa linear da curva padrio. As
curvas foram preparadas com 45, 90, 136, 181, 227 mg.K'1 de quercetina.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibi¢ao da oxidacdo (AAI),
que foi calculada em rela¢do ao decaimento da absorbancia do controle com a queda da
absorbancia das amostras (Aam) por meio da Equacao 3.2:

(Abs, — Abs,,,)

AAI(%) =(1-
(Abs, — Abs,,,)

amostra ) sk 100 (Eq,3.2)

controle

Os resultados foram expressos em equivalente em quercetina (mg E.Q./g de geleia).
2.7. Delineamento experimental
Foi aplicado um delineamento central rotacional (DCCR) com trés varidveis em

dois niveis, incluindo seis pontos axiais e quatro repeticdes no ponto central,
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totalizando 18 extragdes (RODRIGUES, M. L.; IEMMA, 2005). As varidveis Xi foram
codificadas como x;, de acordo com a Equacao 3:

o (Xi— Xm)
: AXi

(Eq. 3.3),
onde xi € o valor codificado, Xi € o valor real, Xm é o valor real da varidvel no ponto
central e AXi € a diferencga entre os passos codificados. As varidveis codificadas e seus
niveis, bem como os valores reais utilizados nesse estudo, estdo listados na TABELA
2.1. A TABELA 2.2 lista os parametros experimentais correspondentes a cada ensaio
do planejamento. Foram realizadas triplicatas para cada experimento e a respectiva
média foi colocada nas colunas Y de resposta. Por meio dos resultados obtidos foi
possivel determinar os coeficientes de regressdo e construir a equacdo que melhor se
ajusta ao modelo estudado, como a seguir:
Y = By + Bix1 + Boxz + Bz 1%z + Byy xi7 + Basxo+ e (Eq.3.4)
Onde os valores das varidveis By, B;. B, Bip, By e B22)<22 sdo os valores gerados do
calculo dos coeficientes de regressdo. Para encontrar os coeficientes de regressdao
utilizou-se o software STATISTICA 7.0 e a porcentagem de variacdo explicada foi
expressa pelo coeficiente de determinagdo R a 5% e a 10 % de significancia
estatistica.
2.8. Definicao das variaveis do processo
Para se iniciar o delineamento experimental, escolheram-se como pontos

centrais os valores antes utilizados quando se trabalhava com a extracdo proposta na

literatura. Para o tempo de extracdo, o ponto central foi baseado em outros estudos
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feitos com ultra-som para diferentes matrizes (WANG et al., 2008; VIORT et al., 2009;

ROSTAGNO, PALMA & BARROSO, 3003). Dessa forma, para otimizar o processo

de extragcdo, escolheram-se como condi¢des centrais do DCCR etanol a 60% (v/v),

temperatura de extragdo de 50 °C e tempo de 20 minutos.

TABELA 3.1 - Varidveis independentes e os valores utilizados na otimizagdo do

processo de extragdo.

Varidveis Independentes Niveis
-a -1 0 +1 +a
(-1,68) (+1,68)
Concentracio de etanol (%) x1 43 50 60 70 77
Temperatura de Extracdo (°C) x2 33 40 50 60 67
Tempo (min) x3 11 15 20 25 29

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados de compostos fendlicos totais, capacidade antioxidante por

DPPH?e e pelo sistema beta caroteno/ 4dcido linoléico foram baseados nas investigacdes

dos efeitos das concentracdoes de etanol, temperatura e tempo de extragdo dos

compostos fendlicos antioxidantes em geleia de uva, sendo essas as varidveis do

delineamento experimental.

A TABELA 3.2 mostra os resultados da extracdo de acordo com o delineamento

fatorial.
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TABELA 3.2: Parametros Experimentais do modelo e Y resposta para os testes de
conteddo de compostos fendlicos totais (Y1), potencial antioxidante por DPPHe (Y2) e

por Beta caroteno/4cido linoléico (Y3):

Fendlicos
Ensaios Etanol Temperatura Terppo Totais (rfl;)]li)l())H/g (mgA];‘,A. (IQ /e
(%) *C) (min) (mg E.Q./g geleia* ) geleia*)
geleia* )
1 -1(50) -1 (40) -1 (15) 46,45 3,12 3,64
2 1 (70) -1 (40) -1 (15) 31,22 1,83 2,18
3 -1(50) 1 (60) -1 (15) 52,54 2,67 5,15
4 1 (70) 1 (60) -1.(15) 40,98 2,57 5,40
5 -1 (50) -1 (40) 1 (25) 49,67 3,14 5,66
6 1 (70) -1 (40) 1(25) 35,76 2,03 5,40
7 -1 (50) 1 (60) 1 (25) 53,95 2,92 5,36
8 1 (70) 1 (60) 1(25) 39,95 1,97 5,42
9 -1,68 (43) 0(50) 0(20) 50,31 3,52 5,27
10 1,68 (77) 0(50) 0(20) 38,51 3,04 3,35
11 0 (60) -1,68 (33) 0(20) 42,41 2,53 4,22
12 0 (60) 1,68 (67) 0(20) 49,93 2,46 5,33
13 0 (60) 0(50) -1,68 (11) 45,76 3,63 5,46
14 0 (60) 0(50) 1,68 (29) 50,01 3,77 4,93
15 0 (60) 0(50) 0(20) 47,87 4,08 5,92
16 0 (60) 0(50) 0(20) 48,26 4,05 5,88
17 0 (60) 0(50) 0(20) 47,48 4,00 5,81
18 0 (60) 0(50) 0(20) 48,28 3,96 5,84

*mg E.Q/ g geleia = miligramas equivalentes em quercetina por gramas de geleia

O maior valor encontrado para o contetido de fendlicos totais (53,95 mg Q.E./g
geleia) foi obtido sob os parametros de concentracdo de etanol a 50%, temperatura de
extracdo a 60°C, durante 25 minutos. Para a capacidade antioxidante por meio do
radical livie DPPHe, o maior valor obtido (4,08 mg E.Q/ g geleia) encontra-se nas
condi¢Oes centrais do delineamento experimental. Por ultimo, a acdo antioxidante pelo

sistema beta caroteno/dcido linoléico também se mostrou melhor (5,92 mg E.Q/ g
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geleia) nas condicodes centrais. Sabe-se de outros estudos (ANGELO & JORGE, 2007,
HE, LIU & LIU, 2008) que o método de determinacdo do contetido de fendlicos totais
ndo é um método especifico, por determinar além dos compostos fendlicos
antioxidantes, substincias redutoras presentes no alimento, que podem interferir nos
resultados. Por esse motivo, além do fato de que somente o perfil do delineamento para
essa varidvel dependente difere das outras, s6 foram considerados os dois métodos de
determinac¢do da capacidade antioxidante na discussdo dos resultados.

As analises estatisticas revelam que a varidvel mais relevante (p<0,05), tanto
para o método por DPPHe quanto para o método pelo sistema betacaroteno/ 4cido
linoléico (p<0,10) € a temperatura (TABELA 3.3). Para o caso do método por DPPHe,
as altas concentracdes de etanol (70%) foram responsaveis pelos menores valores de
inibicdo do radical livie DPPHe (1,83 mg E.Q./ g geleia). Para o caso do sistema beta
caroteno/ acido linoléico, altas concentragdes de etanol (acima de 65%) combinadas
com menores tempos de extragdo (ao redor de 15 minutos) conferem os menores
valores (2,18 — 3,35 mg E.Q/ g geleia). Os ensaios a 25 minutos, quando comparados
com os realizados em 15 minutos de extracdo , para o método com beta caroteno/ dcido
linoléico, mostrou que o aumento de tempo da extracdo poderia implicar também em
um aumento da capacidade antioxidante por esse método. O mesmo efeito nio foi
observado pelos resultados com DPPHe.

Foi realizada uma andlise de regressao multipla nos dados experimentais e os
coeficientes do modelo foram avaliados em relacdo as suas significancias. Para o caso

do método por DPPHe os coeficientes significativos foram etanol quadritico e
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temperatura linear e quadrética. O coeficiente de determinacao do modelo foi de 0,845,
o que indica que o modelo representa adequadamente a relagdo entre os parametros
escolhidos. Apesar de haver parametros ndo significativos do modelo, pelo fato de estar
se utilizando o modelo real, ndo se descarta nenhum dos coeficientes para construir a
equacdo para a inibicao de DPPHe (1 DPPH), que é dada a seguir:

I DPPH = -26,8760 + 0,3829E — 0,0039E” + 0,5926T — 0,0067T" + 0,5561t — 0,0095¢
+0,0017 ET - 0,0017 Et - 0,0015 Tt (Eq. 3.5)

A tabela ANOVA (TABELA 3.3) mostra que é possivel tragar as superficies de
resposta para esse delineamento experimental. Apesar do valor de F calculado mostrar
que a falta de ajuste ndo tende a zero, quando comparado com o valor de F tabelado,
nota-se que o erro puro entre as medidas dos pontos centrais é muito pequeno, o que
resulta em um valor muito alto no momento da divisdo. Nesse caso € possivel
considerar que a falta de ajuste tende a zero e € possivel tracar as superficies de
resposta.

TABELA 3.3. ANOVA para o delineamento feito com resposta por meio do método

por DPPHe

Fonte de variacao SQ GL MQ F calc F tab
Regressao 8,125054 9 0,902784 4,846048 3,39
Residuo 1,490342 8 0,186293

Falta de ajuste 1,482 5 0,2963 102,0538 9,01
Erro Puro 0,009 3 0,0029

Total 9,615 17

R*=0,85
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A mesma andlise foi feita para o método pelo sistema beta caroteno/4cido
linoléico. Os coeficientes significativos foram etanol quadratico, temperatura linear e
quadratica, tempo linear e a interacdo tempo e temperatura (p < 0,1). O coeficiente de
determina¢cdo do modelo foi de 0,8122, o que também indica adequada correlacao do
modelo com os resultados experimentais para os parametros escolhidos. A equacao 3.6
representa o modelo real para a acdo antioxidante (AAI) utilizando esse método:

AAI = -29,3425 + 0,4247 E - 0,0053 E* + 0,5099 T - 0,0037 T+ 0,8909 t - 0,0087 t* +
0,0025 ET + 0,0025 Et - 0,00125 Tt (Eq.3.6)

A Tabela ANOVA (TABELA 3.4) para as andlises feitas com Beta-caroteno/ acido
linoléico indica que € possivel tracar as superficies de resposta para a equagdo 3.6,
seguindo o mesmo motivo explicado para o teste de DPPHe.

