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APRESENTACAO

Esta Tese esta estruturada na forma de Capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma revisdo
bibliografica sobre os principais aspectos da uva, desde a videira até 0 bagaco da uva, que foi
nosso objeto de estudo, reunindo teorias relevantes e os trabalhos mais recentes acerca da
tematica da geracdo e valorizacdo de subprodutos da agricultura, com destaque para 0s
residuos de uva e seu potencial biotecnoldgico. Para tanto, apresentamos uma vasta pesquisa
sobre a tematica radical livre, peroxidacdo lipidica e antioxidante; incluindo os principais
métodos de avaliagdo da atividade antioxidante in vitro. Buscamos também apresentar os
principais compostos bioativos presentes em espécies vegetais e em seus subprodutos, com
destaque para os polifendis, vitamina C e fibra dietética, incluindo seus principais métodos de
identificacdo e quantificacdo. Por fim, este capitulo traz uma rapida abordagem acerca da
avaliacdo da toxicidade em espécies vegetais. Os resultados desta pesquisa estdo apresentados
nos capitulos seguintes, em formato de artigos cientificos. O segundo capitulo refere-se aos
resultados de um estudo preliminar onde se formulou duas preparagdes alimenticias a partir
do p6 do bagaco de uva e realizou-se teste de aceitacao sensorial e de intencdo de compra; 0s
quais foram formatados conforme as normas da Revista Brasileira de Tecnologia
Agroindustrial. O terceiro capitulo apresenta os resultados das analises fisico-quimica,
nutricional (incluindo alguns compostos bioativos e 0s minerais) além de resultados de anélise
microbioldgica e de toxicidade do p6 de bagaco de uva; os quais foram publicados na Revista
Food Science and Technology. O quarto capitulo apresenta os resultados sobre o perfil
lipidico do bagaco de uva em pd; quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavondides
totais e taninos totais; atividade antioxidante in vitro; estabilidade oxidativa em 6leo vegetal,
além da identificacdo e quantificacdo de polifendis em extratos do bagago de uva; 0s quais
foram formatados conforme as normas da Journal of Agricultural and Food Chemistry.
Apéndice e anexos trazem documentos e outras informagdes relevantes.



RESUMO

Objetivo: Investigar o potencial biotecnologico do bagaco de uva, variedade Benitaka,
cultivada no municipio de S8 Jodo do Piaui, Piaui, por meio de metodologias analiticas
cientificamente reconhecidas, buscando reconhecer os principais grupos de metabdlitos
responsaveis por atividade antioxidante. Metodologia: As uvas (Vitis vinifera L.), variedade
Benitaka, foram resultantes da safra 2011/2012 e coletadas no Polo de Viticultura do
Assentamento Marrecas, no Municipio de Sao Jodo do Piaui/PI e posteriormente higienizadas,
prensadas em despolpadeira para separacdo do bagaco, o qual foi submetido a desidratacdo,
trituracdo, peneiramento e formagdo do bagaco de uva em pd. A partir do bagaco de uva em
po foram realizadas analises da composicdo centesimal, conteddo de minerais, fibra dietética
total, solGvel e insoluvel, determinacdo de Vitamina C, conteldo de antocianinas, perfil de
acidos graxos e investigacdo de sua qualidade microbiologica. Foram também elaborados
extratos a partir de diferentes solventes, os quais foram analisados quanto a toxicidade frente a
Artemia salina sp., contetdo de fendlicos totais, flavondides totais e taninos totais; atividade
antioxidante in vitro pelos métodos de DPPH’ e autooxidagdo do sistema B-caroteno/acido
linoleico; estabilidade oxidativa em dleo de soja e identificacdo e quantificacdo de polifendis
por HPLC-UV. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (n=3) e utilizou-
se 0 programa estatistico SAS® para Analise de Variancia e Teste de Tukey. Adotou-se 0
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Resultados: Os resultados mostraram que no bagago
de uva em pdé a quantidade de fibra dietética total (46,179/100g) se destacou
quantitativamente em relagdo aos carboidratos (29,29/100g), proteinas (8,499/1009) e lipideos
(8,169/100g). O valor energético total encontrado foi de 224Kcal/100g. A fracdo fibra
insoltvel (79%) foi superior a fragdo soluvel (21%). O conteudo de Vitamina C foi de
26,25mg de 4&cido ascérbico/100g e de antocianinas, 131mg/100g. Os minerais ferro
(18,08mg/100g), potéssio (1,40mg/100g), zinco (0,98mg/100g), manganés (0,82mg/100g) e
calcio (0,44mg/100g) estavam presentes em maiores concentracGes. A fracdo lipidica foi
composta principalmente por acido linoleico (89,61%) e o teor de PUFA (89,61%) >MUFA
(21,37%) >SFA (18,46%). O rendimento dos extratos variou de 6,85% a 45,5%, dependendo
do solvente de extracdo, sendo que o menor rendimento foi observado no extrato aceténico e
0 maior no extrato metanolico. O contetdo de fendlicos totais, flavonoides totais e taninos
totais variaram em funcdo do solvente de extracdo. Os extratos etandlico e acetdnico
conseguiram estabilizar o radical DPPH" de forma eficiente, com valores de ECsy de 0,31
pg/mL e 0,39 pg/mL, os quais ndo diferiram estatisticamente dos padrdes quercetina (0,22
pg/mL) e BHT (0,11 pg/mL). Em relacdo a avaliacdo da atividade antioxidante pelo método
de autooxidacdo do sistema B-caroteno/acido linoléico, os extratos agiram de forma similar ao
antioxidante sintético BHT, com médias de ECso de 0.34 pg/mL a 0.36 pg/mL. O extrato
etanolico aumentou a vida de prateleira do 6leo de soja de forma similar ao BHT. O composto
fendlico presente em maior concentracdo foi isoquercitrina (12,94 mg/100g), seguido de
rutina (7,54 mg/100g), quercetina (5,4 mg/100g) e resveratrol (2,5 mg/100g). Concluséo: Os
resultados mostraram que o bagacgo de uva representa uma fonte potencialmente importante de
nutrientes e compostos fendlicos; além de elevado potencial antioxidante, o que contribui para
0 seu elevado valor como um subproduto de frutos, com possibilidades de comercializacdo
como antioxidante natural.

Palavras-chave: Bagaco de uva. Composicdo fisico-quimica. Minerais. Perfil lipidico.
Antocianinas. Polifendis. Espectrofotometria. HPLC-UV. Estabilidade oxidativa.



ABSTRACT

Obijective: To investigate the biotechnological potential of grape pomace from the Benitaka
variety, cultivated in S&o Jodo do Piaui, Piaui, through scientifically recognized analytical
methodologies with the aim of recognizing the major groups of metabolites responsible for
antioxidant activity. Metodology: Samples of grape (Vitis vinifera L.) from the Benitaka
variety were collected from the Vine Complex at Marrecas settlement (2011/2012 harvest
season) in the municipality of S&o Jodo do Piaui, Piaui state. After harvest, the grapes were
cleaned and pressed using an industrial depulper separating the pomace (skin and seeds) and
pulp for the extraction of grape juice. After this extraction, the pomace was dried in an air
circulation oven and was triturated. The powder was then subjected to chemical analysis for
the determination of vitamin C, anthocyanins, minerals, microbiological quality, lipide profile
and toxic potential. Subsequently, from the powder obtained, extractions using different
solvents were performed and the extracts were subjected to toxicological analysis, total
phenolics, total flavonoids, total tannins, antioxidant activity in vitro by DPPH" and
autoxidation system B-carotene/linoleic acid methods, oxidative stability of soybean oil and
identification and quantitation of polyphenols for HPLC-UV. The results were reported as
means and standard deviation (n = 3). Analysis of variance and Tukey's test were conducted
to determine the differences among means, using SAS®. Statistical significance was declared
at P<0.05. Results: The results showed that the powder obtained from grape pomace had an
amount of total dietary fiber (46.17g/100g) which stood out quantitatively compared to the
content of carbohydrate (29.29/100 g), protein (8.49g/100g), and lipids (8.16g/100g). The
total energy was 224Kcal/100g. Insoluble fiber (79%) was higher than the soluble fraction
(21%). The content of vitamin C was 26.25 mg ascorbic acid/100g and anthocyanins were
131mg/100g. The minerals iron (18.08mg/100g), potassium (1.40mg/100g), zinc
(0.98mg/100g), manganese (0.82mg/100g) and calcium (0.44mg/100g) were present at higher
concentrations. The lipid fraction of grape pomace was composed mainly of linoleic acid,
PUFA (89.61%) >MUFA (21.37%) >SFA (18.46%). The extraction yield varied from 6.85%
to 45.5%, depending on the extraction solvent. The lowest yield was found in pomace
extracted with acetone and methanol presented the highest value. The total phenolic content,
total flavonoid and total tannin varied depending on the extraction solvent. The ethanolic and
acetonic extracts of grape pomace interacted with the stable free radical DPPH" efficiently,
with averages 1Cso of 0.31 pg/mL and 0.39 pg/mL; however they did not differ statistically to
values for quercetin (0.22 pg/mL) and BHT (0.11 pg/mL). The extracts efficiently protected
the oxidation of emulsified linoleic acid, with averages 1Cso of 0.34 pg/mL to 0.36 pg/mL;
this was similar to the synthetic antioxidant BHT. Ethanolic extract of grape pomace
increased the induction time of soybean oil with an average of 1Cso ranging from 0.34 pg/mL
to 0.36 pg/mL. The most abundant phenolic compound was isoquercitrin (12.94 mg/100g),
followed by rutin (7.54 mg/100g), quercetin (5.4 mg/100g) and resveratrol (2.5 mg/100g).
Conclusion: The results presented in this study demonstrate that grape pomace from the
Benitaka variety is rich in nutrients and phenolic compounds and showed a high antioxidant
potential, something which contributes to its high value as a fruit byproduct and a fact that
encourages the prospect of its commercialization as a natural antioxidant.

Keywords: Grape pomace. Physicochemical composition. Minerals. Lipide profile.
Anthocyanins. Polyphenols. Spectrophotometry. HPLC-UV. Oxidative stability index.
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INTRODUCAO

O conhecimento do potencial biotecnoldgico de espécies vegetais e seus subprodutos
tém direcionado diversas pesquisas; seja no intuito de obter novas caracteristicas agronémicas
e nutricionais desejaveis nos cultivos de plantas ou visando a identificacdo e quantificacdo de
propriedades antioxidantes e funcionais desejaveis. Além disso, a agroindudstria, de um modo
geral, tém buscado alternativas eficientes para agregar valor a estes subprodutos e minimizar
0 impacto ambiental e aumentar a rentabilidade agroindustrial (PELIZER, PONTINERI e
MORAES, 2007; CARRER, BARBOSA e RAMIRO, 2010; SILVA et al., 2014). Aliado a
estes fatores, a populacdo tém buscado conhecer e adquirir novos produtos alimenticios que
garantam relacdo positiva entre consumo e saude (SOUZA et al., 2012).

Os subprodutos de frutos sd@o compostos presentes principalmente por cascas,
sementes e talos; os quais sdo gerados por diferentes etapas do processo agroindustrial e sdo
comumente desperdicados ou descartados (SILVA et al.,, 2014). Os residuos da uva sdo
compostos principalmente por subprodutos sélidos, como o engago, 0 bagaco e por material
filtrado dos liquidos. Dependendo das condigdes da uva no momento da colheita, os residuos
podem representar 13,5-14,5% do volume total de uvas, podendo chegar a 20% (AHMADI e
ALI SIAHSAR, 2011; DENG, PENNER e ZHAO, 2011; LACHMAN et al, 2013).

Diversos estudos tém demonstrado que os residuos de uva sdo ricos em compostos
bioativos, especialmente polifendis (ROCHENBACH et al., 2007; BOZAN et al., 2008;
ROCHENBACH et al., 2008; ROCHENBACH et al.,, 2011; SANTOS et al., 2011;
LACHMAN et al, 2013) conhecidos por suas propriedades antioxidantes; inibindo ou
retardando reacOes oxidativas, e, por conseguinte, produzindo efeitos benéficos ao organismo
humano, principalmente no que se refere a prevencao e/ou controle de doencas cronicas, tais
como as cardiovasculares, neurolégicas, diabetes e cancer (ROCHENBACH et al., 2007,
AHMADI e ALI SIAHSAR, 2011).

Embora o Estado do Piaui ainda ndo possua tradicdo no cultivo da videira, dados do
Insituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostraram que no periodo de 1990 a
2008 foram registradas areas de cultivo e producdo de uvas em alguns municipios do Piaui
(IBGE, 2010). Dentre esses, o municipio de Sdo Jodo do Piaui, mais precisamente no
Assentamento Marrecas, tem merecido destaque. Trata-se de um projeto piloto que tem como
objetivo incentivar o cultivo da videira européia na regido semiarida do Piaui. Nessa area, séo
cultivados seis hectares irrigados, com as variedades européias ‘Italia’ e ‘Benitaka’, e

produtividade média de 30 t/ha.

Eldina Castro Sousa
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A variedade ‘Benitaka’ (Vitis vinifera L.) origina-se da mutacdo somética da variedade
‘Italia’ e destaca-se pelo intenso desenvolvimento da coloragdo rosada escura, mesmo quando
ainda imatura, em qualquer época do ano (SANTILLO, 2011).

Estudo realizado por Andrade Junior e Colaboradores (2009) indicou que é possivel o
cultivo da videira no Estado do Piaui. Entretanto, os reduzidos valores de precipitacdo
pluviometrica mensal no periodo de maio a outubro indicam a necessidade de irrigagdo dos
vinhedos, como forma de reduzir os efeitos do estresse hidrico no solo sobre a producdo da
cultura. A experiéncia com agricultura irrigada é pioneira para os moradores do Assentamento
Marrecas. Até entdo, a criacdo de caprinos e ovinos era a Unica atividade do local. Desde a
implantacdo do Projeto, toda a agua esta sendo direcionada para a plantacdo através de um
sistema de irrigacdo denominado de micro-aspersao (sistema de irrigacao localizada onde a
agua é aspergida através de microaspersores proximo ao sistema radicular das plantas).

Uma série de pesquisas sobre o potencial antioxidante de residuos de uva tem sido
amplamante relatada. No entanto, sabe-se que 0s constituintes quimicos e seu potencial
antioxidante variam entre as espécies e também é influenciado por fatores como localizacéo
geografica, altitude, clima, disponibilidade hidrica, detre outros. Ndo ha dados cientificos
sobre a composicdo quimica e propriedades funcionais de residuos de uva cultivados no Piaui.
Além disso, outro fator motivador desta pesquisa foi que o cultivo da uva vem sendo cada vez
mais ampliado no Piaui, com perspectivas industrial e comercial, com crescente geracdo de
residuos e destinacdo incorreta desses.

Diante do exposto, esta Tese apresenta um tema relevante, uma vez que a demanda por
antioxidantes naturais € crescente, pois 0s beneficios a salde advindos da substituicdo dos
antioxidantes sintéticos por naturais sdo vastamente relatados na literatura cientifica. Além
disso, a utilizacdo de subprodutos de frutos é de extrema importancia para a diminuicdo dos
impactos negativos gerados pelo acimulo desses residuos na natureza e também como forma
de agregar valor a produtos alimenticios ja amplamente presentes na alimentacdo diéria da
populagdo. Os resultados apresentados nesta Tese garantem uma ampla divulgacdo dos
recursos naturais do Brasil e principalmente do Piaui, um Estado pobre, que necessita cada

vez mais de pesquisas cientificas, investimentos e divulgagdo de suas riquezas naturais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Investigar o potencial biotecnolégico do bagaco de uva, variedade Benitaka, cultivada
no municipio de Sdo Jodo do Piaui, Estado do Piaui, buscando reconhecer os principais

grupos de metabolitos responsaveis por atividade antioxidante.

Objetivos Especificos:

= Elaborar um po6 alimenticio a partir do bagaco de uva (casca e semente) variedade
Benitaka, cultivada no municipio de Sdo Jodo do Piaui, Estado do Piaui.

= Auvaliar a qualidade microbioldgica do bagaco de uva em pé.

= Determinar a composicao fisico-quimica e nutricional do bagago de uva em po.

= Identificar e quantificar os &cidos graxos por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), presentes no bagaco de uva em poé.

» Elaborar extratos com diferentes solventes por extracao a quente em aparelho de Soxhlet, a
partir do bagaco de uva em po.

= Determinar os principais grupos de metabdlitos, por meio de analise fitoquimica qualitativa
nos extratos de bagaco de uva em po.

= Determinar o conteudo de fenolicos totais, taninos totais e flavonoides totais nos extratos
de bagaco de uva em po.

= Auvaliar a atividade antioxidante in vitro em extratos de bagaco de uva em po.

= Avaliar a estabilidade oxidativa em 6leo de soja adicionado de extratos de bagago de uva
em po, pelo método de Rancimat.

= Identificar por Cromatografia em Camada Delgada (CCD), os compostos presentes nos
extratos de bagaco de uva em po.

= Identificar e quantificar por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), os
compostos previamente identificados por CCD.

= Avaliar a toxicidade de extratos de bagaco de uva em pd frente ao micro crustaceo Artemia

salina sp.
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1. AVIDEIRA: DEFINICAO, ORIGEM E CULTIVO

A videira, também conhecida como vite, vinha, vinhal, vinhedo ou parreira, € uma
planta trepadeira com tronco retorcido, ramos flexiveis, folhas grandes e repartidas em cinco
I6bulos pontiagudos, com flores pequenas e de cor branco esverdeado (FIGURA 1). Os frutos
sdo bagas reunidas em cachos, que contém as sementes, variando de cor de acordo com o tipo
de uva, podendo ser encontrada em diferentes tonalidades de verde, rosa, roxa e até mesmo de
preta (COSTA, 2008; ISHIMOTO, 2008).

De acordo com a sua classificagdo boténica, pertence ao reino Plantae, filo
Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, ordem Vitales, familia Vitaceae, género Vitis e contém
inmeras espécies, sendo as mais conhecidas Vitis vinifera, originaria da Asia e Vitis

labrusca, originaria dos Estados Unidos (GRIS, 2010; MACHADO, 2010).
FIGURA 1: Videira da variedade Vitis vinifera L.
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FONTE: Acervo da autora (2010).

O cultivo da videira ou viticultura é uma das atividades mais antigas da civilizacéo,
com evidéncias de seu cultivo na regido do Egito e da Asia, durante o periodo Neolitico (doze
mil a quatro mil anos a.C.). Ha relatos que seu cultivo comecou ha cerca de seis mil a oito mil
anos atras, no Oriente Médio, espalhando-se pela Europa, norte da Africa e América do Norte;
onde seu cultivo proliferou naturalmente nas selvas e foi parte da alimentacdo de nativos
americanos (NATIVIDADE, 2010; DULLIUS, 2012).

No Brasil, a viticultura iniciou-se em 1532, com a chegada dos colonizadores
portugueses. As primeiras videiras teriam sido trazidas pelo portugués Martin Afonso de

Souza, que as plantou em sua Capitania, S&o Vicente. Presume-se que eram vinhas adequadas
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para a producdo de vinho originarias da Espanha e de Portugal (Vitis vinifera). O cultivo teria
se espalhado por outras regides, mas em 1789, um decreto protecionista promulgado por
Portugal proibiu o plantio de uvas, inibindo completamente a producdo e comercializacao de
vinhos no Brasil. Assim, permaneceu como cultura doméstica até o final do século XIX, se
tornando uma atividade comercial a partir do inicio de 1875, por iniciativa dos imigrantes
italianos estabelecidos no Sul do Pais (PINHEIRO, 2008; GRIS, 2010; IBRAVIN, 2010;
DULLIUS, 2012).

As videiras de origem americana, principalmente cultivares de Vitis labrusca, foram
base para o desenvolvimento da vitivinicultura (cultivo da uva destinada a producdo de
vinhos) brasileira; sendo as cultivares “Isabel” como uva para a elaboracdo de vinho e
“Niagara Branca” e “Niagara Rosada” como uvas de mesa. As castas européias (Vitis
vinifera), apesar dos esfor¢os envidados para seu cultivo, ndo tiveram expressdao nos
primérdios da vitivinicultura comercial brasileira devido as perdas causadas pela incidéncia
de doencas fungicas, especialmente pelo mildio ou bolor (Plasmopara viticola) e pela
antracnose (Elsinoe ampelina). Com o advento dos fungicidas sintéticos, efetivos no controle
destas doencas, a partir de meados do século XX, as videiras européias ganharam expressao
com o cultivo de uvas para vinho no estado do Rio Grande do Sul e com a difusdo da uva
“Italia”, especialmente no estado de S&o Paulo (ISHIMOTO, 2008; IBRAVIN, 2010; MAIA
etal., 2013).

Desde seu inicio, até a década de 1960, a viticultura brasileira ficou restrito as regides
Sul e Sudeste, mantendo as caracteristicas de cultura de clima temperado, com um ciclo
vegetativo anual e um periodo de repouso, definido pela ocorréncia de baixas temperaturas
dos meses de inverno. Por volta da década de 1980, o cultivo da uva “Italia” foi levado, com
sucesso, para a regido semiarida do Vale do Submédio do Sao Francisco (representada pelos
estados de Pernambuco e Bahia), marcando o inicio da viticultura tropical no Brasil
(PINHEIRO, 2008; IBRAVIN, 2010; CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011,
DULLIUS, 2012).

Sempre com base na uva “Italia”, a viticultura tropical expandiu-se rapidamente, com
a consolidagdo do P6lo do Norte do Parana, na década de 1970, e dos Polos do Noroeste de
Sdo Paulo e do Norte de Minas Gerais na década seguinte. A partir de 1990, surgiram
diversos novos polos viticolas, alguns voltados a producdo de uvas de mesa, outros
direcionados a producdo de uvas para a elabora¢do de vinho e suco (PINHEIRO, 2008;
IBRAVIN, 2010; CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011; DULLIUS, 2012).
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De acordo com dados da Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (OIV), no
ano de 2010, a area total de videiras cultivadas no mundo era estimado em 7,55 milhdes de
hectares. Deste total, a Europa ocupava 57,9%, seguido por 21,3% da Asia, 13% da América,
5,2% da Africa e 2,7% da Oceania; sendo os principais paises produtores de vinho (em mil
ha): Espanha (1013), Franca (840), Italia (818), Turquia (505), China (470), Estados Unidos
(398), Ira (330), Portugal (243), Argentina (228), Roménia (206), Chile (200), Australia
(173). Em anos recentes, tem havido perdas significativas de vinhedos, especialmente na
Espanha, Franca, Italia e Turquia, em contrapartida, observou-se um aumento em superficies
cultivadas no Brasil, China, india, Argentina e Estados Unidos (RU1Z, 2011).

Segundo Camargo, Tonietto e Hoffmann (2011), a viticultura brasileira ocupa uma
area de aproximadamente 83.700 hectares, com vinhedos estabelecidos desde o extremo Sul
do Pais, a 31°S de latitude, até o Rio Grande do Norte e Ceara, a 05°S de latitude. Em relacdo
a altitude, ha grande diversidade ambiental entre as zonas de cultivo; existindo p6los com
viticultura caracteristica de regides temperadas, subtropicais e tropicais.

1.1 Regides climaticas de cultivo da videira

A viticultura de clima temperado caracteriza-se por um ciclo anual, seguido de um
periodo de dorméncia induzido pelas baixas temperaturas do inverno. E a viticultura
tradicional no Sul do Pais (nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand) e de
regibes de altitude do Sudeste do Brasil (nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais),
representando cerca de 88% da area de vinhedos e mais de 98% das uvas utilizadas para
processamento (vinhos, sucos e outros derivados) (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN,
2011).

A viticultura subtropical é praticada em regides de invernos amenos e curtos; porém,
sujeitos a ocorréncia de geadas. Nessas condi¢des, a videira tem um periodo de dorméncia
natural nos meses de junho e julho, e pode ser manejada da maneira tradicional, com um ciclo
por ano. Todavia, com a utilizacdo de sistemas especiais de manejo, pode-se conseguir dois
ciclos vegetativos, com a obtencdo de duas colheitas por ano. A viticultura subtropical é
importante no norte do Parana e no leste de Sdo Paulo, onde séo adotados sistemas peculiares
de manejo da videira (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011).

A Vviticultura tropical € tipica de regides onde as temperaturas minimas ndo sdo
suficientemente baixas para induzir a videira a dorméncia. A videira cresce continuamente e,

com o uso de tecnologia apropriada, com sistemas de manejo adaptado as suas condicGes
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ambientais especificas, € possivel a obtengdo de duas ou mais colheitas por ano, no mesmo
vinhedo. A época de colheita pode ser programada para qualquer dia do ano. Os principais
polos de viticultura tropical no Brasil sdo o Vale do Submédio Sdo Francisco, 0 Noroeste
Paulista e o Norte de Minas Gerais (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011).

Além destes, novos pdlos vitivinicolas estdo surgindo em diferentes regides do Pais,
seja sob clima temperado, tropical ou subtropical. Existem iniciativas em vérias regides do
Brasil tropical, com destaque para as regifes Nordeste, nos Estados de Pernambuco, Bahia,
Ceara, Maranh&o e Piaui; Centro-Oeste, nos Estados do Mato Grosso e Goiés e Sudeste, nos
Estados de Minas Gerais e Espirito Santo, voltados principalmente a producdo de uvas de
mesa (IBRAVIN, 2010). Esta diversidade climética do Brasil e a adaptacdo dos cultivares as
variadas condicdes climatica sdo um dos fatores que garantem a expansdo significativa da
viticultura brasileira (ABRAHAO, 2002; NATIVIDADE, 2010; DULLIUS, 2012).

1.2 Fatores que influenciam o cultivo da videira

O cultivo da videira, seja no Brasil, ou em diversas regides do mundo, estd
condicionado a fatores como temperatura, radiacdo solar, umidade relativa do ar, altitude,
condicBes fitossanitarias e disponibilidade hidrica do solo; os quais influenciam no
desenvolvimento, na produtividade e na qualidade da uva. Esta influéncia ocorre em todos os
estadios fenoldgicos da videira, ou seja, desde o repouso vegetativo, a brotacdo, a floragdo, a
frutificacdo, crescimento das bagas, maturacao, até a queda das folhas. O clima ideal para o
cultivo da videira é o que apresenta invernos frios e verdes secos e quentes (TEIXEIRA et al.,
2012).

A temperatura do ar afeta a fisiologia da videira e a qualidade das uvas, com a
concentracdo de acucar aumentando e a de &cido (principalmente o malico) diminuindo
simultaneamente quando o0s parreirais sdo cultivados em condicBes térmicas elevadas
(TEIXEIRA, 2009; KELLER, 2010).

A faixa 6tima para a fotossintese ocorre entre 25°C e 30°C. Os vinhos elaborados
nestas condi¢des apresentam maiores teores de alcool, baixa acidez e valores de pH elevados,
afetando negativamente a intensidade e qualidade do aroma, cor e longevidade (TEIXEIRA et
al.,, 2012). Em temperaturas acima de 30°C, 0 peso e o tamanho das uvas sdo reduzidos,
decrescendo os processos metabolicos sob condigdes proximas de 45°C e em temperatura do
ar inferiores a 20°C as reagOes fotossintéticas sdo menos intensas (OLLAT et al., 2002;

ORDUNA, 2010). Enquanto que o principal 4cido das uvas, o tartarico, é relativamente
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estavel com relagdo aos efeitos térmicos, na fase de maturacdo, os niveis de &cido malico
decrescem com valores elevados de temperatura do ar (TARARA et al., 2008).

Elevados valores de temperatura do ar (acima de 30°C) aumentam a concentracdo de
solidos suspensos, mas o0s altos valores de brix (24-25°) podem ser devidos ao aumento das
taxas de evapotranspiragdo (KELLER, 2010). A temperatura do ar atua nas taxas
evapotranspiratorias, devido ao fato de que a atmosfera aquecida proxima as plantas transfere
energia aumentando os fluxos hidricos para a atmosfera. Climas com baixos indices
pluviométricos sdo mais indicados para o cultivo comercial da videira, pois as variedades para
mesa (consumo in natura) sdo mais sensiveis ao excesso de chuvas, 0s quais causam danos
diretos nas uvas e o consequente aumento da umidade do ar eleva o risco de doengas.
Entretanto, climas secos acarretam em umidade do solo insuficiente, trazendo a necessidade
da irrigacdo baseada nos requerimentos hidricos dos parreirais (TEIXEIRA, 2009).

Para as videiras de mesa, elevados teores de acglcar sdo desejaveis e estes sdo atingidos
sob altos valores de temperatura do ar (KELLER, 2010). As areas mais quentes sdo as
favoraveis, enquanto que o excesso hidrico em algumas regides e épocas de poda vai afetar a
qualidade e produtividade das uvas de mesa mais do que em videiras para producdo de vinho
(TEIXEIRA, BASTIAANSSEN e BASSOI, 2007).

As areas classificadas como mais aptas para o cultivo comercial, tanto para as videiras
para consumo in natura como para produc¢do de vinho, apresentam baixos niveis de umidade
climatica, promovendo uma menor incidéncia de doencas, bem como reducdo dos problemas
causados diretamente as videiras pelo excesso de precipitacdo, permitindo a obtencdo de uvas
de melhor qualidade e vinhos tipicos, pois um clima imido pode favorecer o surgimento de
doencas fangicas, para as quais a videira é bastante sensivel (GRIS, 2010). Entretanto, para
programas de expansdo destas culturas, e utilizacdo de todo o potencial do Nordeste do Brasil
para a producdo comercial de uvas de mesa e vinhos tropicais, estas areas devem ser
delimitadas também de acordo com outras caracteristicas ambientais, como solos, enxertos e
adaptacéo de cultivares (TEIXEIRA et al., 2012).

A altitude do local também influencia diretamente nas caracteristicas das uvas. Em
geral, 100 metros de elevagdo representa uma diminuicdo de aproximadamente 0,6°C na
temperatura média do ar e em regides de maior altitude, a maturacdo das uvas € mais tardia
(TONIETTO e MANDELLLI, 2003).
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1.3 Avangos na viticultura

Em relacdo aos avangos no setor da viticultura, os sistemas de producdo estdo sendo
modificados ao longo dos anos, em fungdo das oportunidades e exigéncias do mercado. A
partir de entdo, surgiram a selecdo de clones e novas cultivares adaptadas as diferentes
regides, a definicdo de diferentes tecnologias de manejo especialmente para as regioes
tropicais e subtropicais e a certificacdo de produtos vitivinicolas, como producdo integrada,
indicacdes geogréaficas e producdo organica (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN,
2011).

O uso de substdncias para induzir & brotacdo, inicialmente a calcio-cianamida e,
depois, a cianamida hidrogenada, foi um avanco de grande significado. Além de promover a
brotacdo, o uso destes produtos propicia uniformidade na brotacdo e, por consequéncia,
facilita a execucdo das praticas de manejo da copa e da produ¢do, como poda verde, aplicacdo
de reguladores de crescimento e colheita. No caso da viticultura de clima subtropical, com a
inducdo da brotacdo, é possivel estabelecer sistemas de producdo com duas colheitas anuais
(GUERRA et al., 2009).

Em 2001, foi regulamentada a certificacdo de frutas no Brasil, com normativas e
procedimentos que asseguram a qualidade da fruta, a aplicacdo de procedimentos técnicos
coerentes com o respeito ao meio ambiente, a legislacdo trabalhista e a saude do consumidor.
Em 2003, foi regulamentado o programa de Producdo Integrada (PI1) de Uva no Vale do
Submédio do Sédo Francisco, resultando em significativas melhorias no sistema de producéo
de uvas de mesa (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011).

A producdo orgénica de uva no Brasil ainda € pequena, mas sabe-se que existem
iniciativas de producéo organica de uva em praticamente todos os estados produtores. No caso
de produtos voltados ao mercado interno, grande parte da producdo provém da agricultura
familiar, cuja comercializacdo ocorre em feiras, diretamente ao consumidor. Isto tem
dificultado o controle estatistico da producdo. Entretanto, com a implementacdo do selo
oficial de avaliacdo da conformidade organica, o credenciamento de certificadoras e o
cadastro de produtores organicos no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), a producdo e a comercializacdo de uva organica e seus derivados, assim como de
outros produtos orgénicos, deverdo crescer de forma organizada e com melhor controle em
todas as etapas (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011).

No estado do Rio Grande do Sul, considerado o maior produtor de uvas do Brasil, a
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER-RS) tem acompanhado a

producdo organica de uvas e, de acordo com dados extraoficiais levantados, a area de
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producdo de uva organica no Estado passou de 90 hectares (ha), em 2005, para 517 ha, em
2011. No mesmo periodo, o incremento da producdo passou de 1.000 toneladas (t) para 7.000
t, sendo que grande parte desta uva foi destinada a producdo de suco de uva e vinhos
(CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011).

A defini¢do do sistema de manejo da copa para promover a inducdo e a diferenciagao
floral em uvas sem sementes teve grande impacto na producdo de uvas de mesa. Este sistema
tornou possivel a producdo comercial de uvas sem sementes no Vale do Sdo Francisco, o que
alavancou as exportacdes brasileiras de uva de mesa a partir do ano de 2000 (BRASIL,
2002a).

Por fim, entendemos que viticultura é diretamente dependente dos recursos naturais,
tais como, energia solar, agua e solo. O seu éxito é determinado pela integracdo de técnicas de
cultivo onde a uva se desenvolva com protecdo e conservacao do meio-ambiente, por meio de
préticas de desenvolvimento sustentivel a fim de garantir a viabilidade e sustentabilidade
desta atividade agricola (RUIZ, 2011).

2. AUVA

A uva € um fruto ndo-climatérico, ou seja, que ndo é capaz de amadurecer depois de
colhido, apresentando um declinio lento e constante da taxa respiratoria. Desta forma, a
maturacdo sO ocorre enquanto € mantida a ligacdo do fruto a planta, sendo de fundamental
importancia a definicdo da época ideal para a colheita (DULLIUS, 2012).

O desenvolvimento da baga da uva segue um padrdo duplo sigmoide tipico,
caracterizado por duas fases de crescimento rapido (estadios I e Ill), separados por uma fase
de laténcia ou fase lag (estadio II), durante o qual pouco ou nenhum crecimento ocorre. O
estadio | corresponde a formacdo do embrido e ao crescimento exponencial do fruto, com
acumulo de acido malico e tartéarico, além de acidos hidroxicindmicos e taninos. A duragdo
desta fase pode variar em funcdo da regido de cultivo e variedade da uva. O estadio Ill
corresponde a uma segunda fase de crescimento, ap6s um periodo de auséncia de crescimento
(estadio I1) e coincide com o inicio da maturacdo, caracterizada pela mudanca na coloracao da
baga (véraison) (FIGURA 2) (SOZIM, 2011).

As modificacdes que ocorrem na composicdo da uva no periodo de maturacéo (estadio
I11) sdo o aumento do volume da baga, devido ao acimulo de agua e agucar, podendo também
ser observado ao final da maturagcdo uma diminuicdo de até 10% deste volume por conta da

transpiracdo da uva; a diminuigéo da acidez, devido a diminui¢do no contetudo de tartaratos e
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malatos ocasionada pela migracdo das bases, pelos fendmenos de combustdo respiratéria e
pelos fendmenos de diluicdo da baga; o aumento de pH, devido a formacéo de sais a partir de
acido livre; o desaparecimento da clorofila e o acimulo de pigmentos corantes na casca, que
se formam a partir de agucares e caracterizam o amadurecimento da uva; o amolecimento das
bagas, devido a hidrolise enzimatica dos pectatos (que tem a funcdo de endurecimento das
paredes celulares), com liberacdo do &cido péctico e de ions célcio e magnésio, com
concomitante producdo de pruina, substancia cerosa que protege a baga contra danos
provocados pelos raios ultravioleta e parasitas; por reducdo da transpiracdo e respiracdo das
bagas; a sintese de compostos aromaticos, presentes principalmente nas cascas, tais como
moscatel, foxado e o herbaceo (GRIS, 2010; DULLIUS, 2012).

FIGURA 2: Curva de crescimento da uva.
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2.1 Variedades de uva

As uvas de mesa em cultivo no Brasil podem ser divididas em 2 grupos distintos: uvas
Rusticas e Finas. As uvas Rasticas ttm como base, variedades com caracteristicas de uvas
americanas (Vitis labrusca L.), sendo representada pelas variedades ‘Niagara Rosada’,
‘Niagara Branca’ e ‘Isabel’. A cultivar (cv.) ‘Nidgara Rosada’ é presenca marcante nos
vinhedos de todas as regiGes produtoras, por ser uma uva de facil manejo no campo e de
grande aceitacdo no mercado (PINHEIRO, 2008; GRIS, 2010; SANTILLO, 2011).

De acordo com o Regulamento Tecnico de Identidade e Qualidade para a classificacéo
das uvas, entende-se por uva rustica aquelas da espécie Vitis labrusca L. e uva fina de mesa,
aquelas da variedade Vitis vinifera L. (BRASIL, 2002D).
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A uva Rustica, para consumo “in natura”, pode ser classificada em trés grupos, de
acordo com a coloracdo caracteristica da variedade. O grupo branco é constituido de bagas de
uva que apresentam coloracdo verde, verde clara ou verde amarelada. Ja o grupo rosada, é
constituido de bagas que apresentam coloracdo rosada e o grupo preto, por aquelas que
apresentam bagas com coloracédo preta (BRASIL, 2002b).

A Uva Fina de Mesa, para consumo “in natura”, pode ser classificada em dois grupos,
de acordo com a presenca ou ndao de sementes, sendo o grupo I, constituido de variedades de
uva cujas bagas apresentam sementes e grupo Il, constituido de variedades de uva cujas bagas
ndo apresentam sementes. Podem ainda, ser classificadas em dois subgrupos, de acordo com a
coloracdo caracteristica da variedade da uva. O subgrupo branco, cujas bagas apresentam a
coloracdo verde, verde clara ou verde amarelada e subgrupo colorido, cujas bagas apresentam
a coloracdo rosea, avermelhada ou preta (BRASIL, 2002a).

No caso de uvas americanas e hibridas (provenientes do cruzamento de diferentes
espécies) para processamento, diversas novas cultivares estdo sendo difundidas nos vérios
polos de producdo, algumas com perspectivas de grande expansdo. Destacam-se as brancas
‘Moscato Embrapa’ e ‘BRS Lorena’, ambas ja com volume significativo de producdo no
estado do Rio Grande do Sul e em expansdo nos estados de Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo,
Minas Gerais e Espirito Santo. Entre as tintas, destacam-se ‘BRS Rubea’, ‘BRS Cora’, ‘BRS
Violeta’, ‘BRS Carmem’, ‘Isabel Precoce’ e ‘Concord Clone 30’, usadas prioritariamente para
suco, mas que também podem ser usadas para vinho. Dentre estas, ‘Isabel Precoce’, ‘BRS
Cora’ e ‘BRS Violeta’ sdo a base para o desenvolvimento dos polos de producédo de suco de
uva nos estados do Espirito Santo, Goias, Mato Grosso e na regido do Vale do Sdo Francisco
(CAMARGO, 2008).

As uvas Finas de mesa tém como base, variedades com caracteristicas de uvas
européias (Vitis vinifera L.) e disponiveis em grande quantidade o ano todo no mercado, com
um pico de producdo maior no fim do ano, gracas a alternéncia de regides produtoras com
caracteristicas climaticas distintas. As variedades mais conhecidas de uvas Finas séo a cv.
“Italia” e suas mutaces (Rubi, Benitaka e Brasil), e nos ultimos anos vém surgindo novas
cultivares, com destaque para a ‘Red Globe’ e varias outras sem semente, porém em volume,
ainda muito inferior & “Italia” e mutagbes (BRASIL, 2002a).

Existem, no mundo, milhares de variedades de uva, sendo que a maioria delas pertence
a espécie Vitis vinifera, originaria do Céucaso, de onde foi difundida por toda a costa
mediterranea ha centenas de anos. Estima-se a existéncia de mais de 10 mil cultivares para a

especie Vitis vinifera, adaptada a varios tipos de solo e de clima, o que possibilita 0 seu

Eldina Castro Sousa



Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica |41

cultivo em quase todas as regides do mundo. Pode ser encontrada em diferentes tonalidades
de verde, de rosa, de roxa e até mesmo de preto (NATIVIDADE, 2010; SANTILLO, 2011).

Na regido do Vale do S&o Francisco, a cv. ‘Piratininga’ teve area expressiva na década
de 1980, mas foi substituida pela cv. ‘Red Globe’, que se difundiu rapidamente na regido na
década de 1990. Porém, a cv. ‘Red Globe’, devido a sua suscetibilidade ao cancro bacteriano,
sofreu dréstica reducdo da &rea plantada a partir de 1996, sendo substituida pela cv.
‘Benitaka’. A partir do ano de 2000, as cultivares de uvas sem sementes ‘Festival’,
‘Thompson Seedless’ e ‘Crimson Seedless’ tiveram extensas areas plantadas. Nas demais
regides produtoras de uvas de mesa, as cultivares do grupo Italia continuam sendo
predominantes (SANTILLO, 2011).

Para 0 consumo in natura, as variedades mais cultivadas sdo a ‘Italia’, ‘Rubi’, ‘Brasil’,
‘Benitaka’, ‘Red Globe’, ‘Centenial’, ‘Festival’, ‘Niagara’, ‘Morena’, ‘Linda’, ‘Clara’, ‘Red
Meire’ e ‘“Thompson Seedles’ (IBRAF, 2007).

As uvas de mesa devem apresentar caracteristicas apreciadas para o consumo “in
natura”. Os cachos devem ser atraentes, com sabor agradavel e apresentar-se resistentes ao
transporte € a0 manuseio e com boa conservacdo pos-colheita. A forma ideal do cacho
é conica, especialmente para o mercado externo, com tamanho médio de 15 a 20 cm e peso
superior a 300g, devendo ser os cachos cheios, mas ndo compactos. As bagas devem ser
grandes e uniformes, com diametro igual ou maior a 18 mm para uvas sem sementes e 24 mm
naquelas com sementes e possuir boa aderéncia ao peddnculo. Além disso, as bagas devem
ser limpas, sem manchas provocadas por insetos, doencas, danos mecéanicos ou defensivos. A
polpa deve ser firme, com pelicula e engaco resistentes (BRASIL, 2002a).

A auséncia de sementes ¢ uma caracteristica desejada para o consumo “in natura”. A
cor das bagas pode ser verde, verde-amarelada ou &mbar, vermelha ou preta, sendo esse um
aspecto importante na comercializacdo. E importante que as bagas apresentem cor intensa,
brilhante e uniforme. Esta caracteristica é também influenciada pelo clima e por préticas
culturais (BRASIL, 2002a).

O sabor da polpa é determinado pela classe e pela qualidade das substancias volateis
que estejam presentes e pode ser agrupado em: neutro, foxado (forte) e moscatel (baixo teor
alcéolico e sabor doce). As uvas podem ainda ser doces ou &cidas, de acordo com a relagdo
existente entre agucares e acidos e podem ser mais ou menos adstringentes, dependendo dos
teores de tanino (GUERRA et al., 2009).
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2.1.1 Variedade Benitaka

A variedade Benitaka (Vitis vinifera L.) (FIGURA 3) origina-se da mutacdo somatica
da variedade ‘Itdlia’. Foi descoberta em 1988, em parreiral de uva da variedade Itéalia, do
viticultor Sadao Takakura, numa fazenda no municipio de Florai, Norte do Parana. Passou a
ser cultivada na regido do Submédio do Vale do Sdo Francisco, em 1994 e destaca-se pelo
intenso desenvolvimento da coloragdo rosada escura, mesmo quando ainda imatura, em
qualquer época do ano (SANTILLO, 2011).

Os cachos sao grandes, com peso médio de aproximadamente 4009 e bagas grandes (8
a 12g). Apresenta boa conservacao pds-colheita. Estas caracteristicas conferem a “Benitaka”
um lugar de destaque, sendo a uva de cor tinta a que mais vem despertando o interesse dos
produtores nesta regido, nos dltimos anos (LIMA, 2007; SANTILLO, 2011).

FIGURA 3: Vitis vinifera L., variedade Benitaka, em parreirais.
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Fonte: Acervo da autora (2010)
2.2 Composigao fisico-quimica e valor nutritivo de uvas
A uva é constituida basicamente de polpa (85 a 92%), casca (6 a 12%) e sementes (2 a
6%). A polpa da uva, seu maior constituinte, & composta basicamente de agua (60 a 80%),

acucares (10% a 30%), polissacarideos (0,3% a 0,5%), &cidos orgénicos (0,9% a 2,7%),
compostos nitrogenados (0,4% a 0,7%), minerais (0,08% a 0,28%), compostos fenolicos
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(0,05%) e tracos de compostos aromaticos (SANTOS, 2009; GRIS, 2010; NATIVIDADE;
2010; MONTEIRO, 2011).

A casca das uvas age como barreira de protecdo contra injarias mecanicas,
desidratacdo, doencas fungicas e radiacdo ultravioleta. Pode ser dividida em trés camadas
distintas: camada exterior ou cuticula, formada por &cidos graxos de cadeia longa, unidos uns
aos outros por ligacdo éster, criando uma rede tridimensional, que compfem a cutina
(componente principal da cuticula) e coberta por ceras hidrofobicas; a epiderme intermediaria,
composta por uma ou duas camadas de células compactadas, dependendo da cultivar; e a
camada interna ou hipoderme, constituida por véarias camadas de células que contém a maior
parte dos compostos fendlicos presentes na pelicula (GRIS, 2010).

As substancias fendlicas presentes na casca representam cerca de 20% dos compostos
fenolicos da uva e podem estar associados aos polissacarideos da parede celular ou
independentes destes, no vacuolo e no ndcleo das células, destacando-se as antocianinas, que
dao a coloragdo das uvas tintas. Durante a maturagdo, os compostos fendlicos que se destacam
sdo as antocianinas e o0s taninos, e sua evolucdo durante a maturacdo é um dos fatores
determinantes na qualidade das uvas (ISHIMOTO, 2008; SANTOS, 2009; GRIS, 2010;
MONTEIRO, 2011).

J& a semente da uva, representa apenas uma pequena parte, podendo atingir cerca de
6% do peso da uva. E composta por agticares (34% a 36%), compostos nitrogenados (4% a
6,5%), minerais (2% a 4%), lipideos (13% a 20%, principalmente de acidos oleico e linoleico)
e compostos fendlicos (4% a 10%), que correspondem a aproximadamente 60% de todos 0s
compostos fendlicos presentes na uva, predominando as catequinas, epicatequina e
procianidinas (ISHIMOTO, 2008; NATIVIDADE, 2010; SELANI, 2010; MONTEIRO,
2011).

3. PANORAMA NACIONAL E INTERNACIONAL DA VITICULTURA

Em relacdo ao cenério internacional, no ano de 2011, o Brasil ocupou o0 19° lugar em
area cultivada com uvas, 0 11° em produgdo de uvas e 0 13° em producdo destinada a
vitivinicultura. No que se refere as transagdes internacionais, ocupou o 14° em quantidade de
uvas exportadas, 13° em valor das exportagdes de uvas, 17° maior exportador de suco de uvas
no quesito quantidade, 9° em valor das exportacdes de suco de uva, 31° exportador de vinhos
em quantidade e 45° em valor exportado de vinhos; sendo o 21° colocado no ranking de paises
importadores de vinhos e 32° importador de uvas (FAO, 2010; MELLO, 2013a).
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Historicamente, a exportacdo de uvas foi controlada quase que inteiramente pelos
paises tradicionais europeus, no entanto, nos ultimos anos, a América do Sul reverteu a
situacdo ao alcancar um crescimento significativo no volume de exportacGes, 0 que levou a
uma revolucdo na viticultura. As areas de viticultura subtropical (Brasil, india, Venezuela)
tém se destacado, com obtencg&o de duas colheitas por ano (RUIZ, 2011).

No ano de 2010, as exportacGes de uva de mesa no Brasil, situaram-se em 60.805
toneladas, gerando cerca de 148,33 milhdes de ddlares; valores estes 11,45% superiores ao
ano anterior. Embora ainda muito inferior ao volume exportado, em 2008, observou-se uma
retomada no crescimento, com ganhos no valor das exportagdes, em 23,58%. Em 2011, as
exportacdes brasileiras do setor vitivinicola somaram 155,70 milhdes de doélares, valor 4,97%
superior ao ano de 2010 (MELLO, 2013a).

Em relacdo a producdo interna, as Regides Sul, Sudeste e Nordeste sdo as regides com
maior cultivo e producgdo. Na Regido Sul do Brasil, maior produtora do Pais (responsavel por
quase 90% da producdo do Pais), a colheita destina-se em sua grande maioria a producdo de
vinhos, enquanto nas demais regiGes produtoras predomina a producdo de uvas de mesa (in
natura) (MELLO, 2013b).

Na Regido Nordeste a producdo concentra-se no Vale do Sdo Francisco mais
precisamente entre os Estados de Pernambuco e Bahia, regido privilegiada pelo fato de
produzir uvas 0 ano inteiro e assim aproveitar as melhores condi¢Ges de precos quando as
demais regibes produtoras ndo estdo produzindo. Entretanto, a regido ainda possui uma
producdo modesta de industrializados deste fruto tais como vinhos e sucos. Nos Ultimos anos
0s produtores nordestinos tém vislumbrado este mercado, pois se percebeu que a regido
possui caracteristicas que favorecem a producdo de excelentes vinhos e sucos. Ademais, a
producdo de processados de uva gera um ndmero significativo de empregos em torno das
regibes produtoras e possibilita um maior valor agregado (MELLO, 2012).

Dados de 2012 revelam que a producdo anual de uvas no Brasil foi de 1.455.809 t,
sendo que 830.915 t, aproximadamente 57% do total produzido, foram destinadas ao
processamento de suco, vinho ou derivados e cerca de 624.894 t, aproximadamente 43% do
total produzido, foi comercializada como uvas de mesa (MELLO, 2013b). Destas, mais de
120 cultivares de Vitis vinifera e mais de 40 cultivares de uvas americanas, incluindo castas
de Vitis labrusca, Vitis bourquina e de hibridas interespecificas (CAMARGO, TONIETTO e
HOFFMANN, 2011; IBGE, 2013).

Do total de produtos industrializados, geralmente 77% s&o vinhos de mesa e 22% séo

sucos de uva, ambos elaborados a partir de uvas de origem americana, especialmente
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cultivares de Vitis labrusca, Vitis bourquina e hibridos interespecificos diversos. Cerca de 1%
restante dos produtos industrializados, sdo outros derivados da uva e do vinho (CAMARGO,
TONIETTO e HOFFMANN, 2011; MELLO, 2013b; IBGE, 2013).

Grande parte da producéo brasileira de uvas e derivados da uva e do vinho € destinada
ao mercado interno. O principal produto de exportacdo, em volume, é o suco de uva, sendo
cerca de 15% do total destinado ao mercado externo; apenas 5% da producdo de uvas de mesa
é destinada a exportacdo e menos de 1% dos vinhos produzidos sdo comercializados fora do
pais (CAMARGO, TONIETTO e HOFFMANN, 2011; MELLO, 2011).

Em relagéo a producéo de uvas no Brasil, em 2012, houve uma reducéo de 0,52% em
relacdo ao ano de 2011. A maior reducdo da producdo ocorreu no Estado do Parana (-
32,86%), seguida dos Estados da Bahia (-4,80%) e de S&o Paulo (-0,18%). Em Pernambuco,
Minas Gerais, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, houve um aumento da producdo de uvas
de 7,71%, 3,09%, 4,64% e 1,29%, respectivamente, em relacdo ao ano de 2011. Em relacédo a
producdo de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco e derivados), o valor em quilos
foi de 830,92 milhdes, representando 57,07% da producdo nacional. O restante da producéo
(42,93%) foi destinado ao consumo in natura (MELLO, 2013b).

Segundo Mello (2013b) a crise econdmica mundial dos ultimos anos, associada ao
ingresso de outros paises no mercado, dificultou a exportagdo de uvas de mesa do Vale do S&o
Francisco. Além disso, 0 excesso da oferta de vinhos no mercado internacional, associado ao
aumento do poder aquisitivo dos brasileiros, tem facilitado o ingresso de vinhos importados
no pais, influenciando fortemente o desempenho da vitivinicultura brasileira no mercado.

Com relacdo a area plantada e colhida de uvas no Brasil no ano de 2012, ocorreu um
aumento de 0,72% e 0,78%, respectivamente. Os maiores aumentos de area aconteceram nos
Estados do Parana e de Santa Catarina. No Parana, a area plantada aumentou 3,37% e, em
Santa Catarina, aumentou 3,33%, em 2012. No maior Estado produtor de uvas do Brasil, 0
Rio Grande do Sul, ocorreu um aumento da area plantada de apenas 1%, em 2012. Em
Pernambuco, a area plantada com videiras sofreu reducdo de 2,15% e, na Bahia, a reducéo foi
de 5,00%, em 2012. Nos demais Estados, as areas permaneceram inalteradas ou apresentaram
pequena reducdo. Embora ndo apareca nas estatisticas do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), a viticultura esta sendo implantada em varios estados, como Mato Grosso
do Sul, Goias, Espirito Santo, Ceara e Piaui (MELLO, 2013b; ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2013).