TABELA 3.4. ANOVA para o delineamento feito com resposta por meio da andlise

feita pelo sistema beta caroteno/ acido linoléico.

Fonte de variacao SQ GL MQ F calc F tab
Regressao 14,260324 9 1,584480427 3,843262 3,39
Residuo 3,298199 8 0,412274857

Falta de ajuste 3,292 5 0,6584 327,7271 9,01
Erro Puro 0,006 3 0,0020

Total 17,559 17

R*=0,81

Para determinar os niveis otimizados das varidveis para a extracdo de compostos
fendlicos da geleia de uva, foram construidas superficies tridimensionais de resposta,
de acordo com as equagdes 3.5 e 3.6. A FIGURA 3.1 mostra o efeito da concentracio
de etanol e a temperatura tanto para a inibi¢do do DPPHe, quanto para a preservacao do

beta-caroteno. Para o método de DPPHe, a extracio se mostrou melhor para
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temperaturas entre 40 e 60 °C, desde que a concentragdo de etanol esteja abaixo de
65%. Para o método de beta caroteno/4dcido linoleico, a extragdo se mostrou pior

quando se utilizou concentra¢des acima de 65% de etanol a temperaturas abaixo de 50

°C,

,
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FIGURA 3.1: Efeito da concentragdo de etanol e da temperatura para a inibicdio do DPPHe (a)
e para a preservacao do beta-caroteno (b).

O efeito da concentragcdo de etanol pelo tempo de extracdo, mostrado na
FIGURA 3.2, demonstrou que a concentracdo de etanol para ambos os métodos foi
mais significativa que o tempo de extra¢do, devendo esta estar entre 45 ¢ 60% tanto

para o método DPPHe quanto para o método beta caroteno/ 4cido linoléico.
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FIGURA 3.2: Efeito da concentracdo de etanol pelo tempo de extracdo para a inibi¢do do
DPPHe (a) e para a preservacao do beta-caroteno (b).

A FIGURA 3.3 ilustra o efeito da temperatura pelo tempo de extracdo em
ambos os métodos. Para o método por DPPHe, a temperatura deve estar entre 40 e
60 °C, independente do tempo de extragdo. J4 para o método pelo sistema beta
caroteno/ dcido linoléico, existe uma faixa de extracdo, que se encontra nos tempos

abaixo de 18 minutos, combinados a temperaturas abaixo de 45 °C, em que a extra¢do é

menos eficiente que as demais.
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FIGURA 3.3: Efeito da temperatura pelo tempo de extracdo para a inibicio do DPPHe (a) e
para a preservacao do beta-caroteno (b).
Por meio dos resultados obtidos e utilizando o modelo, chegou-se a conclusdo

de que a melhor combinagdo para os parametros estdo nas condi¢cdes centrais: 60% de
etanol, a 50 °C e 20 minutos. De acordo com essas condi¢des Gtimas, colocando os
valores nas equacdes de cada método, a resposta maxima obtida para o método com
DPPH?e seria de 4,053 mg E.Q./ g geleia e para o sistema beta caroteno/ acido linoléico
seria de 5,860 mg E.Q./ g geleia. Para comparar o resultado predito pelo modelo com o
resultado real, foi feita uma validagdo, repetindo a extragdo e os métodos antioxidantes
com os parametros otimizados. Os valores médios foram obtidos em triplicata para o
método DPPHe e para o sistema beta caroteno/ dcido linoléico. Para o primeiro, a média
obtida foi de 4,219 + 0,098358. Para o altimo método, a média foi de 5,667 + 0,587

A boa correlacdo entre os resultados obtidos confirmam que o modelo de
superficie de resposta € adequado para ilustrar a otimizagcao dos parametros (TABELA

3.5).

TABELA 3.5: Comparagao entre os resultados obtidos por meio da equacdo do modelo

experimental e na pratica, além do valor obtido utilizando o método padrao.

Condic¢oes Otimas I DPPH (mg E.Q./g geleia) AAI (mg E.Q./ g geleia)
Etanol T Tempo  Método Predito  Experimental Método Predito  Experimental
(%) (°C)  (min) Padrao Padrio
2,39 4,219 3,416 5,667
60 50 20 + 4,053 + + 5,860 +
0,12 0,09 0,22 0,587
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H4 muitos métodos consolidados na literatura para extracdo de compostos fendlicos
em matrizes alimenticias. Dentre eles, o método utilizado por SCHERER & GODOY (2009),
em que eles o utilizam para plantas, foi o método utilizado como método padrdo de
comparacdo entre os resultados obtidos no delineamento experimental, visto que é um
método muito utilizado na literatura para extracdo de compostos fendlicos em vegetais. Esse
método utilizou aliquotas de 20,0 g de amostra e aproximadamente 200 mL de metanol,
com evaporacao a baixa pressao até secura total, para serem ressuspendidas somente no
momento da andlise.

De acordo com os resultados observados para o método DPPHe, houve um
aumento de 70% na extragdo de compostos fendlicos na geleia de uva. Para o sistema
beta caroteno/ 4cido linoléico o aumento foi de 65%. Além do aumento na eficdcia de
extracdo, houve significativa diminuicdo do tempo de extracdo e andlise, que no
método padrao foi de aproximadamente 10 horas, devido ao fato da grande quantidade
de actcar presente na geleia impedir a total secagem do extrato. Esses valores indicam
que a aplicagcdo de ultra-som e temperatura para a extracdo dos compostos fendlicos
antioxidantes em geleia de uva pode diminuir muito o tempo de extragdo, com
resultados muito eficazes. Ao se utilizar o novo método, os tempos totais de extragdo e
andlise ndo ultrapassaram 3 horas. A eficiéncia do ultra-som ja foi explicada por outros
autores (WANG et al., 2008; VIROT et al.,, 2009; ROSTAGNO, PALMA &
BARROSO,2003), que trabalharam com outros tipos de alimentos e também
concluiram que a extracdo por ultra-som consiste em um método mais rdapido e eficaz.

Outros resultados que também vale a pena mencionar € a substituicio por menor
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volume de um solvente menos agressivo, 60 mL etanol, enquanto que no método
padrdao de extragcdo antes utilizado, empregava-se metanol em uma quantidade de 250
mL no total, resultando, portanto, numa diminuicdo significativa de geracdo de residuos
e dos custos de realizacdo da andlise.
4. CONCLUSOES

A utilizacdo do equipamento de ultra-som se mostrou extremamente eficaz para a
extracdo dos compostos em estudo, dentro dos parametros avaliados. Além disso, a
metodologia de superficie de resposta utilizada na extragdo se mostrou um excelente
método para aumentar a eficidcia da extracdo com a otimizacdo das varidveis do
processo, que sdo a concentracdo de etanol a 60%, a temperatura de extracio a 50 °Ce
o tempo de 20 minutos. A varidvel temperatura foi a que apresentou impacto mais
significativo na capacidade antioxidante dos extratos, seguida pela concentracdo de
etanol. O tempo de extracdo foi o que apresentou o menor impacto, sendo necessdria a
utilizacdo deste acima de 18 minutos. Houve aumento significativo da capacidade
antioxidante, nos extratos obtidos pelo sistema de ultra-som, avaliados tanto por DPPHe
(aumento de 70%) quanto pelo método de beta caroteno / 4cido linoléico (aumento de
65%) em relacdo ao método padrdo utilizado. O presente estudo indica também que a
geleia de uva feita com uvas da variedade IAC 138-22 pode ser considerada boa fonte

de compostos fendlicos.
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RESUMO

A geleia de uva, mesmo apds sua fabricagdo, que emprega altas temperaturas, ainda
conserva a forte coloragdo roxa proveniente das antocianinas presentes nas cascas do
fruto. Esses compostos, juntamente com outros compostos fendlicos que podem estar
presentes no alimento, conferem a uva in natura agdo antioxidante elevada, também
contribuindo com beneficios a saide humana. Tais compostos variam em quantidade e
tipos, dependendo de vdrias caracteristicas exdgenas e também da variedade da uva em
questdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antioxidante in vitro de trés
formulacdes diferentes de geleias de uva produzidas com a variedade IAC-138-22
(Mé4ximo), utilizando as cascas residuais do processo com intuito de aumentar esse
potencial. As técnicas colorimétricas utilizadas foram a andlise por meio do radical livre
DPPHe, por meio do sistema beta caroteno/ dcido linoléico, por meio do método FRAP
de reducdo do ion ferro e avaliagdo do conteido de antocianinas totais. Assim,
observando os resultados obtidos, fica evidente que a adicdo de cascas a formulacdo
favorece significativamente o aumento do potencial antioxidante por meio de todos os

métodos analisados.

Palavras-chave: geleia de uva, compostos fendlicos, potencial antioxidante, métodos

colorimétricos
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ABSTRACT

Grape Jam, even after its production, which employs high temperatures, still remains
strong purple color, which comes from the antocyanins in grape skins. Those
compounds, among other phenolic compounds that may be present in the fruit, promote
high antioxidant action to fresh grapes and also contribute with benefits for human
health. In addition, those compounds vary in quantity and types, depending on several
exogenous characteristics and also on each grape variety. The purpose of this work was
to evaluate the in vitro antioxidant potential of three formulations of grape Jam, all
produced with the variety IAC 138-22, differing by the quantity of dried grape skins
added to the formulation, aiming to increase their potential. The colorimetric techniques
used were the analyses through the free radical DPPHe, through the beta-carotene/
linoleic acid system, through the FRAP method of the ion Iron reduction and through the
evaluation of the total antocyanins content. Therefore, observing the results, it is clear
that the addition of dried skin grapes to the formulation favors significantly the increase

of the antioxidant potential through all the methods employed.