Informagdes do IBGE que confrontam producgdo agricola do ano de 2012 e dados de

fevereiro de 2013 indicam que a area total colhida em hectares teve um decréscimo de 0,1%,
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com 80.630 hectares em 2012 e passando para 80.530 hectares em fevereiro de 2013. No
entanto, a producdo em toneladas e o rendimento em Kg/ha tiveram crescimento de 2,6% e
2,7%, respectivamente. De acordo com esta pesquisa, em 2012, o Brasil teve uma producéo
anual de 1.455.809 t e rendimento médio de 18.055 Kg/ha. A regido Sul apresentou maior
producéo anual de uvas do Brasil, com 981.660 t, sendo o estado do Rio Grande do Sul, seu
maior produtor, com 840.251 t/ano; seguido da regido Sudeste, com 187.099 t/ano e o estado
de S&o Paulo com a maior producéo (176.992 t/ano). Dados de fevereiro de 2013 apontam que
a producéo anual brasileira passou para 1.493.399 t e o rendimento médio para 18.545 Kg/ha
(IBGE, 2013).

Em relacdo ao comparativo dos meses de janeiro e fevereiro de 2013, a pesquisa
mostrou que a area colhida em hectares cresceu 0,5%, a producdo em toneladas cresceu 0,7%
e o rendimento em Kg/ha subiu 0,2% (IBGE, 2013).

Segundo projecbes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
a uva tem sido uma das frutas que mais tem crescido no valor das exporta¢des. Considerando-
se a banana, a macd e a uva; a banana é a mais difundida pelo pais, enquanto a maca e uva
tém suas regides de producdo mais restritas ao Sul e Nordeste. As projecdes de producdo até
2021/2022 mostram que a maior expansdo de producdo deverd ocorrer na maca, 2,9% de
crescimento ao ano, seguida pela uva, 2,0% ao ano e pela banana, 0,4% ao ano. A producéo
conjunta de mag, uva e banana devem aumentar em 24,5% em 2021/22 (BRASIL, 2012).

De acordo com o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN), o Brasil tem desenvolvido
uma capacidade excepcional para a producdo de vinhos de qualidade. Atualmente, o pais é
considerado uma das melhores regides no mundo para o cultivo de uvas destinadas a
producdo de vinhos espumantes. O Brasil exporta hoje vinhos para 22 paises, dentre 0s
principais destacamos Estados Unidos, Alemanha, Inglaterra e Republica Tcheca (IBRAVIN,
2010).

3.1 Cultivo e comercializacéo de uvas no Nordeste do Brasil

Nos municipios do Nordeste do Brasil, predominam o clima semiarido e subimido
seco, caracterizados pela baixa precipitacédo e umidade relativa do ar e alta temperatura do ar e
radiagio solar global (ANDRADE JUNIOR et al., 2005). Nestas condi¢des, os problemas
fitossanitarios tendem a ser menores e a qualidade do fruto melhor, o que é essencial para a
expressdo do potencial produtivo da videira europeia (COSTACURTA e ROSELLI, 1980;
COOMBE,1987).
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A érea plantada no Nordeste saltou de 3.028 hectares, em 1996, para 6.724 hectares
em 2006. Isto representou uma variagao de 122,1% no periodo entre 0s censos. Esse aumento,
em termos percentuais, foi superior ao da variacdo nacional, que oscilou somente 12,6% no
mesmo periodo (IBGE, 2006; OLIVEIRA FILHO, 2011).

A producdo Nordestina, que em 1996 foi de 60.729 toneladas, alcangou 111.375t em
2006, um aumento de 83,4%. A Regido oscilou sua producdo acima da variagdo nacional, que
foi de apenas 26,9%, fato que propiciou um avanco do Nordeste na participacao da producéo
brasileira, de 9,3% no Censo de 1996 para 13,4% no Censo de 2006. Estados do Ceara e
Paraiba registraram grande aumento entre os censos, 34,5% para o primeiro e 108% para o
segundo. Mas, como tém pouca participacao regional, juntos somaram 1,4% da producdo do
Nordeste em 2006, mesmo percentual do censo anterior. O avanco de producdo da regido
Nordeste foi impulsionado pelos estados de Pernambuco e Bahia que aumentaram sua
producdo em 101,5% e 58,7%, respectivamente, e possuem grande participagdo na producéao
de uvas. Pernambuco aumentou a sua participacao regional de 62,5% para 68,7% de um censo
ao outro, enquanto a Bahia perdeu participacdo, de 34,5% em 1996, caiu para 29,9% em 2006,
mas continua com participacdo expressiva (IBGE, 2006; OLIVEIRA FILHO, 2011).

No que se refere ao efetivo, 0 Nordeste obteve um aumento de 105%, elevando em
mais de 4 milhdes o nimero de vinhas existentes na Regido entre um censo e outro. Também
nesse item a variagdo nordestina se manteve acima da variacdo Nacional. O Estado de
Pernambuco foi o que registrou maior variacdo; 113,3%, aumentando sua participacdo relativa
a regido Nordeste, de 61,6% para 64,1% entre 1996 e 2006. Os demais estados produtores
também registraram aumento em seu efetivo. A Bahia registrou variagdo de 104% e Cearé e
Paraiba oscilaram 19,6% e 112,7%, respectivamente. Entretanto, esses estados ndo
conseguiram aumentar sua participacdo no Nordeste; enquanto os dois primeiros perderam
participacdo, o terceiro manteve o mesmo indice (IBGE, 2006; OLIVEIRA FILHO, 2011).

O aumento tanto da producdo como da area colhida e do efetivo de uva na regido
Nordeste pode ser explicado em grande parte pela expansdo das areas de fruticultura irrigada
no Submédio do Vale do Séo Francisco. Entretanto, na regido Nordeste como um todo, 0
aumento na éarea colhida ndo foi acompanhado na mesma propor¢do pelo aumento na
producéo e no efetivo, provavelmente devido a reducdo de méo de obra para cultura de outras
frutas no Vale do Sdo Francisco que exigem menor capacitacdo que a cultura de uva. Este fato
explica a queda de rendimento na Regido que em 1996 foi de 20,1 t/ha e em 2006 caiu para
16,6 t/ha. Nesse mesmo periodo, o rendimento do Brasil aumentou; entretanto, a

produtividade nacional ainda permaneceu abaixo do Nordeste. Dos estados produtores
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somente a Paraiba conseguiu um aumento de producdo acima da variagdo na area colhida,
com um aumento em seu rendimento de 1,2 t/ha, de 1996 a 2006 (IBGE, 2006; OLIVEIRA
FILHO, 2011).

A quantidade de uva vendida no Nordeste obteve um avanco significativo. A Regiao
cresceu 80,9% (60.614 a 109.630 mil toneladas entre 1996 e 2006); enquanto o Pais como um
todo cresceu apenas 33%. O Estado que mais elevou suas vendas foi a Paraiba, com variacdo
de 107,5%, seguido de Pernambuco, Bahia e Ceara, com 97,2%, 59% e 35% de crescimento,
na respectiva ordem. O Nordeste, nos anos decorridos entre os Censos, registrou um aumento
nas exportacdes de uva, tanto em volume quanto em valor (AGROSTAT, 2011). Este fato,
como era de se esperar, refletiu em um aumento da quantidade vendida desse fruto pela
Regido. No Nordeste, a producdo de uva é quase toda voltada para venda, tanto para mercado
externo como para o restante do Pais. Em 2006, o Nordeste vendeu mais de 98% da sua
producdo. Os ultimos dados revelam que o Nordeste € um dos maiores exportadores de uva in
natura do Pais (IBGE, 2006; OLIVEIRA FILHO, 2011).

Em 2008, a regido Nordeste ocupou o segundo lugar no ranking nacional de producéo
de uvas, com um total de 267.280 toneladas de frutos, em uma area plantada de 11.558
hectares, sendo os Estados da Bahia e Pernambuco responsaveis por 36,5% e 61,8%,
respectivamente, da producdo nordestina de uva neste ano, destacando-se a regido do
Submédio S&o Francisco, onde predomina o cultivo da videira europeia tanto para consumo in
natura como para a producdo de vinhos finos (TEIXEIRA, 2009).

De acordo com o IBGE, no ano de 2012, o plantio de uvas no Nordeste do Brasil
ocupava 9.437 ha, com producdo total de 287.050 t e rendimento médio de 31.043 Kg/ha.
Dados de fevereiro de 2013 indicam um acréscimo de 2% desta producdo, embora tivesse sido
observado um decréscimo de 0,4% na éarea total plantada. Em relacdo aos estados do
Nordeste, Pernambuco e Bahia foram os estados de destaque, com produc¢do anual de 224.758
te 62.292 t, respectivamente (IBGE, 2013).

Em relacdo as exportacfes, em 2010, representaram 99% do total de exportacdes no
Pais. Porém, o Brasil como um todo, ainda exporta pouco de sua produgdo. Em 2008, apenas
5,8% da producdo foram exportadas. Os principais importadores sdo os Paises Europeus e 0s
Estados Unidos que exigem uma qualidade superior do produto. Portanto, ainda ha espaco
para o crescimento das vendas para 0 mercado externo, desde que os produtores tenham suas
estratégias voltadas para atender tais exigéncias. A Regido é privilegiada pelo fato de produzir
uvas o ano inteiro e assim aproveitar as melhores condigOes de precos quando as demais
Regides produtoras nédo estdo produzindo (AGROSTAT, 2011; FAOQ, 2010).
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O Nordeste também tem incrementado a producdo de uvas sem sementes, que tem um
excelente valor de exportagdo. Entretanto, a Regido ainda possui uma producdo modesta de
industrializados deste fruto; tais como, vinhos e sucos. Nos ultimos anos, os produtores
nordestinos tém vislumbrado este mercado, pois se percebeu que a Regido possui
caracteristicas que favorecem a producdo de excelentes vinhos e sucos. Ademais, a producao
de processados de uva gera um numero significativo de empregos em torno das regifes
produtoras e possibilita um maior valor agregado (OLIVEIRA FILHO, 2011).

3.1.1 Cultivo e comercializacéo de uvas no estado do Piaui

Embora o Estado do Piaui ainda ndo possua tradicdo no cultivo da videira, dados do
ano de 2010, do IBGE, mostraram que no periodo de 1990 a 2008, foram registradas areas de
cultivo e producéo de uvas nos municipios de Ipiranga do Piaui (2 ha /28 t), Valenca do Piaui
(2 ha /52 t), Teresina (3 ha /18 t), Batalha (4 ha /24 t) e Sdo Jodo do Piaui (6 ha /120 t.)
(IBGE, 2010). A Figura 4 apresenta o zoneamento de aptiddo climatica da videira europeia no
Estado do Piaui.

FIGURA 4: Zoneamento de aptiddo climatica da videira europeia no Piaui.
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FONTE: Andrade Junior et al. (2010).

Estudo realizado por Andrade Junior e Colaboradores (2009), indica que é possivel o
cultivo da videira no Estado do Piaui. Entretanto os reduzidos valores de precipitacdo
pluviométrica mensal no periodo de maio a outubro indicam a necessidade de irrigacdo dos

vinhedos, como forma de reduzir os efeitos do estresse hidrico no solo sobre a produgéo da

Eldina Castro Sousa



Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica |50

cultura. Comportamento semelhante foi observado por Conceigdo e Tonietto (2005) na regido
norte de Minas Gerais. E importante ressaltar que, embora apresentando valores proximos
para os indices climaticos, a dindmica do clima, durante o ciclo da videira, em zonas tropicais
é distinta da de zonas temperadas, j& que no clima temperado o inicio do ciclo se da com
temperaturas amenas e crescentes; no tropical, com temperaturas elevadas em todo o periodo,
afetando a fenologia da videira. Além disso, nos climas temperados, ocorre apenas um ciclo
da videira por ano.

A regido do municipio de S&o Jodo do Piaui, mais precisamente no Assentamento
Marrecas, tem merecido destaque. Trata-se de um projeto piloto que tem como objetivo
incentivar o cultivo da videira européia na regido semiarida do Piaui. Nesta area, sdo
cultivados seis hectares irrigados, com as variedades Italia e Benitaka, e produtividade média
de 30 t/ha.

De acordo com Andrade Junior e colaboradores (2004) em estudo de zoneamento
agricola, com o objetivo de delimitar as regides ou zonas do Estado do Piaui com aptidao
climatica para o cultivo da videira européia (Vitis vinifera L.) sob irrigacdo, como base para
um programa de expansdo do seu cultivo comercial, ndo ocorrem limitacGes de temperatura
para o cultivo comercial da espécie no Estado do Piaui. Sem excesso de precipitacdo
pluviométrica que provoque prejuizos em termos de produtividade e qualidade das uvas, as
regides com temperaturas mais elevadas proporcionam maiores concentracfes de agucar nos
frutos, em detrimento de acido malico (TEIXEIRA e AZEVEDO, 1996). A quase totalidade
da superficie do Piaui (97%), durante 0 més mais quente do ano (outubro), apresenta valores
de temperatura média do ar variando de 28°C a 36°C.

Quanto a disponibilidade hidrica no solo, o Piaui apresenta 38,1% de sua area com
aptiddo plena ao cultivo da videira européia, abrangendo as regides com tipo climatico
semiarido e subumido seco, onde as baixas precipitaces pluviométricas e umidade relativa do
ar reduzem a ocorréncia de problemas fitossanitarios (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).

Em regime irrigado, o cultivo da videira européia no Piaui apresentou aptidao plena
em 78 municipios, ocupando 27,0% da superficie do Estado (FIGURA 4). O cultivo da
videira européia apresenta aptidao restrita em 145 municipios (73,0% da superficie do Piaui).
A classe de aptidao plena abrangeu municipios das mesorregides do Sudeste e Sudoeste
Piauiense, notadamente, das microrregioes do Alto Medio Canindé, Sdo Jodo do Piaui, Sdo
Raimundo Nonato, Picos, Pio IX, Floriano e Bertolinia, onde predominam o tipo climatico
semiarido e subumido seco (ANDRADE JUNIOR et al., 2005).
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Merece atencdo especial os municipios de Acaud, Belém do Piaui, Betania do Piauli,
Caldeirdo Grande do Piaui, Campo Alegre do Fidalgo, Capitdo Gervéasio Oliveira, Caridade
do Piaui, Coronel José Dias, Curral Novo do Piaui, Dom Inocéncio, Francisco Macedo,
Jacobina do Piaui, Jaicos, Jodo Costa, Lagoa do Barro do Piaui, Marcolandia, Massapé do
Piaui, Nova Santa Rita, Padre Marcos, Patos do Piaui, Paulistana, Pedro Laurentino,
Queimada Nova, Sdo Francisco de Assis do Piaui, S0 Jodo do Piaui e Simdes, que
apresentam caracteristicas climaticas predominantemente de clima semiarido, com niveis de
indice de Umidade (1U) inferiores a 33,3; proximos aos mesmos niveis de IU observados nas
regides produtoras de uva em Argel, na Argélia (32,8) e Varna, na Bulgaria (33,6), que
asseguram melhor desempenho produtivo e qualitativo da videira européia nessas regides. Por
isso, esses municipios apresentam potencial climatico elevado para a producdo de uva de
mesa e para a producio de passas e vinhos doces (ANDRADE JUNIOR et al., 2004).

Assim, apesar da producdo de uvas no Piaui ainda ser pontual, o Estado apresenta
elevado potencial para o cultivo da videira, especialmente a européia. Em regime irrigado, o
cultivo da videira no Piaui mostrou-se adequado em 78 municipios, com caracteristicas
climaticas do semiarido e subumido seco, com baixa precipitacdo e umidade relativa do ar e
alta temperatura e radiacdo solar global. Nestas condigdes, os problemas fitossanitarios
tendem a ser menores e a qualidade do fruto melhor, com ocupacéo de 27% de sua superficie
(ANDRADE JUNIOR. et al., 2009).

3.1.1.1 Cultivo e comercializacéo de uvas no municipio de Sdo Jodo do Piaui

Séo Jodo do Piaui (FIGURA 5) é um municipio brasileiro da regido sudeste do Estado
do Piaui, as margens do Rio Piaui, e a aproximadamente 450 km da capital Teresina. Esta
localizado a uma latitude 08°21'29" sul, a uma longitude 42°14'48" oeste e a uma altitude de
222 metros. Ocupa uma area de 1.532,43 km?, possui clima semiarido quente e vegetacdo
caatinga. De acordo o IBGE, sua populacéo é estimada em 20.000 habitantes (IBGE, 2013).

Tem sua economia concentrada na agricultura familiar, na pecuéria e mais
recentemente no comércio, sendo assim uma das cidades mais importantes do Sul do Estado,
possuindo uma das maiores subestagbes de energia do pais, bem como a Barragem do
Jenipapo (ANDRADE JUNIOR. et al., 2010).
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FIGURA 5: Localizagdo geografica do municipio de Sdo Jodo do Piaui, Piaui em relacdo ao Brasil
(destaque em vermelho).

FONTE: MAPSTORE (2014)
Nesta regido, esta a localidade Capim Grosso, nome dado também a um pogo jorrante

da regido. Esta localizado a aproximadamente 30 km do Municipio de Sao Jodo do Piaui e a
aproximadamente, 500 km ao Sul de Teresina, onde em 1989, foi fundado o Assentamento

Marrecas.

Os dois principais acessos até o local sdo; a partir da BR-230 até o municipio de
Oeiras, passando-se pela PI-143 até o municipio de Simplicio Mendes e, em seguida, pela
BR-020 até o municipio de Sdo Jodo do Piaui; ou, a partir do municipio de Floriano, na BR-
230, passando-se pela P1-140 até o municipio de Canto do Buriti e, em seguida, com acesso
pela PI1-141 até S&o Jodo do Piaui.

O Assentamento Marrecas € o primeiro da Reforma Agraria no Piaui, com 15 anos de
existéncia e area total é de 10.600 hectares, onde vivem atualmente cerca de 300 familias.
Além da pequena agricultura, ou agricultura de subsisténcia, os agricultores exploram
atualmente a caprinocultura, possuindo areas de pastagens e locais para manejo.

O pogo Capim Grosso tem vazdo de 120m3/h, coluna d’agua de 45 metros de altura e
presséo de 4 kg, que pela forca de sua vazdo, dispensa o uso de bombas e barateia os custos de
producdo. Desde 1982, ndo havia um aproveitamento racional da agua e o que acarretava em
desperdicio.

Desde ao ano de 2002, a Companhia de Desenvolvimento dos Vales do S&o Francisco
e Parnaiba (CODEVASF), sob a jurisdicdo da 7% SR (Superintendéncia Regional) da
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CODEVASF em Teresina-Pl, vem implantando diversos projetos de aproveitamento racional
da &gua subterrdnea do pogo jorrante Capim Grosso. Dentre eles, o Projeto de Irrigacdo
Marrecas/Jenipapo, o primeiro investimento do Pais realizado pela CODEVASF na éarea de
irrigacdo. Além de uvas, sdo cultivada banana, goiaba, tomate e caju.

Desde sua implantagdo, o Projeto tem como objetivo melhorar a renda de familias de
pequenos agricultores através da exploracdo racional de projetos produtivos relacionados a
agricultura irrigada. Para o projeto piloto foram selecionadas pela Associacdo de Assentados
de Marrecas, cerca de 20 familias. Atualmente, o assentamento é dotado de agua encanada,
energia e escola.

A experiéncia com agricultura irrigada é pioneira para os moradores do Assentamento
Marrecas. Até entdo, a criacdo de caprinos e ovinos era a Unica atividade do local. Desde a
implantacdo do Projeto, toda a agua estd sendo direcionada para a plantacdo através de um
sistema de irrigacdo denominado de micro-aspersdo (sistema de irrigacdo localizada onde a
4gua é aspergida através de microaspersores proximo ao sistema radicular das plantas). E um
sistema de baixa manutencdo, alto desempenho e resisténcia mecanica, que permite a
irrigacao de areas de formas e tamanhos diferentes, conforme a necessidade do projeto.

De acordo com recortes de relatos dos moradores do Assentamento, descritos abaixo, a
agricultura irrigada garantiu melhores condic¢Ges de vida as pessoas daquela localidade.

... “Passamos 15 dias comendo maxixe, ja pensou vocé
acordar todos os dias e ter que dar maxixe para seus
filhos? Nao é facil. Hoje, temos a uva, a melancia, a
goiaba, feijdo, entdo foi uma mudanga radical”,
acrescentou a agricultora, destacando ainda a
construcdo da Igreja pelos proprios populares e

a energia elétrica. Antes era no candeeiro e na
vela”...(M.F.S, 45 anos).

... “Nem eu mesmo acredito nisso aqui.
A gente ndo conhecia nada da uva.
Estamos muito felizes e altos

demais até”...(J.S.R, 37 anos).

O Projeto viabiliza a irrigagcdo de 150 hectares de hortifrutigranjeiros, construgéo de
aproximadamente 6.500 m de adutoras, chafarizes e bebedouros em diversos locais da area,
bem como a implantacdo de uma &rea experimental de para o cultivo de videira (FIGURA 6),

possibilitando a um grupo de agricultores o desenvolvimento da atividade de forma prética,
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com erros e acertos que, com o passar dos anos, trouxeram mais adeptos e reforcaram a
viabilidade de planejamento e a implantagdo de um parreiral cada vez maior.

A topografia da area do projeto varia entre plana e suavemente ondulada, com boa
drenagem, favorecendo a agricultura mecanizada e a irrigacdo. A existéncia de solos com boa
profundidade (cerca de 8 metros) e de textura média favorece o desenvolvimento do sistema
radicular das plantas, principalmente de espécies perenes (frutiferas). Por outro lado, por
apresentar uma baixa capacidade de troca catibnica (CTC), necessita normalmente da
utilizacdo de um programa de adubacéo e correcdo do solo, visando atender a demanda das
plantas em nutrientes, especialmente no caso de cultivos intensivamente explorados

(ANDRADE JUNIOR. et al., 2010).

FIGURA 6: (A): Area experimental para cultivo da videira no Assentamento Marrecas. (B): Uva da

variedade benitaka. (C): Uva da variedade Italia

(B) ©
FONTE: ACESSEPIAUI (2012)

A primeira colheita de uvas aconteceu em agosto de 2008, quando foram colhidas
17t/ha, em uma area de quatro hectares. Parte da producdo foi consumida em Sdo Jodo do

Piaui, e o restante, comprado pelo Governo Estadual através do Programa Compra Direta, da
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Secretaria do Desenvolvimento Rural (SDR). Em seu primeiro ano de colheita, a producao
comprada pelo governo rendeu R$ 40 mil aos agricultores. No ano de 2013, foram colhidos
aproximadamente 30 toneladas de uva/ha, numa area de seis hectares e distribuidos em duas
safras.

Embora a area plantada indique pequeno crescimento, a produtividade ganhou forca e,
atualmente, ha condicbes de se conseguir até trés colheitas por ano, rendendo algo em torno
de 360 mil quilos de uva.

Atualmente, um grupo de dez mulheres € responsavel por uma associacdo de
processamento de frutas, com producdo de doce, licor e geleia de frutas, inclusive de uva, que
sdo vendidas no comercio local; contribuindo para um incremento maior na renda familiar

destas mulheres.

4. AGRICULTURA E A GERACAO DE RESIDUOS

Nos primérdios da civilizacdo, 0 homem supria suas necessidades basicas por meio da
caca e da pesca, sem interferir negativamente com o meio ambiente. No entanto, com o
aumento da populacdo e a consequente escassez de alimentos, 0 homem passou a cultivar o
solo, dando origem a agricultura e consequentemente, a geragdo de residuos, que inicialmente
eram constituidos basicamente de restos de vegetais e excrementos humanos e de animais
(RODRIGUES, 2010).

Com o advento da Revolucdo Industrial e a consequente producao de bens de consumo
em grande escala e aumento da industrializacdo, a geracdo de residuos tornou-se cada vez
maior e mais diversificado, ocasionando maiores prejuizos ao meio ambiente uma vez que a
taxa de residuos gerados é maior que a taxa de degradacdo destes (RODRIGUES, 2010).

De acordo com Matos (2005), a producdo de residuos agricolas é extremamente
variavel, dependendo de fatores, tais como, a espécie cultivada, o fim a que se destinam
condices de fertilidade do solo, condigdes climaticas, dentre outros. Além disso, a geragdo de
residuos agroindustriais é sazonal, e por isso, diz-se que existe alta instabilidade do volume
produzido. As estimativas da geracdo de residuos organicos oriundos das agroindustrias
associadas a agricultura brasileira representaram em torno de 290.838.411t em 2009. Os
residuos que mais contribuiram com estes valores foram os de cana-de-agucar (671.394.957t),
soja (57.345.382t), milho (50.745.996t), mandioca (23.786.281t), laranja (16.944.529t), uva

(614.574t) e castanha de caju (110.253t). O uso energético desses residuos poderia representar
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um potencial energético instalado de até 23 GW/ano (Giga-Watt-Hora/ano), o que equivale a
201.471 GWh/ano (BRASL, 2011).

A Legislacdo Brasileira através do Decreto n° 4.074, de 4 de janeiro de 2002,
conceitua residuo como “toda substancia ou mistura de substincias remanescentes ou
existentes em alimentos ou no meio ambiente, decorrente do uso ou ndo de agrotdxicos e
afins, inclusive qualquer derivado especifico, tais como produtos de conversdo e de
degradacdo, metabdlitos, produtos de reacdo e impurezas, considerados toxicologica e
ambientalmente importantes” (BRASIL, 2002c).

O agronegocio vem sendo, desde o processo de modernizacdo e industrializacdo da
producdo agropecuaria, objeto de diversas pesquisas e debates. A partir de 1980, a geracdo, a
adaptacdo, a transferéncia e a adocdo de inovacdes tecnoldgicas possibilitaram ganhos de
produtividade expressivos (GASQUES e BASTOS, 2003). A agroindustria faz parte do
agronegocio, sendo basicamente o setor que transforma ou processa matérias-primas
agropecuarias em produtos elaborados, agregando valor ao produto. Dentre as diversas
defini¢cdes para o termo agroindustria, Lauschner (1995), define como ““a unidade produtora
que transforma o produto agropecuario natural ou manufaturado para a sua utilizacdo
intermediaria ou final”.

Os significativos avangos no desempenho do agronegécio implicaram na geracdo de
residuos nas atividades agropecudria e agroindustrial. Pesquisas cientificas apontam, a partir
da década de 1980, para o agravamento de problemas ambientais globais, como a destruicdo
da camada de oz6nio, o efeito estufa e o comprometimento da biodiversidade, além dos
impactos locais provenientes da geracdo de residuos liquidos e sélidos. Estes problemas
demandaram a rediscussao do modelo de desenvolvimento que se mostrava limitados por seus
efeitos sobre a sustentabilidade (ROSA et al, 2011).