Keywords: grape jam, phenolic compounds, antioxidant potential, colorimetric methods
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1. INTRODUCAO

As condi¢des climaticas favordveis para a produciao de uvas no Rio Grande do Sul
fez com que a quantidade total de uvas para processamento aumentasse em 35%, em
2007, em relagdo ao ano anterior, enquanto as uvas destinadas ao consumo in natura
apresentaram decréscimo (MELLO, 2007). Esse dado evidencia a relevancia da pesquisa
voltada para produtos processados e seus residuos. Uma alternativa vidvel para o apro-
veitamento econdmico das frutas in natura é o processamento, por exemplo, na forma de
geleias, que agrega valor ao produto e, quando comparada ao vinho, pode ser consumida
por maior parcela da populagdo, tais como criangas e portadores de doencas (LAGO,
GOMES e SILVA, 2006; MALACRIDA e MOTTA, 2005; ROMERO-PEREZ et al.,
1999; ALBUQUERQUE, NACCO e FARO, 1996). Esse produto também pode ter
funcdo de melhoria nas condicdes de geracdo de renda dos pequenos produtores de uva
(EMBRAPA, 2010), por meio de desenvolvimento de novas formula¢des, com
variedades diferentes, acrescentando apelos de alimentos funcionais, visto que hd
inimeros compostos benéficos a satde nas uvas.

A geleia de uva, mesmo apds sua fabricacdo, que emprega altas temperaturas, ainda
conserva a forte coloragdo roxa proveniente das antocianinas presentes nas cascas do
fruto. Esses compostos, juntamente com outros compostos fendlicos que podem estar
presentes no alimento em questdo, conferem a uva in natura agdo antioxidante elevada,
também contribuindo com beneficios a saide humana. Tais compostos variam em
quantidade e tipos, dependendo de intimeras caracteristicas exdgenas e também da

variedade da uva em questdo. Em seu estudo com geleia de ameixa preta, MOTA (2006)
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relata que o processamento na forma de geleia reduz o teor de antocianinas, porém o
produto pode ser considerado como fonte deste composto devido aos elevados teores
observados, mesmo apds trés meses de armazenamento na presenca de luz e temperatura
média de 20 °C. FALCAO et al. (2007) relatam que o processamento, nio altera
significativamente a quantidade de antocianinas totais e que a temperatura de extracio
das antocianinas acima de 70 °C auxilia na sua transferéncia para o mosto que € utilizado
para a fabricacao de geleia.

Hé trabalhos que relacionam a capacidade antioxidante com a quantidade de
compostos fendlicos totais e antocianinas (ISHIGE, SCHUBERT e SAGARA, 2001;
ROBERTS e GORDON, 2003; PINELO et al., 2004) e, para tanto, existem muitos
métodos para avaliar a atividade antioxidante, podendo ser in vitro ou in vivo
(ANTOLOLOVICH et al., 2002; CINTRA e MANCINI-FILHO, 1992). KUSKOSKI et
al. (2005) relataram grande relacdo entre a quantidade de fendlicos totais e a acdo
antioxidante entre os métodos por radicais livies DPPHe e ABTS em polpas de frutas. A
determina¢do da atividade de um antioxidante frente a radicais livres consiste em uma
das estratégias mais utilizadas para afericdes in vitro. Nesses métodos a perda de cor do
radical livre ocorre de forma proporcional com a concentragdao de compostos fendlicos na
amostra (ARENA, FALLICO e MACCARONE, 2001). A diversidade de métodos
colorimétricos para avaliagdo do potencial antioxidante se deve ao fato de se tratar de
substratos muito complexos, cujo conteido de dezenas de compostos apresenta

diferentes grupos funcionais, polaridades e comportamento quimico.
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Diversos compostos croméforos como ABTS, DPPH, DPMO e FRAP, sio
utilizados para determinar a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos presentes
em frutos baseando-se na captura dos radicais livres gerados, operando, dessa forma,
contra os efeitos prejudiciais dos processos de oxidacdo que levam a formagdo de
espécies reativas do oxigénio (EROS) (HERTOG, HOLLMAN e KATAN, 1992;
ARNOUS, MAKRRIS e KEFALAS, 2002; SELLAPPANS, AKOH e KREWER, 2002).
Outros métodos, tais como o sistema beta-caroteno/dcido linoleico, apresentam
mecanismo de co-oxidacdo, ou seja, se oxidando preferencialmente aos compostos
presentes no sistema.

O método DPPH’ é um dos mais utilizados entre os métodos quimicos aplicados para
determinar a capacidade de um composto em capturar radicais livres, por ser considerado
pratico, rapido e estdvel (ESPIN et al., 2000). O DPPHe (1,1-difenil-2-pictrazil) é um
radical livre estidvel devido A possibilidade de deslocamento de seus elétrons na
molécula. Esse deslocamento confere a ele uma intensa coloracdo purpura, com
comprimento de onda de absor¢cdo ao redor de 520 nm (SZABO et al., 2006). Nesse
método, o antioxidante reage com o radical DPPHe, doando a ele um &atomo de
hidrogénio e convertendo-o em sua forma reduzida (DPPH-H). Nesta reagdo, a solugdo
metandlica de DPPHe, inicialmente de coloragdo violeta intensa, torna-se amarelada e o
grau deste descoramento indica a habilidade do antioxidante em seqiiestrar o radical
livre. (BRAND-WILLIANS et al., 1995; HUANG e PRIOR, 2005).

O funcionamento do método FRAP (Ferric Ability Reducing of Plasma) trata-se

do fato de que em um meio a baixo pH o composto antioxidante é capaz doar um elétron
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ao complexo ion Ferro 3" - TPTZ, reduzindo-o a Fe2* - TPTZ, o que resulta em uma
colora¢do azul intensa, com absorbancia ao redor de 593nm(BENZIE & STRAIN, 1996).

O método de oxidagdo do beta-caroteno/dcido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacao do 4cido linoléico. O método
estd fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloragdo (oxidacao) do
beta-caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do &cido linoléico
(MARCO, 1968; MILLER, 1971).

Um aspecto também importante a se considerar € que os pigmentos presentes nas
uvas vermelhas, as antocianinas, pertencem ao grupo de flavondides e apresentam
capacidade antioxidante. Sdo pigmentos soliveis em dgua, amplamente difundidas no
reino vegetal e conferem as varias nuances de cores variando entre laranja, vermelha e
azul, encontradas em frutas, vegetais, flores, folhas e raizes. Em alguns frutos as
antocianinas estdo localizadas principalmente na pelicula, como € o caso da ameixa e
uva, € em outros este pigmento encontra-se distribuido em todo o fruto (GIUSTI &
WROLSTAD, 2001). Sendo assim, torna-se de fundamental importancia analisar o
conteddo de antocianinas totais na geleia de uva, pois pode haver correlacio direta entre
a capacidade antioxidante e a presenca desses flavondides no produto.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar a capacidade antioxidante das trés
formulacdes de geleia de uva preparadas em planta piloto para avaliar a adi¢dao de cascas
desse fruto com intuito de obter maiores propriedades antioxidantes e, por conseqiiéncia,

benéficas, durante a ingestao do produto.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Reagentes

O etanol, metanol e &acido acético utilizados foram da marca J.T.Baker, grau
cromatogréfico, o cloroférmioe o dcido cloridrico foram da marca Alkimia, grau P.A. e
a dgua utilizada foi purificada por meio do sistema Direct-Q 3 UV (Millipore
Corporation, France). O reagente Folin Ciocalteau foi adquirido da marca Fukla. . Os
reagentes DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), beta-caroteno, &cido linoléico,
Tween 20, cloreto férrico, TPTZ, cloreto de potdssio e acetato de sédio foram

fornecidos pela Sigma-Aldrich do Brasil.

2.1. Produciao e Extracao de Geleia
Foram produzidas trés formulagdes de geleias, sendo a primeira sem casca (F1), a
segunda (F2) com 3% em massa de cascas secas e a diltima com 6% em massa de cascas
secas (F3). O método de produgdo esta descrito no capitulo 2 desta dissertacao.
As extragdes dos compostos fendlicos das formulagdes de geleia foram realizadas
de acordo com o método por ultra-som validado no capitulo 3 desta dissertacao.
2.2 Atividade antioxidante.
2.2.1. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO
RADICAL LIVRE DPPHe
O método utilizado foi baseado na metodologia de SCHERER & GODOY (2009).
Foi preparada uma solu¢cdo de DPPHe a 0,039 mg/mL, de forma a apresentar absorbancia

em 517 nm ao redor de 1,000. As determinacdes foram realizadas adicionando-se em
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cada tubo de ensaio 3.9 mL da solu¢do de DPPHe e 100 pL de extrato da amostra, ou o
mesmo volume da solucdo utilizada para extrair as amostras, com o objetivo de se obter
uma solucg@o controle. As leituras das absorbancias foram realizadas ap6s 90 minutos de
reacdo, a temperatura ambiente, na auséncia de luz. As andlises foram realizadas em
triplicatas.

O decaimento da absorbancia das amostras (A) foi correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle (C), resultando na porcentagem de inibicdo do radical livre

DPPHe (I DPPH), que pode ser expressa por meio da Equacao 4.1:

— %
IDPPH(%) = w (Eq. 4.1)

Os resultados foram comparados com uma curva padrdo de &cido gélico e
expressos em miligrama equivalente de 4dcido gélico por grama de amostra (mg GAE/g).

2.2.2. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO

SISTEMA BETA-CAROTENO/ ACIDO LINOLEICO

Esse método foi baseado no método utilizado por DASTMALCHI et al, 2008.

Para o preparo da mistura reativa, adicionou-se 20 pL. de acido linoléico, 200 mg de

Tween 20, 1 mg de B-caroteno, previamente diluido em 5 mL de cloroférmio, sendo tudo

colocado em um baldo redondo préprio para roto-evaporador. Posteriormente, a mistura

foi submetida a completa evaporacdo do cloroférmio em roto-evaporador. A esta mistura

isenta de cloroférmio, adicionou-se 50 mL de 4gua destilada, e agitou-se vigorosamente.
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Ap6s o preparo da mistura, adicionou-se 6 mL dela em cada tubo contendo 50 pL do
extrato de geleia e de solucao de etanol a 50% para o controle. Apds o preparo, mediu-se
a absorbancia (Abs 0) de todos os tubos, de modo a sempre estarem entre 0.600 e 0.700
em comprimento 470 nm.

Os tubos foram incubados em banho-maria a 50°C por 2 horas, para acelerar as
reacOes de oxidacao e iniciar o descoramento do -caroteno. As andlises foram realizadas
em triplicatas e foi feita uma curva linear com padrao de composto fendlico. Os
resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo da oxidagcdao (AAI), que foi
calculada em relacdo ao decaimento da absorbancia do controle com a queda da
absorbancia das amostras (Aam) por meio da Equacao 4.2:

(Abs, — Abs,,,)
(Abs, — Abs,,,)

AAI (%) =(1- e ) #1000 (Eq.4.2)

controle
Além da equacdo, foi construida uma curva com o padrdo Quercetina, um
flavondide encontrado em uvas, de acordo com a literatura, € os resultados foram
expressos em miligramas equivalentes de Quercetina por grama de amostra (mg Q.E./g).
2.2.3. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO
METODO FRAP

A andlise da capacidade antioxidante por FRAP é um método baseado na
capacidade de reducdo do ion ferro, que passa de Fe’* a Fe’* (BENZI & STRAIN, 1996).
Em meio 4cido, o complexo férrico tripiridiltriazina (TPTZ) é reduzido ao ferroso,

mudando sua coloragdo para azul na presenca de um antioxidante.
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Primeiramente, foi preparado o reagente FRAP, que se constituiu de 25 mL de
tampao acetato, a concentracao de 300. 10 “mol. L, juntamente com 2,5mL da solugédo
de TPTZ em 4&cido cloridrico, a uma concentracdo de 1 . 10 Jmol. L ! e finalmente
acrescentou-se 2,5 mL de cloreto férrico, a concentragdo de 20. 10 “mol. L L.

O reagente FRAP foi colocado para reagir com as amostra na propor¢do de 600
puL deste para 80 pL de extrato de amostra, em um tubo de ensaio. O sistema foi levado
em banho-maria por 15 minutos, a 37°C, seguido de resfriamento e leitura da
absorbancia. Os valores de absorbancia foram medidos a 593 nm e entdo foram inseridos
na equacdo da curva de calibracdo feita com &4cido gélico, a diferentes concentracdes
conhecidas. Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de dcido gélico

por grama de geleia (GAE/g geleia).

2.2.4. CONTEUDO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

O conteddo de antocianinas totais foi determinado pelo método da diferenca de
pH (GIUSTI & WROSLTAD, 2001), em que se dissolve em dois sistemas tampao:
cloreto de potéssio pH 1.0 (0.025M) e acetato de sodio pH 4,5 (0.4M).

Primeiramente o volume de solug¢do tampado a pH 1,0 foi adicionado a 0,2mL de
extrato da amostra, em quantidade suficiente para se obter densidade Optica na faixa de
1,000-1,200, a 510 nm. Apds chegar nessa faixa de absorbancia, foi realizado um calculo
do fator de diluicio (FD) da amostra pela solu¢do tampdo, que foi posteriormente

utilizado nos calculos.
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As medidas de absorbancia foram feitas nos médximos de absor¢cdo de cada
amostra na regido visivel e a 700 nm. A absorbancia foi calculada a partir da equacao:
A = (Amax. vis = A700nm)pH1,0 = (Amax vis — A700nm)pH4,5- (Eq. 4.3)
A concentragdo de pigmentos monoméricos no extrato foi calculada e representada em
cianidina-3-glicosideo.

Antocianinas(mg.100g ™) = Ax PA/(I:XI;)D x100 (Eq.44)

onde: A = absorbancia; PM = peso molecular; FD = fator de dilui¢cdo e e = absortividade
molar.
A determinacdo de antocianinas foi obtida com base no volume de extrato € no peso da
amostra (mgl00g™") e, calculada aplicando valores de PM: 4492 e [1:26900, que
correspondem a cianidina 3-glicosideo.

2.2.5. ANALISE ESTATISTICA

Foram feitas andlises estatisticas para avaliar se os resultados se diferiam entre si. O
software utilizado foi o STATISTICA 7.0, utilizando a func@o do teste t-student para

varidveis independentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise do Potencial Antioxidante
3.1.1. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO
RADICAL LIVRE DPPHe
As andlises foram realizadas nas trés formulagdes de geleia e comparadas com o
padrao de 4acido gdlico, cuja curva padrdao foi construida utilizando-se o mesmo
procedimento operacional feito para as amostras e que estd apresentada na figura 4.1. A

tabela a 4.1 mostra os resultados obtidos por formulagao:

Curva padrio de Acido Galico para o método de DPPH
100

20
50
70
50
50
40

1 DPPH (')

30

20
10

o 0.0005 0.001 0.0015 0.002 0.0025 0.003
concentragao (mg/mL)

FIGURA 4.1. Grifico da andlise do potencial antioxidante método DPPHpe, feita para o padrio de
Acido gilico.

TABELA 4.1. Resultados da andlise do potencial antioxidante por meio do método pelo
radical livre DPPH:

F1* F2%% F3#**
Massa (g) 2,684 £ 0,67 2,634 +£0,19 2,583 £ 0,033
Concentra¢do inicial
(mg/mL) 26,022 +£0,71 26,343 £ 1,94 25,830 £ 0,33
Concentracdo no tubo
(mg/mL) 0,650 £ 0,018 0,659 + 0,049 0,646 + 0,008
Absorbancia (517 nm) 0,892 0,02 0,669 + 0,07 0,450 £ 0,03
(mg GAE/g) 0,659 + 0,08" 1,542 +£0,243" 2,627 + 0,129 ¢

*= geleia de uva produzida sem adi¢@o de cascas secas;
**=geleia de uva produzida com adi¢do de 3% em massa de cascas de uva secas;
***= geleia de uva produzida com adi¢do de 6% em massa de cascas de uva secas
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Por meio dos resultados, nota-se que as trés formulacdes sdo significativamente
diferentes entre si, a p < 0,05, sendo a formulagdo sem casca a que apresenta menor
potencial antioxidante e esse valor crescente conforme houve aumento da adi¢do de
casca. Um dado interessante é que o aumento do potencial, quando avaliado por DPPHe
¢ bem mais evidente do que o aumento no conteido de fendlicos totais, cujos resultados
estdo no CAPITULO 2 desta dissertacdo. Entre a formulacdo F1, sem adi¢cdo de casca, e
a F2, o aumento do potencial foi de 130%. Quando se compara o potencial de F3 em
relacdo a F2, houve aumento de 70%. Porém, assim como os resultados do conteddo de
fendlicos totais, a andlise por DPPHe, mostra que o aumento do potencial ndo € linear, o
que também desencoraja a insercao de maior porcentagem de casca na formulacio de

geleia.

3.1.2. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO SISTEMA
BETA-CAROTENO/ ACIDO LINOLEICO

As andlises realizadas por esse método, para as trés formulacdes, estdo mostradas
na tabela 4.2. Os resultados foram comparados com a curva padrdo que foi construida
para o flavondide quercetina, cuja equagdo estd mostrada na figura 4.2. Nao foi possivel
obter experimentalmente, nas condi¢des do laboratério, uma curva padrdao de &cido

gdlico para este teste em questao.
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FIGURA 4.2. Grifico da andlise do potencial antioxidante pelo sistema beta-caroteno/acido
linoléico, feita para o padrdo de Quercetina.

TABELA 4.2. Resultados da andlise do potencial antioxidante por meio do sistema beta-
caroteno/ dcido linoléico:

F1 F2 F3
Massa (g) 2,684 £ 0,67 2,634 +£0,19 2,583 £ 0,033
Concentragdo inicial
(mg/mL) 26,022 £0,71 26,343 +1,94 25,830 £ 0,33
Concentracdo no tubo
(mg/mL) 0,650 £ 0,018 0,659 + 0,049 0,646 + 0,008
% AA 14,337 £ 0,422 15,606 + 0,917 23,102 £ 0,759
(mg Q.E./g) 25,70 + 3,43° 36,93+7,22" 89,024+ 5,99 ¢

*= geleia de uva produzida sem adi¢@o de cascas secas;
**=geleia de uva produzida com adi¢do de 3% em massa de cascas de uva secas;
***= geleia de uva produzida com adi¢do de 6% em massa de cascas de uva secas

Os resultados na tabela mostram o mesmo perfil das anélises feitas com o radical
livie DPPHe, ou seja, a adi¢ao de cascas secas a formulacdo de geleia de uva contribuiu
significativamente para o aumento do potencial antioxidante. Porém, na andlise pelo
sistema beta-caroteno/dcido linoléico em particular, a porcentagem de aumento do
potencial foi bem maior quando se dobrou a quantidade de casca no produto. Esse fato
leva a algumas suposi¢des, como, por exemplo, o fato dos compostos fendlicos presentes

nas cascas terem maior acdo antioxidante quando atuam sob a forma de doadores de
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hidrogénio para estabilizar os hidroperéxidos gerados, do que sob a forma de doadores
de elétrons.
3.2.3. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO
FRAP
As andlises realizadas pelo método FRAP foram conduzidas comparando-se os
resultados com a curva padrio que foi construida para o Acido gilico, cujo grifico é

apresentado na FIGURA 4.3. Os resultados para as trés formulagdes estao listados na

TABELA 4.3.
14 Curva Padrao para o Acido Gaiico para o método FRAP
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FIGURA 4.3. Grifico da anlise pelo método FRAP feita com o padrio de Acido gélico.
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TABELA 4.3. Avaliacdo do potencial antioxidante das formula¢des de geleia realizado

pelo método FRAP.