Os residuos agroindustriais sdo gerados no processamento de alimentos, fibras, couro,
madeira, producdo de acuUcar, producdo de alcool etc. Os residuos agroindustriais podem ser
solidos ou liquidos. Os residuos agroindustriais liquidos podem ser o resultado da lavagem do
produto, escaldamento, cozimento, pasteurizagéo, resfriamento e lavagem do equipamento de
processamento e das instalacdes. Os residuos agroindustriais solidos sdo constituidos pelas
sobras de processo e descartes de matadouros e industrias do processamento de carnes
(visceras e carcaca de animais), frutas e hortalicas (bagaco, tortas, refugo e restos), industria
da celulose e papel (residuos da madeira, curtume (aparas de couro e lodo do processo e
tratamento de aguas residuais) e lixo proveniente de embalagens, além de lixo gerado no

patio, refeitorio e escritdério da agroindustria). Residuos sélidos organicos provocam
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fermentacdo, com formacdo de &cidos orgénicos e geracdo de odores desagradaveis e
diminuicdo do oxigénio dissolvido em &guas superficiais; além de ser fonte nutritiva para
proliferacdo de microorganismos e macrovetores, tais como moscas, ratos, baratas etc
(MATOS, 2005; RODRIGUES, 2010).

A geracdo de residuos esta associada ao desperdicio de matéria-prima, as perdas entre
a producgdo e o consumo. Estima-se que, em média, 35% da safra de gréos, de frutas e de
hortalicas colhidas no Brasil sejam desperdi¢cados no caminho entre a lavoura e o consumidor.
Isso significa que mais de 10 milhdes de toneladas de alimentos poderiam estar na mesa dos
54 milhdes de brasileiros que vivem abaixo da linha da pobreza (IPEA, 2009). Residuos
podem representar perda de nutrientes, além de aumentar o potencial poluidor associado a
disposicdo inadequada que, além da poluicdo de solos e de corpos hidricos quando da
lixiviacdo de compostos, acarreta problemas de satde publica (CARIOCA e ARORA, 2000).

Em todo o mundo e principalmente no Brasil, que possui sua economia fortemente
baseada no agronegdcio, sdo geradas grandes quantidades de residuos pelas indudstrias
processadoras de alimentos, que apesar de serem considerados sérios problemas ambientais,
podem servir em muitos dos casos, como fontes ricas de compostos bioativos, incluindo
substancias antioxidantes e antimicrobianas. Assim estes residuos podem ser considerados
fontes potenciais desses compostos naturais, de modo que, ao serem aproveitados, resultam
em maiores ganhos econdémicos, diminuindo simultaneamente, o impacto do descarte destes
ao ambiente (MAKRIS, BOSKOU e ANDRIKOPOULOS, 2007).

Atencdo especial tem sido voltada a minimizacdo ou reuso de residuos e ao
estabelecimento de novos usos de produtos e subprodutos agroindustriais. De forma geral, os
residuos da agroindudstria de processamento de produtos de origem vegetal apresentam em
suas composicOes diferentes constituintes, que abrem muitas oportunidades de agregacdo de

valor nutricional e econdmico.

4.1 Residuos agricolas de uva

Em geral, os residuos agricolas de processamento de produtos de origem vegetal
(frutas, cereais, leguminosas, oleaginosas), apresentam em suas composicoes diferentes
constituintes. Os residuos agricolas da uva sdo compostos principalmente por subprodutos
solidos, como o engaco, o bagaco e por material filtrado dos liquidos. O engaco é formado
pela armagdo do cacho da uva que suporta o fruto e representa de 3% a 7% do peso total do

cacho. Dentre seus constituintes estdo a agua, celulose, taninos e minerais. O bagaco da uva é
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um subproduto constituido pela casca ou pelicula, as sementes e o0s restos da polpa da uva,
sendo o resultado do esmagamento do gréo através de um processo de separa¢do do suco ou
mosto (sumo de uva fresca antes da fermentacdo). Em condic¢Ges normais, o bagaco equivale a
12% a 15%; podendo chegar a 20% do peso da uva (ISHIMOTO, 2008; FERREIRA, 2010;
YU e AHMEDNA, 2013).

O bagaco, constituido de &gua, glicidios, lipideos, vitaminas e minerais, possui
também compostos com propriedades biologicas importantes, tais como fibras e compostos
fenolicos, dependendo do tipo de bagaco, a natureza das castas de que provém, as condicdes
climéticas e de cultivo (ROCHENBACH, 2008; OLDONI, 2010).

4.2 Valorizacao de residuos da agricultura

Existem indmeros residuos da agricultura (principalmente cascas, sementes, talos
aparas e engacos) que tém potencial para a alimentacdo humana, devido as suas excelentes
caracteristicas nutritivas e a suas propriedades funcionais; contribuindo também para um
menor desperdicio e maior rentabilidade industrial (SILVA et al., 2014).

Segundo Pelizer, Pontieri e Moraes (2007), os residuos podem conter muitas
substancias de alto valor agregado e se for aplicado uma tecnologia adequada, este material
pode ser convertido em produtos comerciais ou matérias-primas para processos secundarios.
Inimeros estudos utilizando residuos industriais do processamento de alimentos tém sido
realizados com objetivo de aproveitamento destes, minimizando-se o impacto ambiental na
regido onde estas industrias estdo situadas e agregando-se valor aos produtos do mercado.

Ferrari et al. (2004) realizaram um estudo para caracterizar e verificar um melhor
aproveitamento das sementes excedentes do processamento do suco do maracuja na
alimentacdo humana. Segundo os autores, cascas e sementes de maracuja, provenientes do
processo de corte e extracdo da fruta para obtengdo do suco, sdo ainda, atualmente, em grande
parte descartada. Como este descarte representa inimeras toneladas, agregar valor a estes
subprodutos é de interesse econdmico, cientifico e tecnoldgico.

Borges et al. (2004) desenvolveram um estudo sobre a viabilidade da utilizacdo de
residuos das industrias de conserva de abacaxi da regido de Pelotas —RS para a producao de
suco. O processamento do suco-base foi feito a partir da obtencdo das cascas, centros e aparas
da fruta e consistiu das etapas de branqueamento, prensagem e filtragem. Conclui-se que é

viavel a elaboracdo de suco de abacaxi a partir de residuos de sua industrializacao.
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Kobori e Jorge (2005) realizaram um estudo, cuja finalidade foi caracterizar os 6leos
extraidos das sementes de laranja, maracuja, tomate e goiaba, como aproveitamento de
residuos industriais. As analises realizadas indicaram que esses 0leos possuem caracteristicas
fisico-quimicas semelhantes a alguns éleos comestiveis, podendo ser uma nova fonte de 6leos
para 0 consumo humano.

Reda et al. (2005) fizeram a caracterizagdo dos Gleos essenciais de limao rosa e de
limdo siciliano, considerados residuos industriais e concluiram que tém propriedades
semelhantes aos dos Oleos comestiveis com boa perspectiva de utilizacdo na producdo de

alimentos.

5. BIOTECNOLOGIA E AGRICULTURA

A biotecnologia é realizada pelo homem desde aproximadamente 6.000 anos a.C., a
partir dos relatos de que os microorganismos eram usados nos processos fermentativos para
producdo da cerveja e do pdo por babilénicos e suméricos; 4.000 anos a.C. 0s egipcios ja
fabricavam pées e em 1800 a.C. quando se iniciou a utilizacdo de fermento na producdo de
vinho. No entanto, as bases fundamentais da biotecnologia agricola consideram a biologia
molecular e as técnicas relacionadas como 0s eventos mais importantes da histéria da
biotecnologia (CARRER, BARBOSA e RAMIRO, 2010).

Inicialmente, a biotecnologia esteve focada na questdo da saide humana e animal, em
que se utilizou de microorganismos para a fabricacdo de antibioticos. Relatos de culturas de
células in vitro sdo datados da Segunda Guerra Mundial, quando cultura de Penicillum
notarum era usada para a producdo do antibidtico penicilina cuja acdo como antibidtico foi
descoberta por Alexander Fleming em 1929 (BENNETT e CHUNG, 2001). Mas foi na
década de 1970 que ocorreu o inicio das metodologias de uso do DNA recombinante e do
sequenciamento do DNA que proporcionaram grandes avancos na ciéncia de plantas. A
seguir, foram listados os principais eventos que marcaram 0s avangos da biotecnologia desde
1953 quando James Watson e Francis Crick descreveram a estrutura do DNA até os dias
atuais (CARRER, BARBOSA e RAMIRO, 2010).

De acordo com Borzani et al. (2001), o termo biotecnologia refere-se a aplicacdo da
bioquimica, da biologia, da microbiologia e da engenharia quimica aos processos e produtos
industriais (incluindo os produtos relativos a salde, energia e agricultura) e ao meio ambiente.

Estudos utilizando a biotecnologia tém contribuido para os cuidados de saude, no que

se refere ao tratamento de doencas cardiovasculares, autoimunes, neurodegenerativas, entre
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outras (FREI, 1994; BIANCHI e ANTUNES, 1999; WARIS e AHSAN, 2006; HALLIWELL,
2007; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

A biotecnologia tem revolucionado a agricultura com modernas tecnologias que nos
permitem identificar e selecionar genes que codificam caracteristicas benéficas para serem
usados como marcadores moleculares nos processos de selecdo assistida, ou ter a expresséo
de um determinado gene em outro organismo por transgenia e, assim, com maior preciséo,
obter novas caracteristicas agrondémicas e nutricionais desejaveis nos cultivos de plantas; além
da identificacdo e quantificacdo de propriedades antioxidantes e funcionais em espécies
vegetais e em seus subprodutos. Pode também contribuir com a sustentabilidade e a seguranca
da producéo alimentar, manutencdo da biodiversidade e minimizacéo da ocupacao dos solos e
desmatamento (PELIZER, PONTINERI e MORAES, 2007; CARRER, BARBOSA e
RAMIRO, 2010).

5.1 Biotecnologia e atividade antioxidante

Os produtos da agroindistria e muitos dos seus residuos sdo ricos em compostos
bioativos, que exercem efeito antioxidante no combate a formacdo de radicais livres e por
consequéncia disso, promovem beneficios a saude humana (VIEIRA et al., 2011; SCOLA et
al., 2011; COSTA, 2012).

Para melhor entendimento das propriedades biotecnoldgicas dos antioxidantes, faz-se
necessario um breve entendimento sobre a formacao dos radicais livres e 0s mecanismos de

oxidacdo lipidica.

5.1.1 Radicais Livres e oxidacao lipidica

Quimicamente, os radicais livres podem ser definidos como moléculas organicas,
inorganicas e &tomos que contém um ou mais elétrons ndo pareados (que ocupa sozinho um
orbital atdbmico ou molecular) na sua Ultima camada eletrbnica, tornando-os altamente
reativos, provocando rea¢des em cadeia que desestabilizam o meio molecular, interferindo de
forma negativa na manutencdo de funcdes fisioldgicas do organismo e consequente
surgimento de doencas (GILLHAN et al., 1997; RAHMAN, 2007; FERNANDEZ-
PANCHON et al, 2008; BERGAMASCHI, 2010; MACHADO, 2010; BARRETO, 2011;
COSTA, 2012; CAROCHO e FERREIRA, 2013).
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Estes radicais livres podem ser produzidos a partir de atomos de carbono, enxofre,
nitrogénio e oxigénio, sendo que os radicais livres derivados do oxigénio sdo 0s mais reativos
e danosos. Pela sua configuracdo eletronica, o oxigénio tende a receber um elétron de cada
vez, formando compostos intermediarios altamente reativos, tais como o anion superoxido
(07), o peroxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxila (OH’) (ISHIMOTO, 2008). Estas
espécies sdo também conhecidas como Espécies Reativas de Oxigénio - ERO, onde o elétron
encontra-se livre em sua Orbita externa e centrado nos atomos de oxigénio, ou Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERN), onde o elétron encontra-se livre em sua Orbita externa e
centrado nos atomos de nitrogénio (HILGEMANN, 2010; ISHIMOTO, 2008). As principais
ERO distribuem-se em dois grupos, as radicalares: hidroxila (OH"), superdxido (O,.),
peroxila (ROOv), alcoxila (RO¢) Oxido nitrico (NO") e as ndo-radicalares: oxigénio singleto
(*O,), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o &cido hipocloroso (HOCI). Dentre as ERN
incluem-se o 6xido nitrico (NO"), o 6xido nitroso (N2Os3) e 0 peroxinitrito (ONOO), dentre
outros (GILLHAM et al., 1997; SIES, 1997; MACHADO, 2010 ; CAROCHO e FERREIRA,
2013).

Os radicais livres ocorrem naturalmente no metabolismo celular com funcbes na
fagocitose, durante a fosforilacdo oxidativa; mecanismo usado pelas células para produzir
energia quimica (Adenosina Trifosfato - ATP), regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo
intercelular e sintese de substancias bioldgicas, ou pela exposicdo a fatores exdgenos, como
tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, pesticidas, luz ultravioleta e radiacGes
(JUNQUEIRA e RAMOS, 2005; OLDONI, 2010; MONTEIRO, 2011). Uma exposic¢ao
prolongada a estes fatores (poluicdo atmosférica, irradiacdes, tabagismo, solventes organicos,
anestésicos, pesticidas), dentre outras situacdes, leva a formacdo de radicais livres, que
causam peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo a proteinas dos tecidos e
membranas, enzimas, carboidratos e DNA (Acido desoxirribonucleico), levando ao
envelhecimento celular e surgimento de diversas doencas crbnicas e degenerativas
(ISHIMOTO, 2008; BERGAMASCHI, 2010; BARRETO, 2011; CAROCHO e FERREIRA,
2013).

Em condicBes fisioldgicas normais, as ERO podem desempenhar importante papel
fisiologico na regulacdo da resposta imunoldgica, participando do processo fagocitico de
defesa contra infec¢bes e atuando como fatores de transcri¢cdo na sinalizacdo intracelular,
induzindo a apoptose (HALLIWELL, 1994; CAROCHO e FERREIRA, 2013). No entanto, 0

aumento na sua producdo e/ou a reducdo na sua eliminacdo gera um desequilibrio fisioldgico,
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caracterizando o estresse oxidativo (FINKEL e HOLBROOK, 2000; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2000; JUNQUEIRA e RAMOS, 2005; OLIVEIRA, 2008).

O acumulo destas espécies leva a danos celulares e seus principais alvos séo 0 DNA
(&cido desoxirribonucléico), moléculas de RNA (acido ribonucléico), lipidios, proteinas e
acucares (FIGURA 7); levando em conta o local onde a espécie reativa € gerada, a
suscetibilidade de uma molécula ser oxidada e a disponibilidade de ions metalicos associados
a essa biomolécula (ISHIMOTO, 2008, CAROCHO e FERREIRA, 2013).

FIGURA 7: Principais alvos dos radicais livres.

PROTEINAS

Orxidacio de um aminoacido especifico
Clivagem de um peptideo mediada por radical livre
Formacao de ligacées cruzadas devido a reaccao com produtos de peroxidacio lipidica
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FONTE: Adaptado de: Carocho e Ferreira (2013).

Com relacdo as proteinas, existem trés mecanismos de acdo dos radicais livres: (1)
oxidacdo de um aminoacido especifico, (2) clivagem de um peptideo mediada por radical
livre e (3) a formacdo de ligacGes cruzadas devido a reaccdo com produtos de peroxidacao
lipidica (LOBO, PHATAK e CHANDRA, 2010; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

O dano induzido pelos radicais livres a0 DNA pode ser descrito tanto quimicamente e
estruturalmente com um padréo caracteristico de alteracdes: producédo de sitios de base-livre,
supressdes, modificacbes de todas as bases, mudancas de estrutura, quebras de cadeias,
ligagdo cruzada DNA-proteina e arranjos cromossémicos (CAROCHO e FERREIRA, 2013).
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Quanto aos agucares, a formacéo de radicais livres de oxigénio, ocorre durante as fases
iniciais da glicosilacdo, com fragmentacdo ndo enzimatica de acUcar produzindo espécies de
cadeia curta, como glicoaldeido cuja cadeia € muito curta para ciclizar e, por conseguinte,
sujeito a auto-oxidacdo, formando o radical superoxido. A reacdo em cadeia resultante
propagada por este radical pode formar compostos o e [-dicarbonils, que séao
mutagénicos (BENOV e BEEMA, 2003; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Embora proteinas, carboidratos e acidos nucleicos sejam suscetiveis a oxidacdo, 0s
acidos graxos insaturados sdo mais instaveis, devido as suas multiplas duplas ligacGes, e,
portanto, mais propensos a oxidacdo (MARTINS, 2010).

A oxidacdo lipidica de acidos graxos insaturados nas membranas lipidicas celulares ou
peroxidacdo lipidica pode ser definida como uma série de eventos bioguimicos resultantes da
acao de radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas, produzindo
principalmente radicais hidroxilas, peroxilas e alcoxilas e consequente alteragdes na
membrana celular, tais como destruigdo da sua estrutura, causando perda de fluidez, alteracéo
das funcdes secretora e perda da seletividade na troca idnica, com liberacdo de contetddos de
organelas e formacdo de produtos citotoxicos e até morte celular (SOUSA et al, 2007;
BERGAMASCHI, 2010; BARRETO, 2011).

O mecanismo da oxidac&o lipidica € descrito como uma reacdo em cadeia envolvendo
0s estagios de iniciacdo, propagacdo e terminacgdo (FIGURA 8).

A iniciacdo ocorre quando um atomo de hidrogénio é retirado de uma molécula de
acido graxo insaturado (RH) para formar um radical livre (R") (KIRK e OTHMER, 1978;
BRAUN e OMEIS, 2001; HILGEMANN, 2010; MARTINS, 2010; RAVELLI, 2011).

A fase de propagacao envolve a reacéo do radical livre (R") com o oxigénio molecular
(O,) para formar um radical per6xido (ROQ") que pode capturar um atomo de hidrogénio de
outro &cido graxo insaturado (RH) e propagar uma reacdo em cadeia. Os hidroperoxidos
formados (ROOH) podem sofrer uma cisdo para formar radicais alcoxila (RO) e hidroxila
(HO") que sdo capazes de propagar ainda mais a reacdo (KIRK e OTHMER, 1978; BRAUN e
OMEIS, 2001; HILGEMANN, 2010; MARTINS, 2010; RAVELLLI, 2011).

A terminacdo envolve a reacdo entre radicais livres para formar produtos estaveis
secundarios da oxidacdo (KIRK e OTHMER, 1978; BRAUN e OMEIS, 2001,
HILGEMANN, 2010; MARTINS, 2010; RAVELLI, 2011).

A peroxidacdo lipidica pode ocorrer por via enzimética e ndo enzimética. A via
enzimética de peroxidacdo lipidica envolve as enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases na

oxigenacdo dos acidos graxos poliinstaturados. A via ndo enzimatica envolve a participagdo
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de espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, metais de transicdo e outros

radicais livres (BERGAMASCHI, 2010).
FIGURA 8: Etapas da peroxidacao lipidica.
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FONTE: Adaptado de: Ramalho e Jorge (2006).
Em média, o corpo humano produz diariamente mais de 10 bilhGes de ERO via

reaces de auto-oxidacdo e metabdlicas, principalmente pelo sistema de transferéncia de
elétrons mitocondrial. O dano celular ou até mesmo a morte celular pode ocorrer quando o
potencial do sistema defensivo é excedido pela concentragdo ERO, ou quando eles séo
gerados proximos a locais onde as defesas ndo sdo fortes o suficiente (GONZALEZ, 2008;
HILGEMANN, 2010).

A consequéncia direta do ataque de ERO é o dano oxidativo a varias biomoléculas, o
que, combinado & idade, pode contribuir para o desenvolvimento de inimeras doencgas, como

arteriosclerose, cardiopatias, diabetes, catarata, certos tipos de céancer, lesdes inflamatdrias,
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doencas autoimunes (artrite reumatoide), distdrbios renais e hepéticos, Ulceras géstricas,
doengas neurodegenerativas, como Parkinson e Alzheimer, entre outras (FREI, 1994;
BIANCHI e ANTUNES, 1999; WARIS e AHSAN, 2006; HALLIWELL, 2007; CAROCHO
e FERREIRA, 2013).

Em alimentos, resulta em produgdo de sabores indesejaveis, odores de ranco,
descoloracdo e outros produtos de degradacdo que além de provocar outras alteracdes que
reduzem a vida util dos produtos e podem gerar produtos citotoxicos. Além disso, podem
afetar a qualidade nutricional dos alimentos, devido a degradacéo de vitaminas lipossoluveis,
vitamina C e &cidos graxos essenciais; podendo também causar irritacdo da mucosa intestinal,
provocando diarreia e diminuicdo da capacidade de absorcdo dos nutrientes, além do
comprometimento da integridade e seguranca destes alimentos (ANTONIASSI, 2001;
MACHADO, 2009; MUSA et al., 2013).

O estresse oxidativo, corresponde ao desequilibrio entre a producdo de radicais livres e
o sistema de defesa antioxidante, que conduz a um aumento intracelular de espécies
oxidantes. E assim, um efeito quimico, com repercussdes bioldgicas, provocado por espécies
oxidantes sobre os tecidos vivos. A ocorréncia de um estresse oxidativo moderado,
freqlientemente é acompanhada do aumento das defesas antioxidantes enziméticas, mas a
producdo de radical livre superior a capacidade de defesa pode causar danos e morte celular
(SIES, 1993; COSTA, 2008).

5.1.2 Os Antioxidantes

Do ponto de vista bioquimico, o organismo humano possui sistemas de defesa contra o
estresse oxidativo, que incluem os sistemas enzimaticos (especialmente superéxido dismutase,
glutationa peroxidase e catalase) e a acdo dos antioxidantes ndo enzimaticos, compostos
principalmente por vitaminas, principalmente C e E; polifenois, flavonoides; carotenoides e
licopeno. As agOes destes compostos séo de neutralizar radicais livres, quelar metais e
bloquear a acdo de espécies reativas, principalmente as de oxigénio (DEL RE e JORGE,
2012).

O termo antioxidante foi inicialmente usado referindo-se especificamente a uma
substancia quimica que impedisse o consumo de oxigénio. No fim do século XIX e inicio do
século XX, foram realizadas pesquisas sobre 0 uso de antioxidantes em importantes processos
industriais, como na prevengdo da corrosdo do metal, a vulcanizacdo da borracha, e a

polimerizacdo de combustiveis na incrustacdo em motores de combustdo interna. A
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investigacao sobre a forma como a vitamina E previne o processo da peroxidagdo dos lipidos
levou a identificacdo do antioxidante como agente redutor que previnem reacdes de oxidacao,
frequentemente pela neutralizacdo das espécies reativas do oxigénio antes que estas possam
danificar as células (SIES e STAHL, 1995).

Podem ser definidos como qualquer substancia que, quando presentes mesmo em
baixas concentracBes e quando comparada com um substrato oxidavel atrasa ou inibe a
oxidacdo deste de maneira eficaz (KIRK e OTHMER, 1978; HALLIWELL e GUTERIDGE,
1990). Anos depois, era definida como “qualquer substancia que atrasa ou inibe os danos
oxidativos a uma molécula alvo’” (HALLIWELL, 2007).

Os antioxidantes podem inibir a peroxidacdo lipidica, interagindo com radicais
peroxila ou alcoxila. De acordo com Sousa et al. (2007), a limitacdo na disponibilidade de
antioxidantes no organismo pode levar ao surgimento de les6es de carater cumulativo. Assim,
0s antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataguem
os alvos bioldgicos nas células. Em 6leos vegetais, para aumentar a resisténcia a oxidacao, é
necessario o uso de um antioxidante do tipo que provoca a quebra da cadeia, como 0s
compostos fendlicos, ou do tipo decompositor de hidroperoxidos. Oleos vegetais geralmente
contém antioxidantes fendlicos, os tocoferois e tocotrienois (SOUSA et al., 2007).

Além disso, outros efeitos positivos estdo ligados aos antioxidantes, como a sua
aplicacdo na industria, para a produgdo de cosméticos, farmacos e alimentos, prevenindo a
decomposicdo oxidativa desses pela acdo da luz, temperatura e umidade (BARREIROS et al.,
2006; COSTA, 2012).

De acordo com Ravelli (2011), os antioxidantes sdo adicionados em 6éleos, gorduras e
alimentos processados a fim de prevenir ou retardar a deterioracdo oxidativa desses alimentos
suscetiveis & oxidacao.

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

5.1.2.1 Mecanismo de acéo dos antioxidantes

Os antioxidantes podem atuar por meio dos seguintes mecanismos: (1) bloqueio da
etapa de iniciagdo, tanto pela inibicdo enzimatica ou por quelar elementos de pequenas
quantidades, tais como ferro e cobre, envolvidos na producdo de radicais livres, de forma a
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impedir sua interacdo com alvos celulares; sdo exemplos enzimas antioxidantes, tocoferois,
flavonoides e carotenoides; (2) bloqueios da etapa de progressdo da cadeia radicalar,
sequestrando radicais intermediarios; como exemplos tém-se a Vitamina E, flavonoides e
antioxidantes sintéticos; e finalmente (3) reparacdo das lesbes oxidativas; por meio de
proteases e fosfolipases (DANTAS-JUNIOR, 2008; MARTINS, 2010; CAROCHO e
FERREIRA, 2013). Geralmente, em um sistema complexo, admite-se que mais de um

mecanismo esteja envolvido causando o efeito sinérgico (KIRK e OTHMER, 1978).

5.1.2.2 Classes de antioxidantes

Os antioxidantes podem ser classificados como enziméaticos e ndo enzimaticos. Os
antioxidantes enzimaticos sdo geralmente produzidos pelo préprio organismo, os chamados
antioxidantes endogenos, o qual inclui varias enzimas (superdxido dismutase, catalase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase) e moléculas antioxidantes de alto e baixo peso
molecular (glutationa, &cido urico, bilirrubina, albumina) (KAUR e KAPOOR, 2001;
RAHMAN, 2007; BERGAMASCHI, 2010; NATIVIDADE, 2010; BARRETO, 2011;
CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos estdo incluidas substancias com capacidade
de proteger os sistemas biologicos contra reagdes oxidativas e seus efeitos deletérios, sendo
que tais compostos podem também ser produzidos endogenamente como a bilirrubina,
glutationa, melatonina, &cido drico; ou entdo obtidos por meio da alimentacdo diaria, 0s
antioxidantes exdgenos, que incluem o acido ascorbico (vitamina C), a vitamina E, a vitamina
A, os carotenoides, zinco, cobre, selénio e os compostos fendlicos. Os compostos fendlicos
atuam protegendo as células vivas e alimentos in natura, blogqueando a acéo de radicais livres,
formados pela oxidacdo quimica e ou enzimatica (lipoxigenase e cicloxigenase), envolvidas
na oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados e, consequentemente, na formacédo de perdxidos
(NATIVIDADE, 2010; BARRETO, 2011; CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Estudos revelam que os antioxidantes exdgenos sdo essenciais para a resisténcia ao
estresse oxidativo, principalmente os presentes nos produtos de origem vegetal: compostos
fenodlicos, acido ascorbico e carotendides (McLEAN et al., 2005; LAGUERRE et al., 2007,
SILVA et al., 2010; COSTA, 2012).