F1 F2 F3
Massa (g) 2,684 + 0,67 2,634 +0,19 2,583 + 0,033
Concentracdo inicial (mg/mL) 26,022 £0,71 26,343 £ 1,94 25,830 £0,33
Concentracdo no tubo (mg/mL) 3,061 = 0,08 3,099 + 0,23 3,039+ 0,039
Absorbancia (593nm) 0,153 £0,015 0,336 + 0,030 0,557 £ 0,051
(mg GAE/g) 2,327 £ 0,255 5,158 + 0,628 " 7,990 + 0,377 ¢

*= geleia de uva produzida sem adi¢@o de cascas secas;
**=geleia de uva produzida com adi¢do de 3% em massa de cascas de uva secas;
***= geleia de uva produzida com adi¢do de 6% em massa de cascas de uva secas

Por meio dos resultados da avaliacdo do potencial antioxidante analisada pelo
método FRAP, nota-se que houve diferenca significativa entre as formulacdes de geleia
de uva (p<0,05). A formulacdo F2 apresentou aumento muito maior do potencial
antioxidante em relagdo a formulacdo F1 (120%) do que a formulacdo F3 comparada a
F2 (55%). Nesse caso, os resultados seguiram o mesmo ocorrido para a andlise feita por
DPPHe, em que a adicdo do dobro de cascas a formulacdo ndo aumenta seu potencial
antioxidante tanto quanto o mesmo foi aumentado ao se adicionar a primeira

porcentagem de cascas.

3.2.4. CONTEUDO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

Essa andlise foi feita para quantificar o aumento do contetido de antocianinas
totais quando se adicionou cascas secas as formulacdes de geleias. Primeiramente foi
feita uma varredura de comprimento de onda, com o intuito de avaliar qual o0 maximo

comprimento de absor¢do de cada geleia. Entdo se chegou a conclusdo de que todos eram
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muito proximos e ao redor de 543 nm, que é o comprimento de onda padrdo para este
ensaio. Assim este valor foi adotado para todas as medidas do ensaio. A medida de
absorbancia a 700 nm se faz necessdria para subtrair todos os compostos presentes no
extrato que apresentam cor, mas que nao sio antocianinas.

Para este ensaio ndo se utilizou um padrdo de antocianina com finalidade de
comparar concentracdes equivalentes, devido ao fato de se tratar de padrdes
extremamente caros. A TABELA 4.4 a seguir mostra os resultados obtidos para as

amostras de geleia.

TABELA 4.4. Resultados obtidos por meio da avaliagdo do conteido de antocianinas
totais nas formulagdes de geleias.

F1 F2 F3
Absorbéncia (543 nm) cloreto de potdssio 0,994 + 0,011 0,840 + 0,047 0,660 + 0,091
acetato de sodio 0,229 + 0,025 0,210 £ 0,025 0,105 + 0,006
Absorbéncia (700 nm) cloreto de potdssio 0,014 +£0,0006 0,012 +0,0009 0.007 = 0,0009
acetato de sodio 0,015 +£0,0006 0,027 £0,0010 0,003 + 0,000001
Fator de Diluicao (FD) 1,4 +0,03 2,5+0,06 5+0,08
A 0,766 + 0,0204 0,645 + 0,025 0,566 + 0,009
AM (mg/L) 17,908 + 0,477 * 26,997 +1,04" 47,258 + 0,765 ¢

*= geleia de uva produzida sem adi¢@o de cascas secas;
**=geleia de uva produzida com adi¢do de 3% em massa de cascas de uva secas;
***= geleia de uva produzida com adi¢io de 6% em massa de cascas de uva secas

Por meio dos resultados apresentados na TABELA 4.4, é possivel notar que o
conteddo de antocianinas totais aumenta significativamente (p < 0,05) conforme

aumenta-se a quantidade de cascas secas adicionadas a geleia. Da formulacdo sem casca
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para a F2 houve um aumento de aproximadamente 50%, enquanto que da F2, com 3%
em massa de cascas secas, para a F3, com 6 %, houve aumento de 75%. Esses dados
podem sugerir que, mesmo apds a prensagem dos bagos de uva, em que ha transferéncia
de grande quantidade de antocianinas para a polpa, a maior porcentagem desses
flavondides ainda fica retida nas cascas. Outra suposicdo € de que mesmo apds 0s
tratamentos térmicos de secagem das cascas e de processamento da formulacao de geleia,
ndo sdo suficientes para degradar as antocianinas presentes nas matérias-primas. De
acordo com o estudo feito por NACZK & SHAHIDI (2004), alguns compostos fendlicos
estdo fortemente ligados a parede celular dos vegetais e entdo sdo mais dificeis de serem
removidos e também estdo protegidos pelas fibras. Essa informacdo pode tornar-se
importante, visto que se trata de compostos com potencial antioxidante que podem

conferir seus efeitos benéficos aos consumidores desse derivado que € a geleia de uva.

4. CONCLUSAO

Ap6s a andlise por diferentes métodos de avaliacao do potencial antioxidante in vitro,
observa-se que a adi¢cdo de cascas de uva as formulacdoes de geleia contribui
significativamente com o aumento dos compostos fendlicos antioxidantes e que
considerdveis quantidades destes, mesmo apds os tratamentos térmicos, permanecem no

derivado de uva.
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RESUMO

Os avancos cientificos na area de analise de alimentos trouxeram informagdes mais
consistentes ao consumidor, tornando-o mais exigente na escolha de seus alimentos. No
que tange aos compostos fendlicos antioxidantes, atualmente se faz necessario informar
quais sdo os que estdo presentes em determinado alimento. Seguindo essa tendéncia, a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography-
HPLC) possibilita caracterizagdo desses compostos presentes no alimento. Esse trabalho
visou avaliar os possiveis compostos fendlicos presentes em trés formulacdes de geleia
de uva, sendo uma delas de formulagdo tradicional, a segunda acrescida de 3% em massa
de cascas de uva e a terceira acrescida de 6% em massa das mesmas. Foram escolhidos
sete compostos fendlicos para o estudo em questdo: dcido galico, (-)-epicatequina, (+)-
catequina, miricetina, quercetina, resveratrol e rutina. As condi¢des cromatogréficas
foram: sistema de eluicdo por gradiente de fase movel 4cido orto - fostérico 1% em dgua
(pH=2,5),e acetonitrila, em coluna C-18, detector de arranjo de diodos UV-Vis. O
método foi submetido a processos de validagdo, mostrando boa linearidade e
repetitividade dentro dos limites aceitaveis (< 10%). Os limites de deteccao ficaram entre
0,63 e 1,23 mg.kg'1 e de quantificacdo entre 1,7 e 4,6 mg.kg'1 , dependendo dos
compostos avaliados. Acido gélico, (-) epicatequina, (+) catequina e rutina foram os
compostos, dentre os que foram estudados encontrados em geleia de uva por meio do
método utilizado.

Palavras-chave: compostos fendlicos, HPLC, geleia de uva.
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ABSTRACT

The scientific progresses in the field of food analysis brought more consistent
information to consumers, which drive them more concerned about their food choices.
With respect to antioxidant phenolic compounds, nowadays it is necessary to inform
which of them are presented in each product. Following this trend, High Performance
Liquid Chromatography allows characterization of these compounds This work aimed to
evaluate the major phenolic compounds presented in three formulations of grape jam, as
being one the traditional formulation, the second with addition of 3% weight of grape
skin and the third with addition of 6% weight of the same ingredient. Seven phenolic
compounds were chosen for this study: galic acid, , (-)-epicatechin, (+)-catechin,
myricetin, quercetin, resveratrol and rutin. The chromatographic conditions were:
gradient elution system, with a mobile phase of ortho-phosforic acid 1% in water
(pH=2,5) and acetonitrile, C-18 columm, diode array detector UV-Vis. The method was
subjected to evaluation procedures, thus showing good linearity and repeatability under
the acceptable levels (<10%). The detection limits were between 0,63 and 1,23 mg.kg'1
along with the quantification limits, that were between 1,7 and 4,6 mg.kg'1 . The
recovering rates were between 80 and 109%. Galic Acid, (-) epicatechin, (+) catechin
and rutin were the phenolic compounds, among the ones studied, found in grape Jam
through the developed method.

Key-words: phenolic compounds, HPL, grape jam.
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1. INTRODUCAO

A constante busca pela saude e bem estar leva os consumidores a procurar mais
informagdes a respeito de como se alimentar corretamente e quais sdo os alimentos que
melhor se adequam na promogao de tais beneficios. Dentre os compostos benéficos mais
procurados em um alimento considerado “sauddvel” estdo os antioxidantes, que podem
atuar na prevencdo de determinadas enfermidades como doengas cardiovasculares,
envelhecimento precoce, certos tipos de cancer, dentre outras. Porém, ha uma crescente
tendéncia de querer conhecer mais a fundo quais sdo os compostos, dentre a imensa
gama de antioxidantes existentes, que estdo presentes em determinado alimento.