O mecanismo de acdo antioxidante pelo qual um composto exerce sua acdo permite
classifica-los em primarios e secundarios (RAMALHO e JORGE, 2006; JARDINI, 2010). Os

antioxidantes primarios interrompem a cadeia de reagdes envolvidas na oxidacéo lipidica
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através da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres convertendo-os em produtos
mais estaveis termodinamicamente. S0 exemplos de antioxidantes primarios: compostos
fenolicos, tocoferdis, aminoacidos, butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) e
terc-butil-hidroquinona (TBHQ) (RAMALHO e JORGE, 2006; BERGAMASCHI, 2010;
JARDINI, 2010).

Os antioxidantes secundarios (sinergistas) atuam de forma sinergista regenerando o
antioxidante primario ou inativando ions metalicos, neutralizando seu efeito pré-oxidante
(BERGAMASCHI, 2010; JARDINI, 2010; RAMALHO e JORGE, 2006).

Para Oldoni (2010), estas definicdes ndo limitam a atividade antioxidante a um grupo
especifico de compostos quimicos e nem se referem a um mecanismo particular de acdo. Para
analises in vivo, o conceito de antioxidante inclui enzimas antioxidantes, ligacdes de ferro e
proteinas transportadoras e outros compostos que afetam o sinal de transducdo e expressao
génica. Ja para alimentos e bebidas, antioxidantes podem ser relacionados a protecdo da
oxidacdo de substratos especificos ou a formagdo de produtos de oxidacdo especificos, e

podem variar entre os diferentes produtos.

5.1.2.2.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos, principalmente BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-
hidroxi-tolueno) e TBHQ (tercibutil- hidroxiquinona), sdo comumente utilizados para a
preservacdo de alimentos, principalmente por inddstrias de éleos e derivados lipidicos para
evitar o processo de oxidacdo (CARROCHO e FERREIRA, 2013).

A estrutura fendlica destes compostos (FIGURA 9) permite a doacdo de um proton a
um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo 0 mecanismo
de oxidacdo por radicais livres (RAMALHO e JORGE, 2006).

O BHA ¢ um antioxidante mais efetivo no combate & oxidacdo em gorduras animais
que em Oleos vegetais. Como a maior parte dos antioxidantes fenolicos, sua eficiéncia é
limitada em éleos insaturados de vegetais ou sementes. Apresenta pouca estabilidade frente a
elevadas temperaturas, mas é particularmente efetivo no controle de oxidacdo de acidos
graxos de cadeia curta, como aqueles contidos em oOleo de coco e palma. O BHT tem
propriedades similares ao BHA, porém, enquanto o BHA é um sinergista para propilgalatos, o
BHT ndo é. BHA e BHT podem conferir odor em alimentos quando aplicados em altas
temperaturas em condicdo de fritura, por longo periodo. O BHA e o BHT sdo sinergistas entre

si. O BHA age como seqliestrante de radicais peroxidos, enquanto o BHT age como
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sinergista, ou regenerador de radicais BHA. O TBHQ ¢é um pé cristalino branco e brilhoso,
moderadamente sollvel em dleos e gorduras e ndo se complexa com ions de cobre e ferro,
como o galato de propila (PG). E considerado, em geral, mais eficaz em 6leos vegetais que
BHA ou BHT; em relacdo a gordura animal, é tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo que o
BHT. O TBHQ ¢ considerado também o melhor antioxidante para 6leos de fritura, pois resiste
ao calor e proporciona uma excelente estabilidade para os produtos acabados. Acido citrico e
TBHQ apresentam excelente sinergia em 0leos vegetais (RAMALHO e JORGE, 2006).

FIGURA 9: Representacédo da estrutura fenélica dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT, TBHQ e PG.
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FONTE: Ramalho e Jorge (2006)
No entanto, devido a suas propriedades carcinogénicas, pesquisas sobre o potencial de

aplicacdo de antioxidantes naturais provenientes de origem vegetal, tém recebido maior
atencdo da comunidade cientifica (BARRETO, 2011; COSTA, 2012). Por estes motivos, 0
uso destes antioxidantes em alimentos € limitado e tém seu uso aprovado em alimentos apds
investigagBes que comprovam sua seguranca dentro de um limite de ingestdo diaria, e seu
consumo estd sujeito a legislacdo especifica de cada pais ou normas internacionais
(TIVERON, 2010). De acordo com a Norma Geral de Aditivos Alimentares do Codex, que
limita o uso de antioxidantes de acordo com a categoria do alimento, 0 seu consumo varia de
175 a 400 mg/kg para BHA, de 75 a 400 mg/Kg para BHT e de 100 a 400 mg/Kg para TBHQ
(RAMALHO e JORGE, 2006; FAO, 2013).

De acordo com a European Food Safety Authority (EFSA), a ingestdo diaria aceitavel
para BHT é de 0,25 mg/kg de peso corporal/dia e de 1,0 mg/kg de peso corporal/dia para o
BHA (EFSA, 2011; EFSA, 2012). Em relagdo ao TBHQ, a recomendagdo da EFSA é de 0,7
mg/kg de peso corporal/dia (EFSA, 2004).

Os antioxidantes sintéticos requerem testes extensos e de custo elevado para
comprovar a sua seguranca para aplicacdo em alimentos e, por esta razdo, a busca por

substitutos naturais para os antioxidantes sintéticos tem elevado o numero de pesquisas
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envolvendo os alimentos de origem vegetal, que séo potenciais fontes destas substancias. De
acordo com Ravelli (2011), os antioxidantes sintéticos apresentam o inconveniente de serem
volateis (durante o processamento térmico a 185°C ocorrem volatilizacdo e decomposicéo
destes componentes).

Sdo caracteristicas desejaveis de um antioxidante: a eficacia em baixas concentragdes
(0,001 a 0,01%), auséncia de agentes indesejaveis na cor, sabor, odor e outras caracteristicas
dos alimentos, estabilidade durante o processamento e armazenamento e seus produtos de
oxidacdo ndo serem toxicos (TIVERON, 2010).

5.1.2.2.2 Antioxidantes naturais

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de vegetais e plantas, sendo
considerados excelentes compostos bioativos, por serem fontes de terpenos, compostos
fendlicos e nitrogenados. Entre estes estdo o acido ascdrbico, Vitamina E, carotendides e uma
ampla variedade de compostos fendlicos (MARTINEZ-VALVERDE, PERIAGO e ROS,
2000; MELO, 2010; BARRETO, 2011).

O é&cido ascorbico, também denominado ascorbato ou vitamina C, é um poderoso
antioxidante solivel em &gua e exerce um papel vital na protecdo contra danos oxidativos,
prevenindo o aparecimento de certos tipos de cancer, envelhecimento precoce e doencas
cardiovasculares. Sua acdo antioxidante deve-se a sua facilidade em perder elétrons. Ele
interage com radicais livres, sendo oxidado a &cido dehidroascérbico, que é novamente
convertido a acido ascérbico por acdo da enzima dehidroascorbato-redutase (MOREIRA,
2007; CARVALHO, SOUSA e MOREIRA-ARAUJO, 2009).

A vitamina E é uma designacdo coletiva que engloba oito tocoferois e tocotriendis,
que sdo vitaminas solveis em lipidos com propriedades antioxidantes. Esta presente na forma
de a, B, v e d-tocoferol, sendo o a-tocoferol mais estudada, por ser a mais biodisponivel ja que
é esta forma que o corpo preferencialmente absorve e metaboliza. A atividade antioxidante
desta vitamina se da por meio da doacdo de atomos de hidrogénio aos radicais lipidicos,
interrompendo assim, a propagacdo da cadeia (RAMALHO e JORGE, 2006; TIVERON,
2010).

Os carotenoides sd@o pigmentos lipossoluveis de coloragdo amarelo, laranja e
vermelho, presentes em muitas frutas e vegetais. Os exemplos mais comuns sdo: tomate
(licopeno), cenoura (o e P-caroteno), milho (luteina e zeaxantina), pimenta vermelha

(capsantina), urucum (bixina) e batata doce (p-caroteno). Outras fontes vegetais de
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carotendides sdo: abdbora, pimentdo vermelho e amarelo, inhame, cara, azeitona roxa,
repolho roxo, folhas verde-escuras (como brocolis e espinafre), alface, aipo, mac¢d, damasco,
manga, ameixa, frutas vermelhas, melancia, laranja, tangerina, nectarina e mamé&o. A
caracteristica estrutural comum dos carotenoides é a cadeia polieno, um longo sistema de
ligagdo dupla conjugada, que forma a “espinha dorsal” da molécula. Esta cadeia pode
apresentar grupos terminais ciclicos, que apresentam substituintes contendo oxigénio. O
sistema conjugado e rico em elétrons do polieno é responsavel pela atividade antioxidante dos
carotenoides: tanto na absorcdo do oxigénio singleto quanto de radicais livres, para
interromper as reagbes em cadeia onde eles estdo envolvidos (CARVALHO, SOUSA e
MOREIRA-ARAUJO, 2009; SILVA et al., 2010).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de vegetais com variadas
funcbes; desde a protecdo da planta contra ataque de herbivoros e microorganismos
patogénicos, protecdo contra radiacdo ultravioleta e importante atividade antioxidante
(COSTA, 2012).

Além de preservar os alimentos contra danos oxidativos pela acdo da luz, temperatura
e umidade, os antioxidantes podem agir como nutracéuticos, proporcionando beneficios a
salde dos consumidores (RAVELLI, 2011; SOUZA et al., 2012a), além da aplicacdo na
indUstria, para a protecdo de cosméticos e farmacos (BARREIROS et al., 2006).

Os antioxidantes naturais estdo presentes numa grande variedade de alimentos, como
as hortalicas, fruta, cereais, ovos, carne, legumes e frutos secos. Alguns antioxidantes como o
licopeno e o &cido ascorbico podem-se decompor como resultado de armazenamento a longo
prazo ou excesso de cozimento. Outros compostos antioxidantes sdo mais estaveis, como por
exemplo os antioxidantes polifendlicos presentes no chd ou nos cereais integrais. Os efeitos
do cozimento e do processamento alimentar sdo bastante complexos, ja que podem também
aumentar a biodisponibilidade dos antioxidantes, como no caso de alguns carotendides nas
hortalicas. Em geral, alimentos processados contém menos antioxidantes do que os frescos e
Crus, uma vez que 0S processos de preparacdo causam exposicdo ao oxigénio (RAVELLI,
2011; SOUZA et al., 2012a).

5.1.2.3 Aplicagdes tecnoldgicas para os antioxidantes

Além da aplicacdo no campo da salde, os antioxidantes tém inumeras aplicacdes
industriais. Na industria de alimentos, pode ser utilizado como conservantes alimentar; na
indUstria farmacéutica ou cosmética, como componentes de formulagdes topicas para

prevencdo do envehecimento celular; além disso, sdo também importantes aditivos para
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combustiveis, prevenindo a formagdo de gomas que interferem com a atividade dos motores
de combust&o interna (KIRK e OTHMER, 1978).

5.1.2.3.1 Conservantes alimentares

As principais causas de deterioracdo dos alimentos sdo a exposicdo ao oxigénio e a
luz. As moléculas mais frequentemente atacadas pela oxidagdo sdo as gorduras insaturadas,
tornando-se rangosas. Uma vez que os lipidos oxidados perdem a cor e normalmente
apresentam odores desagradaveis como aromas metalicos ou de enxofre, € importante evitar a
oxidacdo em alimentos ricos em gorduras (CAROCHO e FERREIRA, 2013).

Os antioxidantes podem ser usados como aditivos alimentares na prevengéo contra a
deterioracdo. Estes conservantes incluem antioxidantes naturais como o cido ascorbico e 0s
tocoferois, bem como antioxidantes sintéticos como o galato de propila (PG), a TBHQ, o
BHA e 0 BHT (KIRK e OTHMER, 1978).

A presenga de um antioxidante em um alimento deve ser declarada no rétulo do
produto listando o antioxidante e finalidade da sua utilizacdo, por exemplo, ... usado para
preservar o sabor”. Nem todos os paises permitem que os antioxidantes sejam aplicados em
alimentos. Assim, informag6es normativas devem ser obtidas de acordo com cada pais. Além
disso, a selegcdo do antioxidante e o nivel necessario para uma 6tima efetividade é baseada no
substrato, seu método de preparacdo, embalagem e distribuicdo (KIRK e OTHMER, 1978).

5.2 Biotecnologia e compostos bioativos

Os compostos bioativos s@o os elementos presentes em pequenas quantidades, em
certos tipos de alimentos e que sdo capazes de atuar diretamente na prevencdo e no tratamento
de doencas cronicas, tais como as cardiovasculares, o diabetes e cancer. Em sua maioria, 0s
compostos bioativos estdo distribuidos entre as frutas, legumes, verduras, cereais, peixes de
agua fria, leite fermentado, dentre outros. Eles sdo aproveitados pelo préprio consumo dos
alimentos in natura ou estdo isolados e inseridos em outro produto que passa entdo a ser
enriquecido. Deste processo surgem, por exemplo, as capsulas de fibras e aminoacidos, 0s
leites enriquecidos com acidos graxos (Omegas 3 e 6) e as vitaminas (CARRATU et al.,
2005; BARRETO, 2011; COSTA, 2012).

O conhecimento dos compostos bioativos em alimentos inspirou o conceito de
alimentos funcionais (MORAES e COLLA, 2006; COSTA, 2012). Segundo Anjo (2004),

essa denominacdo foi utilizada pela industria japonesa para descrever alimentos fortificados
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com ingredientes especificos que provém da combinagdo de produtos comestiveis de alta
flexibilidade com moléculas biologicamente ativas, agindo como estratégia para corrigir
distdrbios metabdlicos, resultando na prevencdo e no tratamento de véarias doencas, gracas a
presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis. De acordo com o0 mesmo autor, esses
ingredientes podem variar de nutrientes isolados, produtos de biotecnologia, suplementos
dietéticos, alimentos geneticamente construidos até alimentos processados e derivados de
plantas.

Outra definicdo é proposta por Lajolo (2005), que descreve alimentos funcionais ou
alimentos com alegacGes de funcionais ou de satde, como alimento semelhante em aparéncia
ao alimento convencional, consumidos como parte da dieta usual, capazes de produzir efeitos
metabolicos ou fisioldgicos Gteis na manutencdo de uma boa salde fisica e mental, podendo
auxiliar na reducdo do risco de doencas crénico-degenerativas, além de suas funcdes
nutricionais béasicas.

Em termos mais abrangentes, alimento funcional seria qualquer alimento, natural ou
preparado pelo homem, que contenha um ou mais compostos bioativos, classificados como
nutrientes ou nao nutrientes, capazes de atuar no metabolismo e na fisiologia humana,
promovendo efeitos benéficos a salde, podendo retardar o estabelecimento de doencas
cronicas e/ ou degenerativas e melhorar a qualidade e a expectativa de vida das pessoas
(CARVALHO, SOUSA e MOREIRA-ARAUJO, 2009).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamenta os
alimentos com alegacdes de propriedades funcionais ou de salude. De acordo com a legislacédo
vigente, as alegacGes sdo permitidas, em carater opcional, desde que o alimento que alegar
propriedades funcionais ou de saude além das funcdes nutricionais basicas produza efeitos
metabolicos, fisiologicos ou benéficos a salde comprovados. Ainda, tais alegacdes podem
fazer referéncia a manutencdo geral da salde, ao papel fisiolégico dos nutrientes e nao
nutrientes e a reducdo de risco para doencas. Ndo sdo permitidas alegacGes de salde que
facam referéncia a cura ou a prevencao de doencas (BRASIL, 1999).

De acordo com Resolucdo n°® 19 de 30/04/99, da ANVISA, a alegacédo de propriedade
funcional é: “aquela relativa ao papel metabolico ou fisioldgico que o nutriente ou nao
nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencdo e outras fungbes normais do
organismo humano”, j& a alegagdo de propriedade de satude ¢€: “aquela que afirma, sugere ou
implica a existéncia de relacdo entre o alimento ou ingrediente com doenca ou condicdo
relacionada a satude” (BRASIL, 1999).
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Uma série de compostos bioativos é descrita como responsavel pelos efeitos benéficos
de uma alimentacdo diaria rica em compostos fendlicos, vitaminas, fibras e carotenoides
(LAJOLO, 2001; COSTA, 2012; MARTINEZ et al., 2012; SOUZA et al., 2012b; PIANO et
al., 2013; CHIOU et al., 2014).

Pesquisas evidenciando a importancia dos compostos bioativos para a saide humana
tém crescido no mundo cientifico. Estudos vém buscando determinar as concentracfes destes
compostos nos alimentos mais consumidos e em especial nas frutas e em seus subprodutos.
Estudos tém demonstrado o efeito protetor de dietas ricas em frutas e vegetais contra doencas
cardiovasculares e certos tipos de cancer, devido, em parte, aos antioxidantes contidos nestes
alimentos (RODRIGUES et al., 2003; LIMA et al., 2004; GRANDIS et al., 2005; MELO et
al., 2006; BARRETO, 2011; COSTA, 2012; ESPIRITO SANTO et al., 2012; POZUELO et
al., 2012; PIANO et al., 2013; TSENG e ZHAO, 2013; CHIOU et al., 2014; SILVA et al.,
2014).

5.2.1 Compostos bioativos derivados de metabolitos secundéarios de espécies vegetais

Os metabdlitos secundarios ou compostos secundarios de vegetais sdo uma variedade
de compostos organicos que ndo possuem uma distribuicdo universal no reino vegetal, ou
seja, sao restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas; ao contrario
dos metabdlitos primérios, que se encontram distribuidos em todo o reino vegetal,
desempenhando func@es vitais, como a fotossintese, respiracdo e transporte de solutos. Sdo
exemplos de metabolitos primarios: carboidratos, lipideos, aminoacidos, nucleotideos e
clorofila (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

Os metabdlitos secundarios sdo derivados das vias metabdlicas do acido chiquimico, a

principal, e mevaldnico, de pouca importancia para o metabolismo de vegetais (FIGURA 10).

FIGURA 10: Principais vias do metabolismo secundario de espécies vegetais.
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FONTE: Adaptado de Silva et al. (2010).
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Atuam na defesa do vegetal contra ataque de patégenos, mas durante muito tempo essa
funcdo era desconhecida; eles eram considerados apenas produtos finais do metabolismo ou
residuos sem qualquer funcdo importante. S&8o classificados em: terpenos, compostos
nitrogenados e compostos fendlicos (ANJO, 2004; BALASUNDRAM, SUNDRAM e
SAMMAN, 2006; BERGAMASCHI, 2010; NATIVIDADE, 2010).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de

metabolitos secundarios sao expostos a seguir e representados na Figura 11.

FIGURA 11: Principais fatores que podem influenciar o contetido de metabélitos secundarios
em espécies vegetais.
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FONTE: Adaptado de Gobbo-Neto e Lopes (2007).

o Sazonalidade: A época em que uma planta é coletada € um fator de grande importancia,
visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é
constante durante o ano todo. Segundo Gobbo-Neto e Lopes (2007), sdo relatados
variacdes sazonais no contetdo de praticamente todos os metabdlitos secundarios.

o Ritmo circadiano: A composi¢cdo de metabdlitos secundérios de uma planta pode variar
apreciavelmente durante o ciclo dia/noite. Silva et al. (1999) relataram uma variacdo de
mais de 80% na concentracdo de eugenol no 6leo essencial da alfavaca (Ocimum
gratissimum), o qual atingiu um méaximo em torno do meio-dia, horario em que foi
responsavel por 98% do 6leo essencial, em contraste com uma concentracdo de 11% em
torno de 17h.

o ldade: Tecidos mais novos geralmente possuem maiores taxa biossintética de metabdlitos
secundarios, tais como Oleos essenciais, acidos fendlicos, alcaldides, flavondides e
estilbenos. Ha uma correlagdo inversa entre alta atividade metabodlica e produgdo de

aleloquimicos, isto é, um decréscimo na producdo de metabolitos secundarios
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(notadamente derivados fendlicos) em periodos de crescimento tecidual rapido (GOBBO-
NETO e LOPES, 2007).

Temperatura: A faixa em que ocorrem as variagdes anuais, mensais e diarias na
temperatura € um dos fatores que exerce maior influéncia em seu desenvolvimento,
afetando, portanto, a producdo de metabolitos secundérios. No entanto, o fato da
temperatura ser, de modo geral, uma consequéncia de outros fatores, como altitude e
sazonalidade, a temperatura ndo deve ser considerada um fator isolado na producéo de
metabolitos secundarios (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Disponibilidade Hidrica: Fatores fisiologicos criticos, tais como fotossintese, mobilizacéo
de reservas, expansdo foliar e crescimento, podem ser alterados por estresse hidrico e,
consequentemente, levar a alteraces no metabolismo secundario. Em geral, o estresse
hidrico, leva a um aumento na producéo de varios tipos de metabolitos secundarios, como
glicosideos cianogénicos, glucosinolatos, alguns terpendides, antocianinas e alcaldides. O
efeito da seca na concentragdo de metabdlitos é, as vezes, dependente do grau de estresse
e do periodo em que ocorre, sendo que efeitos a curto prazo parecem levar a uma
producdo aumentada, enquanto a longo prazo é observado um efeito oposto. Outro fator
importante é que a chuva continua pode resultar na perda de substancias hidrossoluveis
das folhas e raizes por lixiviagdo (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Radiacdo Ultravioleta: Existe uma correlagdo positiva bem estabelecida entre intensidade
de radiacdo solar e producdo de compostos fendlicos, tais como flavonoides, taninos e
antocianinas. Isso pode ser explicado, principalmente no caso de flavondides, pela
protecdo contra a foto-destruicdo proporcionada por estes metab6litos ao absorver e/ou
dissipar a energia solar, dificultando assim a danificacdo dos tecidos mais internos pela
radiacdo UV-B. No caso especifico dos flavonoides, estes sdo acumulados principalmente
em tecidos superficiais (tais como epiderme, subepiderme, pélos, cuticula e material
epicuticular) e utilizados pela planta como filtros UV, pois absorvem radiagdo UV-B sem
alterar a radiacdo fotossinteticamente ativa. Além disso, também podem atuar como
antioxidantes (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Nutrientes: Em solos pobres em nutrientes, paralelamente a menor taxa de crescimento,
geralmente se verifica maior producdo de metabolitos secundarios, particularmente
derivados fendlicos. O estresse nutricional usualmente resulta em aumento nas
concentragfes de metabdlitos secundarios, exceto no caso da deficiéncia de nitrogénio e
enxofre, em que a producdo de metabolitos secundarios contendo estes elementos é

diminuida. H& evidéncias de que ndo é somente a disponibilidade ambiental de nitrogénio
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em si que influencia o metabolismo secundario, mas sim a quantidade deste que é
incorporada aos tecidos da planta. Em solos &cidos, devido a uma reducdo na taxa de
conversdo de amonio a nitrato, a incorporacao de nitrogénio pode ser inibida, o que tem
sido utilizado para explicar estudos que constataram altos niveis de producdo de
metabdlitos secundarios (especialmente compostos fenolicos) associados a plantas
crescendo nesse tipo de solo. Os niveis de fosforo e potéssio, apesar de relativamente
pouco estudados, também podem ter efeitos na producdo de metabdlitos nitrogenados.
Uma correlacdo bem estabelecida é que menores quantidades de metabolitos fenolicos séo
produzidas em condi¢cdes de fornecimento abundante de nitrogénio. Os efeitos de
nutrientes nos niveis de derivados do &cido chiquimico (especialmente &cidos cindmicos
simples e taninos hidrolisaveis e condensados) sdo bem documentados e deficiéncias em
nitrogénio, fésforo, enxofre e potdssio geralmente resultam em maiores concentracdes
destes metabdlitos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007). Em relacdo aos micronutrientes, a
falta de boro reduz a produgdo de compostos fendlicos em palmeiras (RAJARATNAM e
HOOK, 1975) e o fornecimento de estanho e bismuto aumenta a quantidade de taninos
produzidos por Acacia catuchu (WATERMAN e MOLE, 1989).

Altitude: De acordo com Gobbo-Neto e Lopes (2007), existe uma correlacdo positiva
entre o contetdo total de flavondides e a altitude; podendo ser explicada pela maior
susceptibilidade a radiacdo UV em altitudes maiores.

Estimulos Mecénicos e Ataques por Patdgenos: Fatores mecanicos aos quais as plantas
estdo susceptiveis, tais como ferimentos, ou mesmo meros estimulos, causados por chuva,
granizo, vento, areia, invasdo por patdgenos e pastagem de herbivoros, também podem
influenciar a expressdo do metabolismo secundario. Uma forma de defesa induzida é a
resposta a curto ou longo prazo a danificacdo de tecidos vegetais aumentando a producgéo
e 0 acumulo de metabdlitos secundarios ja existentes na planta, levando a fuga dos
animais. Este acréscimo €, as vezes, uma resposta restrita ao 6rgdo danificado, e outras
vezes uma resposta mais geral, podendo afetar a bioquimica vegetal como um todo
(GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Além destes, outros fatores, tais como, condi¢Ges de coleta, estabilizagdo e estocagem

podem afetar o conteddo final de metabolitos secundarios em plantas (GOBBO-NETO e
LOPES, 2007).

Visto que intmeros fatores podem levar a variagbes no conteddo de metabolitos

secundarios, fica clara a necessidade de estudos visando detectar as condigdes e épocas para

cultivo e/ou coleta que conduzam a uma materia-prima vegetal com concentragdes desejaveis
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de principios ativos. Também se existe a necessidade de uma andlise quimica detalhada,
visando identificar e quantificar quais os principais constituintes bioativos presentes na

espeécie vegetal a ser pesquisada.

5.2.1.1 Compostos Fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabolicos secundarios das plantas derivados
principalmente da via metabolica do &cido chiquimico (FIGURA 12), a qual converte
intermediarios da glicolise e da via das pentoses fosfato (fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-
fostato) em aminodcidos aromaticos, cujo principal representante é a fenilalanina
(NATIVIDADE, 2010).

FIGURA 12: Via do acido chigimico.
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l Isoquinolinicos
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FONTE: Adaptado de Dantas (2010).

A enzima fenilalanina aménia liase (PAL) atua como reguladora do processo e dela
originam-se a maioria dos compostos fendlicos, na forma livre ou ligados a agucares e
proteinas, englobando moléculas simples até compostos com alto grau de polimerizacao
(FIGURA 13) (NATIVIDADE, 2010).
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FIGURA 13: Principais compostos fenolicos derivados da enzima fenilalanina amonia liase (PAL).
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FONTE: Adaptado de Dantas (2010).