Apesar das técnicas colorimétricas serem importantes ferramentas de deteccdo in
vitro da presenga de compostos fendlicos, é importante caracterizar compostos fendlicos
de forma individual no alimento. Nesse contexto, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography - HPLC) é a técnica mais
comumente utilizada, podendo estar acoplada a ela detectores como o de arranjo de
diodos (DAD), como o de fluorescéncia ou de espectrometria de massas (MS). A
utilizacdo da HPLC € uma ferramenta que auxilia os mais variados estudos, pois separa
compostos presentes em uma matriz, que podem ser comparados a padrdes para
identificacdio (HAKKINEN et al, 1999; PEREZ-MAGARINO et al, 1999; SCHIEBER et
al, 2001; BIANCO et al, 1997; ANDRADE et al 2001; KALLITHRAKA et al, 2001).

Grande parte dos autores utiliza a caracterizagdo cromatogriafica por HPLC
empregando coluna em fase reversa C18 (RP-HPLC) (BUIARELLI et al 1995; LOPEZ

et al, 2001; ESCARPA & GONZALES, 2000). Este fato pode ser observado por se tratar

111



de uma coluna facilmente utilizdvel para uma gama variada de compostos, relativamente
barata e que suporta ampla variagdo de pH (entre 1,0 a 12,0), facilitando a utilizacdo de
diferentes tipos de solventes como fase mével.

Para detec¢do de compostos fendlicos em uva e seus derivados, utilizam-se diferentes
solventes como fase mével, empregados muitas vezes em um mesmo método de corrida
cromatogrifica em concentragdes que variam com o tempo, sendo a comumente utilizada
elui¢do por gradiente, que pode diminuir significativamente os tempos de corrida. Esses
solventes, que podem ser solugdes-tampao, tais como fosfato ou acetato, metanol, dgua
ou acetonitrila, atuam aumentando ou diminuindo a polaridade do meio, no intuito de
melhorar a separacio entre os compostos (ALEN-RUIZ et al., 2009; BAER et al.,2008;
MEZADRI et al., 2008; MASA & VILANOVA, 2008; GARCIA-FALCON et al., 2007;
GURBUZ et al.,2007; PEREZ-LAMELA et al., 2007; MASA et al., 2007; VALENTAO
et al. 2007; LOPEZ et al., 2001;ESCARPA & GONZALEZ, 2000; ESCARPA et al.,
2000).

Em se tratando de detectores, o mais frequentemente utilizado para deteccdo de
compostos fendlicos € o DAD, por tratar-se de um equipamento que pode realizar
varredura em um amplo espectro de comprimentos de onda, compativel com a grande
variedade de moléculas que sdo os compostos fendlicos (MEZADRI et al., 2008).
Apesar disso, o detector por fluorescéncia também pode beneficiar a identificacdo de
compostos fendlicos durante a separacio cromatografica. GOMES-ALONSO et al.
(2007) compararam o detector DAD o detector por fluorescéncia para compostos

fendlicos e notaram que o dltimo pode promover a diminui¢do do limite de quantificacdo
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de alguns compostos como as catequinas e evitar a interferéncia causada entre alguns
compostos fendlicos presentes.

Ainda que se compare o tempo de retencdo e o espectro de absor¢do de cada
composto com 0s seus respectivos padrdes, quando se acopla o HPLC ao MS este se
torna a melhor ferramenta utilizada na confirmacdo de compostos. Ele dispensa a
necessidade de padrdes, que em sua maioria s@0 muito caros, apresentam limites de
deteccdo menores que os demais detectores e auxilia na deteccdo de compostos que
coeluiram por meio das diferentes razdoes massa/carga (m/z) apresentadas (GUERRERO
et al., 2009; DOWNEY & ROCHFORT, 2008; KOHLER et al., 2008; MCCALLUM et
al., 2007; BRAVO et al., 2006). A grande desvantagem desse detector € que ele custa
muito mais caro que o proprio equipamento HPLC, o que faz com que a maioria dos
trabalhos encontrados na literatura ainda esteja com detec¢do por DAD.

O presente trabalho visou desenvolver um método de separacdo para identificar e
quantificar os compostos fendlicos majoritdrios presentes em trés formulacdes de geleia
de uva produzida com a variedade IAC 138-22, sendo uma delas de formulacdo
tradicional, a segunda com adi¢@o de 3% de cascas de uvas secas e a terceira com adi¢ao

de 6% das mesmas.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Os solventes: etanol, metanol e acetonitrila, todos com grau cromatografico, foram
utilizados da marca J.T.Baker. O Acido orto-fosférico foi utilizado da marca MERCK .
Os padrdes cromatogréficos: acido gélico, (-)-epicatequina, (+)-catequina, miricetina,
quercetina, resveratrol e rutina foram obtidos pela Sigma — Aldrich do Brasil. A dgua
utilizada nos experimentos foi purificada pelo sistema Mili-Q (Millipore Corporation).
As solugdes de padrdes foram preparadas em metanol e mantidas a -10°C, ao abrigo da
luz.

2.2, Extracao das Amostras

As amostras utilizadas no método proposto foram as trés formulacdes de geléia de
uva com a Variedade TAC 138-22, sendo a primeira de formulacdo tradicional (F1), a
segunda acrescida de 3% em massa de cascas de uva secas (F2) e a terceira acrescida de
6% em massa das mesmas cascas (F3). As geléias foram extraidas conforme o ensaio
proposto no capitulo 3 desta dissertacdo, tendo posteriormente o solvente evaporado em
roto-evaporador até a secura e ressuspendidas em 1 mL de metanol, seguido de filtracdo
em filtro de poros 0,45 pum, antes da injecdo no HPLC. Cada formulacdo sofreu 3
extracOoes e cada extrato foi injetado 3 vezes. Para o célculo da recuperacdo o
procedimento foi 0 mesmo, porém adicionando os padrdes em concentragdes conhecidas

em uma geleia de abacaxi, previamente as extragdes.
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2.3. Equipamento e Condi¢oes Cromatograficas

Foi utilizado um equipamento da marca Varian 1050 com injetor manual, al¢a de
amostragem de 20 pLL e bomba terndria, acoplado a um detector de arranjo de diodos
(UV-Vis) da marca Agilent G1315B. A coluna cromatografica utilizada foi do tipo fase
reversa, C-18 (250 mm x 4,5 mm) da marca Waters, Spherisorb ODS e pré-coluna com o
mesmo recheio e didmetro da coluna. O método cromatografico foi baseado em Bravo et
al. (2006), e sobre ele foram feitas as modificacdes. A fase mdvel constituiu-se em acido
orto-fosférico a 1% em &dgua (A) e Acetonitrila (B). O gradiente de eluicdo iniciou-se
com 90% de “A” em um fluxo de 0,5 mL.min"'. Essa condi¢do foi mantida por 5
minutos. Entre 5 e 40 minutos a concentragdo de “A”passou para 60% . Entre 40 e 45
minutos houve o aumento da porcentagem de “A” para 90% e essa condi¢do foi mantida
até 50 minutos, quando a corrida chagava ao fim. A detec¢do de todos os compostos foi
realizada a comprimento de onda 210 nm.

24. Metodologia de Validacao

A seletividade do método foi avaliada por meio dos espectros obtidos pelo detector
DAD. Para avaliar a faixa linear de trabalho, foram construidas curvas de calibracdo para
cada um dos padrdes utilizados no experimento, incluindo concentragdes entre 1 mg.L™" e
14 mg.L"". A repetitividade do método foi avaliada em dois niveis de concentragdo (4 ¢ 8
mg.L™") em 10 injecdes de cada nivel.A precisdo intermedidria foi avaliada comparando-
se curvas analiticas feitas em trés dias diferentes. Os limites de deteccdo (LD) e de
quantificagdo (LQ) foram calculados dividindo-se o desvio padrdao pelo coeficiente

angular da curva analitica, para cada um dos padrdes. Esse resultado foi multiplicado por
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3,3 para o LD e por 10 para obter o LQ (Ribani et al., 2004). A recuperacao (Rec) foi
avaliada em dois niveis de concentracdo (4 e 10 mg.L'l), calculada de acordo com a
Equacao 5.1.

Er=Ct oo
" (Eq.5.1)

Rec (%) =
Onde: Cf = concentracio obtida na amostra apds a extracao fortificada;

Ci = concentragdo obtida na amostra extraida sem fortificagao;

Ca = concentragdo de padrao adicionada a amostra

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha dos padrdes de compostos fendlicos utilizados no experimento foi feita a
partir de pesquisa bibliografica sobre uva e seus derivados liquidos (vinho e suco), visto
que ha escassez de trabalhos feitos com a geléia da fruta. De acordo com os compostos
mais identificados nessas matrizes, chegou-se que os compostos fendlicos mais
encontrados sdo (+)-catequina, (-)-epicatequina, rutina, miricetina, quercetina,
resveratrol, dcido gélico, além das antocianinas, que ndo serdo abordadas nesse capitulo.

O processo experimental teve inicio com o desenvolvimento do método analitico e
avaliacdo da seletividade para os compostos fendlicos selecionados. Apds todos os
compostos estarem devidamente separados entre si no cromatograma, prosseguiu-se com
a andlise da faixa linear de trabalho, por meio da constru¢do de curvas de calibracdo. As

concentracoes avaliadas ficaram entre 1 e 14 mg.L’l( 1,2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 mg.L’l),
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conferindo resultados satisfatérios devido a obtencdo de R? (coeficiente de correlacdo)
acima de 0,99. Por meio desses resultados, foi possivel calcular LD e LQ para cada um

dos compostos, conforme mostra a TABELA 5.1.

TABELA 5.1. Equacdes das curvas de calibracdo dos compostos, R?, LD e LQ.