5.2.1.1.1. Estrutura quimica dos compostos fenélicos

Os compostos fendlicos possuem uma ampla variedade de estruturas, variando de
estruturas simples que contém um Unico anel aromatico a substancias poliméricas altamente
complexas, englobando mais de 10.000 compostos distintos, sendo 0 composto mais comum
um fenol simples (FIGURA 14) (OLDONI, 2007; PRADO, 2009; ANASTASIADI et al.,
2010; KATALINIC et al., 2010; SANTOS 2012). Mas apesar desta diversidade estrutural, o
grupo de compostos é frequentemente referido como “polifendis”.

FIGURA 14: Representacéo da estrutura quimica de um fenol simples.
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FONTE: Bravo e Saura-Calixto (1998)
Podem ser encontrados na natureza sob a forma de ésteres ou heterosideos, sendo,

portanto, sollveis em agua e em solventes organicos polares. Apresentam intensa absor¢do na

regido do ultravioleta e sdo facilmente oxidaveis por enzimas, metais, luz, calor ou em meio
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alcalino, acarretando em escurecimento de solugdes ou compostos isolados. Por terem
caracteristicas de um &cido, podem ser isolados por solubilidade em solucbes basicas

alcalinas, como a solucgéo de carbonato de sodio (OLDONI, 2007).
5.2.1.1.2 Classificacdo dos compostos fenolicos

Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com sua estrutura quimica
basica ou esqueleto principal e possiveis substituicGes nessa estrutura basica por associagdo
com carboidratos e formas polimerizadas (TABELA 1) (FARAH e DONANGELO, 2006;
OLDONI, 2007; BERGAMASCHI, 2010; SANTOS, 2012).

Podem também ser divididos em dois grupos: os flavonoides e os ndao-flavondides. Os
flavonoides podem subdividir-se em: flavondis, flavonas, flavanois, flavanonas, isoflavonas e
antocianidinas/antocianinas. J& os compostos fendlicos nao-flavondides sdo representados
pelos acidos fendlicos e outros derivados fendlicos como os estilbenos, cumarinas e taninos
(FIGURA 15) (ANASTASIADI et al., 2010; KATALINIC et al.,2010; RAVELLI, 2011).

TABELA 1: Classificagdo dos compostos fenolicos de acordo com sua estrutura quimica basica.

Estrutura Basica Compostos Fendlicos
C6 Fendis simples
C6-C1 Acidos Hidroxibenzoicos
C6-C2 Acetofenonas e Acidos Fenilacéticos
C6-C3 Acidos Hidroxicinamicos (acidos cindmicos e

compostos analogos, fenilpropenos,
cumarinas, isocumarinas e cromonas)

C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas e Benzofenonas
C6-C2-C6 Estilbenos e Antraquinonas
C6-C3-C6 Flavondides, Isoflavondides e Chalconas
(C6-C3); Lignanas
(C6-C3-C6), Diflavondides
(C6)n Melaninas vegetais
(C6-C3),, Ligninas
(C6-C1), Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6), Taninos condensados

FONTE: Adaptado de Oldoni (2007).

Legenda: C6 corresponde ao anel benzénico e CX a cadeia substituinte com X atomos de carbono.
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FIGURA 15: Classificacdo dos compostos fendlicos
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FONTE: Adaptado de: Ferreira e Abreu (2007)

o Flavonoides

Os flavondides foram descobertos em 1930, pelo ganhador do prémio Nobel de Medicina,
Szent-Gyrgy, que extraiu a citrina da casca do liméo, possuindo esta substancia a capacidade
de regulacdo da permeabilidade dos capilares. Assim, esta classe de produtos foi inicialmente
denominada vitamina P, e também por vitamina C2, visto que algumas substancias
pertencentes a esta classe apresentam propriedades semelhantes as da vitamina C. Porém,
essas substancias ndo foram confirmadas como vitaminas e esta classificacdo foi abandonada
em 1950 (MARTINEZ-FLORES et al.,2002; SANTOS, 2009).

A estrutura basica dos flavonoides é um esqueleto de 15 atomos de carbono organizados
em trés anéis (C6-C3-C6), denominados A, B e C (FIGURA 16). E baseada no ntcleo
flavilium, o qual consiste de trés anéis aromaticos. O benzeno do primeiro anel (A) é
condensado com o sexto carbono do terceiro anel (C), que na posi¢do 2 carrega um grupo
fenila como substituinte. O anel C pode ser um pirano heterociclico, gerando as estruturas
basicas das leucoantocianinas (ou pro-antocianinas ou catequinas) e antocianidinas, e é
denominado de nucleo flavana. As varias classes de flavonoides diferem quanto ao nivel de

substituicdo do anel C, enquanto compostos individuais dentro da mesma classe diferem no
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padrdo de substituicdo dos anéis B e C (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006;
SANTOS, 2009; HILGEMANN, 2010; SANTOS, 2012).

FIGURA 16: Representacdo da estrutura quimica geral de uma molécula de flavondide.
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FONTE: Balasundram, Sundram e Samman (2006)
Os flavonoides em plantas geralmente sdo acompanhados por acucares, recebendo

assim a denominacdo de glico-flavonoides ou flavonoides glicosilados. Estas substitui¢cdes
incluem D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose e arabinose. O residuo de agUcar da
molécula do flavonoide é provavelmente o principal fator determinante de sua absor¢édo pelo
organismo. Quando se apresenta isenta de glicidios (agUcares), a estrutura recebe o nome de
aglicona. Esta forma é mais lipofilica, facilitando a interagdo com as membranas celulares
(BIRT et al., 2001; NIELSEN et al., 2006; SALEM et al., 2010; ARAUJO, 2012).

E o grupo mais comum e amplamente distribuido de compostos fendlicos em plantas
(FIGURA 17). S&o parte integral tanto da dieta de animais como de humanos. Os flavonoides
geralmente ocorrem em plantas como derivados glicosilados, e contribuem para os tons azul,
vermelho e laranja, em folhas, flores e frutas. Além de vérios vegetais e frutas, os flavonoides
sdo encontrados em sementes, nozes, grdos, condimentos, e diferentes plantas medicinais,
assim como em bebidas, como vinho, chéa e cerveja (HILGEMMAN, 2010).

Os flavonoides desempenham diferentes papéis na ecologia de plantas. Devido a suas
cores atrativas, flavonas, flavondis e antocianidinas podem agir como sinais visuais para a
polinizacdo de insetos. Em virtude de sua adstringéncia, catequinas e outros flavonois podem
representar um sistema de defesa contra insetos prejudiciais a planta. Além disso, protegem a
planta da radiagdo UV solar devido a sua propriedade de absorver este tipo de radiacdo
(HASSIMOTO, 2005; HILGEMMAN, 2010).
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FIGURA 17: Representagdo da estrutura quimica geral das principais classes de flavonoides.
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FONTE: Balasundram, Sundram e Samman (2006)

Grande parte das acOes bioldgicas dos flavondides pode ser atribuida as suas
propriedades antioxidantes, seja através de sua capacidade redutora, seja por meio da
influéncia que exercem no estado redox do meio intracelular (SANTQOS, 2012). A atividade
antioxidante de flavondides é determinada pelo anel B, enquanto que o resto da estrutura
apresenta apenas uma pequena contribuicdo. Isto se verifica devido uma maior capacidade
eletro-doadora deste anel. Além disso, a presenca de grupos hidroxila nas posi¢oes 3, 4 e 5 do
anel B tem sido descrita como responsavel por aumentar a atividade antioxidante dos
flavondides em comparacdo a outros compostos com apenas um grupo hidroxila
(BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006; SANTQOS, 2009).

Os flavondides possibilitam a inibicdo da oxidacdo das lipoproteinas de baixa
densidade pelos macrofagos. Diversos flavondides apresentaram a capacidade de inibir a
formacdo de 6xido nitrico em macrofagos e sequestrar os radicais peroxila, hidroxila e DPPH.
Eles também podem inibir as enzimas responsaveis pela formacdo do anion superdxido, além
das enzimas ciclooxigenase, lipoxigenase, mono-oxigenase, succinoxidase mitocondrial,
NADH oxidase (SANTOS, 2009).

Em alguns estudos, flavondides como a catequina, quercetina e o kaempferol foram
capazes de inibir a oxidacdo do &cido linoléico. A catequina também apresentou atividade
antioxidante no retardamento da degradagdo endogena do a-tocoferol e do B-caroteno, bem
como, na inibicdo da oxidacédo de lipidios plasmaticos (SANTOS, 2009).

Devido a suas propriedades antioxidantes os flavonoides estdo envolvidos na

prevencdo de doengas como, alergias, inflamagdes, artrites, doengas cardiovasculares,
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arteriosclerose, doencas degenerativas e cancer (SCHRAMM e GERMAN, 1998; ISHIGE et
al., 2001; KATSUBE et al., 2003; ABDILLE et al., 2005; SANTOS, 2009)

De acordo com Santos (2012), os flavondides séo os polifendis mais comuns na dieta,
correspondendo a aproximadamente 1/3 da ingestdo diaria. Em um estudo citado por Horst e
Lajolo (2007) sugeriu que a ingestdo minima total de flavondides por dia sejade 1 g.

Fatores agrondmicos e ambientais podem influenciar na quantidade e, em
consequentemente, no perfil de flavonois de uvas. A quantidade total de flavondides nas uvas
varia de 1 a 80 mg/Kg de baga fresca, nas cultivares vermelhas; muitas vezes sendo mais rica
do que as de cor branca (MATTIVI et al., 2006; MAKRIS, KALLITHRAKA e KEFALAS,
2006; CASTILLO-MUNOZ et al., 2010; FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2012;
FLAMINI et al., 2013).

» Flavonois

Os flavonois sdo uma das maiores subclasses de flavonoides e possuem no anel C,
uma dupla ligacdo na posicdo C2-C3 (GRIS, 2010).

Possuem coloracdo branca ou amarela clara e geralmente acompanham as antocianinas
em frutos, provavelmente porque apresentam rotas de biossintese semelhantes, além de
atuarem na copigmentacdo das antocianinas e funcdo de foto-protecdo (BATISTA, 2010;
FLAMINI et al., 2013).

Estdo localizados principalmente na epiderme externas da pele, uma vez que eles
atuam como agentes de protecdo UV. Em uvas, sua sintese comeca nos botdes florais, as
maiores concentracdes sendo encontradas algumas semanas depois do véraison (mudanca de
coloracdo da baga). E entdo estabilizada durante o desenvolvimento inicial dos frutos e
diminui a medida que os bagos de uva aumentam de tamanho (FLAMINI et al., 2013).

O conteudo total e padrdo de flavondis é altamente variavel entre os genotipos e
também pode ser modulada em certa medida por fatores biéticos e abidticos (FLAMINI et al.
2013).

Dentre os flavondis, destacam-se a quercetina, rutina, kaempferol e miricetina. Os
principais flavonois da uva sdo a quercetina e a miricetina (GRIS, 2010).

A quercetina é encontrada em altas concentragdes na cebola (284-486 mg/ kg), couve
(100 mg/kg), vagem (32-45 mg/kg), brocolis (30 mg/kg), repolho (14 mg/kg) e tomate (8mg/
kg). Entre as frutas, grandes concentrac6es de quercetina sdo encontradas na macé (21-72 mg/
kg). No vinho tinto, o teor de quercetina varia entre 4 -16 mg/ L. O cha preto é a bebida que
apresenta maior concentracao de quercetina, em torno de 10-25 mg/L (HERTOG et al., 1993;
ARAUJO, 2012). Abe et al. (2007), relataram valores de 0,72 mg.100g™ em base (imida para
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uvas da variedade Moscato Embrapa e de 2,57 mg.100g™ em base Umida, para uvas da
variedade Ni&gara Rosada.

Além de sua atividade antioxidante, a quercetina exerce um efeito préapoptotico direto
em células tumorais, podendo efetivamente bloquear o crescimento de vérias linhagens
celulares de cancer em diferentes fases do ciclo celular. Estudos demonstram que a quercetina
é capaz de regular o ciclo celular, interagir com os locais de ligacdo do estrégeno tipo I,
diminuir a resisténcia as drogas e induzir a apoptose de células tumorais (YOSHIDA et al.,
1990; XIAO et al., 1998; YANG et al., 2001; ARAUJO, 2012).

A isoquercitrina (Q3G) é composta pela quercetina ligada a uma molécula de glicose.
Como pode ser visto na Figura 18, existe uma similaridade estrutural entre a quercetina, a
Q3G e a rutina, e por isso 0s trés compostos exibem atividades biologicas em comum,
incluindo os efeitos antiproliferativos em diversas linhagens tumorais, propriedades anti-
inflamatérias e antialérgicas, atividade antioxidante e efeitos na prevencdo de doencas
aterosclerdticas (FERNANDEZ et al., 2005; WACH, PYRZYNSKA e BIESAGA, 2007;
MOTOYAMA et al., 2009; ARAUJO, 2012).

FIGURA 18: Representacdo da estrutura quimica das molécula de rutina, isoquercitrina e quercetina.
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Rutina Quercetina-3-glicosideo Quercetina

FONTE: Adaptado de Wang et al. (2011).

A rutina (quercetina-3-0-rutinosideo) é um glicosideo conjugado, pertencente a classe
dos flavondis, caracterizada pela forma aglicona, a quercetina (3, 5, 7, 3’-4’-
pentahidroxiflavona) ligada na posicdo C2 do anel C a uma molécula dissacaridica, a rutinose
(C12H22010), que é composta por uma molécula de ramnose e uma de glicose (WILLIAMSON
et al., 1996; ARAUJO, 2012). A rutina e seus derivados representam cerca de 95% do total de
flavonoides ingeridos, estando presentes em altas concentragcbes na cebola, na macga, no
brdcolis, no vinho, no chd (HERTOG et al., 1993), nos frutos de fava d’anta (Dimorphandra
sp.) (planta do cerrado brasileiro) (CHAVES e USBERTI, 2003), em cascas de frutas citricas
(laranja, limdo, lima) (BILBAO et al., 2007).
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De acordo com Jo et al. (2010), em um estudo a respeito das propriedades inibitorias
da rutina, da quercetina e da Q3G sobre as a-glicosidases, enzimas responsaveis pela hidrélise
de carboidratos e, consequentemente, pela hiperglicemia pos-prandial que ocorre no diabetes
mellitus ndo-dependente de insulina; a quercetina e seus derivados foram inibidores da
isomaltase ainda mais potentes do que a acarbose, farmaco empregado regularmente como
redutor da glicemia.

A alta atividade antioxidante exercida pela Q3G desempenha papel importante na
protecdo das células contra o dano oxidativo. Soundararajan et al. (2008) mostraram que essa
atividade citoprotetora resulta da inducdo exercida pela Q3G sobre a expressédo de genes
associados a biossintese de lipideos e de colesterol, resultando na manuten¢do da integridade
da membrana celular na presenca de estresse oxidativo. No entanto, investigac@es in vitro a
respeito do mecanismo protetor da quercetina e seus derivados sobre danos oxidativos em
células C6 de glioma murinho mostraram que a quercetina, mas ndo a rutina e a Q3G, foi
efetiva como protetor celular (CHEN et al., 2006).

Estudos relataram que a rutina possui varias propriedades farmacologicas, tais como:
atividade antioxidante (BOYLE et al., 2000) com alto potencial de neutralizacdo de radicais
OH e O, (METODIEWA, KOCHMAN e KAROLCZAK, 1997) e inibicdo da peroxidacio
lipidica (NEGRE-SALVAYRE et al, 1991), além das atividades citoprotetora
(POTAPOVICH e KOSTYUK, 2003), vasoprotetora (IHME et al.,1996; LINDAHL e
TAGESSON, 1997; TANG et al., 2011), antiproliferativa (SANTOS et al., 2011, KUNTZ et
al., 1999), antitrombotica (SHEU et al., 2004) e cardioprotetora (ZIAEE et al., 2009).

A rutina é capaz de diminuir a permeabilidade capilar, exercendo efeito vasoconstritor
sobre 0s vasos sanguineos periféricos e inibindo o conteldo de fator de ativacdo plaquetaria
(PAF) (1ZZO et al., 1994). Pérez-Guerrero et al. (1994) relataram que a rutina previne
ulceracdes na mucosa gastrica em diversos modelos animais.

» Flavanois

Sédo polimeros de unidades de flavonoides. Dentre os flavanois, destacam-se os flavan-
3-0is (catequina, epicatequina e proantocianidinas ou taninos condensados). Estes compostos
sdo responsaveis pela adstringéncia e amargor em vinhos (GRIS, 2010).

De acordo com Araujo (2012), a atividade pré-oxidante das catequinas € responsavel
pela indugcdo da apoptose em células tumorais, e também & capaz de induzir sistemas
antioxidantes endogenos em tecidos normais, oferecendo protecdo contra danos

carcinogénicos.
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Os taninos condensados podem conter de duas até cinquenta unidades de flavonoides.
Em uvas, as proantocianidinas ou taninos condensados séo sintetizados durante a primeira
etapa de crescimento da baga até o inicio da coloracdo das cacas. Representam, na casca de
uvas, 3% a 6% do conteudo fendlico total e, nas sementes, 60% a 70% (GRIS, 2010).

» Antocianidina/antocianina

As antocianidinas derivam do cétion 2-fenilbenzopirilio (também conhecido por
flavilio). O céation flavilico encontra-se normalmente glicosilado, sendo que também pode
ocorrer a presenca de acidos ligados aos acucares. A Figura 19 representa a estrutura do
cation flavilico (a) e (b) um exemplo de uma estrutura de uma antocianidina, a cianidina
(MARCO e POPPI, 2008; MACHADO, 2010; DULLIUS, 2012).

FIGURA 19: (a) Representacdo da estrutura do cation flavilium e (b) Representacdo de uma estrutura da
antocianidina, a Cianidina.
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FONTE: Marco e Poppi, 2008.

Os pigmentos ocorrem geralmente na forma de antocianinas, que sdo derivadas das
antocianidinas. As antocianidinas ndo possuem grupos glicosideos e a maioria possui
hidroxilas nas posices 3, 5 e 7. J& nas antocianinas, uma ou mais destas hidroxilas estdo
ligadas a acucares, sendo os mais comuns a glicose, xilose, arabinose, ramnose, galactose ou
dissacarideos constituidos por esses aglcares, aos quais podem estar ligados acidos fendlicos,
como p-coumarico, caféico, fenilico e vanilico. O acucar presente nas moléculas de
antocianinas confere maior solubilidade e estabilidade a estes pigmentos, quando comparados
com as antocianidinas (MARCO e POPPI, 2008).

O termo antocianina é de origem grega (anthos, flor, e kyanos, azul), e foi inventado
por Marquart em 1853 para se referir aos pigmentos azuis das flores. Percebeu-se mais tarde
gue ndo apenas a cor azul, mas também varias outras cores observadas em flores, frutos,
folhas, caules e raizes sdo atribuidas a pigmentos quimicamente similares aos que deram

origem a “flor azul”. Apos a clorofila, as antocianinas sdo o0 mais importante grupo de
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pigmentos de origem vegetal e compdem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua do
reino vegetal; sendo encontradas em maior quantidade nas angiospermas (MARCO E POPPI,
2008).

Com a mesma origem biossintética dos outros flavonoides naturais, as antocianinas
sdo estruturalmente caracterizadas pela presenca do esqueleto contendo 15 atomos de carbono
na forma C6-C3-C6 (FIGURA 20), porém, ao contrario dos outros flavonodides, as
antocianinas absorvem fortemente na regido visivel do espectro, conferindo uma infinidade de

cores, dependendo do meio de ocorréncia.

FIGURA 20: Representagao da estrutura quimica das antocianinas.
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FONTE: Marco e Poppi, 2008.
As antocianinas mais comumente encontradas em frutas sdo derivadas principalmente

de seis antocianidinas: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina (FIGURA 21) (WU e PRIOR, 2005; MACHADO, 2010).

FIGURA 21: Representacgdo da estrutura geral da molécula de antocianidina (A) e principais formas de
antocianidina encontradas na natureza (B).

A
COMPOSTO R1 R2
Cianidina OH H
Peonidina OCH; H
B Delfinidina OH OH
Petunidina OCH; OH
Malvidina OCH; OCH;
Pelargonidina H H

FONTE: LOPEZ, JIMENEZ e VARGAS, 2000.
A nomenclatura dos pigmentos é derivada da fonte (do vegetal) em que eles foram

primeiramente isolados. As diferencas entre as varias antocianinas estdo no nimero de grupos
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hidroxilicos na molécula, no grau de metilacdo destes grupos, na natureza e no nimero de
acucares ligados a molécula e na posicéo dessas ligagcdes, bem como na natureza e no numero
de &cidos alifaticos e/ou aromaticos ligados ao(s) agucar (es) na molécula de antocianina
(CHIOU et al., 2014).

A Figura 22 é um exemplo de estrutura de antocianina presente na maioria dos

vegetais, a cianidina 3-glucosideo.

FIGURA 22: Representacéo da estrutura da antocianina cianidina 3-glucosideo.
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FONTE: Marco e Poppi, 2008.

As antocianinas sdo muito instaveis e altamente susceptiveis a degradacdo. Os
principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas séo a estrutura quimica, o
pH, a temperatura, a luz, a presenca de oxigénio, a degradacdo enzimaética e as interacdes
entre os componentes dos alimentos, tais como &cido ascdrbico, ions metalicos, aglcares e
copigmentos (FRANCIS, 1989), que levam a degradacdo desses pigmentos com consequente
formacdo de compostos poliméricos e derivados do acido benzdico e do benzaldeido como
produtos finais (FRANCIS, 1989; MACHADO, 2010; DULLIUS, 2012).

O pH exerce profunda influéncia na cor das antocianinas, assim como na sua
estabilidade. As antocianinas sdo mais estaveis em solugbes acidas do que em neutras e
alcalinas. No entanto sdo rapidamente destruidas pelo aguecimento durante o processamento e
estocagem de alimentos. Processos utilizando baixo tempo em alta temperatura tém sido
recomendados para melhor retengdo dos pigmentos. No caso de sucos de frutas vermelhas,
perdas de antocianinas mostraram-se insignificantes para tratamentos térmicos com duracdo
inferior a 12 minutos a 100°C (MARKAKIS, 1982). A influencia do pH sobre a cor e a
estabilidade das antocianinas € bem conhecida; em solucdo aquosa ha uma mistura de diversas
estruturas em equilibrio quimico: cation flavilium (vermelho), bases quinonoidais (azul),
pseudobases carbinol ou hemiacetais (incolor) e chalconas (amarelo claro/incolor)
(MACHADO, 2010).
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As antocianinas sdo moléculas polares, em funcdo dos grupos substituintes polares
(hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos seus anéis aromaticos.
Consequentemente, elas sdo mais solGveis em agua do que em solventes ndo-polares, porém,
dependendo das condi¢cdes do meio, as antocianinas podem ser sollveis em éter. Estas
caracteristicas ajudam na extracéo e separacao das antocianinas (KATO et al., 2012).

A estabilidade das antocianinas ao descoramento é aumentada consideravelmente pela
presenca de acidos fendlicos. O mesmo efeito € observado pela presenca de flavonoides nao-
antocianicos, especialmente os flavonois, como por exemplo, a rutina. Compostos como o
acetaldeido, amino &cidos, taninos, dentre alguns outros, também conferem aumento na
estabilidade da molécula. Esse aumento na estabilidade é atribuido a copigmentacao, ou seja,
associacdo entre antocianina e flavonol (copigmento) por ligacdes de hidrogénio, de modo
que o flavonol venha a formar uma estrutura protetora envolvendo a antocianina (MARCO e
POPPI, 2008).

A quantificacdo das antocianinas é realizada por métodos espectrofotométricos
baseados em medicdes simples de absorbancia nos seus respectivos comprimentos de onda
(465 a 550 nm) (WROLSTAD, 1976).

As antocianinas tém diferentes funcdes bioldgicas nos tecidos vegetais, como a
protecdo contra a exposicdo solar e radiacdo UV, ataques de patégenos, danos oxidativos e
ataque de radicais livres, pois eles também sdo capazes de atrair 0s animais para a dispersao
de sementes e de modular sinalizacdo cascatas (HE et al., 2010; FLAMINI et al. 2013).
Juntamente com os outros polifendis, as antocianinas tém sido estudadas para avaliar a fase de
maturacdo da uva e por suas propriedades bioldgicas, tais como, antioxidante, antimicrobiana
e anticancerigena, e seu efeito protetor sobre o sistema cardiovascular, como no controle da
obesidade, diabetes e na melhoria das funcdes visuais e cerebrais (MOCHIOKA et al., 1995;
DI STEFANO, 1996; FLAMINI e TOMASI, 2000; FIGUEIREDO-GONZALEZ et al.,
2012). Além disso, elas representam uma importante fonte de corantes naturais para
alimentos, em substituicdo aos corantes sintéticos, devido ao seu alto poder de coloragdo e sua
relativa baixa toxicidade (FLAMINI et al. 2013; CHIOU et al., 2014).

Nas videiras estas se acumulam nas folhas durante a senescéncia e sdo responsaveis
pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo encontradas também, na polpa de algumas
variedades de uvas (KATO et al., 2012).

A composic¢do das antocianinas em uvas difere com a espécie, maturidade e condi¢oes
climaticas. Em geral, uvas e vinho tinto contém antocianinas em quantidades que variam 30-
750 mg/100 g de peso fresco e 16 - 35 mg/100 mL , respectivamente (CHIOU et al., 2014).
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Em uvas, as antocianidinas sdo a cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e
malvidina. A falta de expressdo da enzima flavonoide 35" — hidroxilase nas uvas brancas
restringe a presenca destes compostos (FLAMINI et al., 2013).

» Flavanonas, flavonas e isoflavonas

Flavanonas sdo encontradas principalmente em frutas citricas, e as flavonas, no aipo.
Isoflavonas sdo encontradas quase exclusivamente em alimentos de soja (HILGEMMAN,
2010).

o N&o-Flavonoides
Os compostos fenolicos ndo-flavonodides sdo compostos fendlicos mais simples. Sdo
constituidos pelos é&cidos fendlicos e outros derivados fendlicos como os estilbenos

(resveratrol), taninos hidrolisaveis e cumarinas (PIOVACARI, 2009).

> Acidos Fenolicos

Os 4cidos fendlicos sdo compostos fenolicos que possuem um acido carboxilico
funcional. S&o divididos em dois grupos, o primeiro é composto pelos &acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos. Embora possuam o mesmo esqueleto basico, 0s
nameros e posi¢es dos grupos hidroxila no anel aromatico diferem (YU e AHMEDNA,
2013).