Compostos Fendlicos Equacdes da Curva de Calibracio R’ LD LQ
(mg.L") (mgL"

Acido gélico y =165,17x + 43,021 0,9931 0,865 2,621
Epicatequina y =271,33x - 99,605 0,9932 0,980 2,970
Catequina y =279,79x - 29,657 0,9985 0,573 1,735
Rutina y =79,838x - 0,7881 0,9953 0,894 2,709
Miricetina y =240,89x - 40,074 0,9962 0,634 1,921
Resveratrol y =143,3x - 4,6976 0,9911 0,561 1,700
Quercetina y =160,91x - 64,262 0,994 0,821 2,487

Apdés a determinacdo da faixa linear de trabalho, escolheram-se duas concentragdes
dentro da faixa linear para avaliar a repetitividade (4 e 8 mgL™), injetando cada
concentracdo por 10 vezes consecutivas e verificando o tempo de elui¢do e a drea
conferida. Pode-se observar por meio da TABELA 5.2 e TABELA 5.3 que os desvios
padrdes relativos (DPR) para a concentragio de 4 e 8 mg.L", resultantes da divisdo de
cada desvio padrao pela sua respectiva média, estdo dentro de limites aceitdveis (< 10%)

(Ribani et al., 2004).

TABELA 5.2. Resultados da avalia¢do da repetitividade do método. Desvios Padroes

relativos obtidos para a concentracio 4 mg.L ™.

117



Compostos Fendlicos Tempo (min) Area (mAU)

Média Desvio Padraio DPR (%) Média Desvio Padrao  DPR (%)

Acido gélico 7,86 0,20 2,53 757 54,54 3,53
Epicatequina 19,44 0,47 2,43 1057,37 107,16 5,12
Catequina 23,43 0,38 1,60 1077,23 86,26 3,75
Rutina 30,38 0,28 0,93 329,31 53,03 7,71
Miricetina 36,20 0,44 1,22 906,50 55,37 2,89
Resveratrol 37,75 0,46 1,23 590,13 63,68 5,50
Quercetina 42,09 0,59 1,39 586,87 31,00 2,57

TABELA 5.3. Resultados da avalia¢io da repetitividade do método. Desvios Padroes

relativos obtidos para a concentracio 8 mg.L™.

Compostos Fendlicos Tempo (min) Area (mAU)

Média Desvio Padrao  DPR (%) Média Desvio Padrao  DPR (%)

Acido gélico 7,98 0,20 2,53 1577,10 7,19 0,46
Epicatequina 19,91 0,47 2,43 2091,17 107,16 5,12
Catequina 23,00 0,38 1,60 2269,77 37,61 1,66
Rutina 29,78 0,28 0,93 687,64 53,03 7,71
Miricetina 36,58 0,44 1,22 1913,80 55,37 2,89
Resveratrol 38,05 0,46 1,23 1157,77 63,68 5,50
Quercetina 42,30 0,59 1,39 1204,93 31,00 2,57

Apés realizar os procedimentos de repetitividade, partiu-se para os testes de
recuperacdo dos padrdes de compostos fendlicos estudados em uma geleia livre desses

compostos. Foi utilizada uma geleia de abacaxi de mercado e esta foi submetida a dois
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processos. Primeiramente procedeu-se toda a extragdo conforme descrito no item 2.2
deste capitulo 5. O objetivo desse experimento era se certificar de que a amostra em
questdo estava realmente isenta dos compostos de estudo. Depois disso, outras aliquotas
dessa geleia foram acrescidas dos padrdes em uma concentracio tal que o conjunto final
resultasse em 10 ppm e 4 ppm, homogeneizadas e submetidas a0 mesmo processo de
extracdo. A TABELA 5.4 mostra os resultados das taxas médias de recuperagdo obtidas
para cada padrdo estudado:

TABELA 5.4. Resultados dos testes de recuperacdo feitos em dois niveis e em

triplicata para cada padrdao de composto fendlico do presente estudo.

Compostos Fenoélicos % Recuperagdo (10 ppm) % Recuperagdo (4ppm)
Acido galico 100,20 + 2,67 92,65 +3,34
Epicatequina 83,78 + 7,02 79,57 £ 8,29

Catequina 84,02+ 8,25 80,44 £ 9,53
Rutina 109,68+ 1,47 98,59 + 6,78
Miricetina 94,58+ 72,91 86,97 + 1,00
Resveratrol 89,85+ 13,53 79,86 + 12,20
Quercetina 93,98+ 4,49 89,40 £ 1,31

Os resultados variam ente 80 e 109% de taxa de recuperagdo. Esses valores estdo
dentro dos limites aceitdveis, de acordo com Ribani e colaboradores (2004), o que mostra
que o método utilizado durante a extracdo e separacdo cromatografica foi efetivo para os
compostos de interesse. Em estudos com matrizes liquidas, como vinhos e suco, alguns

autores encontraram semelhante faixas de taxa de recuperacdo para 0S mesmos
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compostos do estudo, ou seja, entre 80 e 110% (GARCIA—FALCON et al.,2007;
DOPICO-GARCIA et al.,2007; CHEN et al., 2001). A excec¢do foi em relagdo ao acido
gélico, cujas taxas foram bem inferiores ao presente estudo devido ao fato de haverem
utilizado a extracdo em fase sélida (SPE) como sendo uma etapa a mais do processo
extrativo. OLIVEIRA (2010) analisou os mesmos flavondides em geléias de outras frutas
e encontrou taxas de recuperacdo entre 70 e 83%. Como foram realizados poucos estudos
com geleia, principalmente de uva, a literatura encontrada ndo dispunha de dados
comparativos tdo proximos quanto os anteriores.

Apés a obtencdo dos dados de taxa de recuperacdo, procedeu-se com Os
experimentos nas formulagdes de geleia de uva IAC 138-22 com o objetivo de identificar
e quantificar os compostos presentes nas amostras. Para cada injecdo, os picos foram
comparados aos padrdes por meio de semelhangas entre tempo de retencao e espectro de
absor¢do. Além das duas informacdes, os padrdoes também eram adicionados aos extratos
para que, caso houvesse aumento da drea do pico de interesse, se confirmasse a presenca
daquele determinado composto. Os resultados estdo expressos na TABELA 5.5, a

seguir:
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TABELA 5.5. Identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos presentes nas trés

diferentes formulagdes de geleia de uva

Compostos Fendlicos Identificados Concentracdo (mg.Kg™")

F1 (0% casca) F2 (3% casca) F3 (6% casca)
Acido gilico 1,78+ 0,10 4,40°+041  6,02°+0,54
Epicatequina 1,64°+0,081  6,09°+037 19,27'+0,72
Catequina 1,395 40,025  6,44"+047 21,96 +1,11
Rutina 6,43 0,27 16,13'+0,87 22,39™ + 1,54

Obs: as letras diferentes para cada composto analisado mostram que os resultados sdo diferentes entre

si (p< 0,05), por composto analisado.

Por meio dos resultados nota-se que, dos sete padroes utilizados no estudo, somente
quatro foram identificados nas amostras. Esse ¢ um fato intrigante, visto que a maioria
dos autores, quando estuda uva e seus derivados como vinho e suco, encontrou os trés
outros compostos. Assim pode ter havido duas possibilidades. A primeira pode ter sido
ao fato desses compostos estarem presentes nas geléias em sua forma glicosilada, como a
rutina, que foi o Unico padrao glicosilado do estudo. Se este for o caso, tanto o espectro
de absorcao quanto o tempo de retencdo serdo diferentes de seus respectivos padrdes
glicosilados. Assim, pelo fato de ndo se saber quais eram e também como o laboratério
nao dispunha dos padrdes na forma glicosilada, ndo foi possivel encontrar tais compostos
nas amostras. Outra possibilidade poderia ser devido a fabricacdo das formulag¢des terem
empregado uma variedade de uva relativamente nova, para a qual ainda ndo hd estudo de
caracterizacdo de seus compostos fendlicos. Assim pode ser que realmente esses
compostos ndo facam parte da variedade em questdo e, portanto, também nao fardo parte

da geleia dessa uva.
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Outra constatacdo possivel de ser feita é a de que houve aumentos significativos da
quantidade de todos os compostos identificados quando se adicionava cascas secas de
uvas as geléias. O que € possivel inferir neste caso € que, ao se prensar os bagos de uva
para extrair a polpa e com ela fabricar a geleia tradicional, maior quantidade dos
compostos ainda permaneceram na casca em detrimento da quantidade que foi
transferida para a polpa.

Curiosamente, ao dobrar a quantidade de casca na formulacdo de geleia, da
formulacao F2 para a F3, o aumento da quantidade de catequina e epicatequina foi maior
que o dobro. A situacdo é contraditoriamente relevante, pois o mesmo perfil ndo ocorreu
para 4cido gdlico e rutina, cujos aumentos foram proporcionais ao aumento ocorrido
entre formulacdo tradicional (F1) e F2. Como suposicdo, podem ter havido outros
compostos que co-eluiram com a catequina e epicatequina e que apresentam o mesmo
espectro de absor¢do, o que aumentou o sinal do pico formado, mas ndo representou
somente os compostos de interesse. Se isso tiver ocorrido, reafirma-se a importancia de
se utilizar um detector como e espectrometro de massas, que poderd diferenciar um
composto do outro pela razdo massa/carga de cada uma das substincias coeluidas.

Outra possivel explicacdo poderia ser que, antes de serem inseridas na fabricacdo, as
cascas foram moidas, mas o resultado da moagem ndo foi peneirado antes delas serem
adicionadas a geleia. Isso poderia ter gerado problemas na homogeneizacao das cascas e
possivelmente ter criado pontos de maior concentracdo das mesmas no produto. Porém
foram realizadas 3 extracdes da mesma formulacdo e também havia triplicatas de

formulacao, ou seja, foram realizadas nove extracdes e vinte e sete injecdes no HPLC,
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com desvios padrdes relativos aceitdveis entre os resultados de uma e outra. Apesar de
todo esse cuidado, talvez ainda houvesse pontos com maior concentracdo de casca que
resultaram em aumento excessivo do conteido de fendlicos na formulaciao F3 em relacdo
a F2. Cabe como sugestdo pulverizar e peneirar as cascas antes de adiciond-las ao

produto com o intuito de avaliar esse aumento tdo maior para os dois flavondides.