Os é&cidos hidroxibenzdicos possuem uma estrutura basica (C6-C1), caracterizando-se
pela hidroxilacdo do carbono 4 do &cido benzoico. Sdo os acidos fenodlicos mais simples
encontrados na natureza. Estes compostos estdo associados a importantes fungdes bioldgicas
para as plantas, como germinagédo de sementes e crescimento (SANTOS, 2009). Pertencem a
este grupo os acidos galico, p-hidroxibenzdico, protocatequico, vanilico e siringico (FIGURA
23).

Os acidos hidroxicinamicos possuem estrutura basica (C6-C3), com hidroxilacdo do
carbono 4 do é&cido cinamico. Estdo também envolvidos nas fungdes de germinagdo e
crescimento de plantas, além disso, apresentam atividade antibiotica. Pertencem a este grupo
os acidos caféico (FIGURA 23), ferdlico, p-cumarico e sinapico (SANTOS, 2009; YU e
AHMEDNA, 2013).
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FIGURA 23: Representacao da estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicinamicos (b)
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FONTE: Balasundram, Sundram e Samman (2006).
Os acidos fendlicos encontram-se distribuidos na casca e na polpa da uva. Sua

concentracdo diminui durante o desenvolvimento da baga e se estabiliza na maturacdo (GRIS,
2010).

» Resveratrol

O resveratrol é uma fitoalexina, isto €, componente sintetizado nas plantas em resposta
a situacdes de estresse, como infecges por fungos ou por fatores ambientais, como a
exposicao a radiacdo UV (LANGCAKE e PRYCE, 1976; YU e AHMEDNA, 2013).

Foi primeiramente isolado e 1940, das raizes da planta Veratum grandiflorum O. Loes
e em 1963 das raizes da planta Polygonum cuspidatum, comumente utilizada na medicina
tradicional japonesa e chinesa. Em 1976, foi identificado a presenca do trans-resveratrol em
Vitis vinifera. Nos anos 90, os estudos bioldgicos sobre o resveratrol tornaram-se mais
frequentes devido ao “paradoxo francés”, fendmeno que contempla baixos indices de
mortalidade por doencas do coragdo mesmo quando a dieta adotada inclui altos indices de
lipidios. As respostas para este fendbmeno podem ser atribuidas a influéncia do estilo de vida
francés, que apesar de adotar uma dieta basica com altos niveis de gordura nas preparacoes
culinarias, inclui o vinho em sua dieta (KATALINIC et al.,2010; DULLIUS, 2012).

Esta substancia existe nas formas cis e trans. Sua estrutura é composta por dois anéis

aromaticos conectados por uma ligacdo dupla (FIGURA 24). O resveratrol encontra-se em 72
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espécies vegetais, no entanto, é encontrado em poucos alimentos para 0 consumo humano.
Algumas fontes sdo o amendoim, cacau, algumas variedades de chés, porém a principal fonte
sdo as uvas e seus derivados (COUNET, CALLEMIEN e COLLIN, 2006).

FIGURA 24: Representacdo da estrutura quimica dos isdbmeros trans-resveratrol e cis-resveratrol.
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FONTE: Sautter et al. (2005)
O resveratrol é encontrado na videira, nas raizes, sementes, cascas e talos. Sua

guantidade varia entre os diversos tipos de uva e localizacdo geogréafica onde sdo cultivadas.
De acordo com Santillo (2011), a concentracdo de resveratrol na baga, € em média 0,05 a
0,dmg/g™. J4 as cascas, ttm em média, 50 a 100 mg/g™ e o vinho tinto, 1,5 a 3 mg/L™
(DULLIUS, 2012). Em sementes de uva, Kammerer et al. (2004) relataram 1,42 + 0,18
mg/100 g de resveratrol.

O resveratrol age na prevencdo de doencas cardiacas, assim como na inibicdo da
agregacdo plaquetéria, inibicdo da oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados e lipoproteinas.
Sua estrutura quimica é similar a do estrogénio sintético, portanto o trans-resveratrol tem
propriedades farmacoldgicas similares a do estradiol (horménio da classe dos esteroides,
produzido pelos foliculos ovarianos, responsavel pela manutencdo dos tecidos do organismo,
garantindo a elasticidade da pele e dos vasos sanguineos e a reconstituicdo 0ssea, entre outras
funcdes). Além disso, estudos relatam e sua protecdo contra o cancer e doengas degenerativas,
como o Alzheimer (SALVADOR, 2009; SANTILLO, 2011; FLAMINI et al., 2013).

Dentre os beneficios do resveratrol comprovados cientificamente, estdo o aumento da
resisténcia das fibras colagenas e consequente efeito protetor sobre as paredes dos vasos
sanguineos; inibicdo da formacdo de radicais livres, reduzindo a oxidacdo dos lipideos;
preservacdo do sistema imunoldgico, por impedir a destruicdo de linfocitos; conter o
envelhecimento celular e favorecer as funcgdes digestivas e aumentar o apetite (SANTILLO,
2011).
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A atividade antioxidante do trans-resveratrol esta relacionada com sua estrutura
quimica, especialmente o numero e o arranjo dos grupos hidroxilas livres nos anéis
aromaticos. Sua funcdo “protetora” esta relacionada com a doacdo de hidrogénios das
hidroxilas para os radicais livres (SALVADOR, 2009; GALLICE, 2010).

De acordo com Yu e Ahmedna (2013), o resveratrol potencia os efeitos apoptoticos de
citoquinas, agentes quimioterapéuticos e radiacdo gama. Os estudos farmacocinéticos e
farmacodindmicos demonstram que os principais 6rgéos alvo de resveratrol sdo figado e rim,
e que é metabolizado por hidroxilacdo, glucuronidacéo, sulfatacédo e hidrogenacéo.

» Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis estes sdo ésteres dos acidos galico e elagico glicosilados,
formados a partir do chiquimato. Os taninos elagicos sdo muito mais frequentes que os galicos
(GRIS, 2010).

5.2.1.1.3 Fontes alimentares de compostos fenolicos

Os compostos fendlicos podem ser encontrados em ampla diversidade no reino
vegetal, mas distribuidos em quantidades diferentes em cada parte dos vegetais, podendo
apresentar variacdes entre a mesma espécie vegetal, dependendo da diversidade quimica, do
estadio de maturacdo da planta, condigdes ambientais, condi¢Ges de cultivo, do solo, do
manejo, condi¢des de armazenamento e processamento; o0 que confere aos compostos
fendlicos uma série de fungdes (TAIZ e ZEIGER, 2009; BERGAMASCHI, 2010).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pelo crescimento e germinacdo das plantas,
apresentam também a funcdo de protegé-las de infeccbes e agressdes de microrganismos e
servem como filtros de radiacdo UV, além disso, contribuem com o aroma, adstringéncia, cor
e estabilidade oxidativa das mesmas (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006;
SANTOS, 2009; COSTA, 2012).

O contetido de compostos fenolicos pode variar entre frutas ou hortalicas, ou mesmo
para as mesmas frutas ou hortalicas, como relatado por diferentes autores (TABELA 2).

Estas diferencas podem ser devido a complexidade destes grupos de compostos, e
também em funcdo dos métodos de extracdo e analise (BRAVO e SAURA-CALIXTO, 1998;
KALT et al., 2001). Além disso, o conteldo de compostos fendlicos em alimentos vegetais
depende de fatores intrinsecos (género, espécies, cultivares) e extrinsecos (ambientais,
manuseio, armazenamento e processamento) (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,
2006).
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Em uvas, os compostos fendlicos estdo presentes principalmente na casca e nas
sementes. A videira 0s sintetiza como defesa a situa¢des adversas ou ao estresse (ataque de
fungos, déficit hidrico, radiacdo ultravioleta e variacdes de temperatura). A concentracdo de
compostos fenolicos em uvas depende também da variedade de videira e € influenciado por
fatores vitivinicolas e ambientais (ANASTASIADI et al., 2010; KATALINIC et al.,2010).

Dentre os compostos fenolicos presentes na uva, destacam-se no grupo dos
flavonoides, as antocianinas (na casca de uvas tintas), os flavonois (quercetina e miricetina),
flavandis (nas sementes, catequina e epicatequina; e taninos condensados). No grupo dos néo-
flavonoides, os estilbenos (resveratrol) (OLIVEIRA, 2006; GRIS, 2010; GRANATO, 2011;
DULLIUS, 2012).

TABELA 2: Contetdo de fendlicos totais em algumas espécies de frutas e hortalicas expresso em EAG/100g
(equivalente de acido galico por 100g de amostra fresca).

Fruta Fendlicos Totais (EAG/100g) Referéncia
Maca 296.3+6.4 Sun et al. (2002)
Banana 90.4+3.2 Sun et al. (2002)
Banana 11.8+04 Luximon-Ramma et al (2003)
Amora 417-555 Sellappan et al (2002)
Goiaba (vermelha) 126.4£6.0 Luximon-Ramma et al (2003)
Goiaba (branca) 247.31+4.5 Luximon-Ramma et al (2003)
Manga 56.0+2.1 Luximon-Ramma et al (2003)
Péssego 84.6 +0.7 Sun et al. (2002)
Maméo 57.6+4.1 Luximon-Ramma et al (2003)
Abacaxi 943+15 Sun et al. (2002)
Uva tinta 201+£2.9 Sun et al. (2002)
Morango 161-290 Heinonen et al. (1998)
Morango 160+ 1.2 Sun et al. (2002)
Hortalica Fendlicos Totais (EAG/100g) Referéncia
Brocolis 101.6 +1.24 Chu et al. (2002)
Repolho 546+ 7.0 Chu et al. (2002)
Pepino 195+1.6 Chu et al. (2002)
Espinafre 91+85 Chu et al. (2002)
Cebola 76.3+1.9 Chu et al. (2002)
Goiaba (vermelha) 126.4+6.0 Chu et al. (2002)
Goiaba (branca) 247.3+4.5 Chu et al. (2002)
Manga 56.0+2.1 Chu et al. (2002)
Péssego 84.6 +0.7 Chu et al. (2002)
Maméo 576 +4.1 Chu et al. (2002)
Abacaxi 943+15 Chu et al. (2002)
Uva tinta 201+£2.9 Chu et al. (2002)
Morango 160+ 1.2 Chu et al. (2002)
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O quadro 1 apresenta o contetdo dos principais fendlicos presentes em diferentes

partes de uvas da variedade Vitis vinifera L.

QUADRO 1: Principais fenélicos presentes em uvas da variedade Vitis vinifera L. em (mg.g™).

Composto Casca Semente Bagaco
Acidos Fenolicos 0,17-8,23 0,10-0,11 0,03-8,31
Antocianinas Totais 11,47-29,82 - 11,47-29,82
Flavondis Totais 0,48-0,63 0,02-0,05 0,03-0,63
Flavanois Totais 0,12-3,38 3,56-6,15 0,34-4,25

FONTE: Adaptado de Ferreira (2010) e Pinelo, Arnous e Meyer (2006).

Bebidas como sucos de frutas, chd e vinhos sdo fontes importantes de compostos
fenolicos na dieta humana (TABELA 3).

TABELA 3: Contetdo de fenolicos totais em sucos de frutas, chas e vinhos expresso em EAG/L (equivalente de
acido galico por litro) ou EAG/g (equivalente de acido galico por grama).

Sucos Comerciais Fendlicos Totais (EAG/L) Referéncia
Maca 339 Gardner et al. (2000)
Uva (tinta) 535 Gardner et al. (2000)
Laranja 755 Gardner et al. (2000)
Abacaxi 358 Gardner et al. (2000)
Suco in natura Fenolicos Totais (EAG/L) Referéncia
Uva (verde) 519 Sanchez-Moreno et al. (1999)
Uva (tinta) 1728 Sanchez-Moreno et al. (1999)
Laranja 382-1147 Rapisarda et al. (1999)
Cha Fendlicos Totais (EAG/Q) Referéncia
Ché preto 62-107 Luximon-Ramma et al (2005)
Ché verde 117.3 Samman et al. (2001)
Café Fendlicos Totais (EAG/Q) Referéncia
Café instantaneo 146-151 Lakenbrink et al. (2000)
Café em grédos 52.5-57 Lakenbrink et al. (2000)
Vinho tinto Fendlicos Totais (EAG/L) Referéncia
Argentino 1593-1637 Sanchez-Moreno et al. (2003)
Brasileiro 1947-1984 Minussi et al. (2003)
Chileno 2133 Minussi et al. (2003)
Francés 1018-3545 Landrault et al. (2001)
Italiano 3314-4177 Minussi et al. (2003)
Portugués 1615 Minussi et al. (2003)
Espanhol 1869 Sanchez-Moreno et al. (2003)
Vinho branco Fendlicos Totais (EAG/L) Referéncia
Argentino 216 Minussi et al. (2003)
Brasileiro 256-353 Minussi et al. (2003)
Francés 262-1425 Landrault et al. (2001)
Italiano 439-854 Minussi et al. (2003)
Espanhol 292 Sanchez-Moreno et al. (2003)

Eldina Castro Sousa



Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica |97

5.2.1.1.4 Atividade antioxidante dos compostos fendlicos

Uma de suas principais funcbes dos compostos fenolicos é a capacidade de atuar como
antioxidante no combate aos radicais livres e estresse oxidativo. Segundo Gomez-Ruiz, Leake
e Ames (2007), os compostos fenolicos atuam como antioxidantes tanto na fase de iniciagdo
como na propagagédo do processo oxidativo. Esta atividade esta diretamente relacionada com a
estrutura quimica do composto, podendo ser determinada pela acdo da molécula como agente
redutor, por meio da velocidade de inativacdo do radical livre, reatividade com outros
antioxidantes e capacidade de quelar metais (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN,
2006; OLDONI, 2007; BERGAMASCHI, 2010).

De uma maneira geral, os compostos fendlicos, principalmente os flavonoides,
apresentam estrutura ideal para o sequestro de radicais, sendo considerados antioxidantes
efetivos. Sua atividade antioxidante depende da estrutura e pode ser determinada por 5
fatores: reatividade como agente doador de hidrogénio e elétrons, estabilidade do radical
flavanoil formado, reatividade frente a outros compostos antioxidantes, capacidade de quelar
metais de transicdo e solubilidade e interacdo com as membranas (BARREIROS et al., 2006;
SANTOS, 2012; YU E AHMEDNA, 2013).

Em consequéncia disso, sdo associados a varios efeitos benéficos a saude, como a
reducdo no risco de doencas cardiovasculares, cancer e outras doencas cronicas
(MALACRIDA e MOTTA, 2005; BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006;
COSTA, 2012).

Vaérias pesquisas sobre os efeitos benéficos a salde tém sido atribuidas aos compostos
fendlicos presentes em espécies vegetais, incluindo as uvas e seus residuos. Estes estudos
mostram inimeros efeitos bioldgicos positivos relacionados aos compostos fendlicos, como
por exemplo, atividades antioxidantes, antiinflamatéria, antimicrobiana e anticarcinogénica
(TABELA 4).
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TABELA 4: Sintese de pesquisas sobre atividade antioxidante de espécies vegetais (Continua).

Desenho do Estudo

Principais Resultados

Ano

Referéncia

Avaliacdo da capacidade antioxidante de frutas
(acerola, caju, mamdo ‘“Formosa”, mamdo
Havai, laranja péra e goiaba) através do
método de DPPH e da inibicdo da oxidacéo
lipidica no sistema B-caroteno/acido linoleico.

A acerola, caju, mamdo Formosa, mamao Havai, goiaba,
laranja pera, e a pinha destacaram se por terem
apresentado uma potente capacidade antioxidante.

2008

Melo et al.

Extracdo dos polifendis presentes em residuo
agroindustrial de acerola e investigagdo da sua
capacidade de sequestrar o radical DPPH.

Frente ao potencial antioxidante exibido, residuos de
acerola surgem como uma fonte promissora de
antioxidante natural.

2009

Caetano et al.

Determinagdo  das  caracteristicas  fisico-
quimicas e niveis de compostos bioativos (acido
ascorbico, fendlicos totais) em quinze amostras
de polpas de frutos da Amazonia (abiu, acerola,
acai, araca-boi, bacaba, bacuri, buriti, caja,
cajarana, caju, cupuagu, graviola, murici, noni e
tamarindo).

Varias polpas apresentam bom potencial antioxidante,
detectada tanto pela medida especifica da atividade quanto
pela inibicdo de radicais livres, bem como pela presenca
de compostos bioativos como fendis e &cido ascérbico,
destacando-se acerola e acai.

2010

Canuto et al.

Determinacdo da quantidade dos compostos
fendlicos dos residuos de polpas de frutas
tropicais acerola, goiaba, abacaxi, cupuagu,
bacuri e graviola, bem como avaliar a sua
capacidade antioxidante in vitro.

Os residuos de polpas de acerola e goiaba exibiram as
maiores concentracdes de compostos fendlicos totais. Os
extratos exibiram acéo antioxidante, com destaque para 0s
extratos de polpa de acerola e goiaba, 0s quais se
mostraram mais eficientes em sequestrar os radicais livres.

2011

Sousa et al.

Determinacgdo do conteudo de fendlicos totais e
atividade antioxidante in vitro de polpas de
frutos tropicais.

Os extratos de polpa de acerola obtiveram os melhores
resultados, sendo assim, a de maior capacidade
antioxidante dentre as demais polpas de frutas analisadas
(polpa de caju e de goiaba).

2011

Vieira et al.

Determinacdo dos compostos fendlicos totais e
avaliagdo das atividades antioxidante e
antimicrobiana in vitro de extratos de caqui
(Diospyros kaki L.).

O extrato hidroetanolico de caqui e sua fragdo residual
apresentaram maior teor de compostos fendlicos que as
fracdes hexanica, cloroférmica e acetato de etila, além de
maior atividade antioxidante. Os extratos de caqui e as
fraghes ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

2012

Milani et al.
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TABELA 4: Sintese de pesquisas sobre atividade antioxidante de espécies vegetais (Conclusao).

Desenho do Estudo

Principais Resultados

Ano

Referéncia

Determinacdo de propriedades antioxidantes in
vitro de co-produtos da industrializacdo de
algumas frutas exaticas tropicais, como manga,
abacaxi, goiaba e maracuja, e avaliar o seu
potencial uso como fontes de fibras alimentares
para enriquecimento de alimentos.

As amostras analisadas apresentaram boa capacidade
antioxidante. O teor de fibra alimentar dos co-produtos
variaram em uma faixa entre 69,1 e 81,5 g/100 g de
matéria seca, com uma relacdo equilibrada entre fibra
dietética insoluvel e fibra dietética solGvel. Os resultados
deste estudo indicam que as fibras de frutas exdticas
obtida como co-produto no processo de obtengdo de sumo
pode ser considerada uma boa fonte de compostos naturais
com atividade antioxidante significativa.

2012

Martinez et al.

Determinagdo dos teores de fendlicos totais,
antocianinas, flavonoides amarelos, B-caroteno
e licopeno; bem como a quantificagdo de
compostos bioativos, em polpas e subprodutos
de doze frutas tropicais do Brasil.

Em geral, os subprodutos das frutas apresentaram maior
contetdo de compostos bioativos que as respectivas polpas
de frutas. O resveratrol foi identificado em subprodutos de
goiaba e pitanga e a cumarina em subprodutos de
maracuja, goiaba e pitanga e em polpa de manga.

2012b

Souza et al.

Determinacdo dos teores de fendlicos totais,
antocianinas, flavonoides amarelos, -caroteno
e licopeno; bem como a quantificacdo de
compostos bioativos, em polpas e subprodutos
de doze frutas tropicais do Brasil.

Em geral, os subprodutos das frutas apresentaram maior
contetdo de compostos bioativos que as respectivas polpas
de frutas. O resveratrol foi identificado em subprodutos de
goiaba e pitanga e a cumarina em subprodutos de
maracuja, goiaba e pitanga e em polpa de manga.

2014

Silva et al.
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5.2.1.1.5 Metabolismo e biodisponibilidade de compostos fendlicos

Biodisponibilidade pode ser definida como a fracdo de um nutriente presente em um
alimento que é disponivel para ser utilizada nas fungdes fisiologicas ou para ser estocada
(TOGNON, 2012).

Os possiveis efeitos benéficos a saude provenientes de uma dieta fonte de compostos
fenolicos dependem da sua biodisponibilidade, pois algumas classes de polifenois, como os
flavonols, as isoflavonas, flavonas e antocianinas, encontram-se, na maioria das vezes, na
forma glicosilada. O agucar ligado é geralmente a glicose ou a ramnose, mas também pode ser
galactose, arabinose, xilose ou outros aglcares. Comumente, a conjugacdo acontece apenas
com um aclcar, mas pode haver dois ou trés acucares ligados a mesma molécula. Essa
glicosilacdo pode influenciar nas propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos polifendis
(HORST e LAJOLO, 2007).

O primeiro passo apds a ingestdo de compostos fenolicos da dieta é a liberagdo dos
mesmos de sua matriz. A remocao dos glicosideos de flavonoides (flavondides glicosilados
tém seu acucar removido por enzimas glicosidases transformados em agliconas depois de
sofrer um processo prévio de hidrélise no interior do trato digestivo), a clivagem de
proantocianidinas poliméricas e a hidrolise de acidos fenolicos esterificados sdo consideradas
pré-requisitos para a absorcdo dos mesmos pela barreira intestinal (BALASUNDRAM,
SUNDRAM e SAMMAN, 2006; GONCALVES, 2012)

Para a avaliacdo da biodisponibilidade dos compostos bioativos, alguns processos
fisiol6gicos normais devem ser avaliados: a liberacdo, que torna um composto disponivel para
absorcdo, por liberé-lo da matriz do alimento (denominada de bioacessibilidade); a absorcéo,
gue compreende 0 movimento do composto do lumen digestivo para a circulacdo sanglinea; a
distribuicdo, processo no qual os compostos sdo difundidos ou transferidos do lamen
intravascular para o extra vascular; o metabolismo, que € a conversdo ou transformacéo
quimica de um composto as suas respectivas formas mais eletrofilicas e, portanto, mais
suscetiveis a Ultima etapa, que é a excrecdo dos compostos ndo modificados ou de seus
metabolitos conjugados, pelas vias renal, biliar ou pulmonar. O conjunto desses processos é
designado LADME (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006; HORST e
LAJOLO, 2007; TOGNON, 2012).

Apenas uma pequena parte de compostos fenodlicos ingeridos é absorvida pelo
intestino delgado (cerca de 5 a 10%). Este processo ocorre através de difusdo passiva e esta

associado com hidrolise e liberacdo da aglicona pela acdo da lactase phloridzina hidrolase
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(LPH) presente nas microvilosidades intestinais. Depois de absorvida, a aglicona sofre
metaboliza¢do no figado formando metabolitos sulfatados, glicurénicos e/ou metilados por
meio da acdo das enzimas de fase Il sulfotransferase (SULT), uridina-50-difosfato
glicorosiltransferase (UGT) e catecol- O-metiltransferase (COMT) (GONCALVES, 2012)

Os produtos desta metabolizacdo podem entrar na corrente sanguinea e serem
excretados através da urina, ou ainda, pela circulacdo enterohepatica; uma fracdo consideravel
pode ser excretada pelo figado como componente da bile de volta para o intestino. Uma vez
liberados no lumen intestinal, estes conjugados podem ser hidrolisados por enzimas
bacterianas (B-glicuronidases, sulfatases e glicosidases). Os compostos que ndo sdo
absorvidos no intestino delgado vao diretamente para o intestino grosso, sendo degradados
pela microflora colonica a compostos mais simples, como &cidos fendlicos, e asim, serem
absorvidos pelo sistema circulatério (GONCALVES, 2012).

Uma vez no intestino grosso, os flavonodides e seus metabolitos podem apresentar
beneficios a microflora coldnica, selecionando bactérias probidticas ou inibindo a proliferacdo
de células cancerigenas (GONCALVES, 2012)

De acordo com Horst e Lajolo (2007), os polifendis mais comuns na dieta humana ndo
sdo 0s mais ativos biologicamente, devido a sua baixa atividade intrinseca, absorcéo intestinal
reduzida ou rapida metabolizacdo e excrecdo. Em adicdo, os metabdlitos que sdo encontrados
no sangue, em érgdos alvo ou como resultado da atividade digestiva e hepatica, podem diferir
das formas nativas das substancias com relacdo a atividade bioldgica.

A biodisponibilidade de polifentis é influenciada por numerosos e as vezes inter-
relacionados fatores, como interacdo entre polifendis e alguns componentes de alimentos
(como ligagdes com proteinas e polissacarideos), fatores genéticos e microbianos, como
observado em ensaios de intervencdo humana (KEMPERMAN et al., 2010). Além destes,
efeitos indiretos da dieta na fisiologia intestinal (pH, fermentacéo intestinal, excrecdo biliar,
tempo de transito intestinal, entre outros) também sdo fatores relevantes na absorcdo dos
polifendis (HORST e LAJOLO, 2007)

Arabbi, Genovese e Lajolo (2004) estimaram que a ingestdo dietética de flavonoides
pela populacédo brasileira é de 60 a 106 mg/dia. Estudos de biodisponibilidade em humanos
relatam que a quantidade de compostos fenolicos encontrados na urina pode variar de um
composto para outro e que cerca de 75% a 99% dos polifendis ndo sdo encontrados na urina,
indicando que quantidades significativas sdo absorvidas e distribuidas pelo sistema
circulatério (HORST e LAJOLO, 2007; KEMPERMAN et al., 2010; GONCALVES, 2012).
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Altas taxas de excrecdo dos metabolitos nas fezes indicam baixa absor¢do dos
flavonoides pelo organismo. Baixos valores de excrecdo urinaria podem ser indicativos de
excrecdo pronunciada pela bile, ou ainda de metabolismo intenso (HORST e LAJOLO, 2007).

O tempo de meia-vida dos polifendis no plasma € de, aproximadamente, 2 horas para
antocianinas, 2 a 3 horas para flavandis, 4 a 8 horas para isoflavonas e 11 a 28 horas para
flavondis, como a quercetina. J& a epicatequina galato (ECG) possui eliminacdo mais lenta,
possivelmente devido a sua alta excrecdo biliar, que permite sua alta reabsor¢do no intestino
delgado juntamente com a bile, ou a sua grande complexidade com as proteinas plasmaticas
(HORST e LAJOLO, 2007).

Em relacdo a bioacessibilidade de um determinado alimento, esta pode ser
determinada por meio de teste in vivo ou in vitro. Os testes in vivo incluem estudos de balanco
da matéria (que determinam a quantidade absorvida de um nutriente por medidas da diferenca
entre a quantidade de nutriente ingerida e a quantidade deste nutriente que é excretada) e de
concentracdo tecidual (onde é monitorado o aumento da concentragdo de um determinado
nutriente no plasma sanguineo). Os estudos in vitro simulam as condicGes fisioldgicas e 0s
eventos que ocorrem durante a digestdo no trato gastrointestinal humano, levando em
consideracdo os eventos que ocorrem na boca, estbmago e intestino; além de fatores como
temperatura, velocidade de agitacdo, composicdo quimica e enzimatica da saliva, dos sucos
gastrico, duodenal e biliar (TOGNON, 2012).