4. CONCLUSAO

Foram encontrados nas geléias estudadas d4cido gélico, (-)-epicatequina, (+)-
catequina e rutina por meio do método proposto no estudo. A validagdo do método foi
eficaz, pois ele se mostrou seletivo, linear e preciso. Os coeficientes de correlacdo para
as concentracdes entre 2 e 14 mg.Kg'1 foram acima de 0,99. A repetitividade do método
esteve abaixo de 10%, valor aceito pela literatura e a precisdo, avaliada por meio das
taxas de recuperacdo dos compostos de estudo, foi acima de 80%, dentro dos padrdes
requeridos. A inser¢do de cascas de uva secas a geleia se mostrou uma pratica muito
interessante, visto que hd um significativo aumento de compostos fendlicos estudados,

que sdo conhecidos na literatura como bons agentes antioxidantes.
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CONCLUSAO GERAL

A geleia de uva se mostrou ser um alimento fonte de compostos fendlicos de
acdo antioxidante. A que se ressaltar o fato de que a variedade IAC 138-22,
utilizada no preparo das formulagdes desse estudo conferiu aumento
significativo da capacidade antioxidante in vitro para tal alimento. Assim essa
variedade, que atualmente estd sendo largamente empregada na produgdo de
vinhos no Estado de Sdo Paulo, pode comecar a ter um outro emprego e
aumentar a populacdo de consumidores que possivelmente se beneficiarao dela,
tais como criangas e portadores de doengas hepéticas.

A inser¢do de cascas secas as geleias contribuiu significativamente para o
aumento do potencial antioxidante in vitro das formula¢des. Em relacdo ao fruto
in natura, as geleias de uva tradicionais perderam ao redor de 76% dos
compostos fendlicos originais. Porém, quando se adicionou casca essas perdas
diminuiram, chegando a uma diferenca de 24% entre frutas frescas e geleias.

O estudo de otimizagdo da extracdo de compostos fendlicos teve importincia
fundamental na avaliacdo do potencial antioxidante in vitro das formulagdes
utilizadas, pois aumentou o rendimento dos compostos de interesse em
aproximadamente 65%, com a vantagem de diminuir significativamente o tempo
de anélise (de 10 para 3 horas), além de ter possibilitado a troca do metanol, que
¢ um solvente extremamente toxico, para o etanol, mais ambientalmente correto.
Analisando o potencial antioxidante in vitro por mais de um mecanismo

colorimétrico, pode-se concluir que, para todas as situagdes, a geleia com 6% de
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casca conferia os maiores resultados. Isso mostra que ela apresenta compostos
antioxidantes que atuam nas diferentes maneiras de impedir a oxida¢do do meio.
O método cromatografico utilizado se mostrou eficaz para os compostos
fendlicos utilizados no estudo, visto que ele promoveu boa separacdo entre eles e
proporcionou repetitividade e taxa de recuperacdo dentro dos limites aceitaveis.
Foram encontrados e quantificados os compostos: 4cido gdlico, epicatequina,
catequina e rutina. Os demais compostos apesar de serem comumente
encontrados na literatura para uva e derivados, ndo foram encontrados nesse
estudo, podendo haver varias razdes, entre elas, a possibilidade de estarem
ligados a agucares ou outras substancias que alteram seu tempo de retencdo e

espectro de absor¢do em relacao aos padrdes adotados para o estudo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

* Devido ao curto espago de tempo, nao foram quantificados os compostos fendlicos
das frutas in natura e comparados com as geleias. Mas considero um trabalho
importante, para avaliacdo de qual dos compostos representa a maior perda frente ao
processo.

* As andlises cromatograficas nao foram totalmente conclusivas, pois hd indicios de
que muitos dos compostos fendlicos podem estar glicosilados, o que altera o tempo
de retencdo e o espectro de absor¢ao das substincias em relacdo as respectivas
agliconas. Uma sugestdo seria utilizar o Espectrometro de Massas para tentar
identifica-los por meio de andlise da relacdo massa/carga e dos fragmentos, que
podem atuar como marcadores de cada composto e também para verificar a que tais
compostos estao ligados.

* Nesse trabalho ndo foram identificadas as antocianinas, embora se conheca a sua
importante funcdo em um vegetal como a uva e, consequentemente, para seus
derivados. O motivo € o alto custo dos padrdes deste grupo, que inviabilizou o estudo
no laboratério. Como sugestao fica a identificacdo desses compostos tanto na fruta in
natura, quanto nas geleias.

* Um aspecto muito importante também e avaliar a biodisponibilidade dos compostos
fendlicos presentes nas formulagdes de geleia e também sua acdo antioxidante in
vivo, pois a avaliacdo in vitro, como foi feita nessa disserta¢do, proporciona apenas
resultados comparativos entre as matrizes alimenticias, mas ndo representa

totalmente o efeito dos analitos no corpo humano.
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ANEXO I: Exemplo de Cromatograma dos padroées utilizados para o estudo

DAD1 D, Sig=210,4 Ref=off (GELEIA\GEL00045.D)

Rutipa

. Catequina
Acido Gélico Quercetina

Epicatequina

Resveratrol

T T T T T
0 10 20 30 40 min

Perfil cromatogrifico obtido por meio da andlise dos padrdes de Acido gélico, (-)-
epicatequina, (+)-catequina, rutina, miricetina, resveratrol e quercetina, em concentragiao
de 10 mg.L"'. Equipamento: Varian 1050 com injetor manual, alca de amostragem de
20uL e bomba ternéria, acoplado a um detector de arranjo de diodos (UV-Vis).Coluna:
fase reversa, C-18 ODS (250 mm x 4,5 mm) e pré-coluna com o mesmo recheio e
didmetro da coluna. Fase Mdvel: acido orto-fosfoérico (1% v/v)(A) e Acetonitrila(B), em
fluxo de 0,5mL.min"". Gradiente de eluicdo: de 0 a 5 minutos, 90%A / 10%B; 5 a 40
minutos, rampa de concentragdo até atingir 60%A / 40% B; 40 a 45 minutos, rampa de
concentracdo até atingir 90%A / 10%B. Deteccdo de compostos avaliada em
comprimento de onda 210nm.
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ANEXO II: Exemplo de cromatograma obtido na analise da formulacio de geleia

feita com a variedade IAC 138-22, sem adicao de cascas secas a formulacao.

DAD1 D, Sig=210,4 Ref=off (GELEIA\GEL00029.D)
mAU]

180+ Ceyqui
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E7icatequi
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1001
80
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40

ot
10 15 20 25 30 35 mir

Perfil cromatografico obtido por meio da andlise da formulagao de geleia feita com a
variedade TAC 138-22, sem adicdo de cascas secas a formulacdo. Equipamento: Varian
1050 com injetor manual, alca de amostragem de 20uLL e bomba terndria, acoplado a um
detector de arranjo de diodos (UV-Vis).Coluna: fase reversa, C-18 ODS (250 mm x 4,5
mm) e pré-coluna com o mesmo recheio e diametro da coluna. Fase Movel: 4cido orto-
fosférico (1% v/v)(A) e Acetonitrila(B), em fluxo de 0,5mL.min"'. Gradiente de eluicdo:
de 0 a 5 minutos, 90%A / 10%B; 5 a 40 minutos, rampa de concentracdo até atingir
60%A / 40% B; 40 a 45 minutos, rampa de concentragdo até atingir 90%A / 10%B.
Detec¢ao de compostos avaliada em comprimento de onda 210nm.
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ANEXO III: Exemplo de cromatograma obtido na analise da formulacao de geleia
feita com a variedade IAC 138-22, com adicao de 3% em massa de cascas secas a

formulacao.

DAD1 D, Sig=210,4 Ref=off (GELEIA\GEL00037.D)
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Perfil cromatografico obtido por meio da andlise da formulagao de geleia feita com a
variedade IAC 138-22, com adicdo de 3% em massa de cascas secas a formulacgdo.
Equipamento: Varian 1050 com injetor manual, alga de amostragem de 20uL e bomba
terndria, acoplado a um detector de arranjo de diodos (UV-Vis).Coluna: fase reversa, C-
18 ODS (250 mm x 4,5 mm) e pré-coluna com o mesmo recheio e didmetro da coluna.
Fase Moével: acido orto-fosforico (1% v/v)(A) e Acetonitrila(B), em fluxo de 0,5mL.min"
! Gradiente de eluicao: de 0 a 5 minutos, 90%A / 10%B; 5 a 40 minutos, rampa de
concentracdo até atingir 60%A / 40% B; 40 a 45 minutos, rampa de concentracdo até
atingir 90%A / 10%B. Detec¢do de compostos avaliada em comprimento de onda
210nm.
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ANEXO IV: Exemplo de cromatograma obtido na analise da formulaciao de geleia
feita com a variedade IAC 138-22, com adicao de 6% em massa de cascas secas a

formulacao.

DAD1 D, Sig=210,4 Ref=off (GELEIA\GEL00043.D)

C t/equina
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T T T T T T T
10 15 20 25 30 35 40 min

Perfil cromatografico obtido por meio da andlise da formulacdo de geleia feita com a
variedade IAC 138-22, com adi¢do de 6% em massa de cascas secas a formulacao.
Equipamento: Varian 1050 com injetor manual, algca de amostragem de 20uL e bomba
terndria, acoplado a um detector de arranjo de diodos (UV-Vis).Coluna: fase reversa, C-
18 ODS (250 mm x 4,5 mm) e pré-coluna com o mesmo recheio e didmetro da coluna.
Fase Moével: acido orto-fosforico (1% v/v)(A) e Acetonitrila(B), em fluxo de 0,5mL.min"
! Gradiente de eluicao: de 0 a 5 minutos, 90%A / 10%B; 5 a 40 minutos, rampa de
concentracdo até atingir 60%A / 40% B; 40 a 45 minutos, rampa de concentracdo até

atingir 90%A / 10%B. Detec¢do de compostos avaliada em comprimento de onda
210nm.
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