O estudo de Porfirio et al. (2010) verificou que a atividade antioxidante de infusbes de
boldo-de-jardim (Plectranthus barbatus) ndo diminui apds a simulacdo in vitro da digestdo
gastrica, mas que se reduzia em cerca de 50% apds a digestdo pancreatica. Apds a analise
cromatografica dos extratos, as perdas podiam variar bastante, dependendo do composto
analisado, podendo resultar em até uma degradacdo quase total. Gido et al. (2012) verificaram
que dependendo da sua estrutura, os compostos antioxidantes podem ou nao ser afetados pela

simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal.

5.2.2 Acido ascorbico

O acido ascorbico (FIGURA 25) é um composto hidrossoltvel, cristalino e muito
instavel, podendo ser facilmente oxidada pelo calor, alcalinidade, presenca de luz UV,
oxigénio, metais (Ferro e Cobre) e danos fisicos. Além disso, o contetdo de acido ascorbico
varia entre espécies e variedades e pode ser influenciada pelo tipo de solo, forma de cultivo e
condigdes climaticas (BARRETO, 2011; DANTAS, 2010). O nome é&cido ascorbico foi
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adotado em reconhecimento as suas propriedades antiescorbiticas (previne o escorbuto) e
apesar das formas ativas da vitamina C ser uma denominacdo genérica para todos 0s
compostos que apresentam atividade bioldgica de acido ascorbico (AA) e sua forma oxidada,
0 &cido dehidroascorbico (DHA), a maioria dos trabalhos relata ou enfatiza a presenca do AA,
pois 0 DHA representa menos de 10% do total de vitamina C, mas tende a aumentar durante o
armazenamento (WILLS et al., 1984; BARRETO, 2011; COSTA, 2012). De acordo com
pesquisa realizada por Gardner et al. (2000) a capacidade antioxidante de sucos de diversas
frutas foi maior naqueles sucos com altas concentracGes de vitamina C, sendo o acido
ascorbico responsavel por 65 a 100% do total da capacidade antioxidante de sucos derivados
de frutas citricas.

FIGURA 25: Representacio da estrutura quimica do Acido ascorbico.

OH

HO._ _a O 0O

HO “OH

FONTE: Bobbio e Bobbio (1992)

E um metab6lito primario das plantas e apresenta uma grande variedade de fungdes
em processos Vvitais, tais como: sintese de lipideos e proteinas, metabolismo de carboidratos,
respiracdo celular, formacdo e manutencdo de colageno, regeneracdo dos tecidos, prevencao
de sangramento, reduzindo o risco de infeccOes e facilitando a absorcdo de ferro e
principalmente como antioxidante (PELUZIO e OLIVEIRA, 2006; DANTAS, 2010;
SANTOS, 2012). E capaz de reduzir a maioria das espécies reativas de oxigénio (EROs) que
chegam ou sdo formadas nos compartimentos aquosos dos tecidos organicos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1999; COSTA, 2012; SANTOS, 2012).

O ascorbato (forma do acido ascérbico como antioxidante) age como sequestrante de
especies reativas do oxigénio, formadas, em geral, durante o metabolismo normal das células.
E responsavel por doar elétrons a espécies reativas como: hidroxil, peroxil, superéxido,
peroxinitrito e oxigénio singleto, formando compostos menos reativos, além de atuar como
cofator de inUmeras enzimas para manter os ions metalicos no estado reduzido. Os produtos
da oxidagdo do acido ascorbico (radical ascorbila e dehidroascorbico) sdo pouco reativos,

guando comparados a outros radicais livres. Esta propriedade torna o &cido ascorbico um
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eficiente antioxidante, capaz de eliminar espécies altamente reativas e formar um radical de
reatividade baixa (BARRETO, 2011; DANTAS, 2010).

Esta vitamina atua como um excelente antioxidante sobre os radicais livres na fase
aquosa, devido ao seu alto poder redutor, embora ndo seja capaz de agir nos compartimentos
lipofilicos para inibir a peroxidacéo lipidica. Por outro lado, estudos in vitro mostraram que
essa vitamina, na presenca de metais de transicao, tais como o ferro e cobre, pode atuar como
molécula pré-oxidante e gerar os radicais livres perdxido de hidrogénio (H,O;) e radical
hidroxila (OH’); porém estes metais estdo presentes em quantidades muito limitadas
(PEREIRA, 2009; COUTO e CANNIATTI-BRAZACA, 2010).

Para Barreto (2011), o consumo de dietas ricas em vitamina C esté relacionado com a
prevencdo de diversos tipos de cancer através da inibicdo da formacéo de células cancerosas,
de compostos nitrosos no estbmago e pela estimulacdo do sistema imunoldgico; além disso,
esse micro nutriente desempenha importante papel na prevengéo do Alzheimer.

A ingestdo diéria de vitamina C pelo homem faz-se necessaria, uma vez que 0
organismo humano ndo é capaz de sintetizad-la, sendo encontrada abundantemente em
hortalicas e frutas (destacando principalmente os frutos acidos, como caju, uva, acerola, limao
e laranja), em menor quantidade, em produtos carneos e no leite de vaca in natura (DANTAS,
2010; COSTA, 2012). Em uvas, a quantidade de vitamina C é, em média, 10,8mg/100g de
parte comestivel (PINHEIRO, 2008).

A vitamina C é transportada no plasma sob a forma de anion livre e transferida para o
interior dos leucdcitos e eritrocitos por difusdo simples. A reserva de acido ascérbico no ser
humano adulto sadio é de aproximadamente 1.500mg, sendo a ingestdo média diaria de 45 a
75 mg. A deficiéncia desta vitamina ocorre quando a reserva organica encontra-se abaixo de
300mg e € acompanhada de sintomas clinicos do escorbuto (petéquias, hiperceratose,
inflamacGes na gengiva, anemia, dentre outras) ap6s 30 a 45 dias (GONCALVES, 2008).

A ingestdo alimentar de referéncia (Dietary Reference Intakes - DRI) para vitamina C
varia de acordo com o estdgio de vida e faixa etéria. Os valores variam de 40 a 50 mg/dia para
bebés de ambos 0s sexos até 12 meses; de 15 a 45 mg/dia para criangas de ambos 0s sexos e
com idades entre 1 a 13 anos; de 75 a 90 mg/dia para individuos do sexo masculino com faixa
etaria entre 14 a maiores de 70 anos; de 65 a 75 mg/dia para individuos do sexo feminino com
faixa etéria entre 14 a maiores de 70 anos; exceto para gestantes, em que a recomendacgéo
varia de 80 a 85 mg/dia e lactantes, em que a recomendacdo varia de 115 a 120 mg/dia
(INSTITUTE OF MEDICINE/FOOD NUTRITION BOARD, 2000).
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Para Pereira (2009), a garantia de beneficios de vitaminas e outros antioxidantes na
prevencdo e modulacdo das consequéncias negativas a saide humana proveniente dos radicais
livres, precisa de definicdo de doses e protocolo de tratamento, sendo também necessarios
mais estudos envolvendo o mecanismo de acéo dessas substancias para garantir sua prescri¢ao

em larga escala.

5.2.3 Fibra dietética

A ingestdo de alimentos ricos em fibras (frutas, hortaligas, gréos integrais) tem sido
associada a beneficios a salde, tais como reducdo do colesterol LDL, maior controle da
glicemia e transito intestinal mais eficaz, reduzindo o risco de dislipidemias, diabetes,
constipacdo, diverticulite e obesidade. Tais beneficios sdo concedidos gracas as propriedades
das fibras de reduzir a absorgédo de colesterol (por meio da fermentacdo no intestino grosso e
producdo de &cidos graxos de cadeia curta que irdo inibir a sintese de colesterol hepatico),
reducdo da absorcdo de glicose sanguinea, aumento do peristaltismo intestinal e reducdo do
esvaziamento gastrico, proporcionando maior saciedade (FERREIRA, 2010; ESPIRITO
SANTO et al., 2012 ;MILDNER-SZKUDLARZ et al ., 2013; TSENG e ZHAO, 2013).

A denominacdo de fibra dietética surgiu em 1953, quando Hipsley utilizou este termo
para denominar constituintes ndo digeriveis da parede celular de plantas. Mais tarde, entre
1972 e 1976, este termo foi associado a beneficios a saide (FERREIRA, 2010).

O termo fibra dietética total inclui as fracbes sollvel e insollvel em agua. A fibra
solivel é responsavel pelo aumento do tempo de transito intestinal e esta relacionada a
diminuicdo do esvaziamento gastrico, ao retardo da absor¢do de glicose, diminuicdo da
glicemia pds-prandial e reducdo do colesterol sanguineo devido as suas propriedades fisicas
gue conferem viscosidade ao contetdo luminal. No colon, as fibras sollveis sdo fermentadas
pelas bactérias intestinais, produzindo éacidos graxos de cadeia curta (acético, butirico e
propidnico). Estes acidos graxos sdo responsaveis por regular a proliferacdo epitelial e
diferenciacdo da mucosa colénica (butirato); aumentar o fluxo sangliineo e producdo de
muco; constituir fonte energética preferencial para os colondécitos (butirato); reduzir o pH no
colon, com efeito no equilibrio da microflora intestinal; estimular a absorcéo de sodio e agua;
exercer efeito sobre o metabolismo lipidico (propionato) e glicidico (acetato e propionato) e
estimular a secrecdo pancreética e de outros horménios. Consiste de polissacarideos ndo

celulésicos, como pectinas, gomas e mucilagens, encontradas em frutas, farelo de aveia,
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cevada e leguminosas (feijdo, lentilha, ervilha e grdo de bico) (FERREIRA, 2010;
RODRIGUES, 2010).

A fibra insoltvel é composta principalmente por celulose, lignina, cutina, quitina,
hemicelulose e amido resistente, presentes na maioria dos gréos, raizes e hortalicas. Contribui
para 0 aumento do volume do bolo fecal, reducdo do tempo de trénsito intestinal, retardo da
absorcdo de glicose e retardo da hidrolise do amido. Geralmente, ndo sofrem fermentacdo, de
maneira que, quando esta ocorre, ela se dad de forma lenta. Proporcionalmente, a fracéo
insoltvel das fibras € a mais abundante, constituindo cerca de 2/3 a 3/4 de a fibra alimentar de
uma dieta composta por variados alimentos de origem vegetal (FERREIRA, 2010;
RODRIGUES, 2010).

As fibras dietéticas podem também ser classificadas de acordo com o papel que
desempenham nos vegetais, sendo polissacarideos estruturais, constituido por componentes da
parede celular de plantas (celulose, hemicelulose, pectina) e n&o estruturais (lignina)
(RODRIGUES, 2010).

De acordo com Ferreira (2010), o termo fibra total seria o somatério de fibra dietética
e fibra funcional. De acordo com os autores, fibra dietética sdo carboidratos ndo digeriveis e
lignina, intrinseca e intacta em plantas, enquanto fibra funcional constitui carboidratos ndo
digeriveis com efeitos benéficos a satde humana.

A fibra dietética obtida a partir de subprodutos (casca, talos, farelos) podem conter
quantidades apreciaveis de antioxidantes ou outras substancias com efeitos positivos para a
salde, protegendo contra doencas cardiovasculares, proporcionando melhorias no
funcionamento gastrointestinal; melhor tolerancia a glicose e resposta a insulina, reducdo do
risco de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (MARTINEZ et al., 2012).

Assim, a utilizacdo de subprodutos da agricultura fontes de fibras tém direcionado
muitas pesquisas visando sua aplicacdo tecnoldgica em industrias alimenticias e sugerindo
beneficios & salde. De acordo com Martinez et al. (2012) co-produtos ricos em fibra podem
ser incorporados a produtos alimentares, como agentes de volume néo cal6ricos utilizados em
substituicdo parcial a farinha de trigo, gordura ou agucar; para melhorar a emulsdo ou
aumentar a estabilidade oxidativa destes produtos . Uma grande variedade de alimentos,
incluindo produtos de carne e derivados (FERNANDEZ- LOPEZ et al, 2008; SANCHEZ-
ZAPATA et al., 2010), produtos de padaria (MARTI’NEZ-CERVERA et al., 2011;
MILDNER-SZKUDLARZ et al., 2013) e laticinios (SENDRA et al., 2008; ESPIRITO
SANTO et al., 2012 CHOUCHOULI et al., 2013; TSENG e ZHAO, 2013) foram

enriquecidos com fibras de subprodutos agroindustrais.
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Segundo Ferreira (2010), a utilizacdo de fibras dietéticas na alimentacdo ainda
permanece baixa, provavelmente devido a baixa qualidade sensorial e consequentemente
pouca aceitacdo comercial dos produtos desenvolvidos.

Em relacdo a recomendacdo de consumo de fibras totais, a American Dietetic
Association (ADA) recomenda, para adultos sadios, a ingestdo de 20 a 35 g/dia ou 10 a 13 g
de fibras para cada 1.000 kcal ingeridas. Para criangas (acima de 2 anos) e adolescentes (até
20 anos), a recomendacéo € igual a idade mais 5 g de fibras/dia. Para os idosos, recomenda-se
de 10 a 13 g de fibras para cada 1.000 kcal ingeridas (COPPINI et al., 2004). Para uma
ingestdo diaria equilibrada em fibras, a recomendacdo segundo a Food and Drug
Administration (FDA) é que do consumo total de fibras, 70 a 75% seja de fibra insoltvel e 25
a 35% de fibra soltuvel (PINHO, 2009).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o consumo de fibras deve
estar associado a uma alimentacdo equilibrada e habitos de vida saudaveis. Para as fibras, a
alegacdo de alimento funcional pode ser utilizada desde que a porg¢do do produto pronto para
consumo forneca no minimo 3g de fibras se o alimento for sélido ou 1,5g de fibras se o
alimento for liquido. Além disso, na tabela de informacdo nutricional deve ser declarada a
quantidade de fibras alimentares presente no produto. No caso de produtos nas formas de
capsulas, tabletes, comprimidos e similares, os requisitos devem ser atendidos na
recomendacdo diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do
fabricante. No rétulo do produto deve ainda conter a informacdo em destaque e em negrito:
“O consumo deste produto deve ser acompanhado da ingestdo de liquidos” (BRASIL,
1999)

O método enzimico-gravimétrico (PROSKY et al., 1984), oficializado pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1999) tem sido um dos mais utilizados
para analise do contetdo de fibras em alimentos, por adaptar-se as necessidades de controle
de qualidade e rapidez de execucdo. Neste método, o alimento € tratado com diversas enzimas
fisiol6gicas com a finalidade de simular as condic¢des do intestino delgado, permitindo separar
e quantificar, gravimetricamente, o conteudo total da fragdo fibra (FT), e/ou as fracGes
soluveis (FS) e insoluveis (FI). Neste método, as amostras sdo tratadas com enzimas o-
amilase, protease e amiloglucosidase e solucGes tampdo em diferentes niveis de pH e
temperatura, para remocao total do amido e parcial da proteina (PINHO, 2009).

Em uvas, o conteudo de fibra dietética total estd em torno de 0,99/100g de parte
comestivel (NEPA, 2006; PINHEIRO, 2008).
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6. POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE BAGACO DE UVA

O bagaco da uva é um subproduto agroindustrial constituido pela casca ou pelicula, as
sementes e 0s restos da polpa da uva, sendo o resultado do esmagamento do grao através de
um processo de separacdo do suco ou mosto (FERREIRA, 2010; YU e AHMEDNA, 2013).

A casca da uva representa 5% a 10% da baga e seu conteddo em compostos fendlicos
pode variar de 285 a 550 mg de fenois/Kg de casca, dependendo também de fatores como
variedade, condicdes climaticas e de cultivo (FERREIRA, 2010).

As sementes contém quantidades significativas de lipideos, especialmente &cidos
graxos essenciais, tais como o0s &cidos graxos poliinsturados linoleico e linolénico,
relacionados a inimeros efeitos benéficos a salde, tais como, reducdo de colesterol LDL e
glicose; além de fibras, proteinas, compostos fenolicos, aclcares e minerais (NATIVIDADE,
2010; SELANI, 2010).

Em virtude das propriedades funcionais dos residuos de uva, a extracdo destas
substancias bioativas abrem muitas oportunidades de agregacdo de valor pela aplicacdo nas
industrias alimenticia, quimica e farmacéutica, em virtude dos diversos efeitos positivos sobre
a saude, tais como prevencdo de cancer, doencas cardiovasculares, mal de Alzheimer e outras
doencas degenerativas; além da redugdo do impacto ambiental e de perdas econdmicas. Os
antioxidantes naturais destes residuos podem também ser utilizados para aumentar a vida de
prateleira de alguns produtos alimenticios, como 6leos e carnes processadas, por meio de sua
propriedade de prevencdo da peroxidacdo lipidica e protecdo dos danos oxidativos nos
alimentos (CATANEO et al, 2008; MONTEIRO, 2011).

6.1 Polifenois de residuos de uva

Subprodutos da uva representam uma rica fonte de fitoquimicos. A atividade
antioxidante é a bioatividade mais notavel dos compostos fendlicos de residuos de uva.
Caracteristicas antioxidantes tém sido amplamente estudadas, incluindo a eliminacdo de
radicais livres, a inibicdo da oxidacdo de lipidos e redugdo na formagdo de hidroperdxidos
(XIA et al., 2010) .

A composicdo de polifenois de residuos de uva depende da variedade de uva em
estudo e e influenciado pelas condicdes de cultivo, tais como, localizacdo geografica e clima;
além do estddio de maturacdo da uva. As castas tintas sdo geralmente mais ricas em
antocianinas que as variedades brancas. Dentro da mesma variedade, ha variacGes

significativas na composicao de polifenois (YU e AHMEDNA, 2013).
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A semente de uva é rica em polifendis, como os &cidos fendlicos, flavonoides,
procianidinas; enquanto em casca das uvas, destacam-se as antocianinas e resveratrol. Os
beneficios de salde de polifendis em residuos de uva tem sido de grande interesse para
pesquisadores, industria de alimentos e industria nutracéutica. Em adi¢do aos antioxidantes
fendlicos, os residuos de uva também contém quantidades significativas de lipidos, proteinas,
fibras e minerais (YU e AHMEDNA, 2013).

Oleo de semente de uva é composto de média de 90% de acidos graxos poli e
monoinsaturados, em especial de &cido linoléico (66,76-73,61 %), acido oleico (17,8-26,5%),
acido palmitico (6,35-7,93%) e &cido estearico (3,64-5,26%) (BEVERIDGE et al., 2005;
RUBIO et al., 2009) e quantidades menores de acidos graxos saturados (10%). Além disso,
0leo de semente de uva possui um elevado ponto de fumaca (cerca de 190-230 °C), tornando-
0 adequado para cozinhar a altas temperaturas (MORIN, 1996; BAIL et al., 2008).

As composicdes de &cidos graxos e de antioxidantes em Oleo de semente de uva
podem ser significativamente afetadas pela variedade da uva, condi¢des de cultivo e métodos
de extracdo (BAIL et al., 2008).

Sementes de uva também contém certa quantidade de fitoesterdis. Os fitoesterois sdo
bem conhecidos por sua agdo antiarteriosclerética. O contetdo total de ester6is em sementes
de uva foi estimado em 18 a 530 mg/L de 6leo (RUBIO et al., 2009). Oleo de semente de uva
¢ muito utilizado na industria cosmética para regenerar tecidos da pele danificados
(BEVERIDGE et al., 2005).

A fibra dietética do bagaco de uva inclui pectina, celulose, lignina e polifendis. A
composicdo de fibra dietética de bagaco de uva também depende sobre a variedade de uvas e
da composicéo do bagaco (LLOBERA e CANELLAS, 2007; DENG et al, 2011).

Diversos estudos tém sido realizados com objetivo de caracterizar estes residuos
guanto a composi¢do quimica e nutricional e avaliar seu potencial biotecnologico (TABELA
5).
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TABELA 5: Sintese de pesquisas sobre o potencial biotecnolégico de residuos de uva (Vitis vinifera L.) (Continua).

Desenho do Estudo

Principais Resultados

Ano

Referéncia

Avaliacdo do conteldo total de polifendis e
capacidade antioxidante bagagos de uva das
variedades Pinot Noir e Regente.

Os extratos de bagaco de uva apresentaram potencial
antioxidante atuando como inibidores de radicais livres, ou
atuando em sinergismo com o antioxidante sintético BHT

2007

Rockenbach et al.

Avaliacdo do contetdo total de polifendis e
capacidade antioxidante de sementes de uvas
tinta, de 11 variedades.

As sementes de uva apresentaram elevado conteldo de
fendlicos e apresentaram capacidade antioxidante, sugerindo
sua aplicacdo como suplemento alimentar.

2008

Bozan et al.

Investigacdo do potencial antioxidante do
residuo no processamento de uvas de duas
variedades coletadas em Videira-SC, como
fonte natural de polifendis e outros agentes
profilaticos (antioxidantes) para aplicagdo nas
indUstrias alimenticia e de fitoterapicos.

Sugerem como fonte alternativa de compostos fendlicos, a
utilizagdo das biomassas residuais da industria vitivinicola.
Devido as suas propriedades antioxidantes, abrem espaco
para uma série de perspectivas de sua exploragdo,
principalmente na indlstria de fitoterapicos e de
complementos alimentares.

2008

Cataneo et al.

Quantificacdo de compostos fendlicos totais,
antocianinas totais e atividade antioxidante
nos extratos de bagago de uva das variedades
Tannat e Ancelota.

O sistema solvente utilizado na extragdo influenciou
diretamente os conteddos de fendlicos totais, antocianinas e
atividade antioxidante. Fenolicos totais foram mais bem
extraidos em acetona (50 e 70%), enquanto que as
antocianinas foram melhor extraidas em etanol (50 e 70%).

2008

Rockenbach et al.

Determinagdo da capacidade antioxidante
hepatoprotetora em animais, induzida por
residuos de uva (casca e semente).

Os residuos de uva administrados junto & dieta (20% do
peso) protegeu o tecido hepatico lesado por alcool, a partir
do quinto dia de administracao desta dieta.

2008

Sandoval et al.

Determinacgdo do contetdo total de compostos
fendlicos, incluindo antocianinas totais e
flavanois e a atividade antioxidante, nos
extratos da casca das uvas de mesa Niagara
Rosada e Isabel.

A capacidade antioxidante esta relacionada com o contetido
de polifenois totais e antocianinas nas cascas analisadas.
Apesar de a casca da uva‘Niagara’ apresentar menor teor de
antocianinas, os melhores valores de TEAC séo devidos ao
seu maior contetido de flavanois.

2008

Soares et al.

Determinagdo da capacidade antioxidante,
antibacteriana e tanante de subprodutos de
uva.

O extrato de semente de uva desengordurada apresentou alta
atividade antibacteriana in vitro contra cepas de S. aureus e
E. coli e atividade antioxidante comparavel ao acido
ascorbico. A atividade tanante mostrou-se elevada.

2009

Rotava et al.
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TABELA 5: Sintese de pesquisas sobre o potencial biotecnolégico de residuos de uva (Vitis vinifera L.) (Continua).

Desenho do Estudo Principais Resultados Ano Referéncia
Determinacdo do conteldo de polifendis e | O conteddo total de  catequina, epicatequina,
atividades antioxidante e antimicrobiana de | proantocianidina, quercetina e resveratrol variaram em
extratos de casca de uva de l4variedades | funcdo de cada amostra pesquisada. Foi observada atividade
cultivadas na Crodcia. antioxidante tanto nas uvas de cor verde como nas uvas de | 2010 Katalinic™ et al.
coloragdo tinta. As amostras inibiram o crescimento dos
microorganismos Gram-positivo (Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus) e Gram-negativo (Escherichia coli,
Salmonella Infantis, Campylobacter).
Investigacdo do teor de composto fendlico em | As cascas das uvas provaram ser ricas fontes de | 2010 Xiaet al.
diferentes partes de uvas. antocianinas, acidos hidroxicindmicos, flavonoides. Acido
galico e flavondides estavam presentes principalmente nas
sementes.
Contetdo fendlico e atividade antioxidante de | Diferencas significativas no conteddo fendlico e de | 2010 Xu et al.
diferentes cultivares de uva cultivadas na | flavonoides das 18 cultivares estudadas, mas a atividade
China. antioxidante foi semelhante entre as de mesma espécie.
Composicdo quimica de fibra alimentar e | O estudo mostrou que as cascas de uva podem ser fontes | 2011 Deng, Penner e Zhao
polifendis de cinco diferentes variedades de | ideais de fibra dietética e compostos bioativos,
casca de bagaco de uva de vinho. especialmente flavondides e antocianinas.
Determinagdo de fenolicos e atividade | Catequina foi o composto ndo antocianico mais abundante | 2011 Rockenbach et al.
antioxidante de extratos de casca e semente de | identificado em todas as variedades (150,16 mg.100 g ). O
residuos de vinificagdo. bagaco de uva da variedade Cabernet Sauvignon teve o
maior teor de compostos fendlicos totais (75 mg.g ™),
Determinagdo de trans-resveratrol, atividade | As sementes apresentaram maior contetido em &cidos graxos | 2011 Santos et al.

antioxidante, fenolicos totais, composi¢do
centesimal e perfil lipidico da casca, polpa e
semente de 4 variedades de uva.

poli-insaturado, principalmente &cido oleico e elevados
niveis de trans-resveratrol, fendlicos e atividade
antioxidante, seguido dos valores para casca e polpa.
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TABELA 5: Sintese de pesquisas sobre o potencial biotecnolégico de residuos de uva (Vitis vinifera L.) (Conclusao).

Desenho do Estudo

Principais Resultados

Ano

Referéncia

Avaliacdo da atividade antioxidante presente
nas farinhas de residuos de maca, uva branca e
escura. Adicionalmente, a farinha com maior
atividade antioxidante foi utilizada na
formulacdo de barra de cereais.

A utilizacdo da farinha de uva escura com elevada atividade
antioxidante, permitiu formular um produto integral e com
caracteristicas de alimento rico em fibras, além do
aproveitamento do residuo produzido durante o
processamento da uva.

2011

Balestro, Sandri e Fontana

Avaliacéo da capacidade antioxidante da casca
de diferentes variedades de uva.

As uvas quando comparadas com outras frutas, apresentam
atividade antioxidante elevada sendo esta devido a presenca
de vitaminas e principalmente a grande quantidade de
compostos fendlicos presentes nas cascas.

2012a

Souza et al.

Caracterizacdo de sementes de uva por fenois
totais e conteddo de elementos essenciais
como um subproduto da vinificagéo.

Foi demonstrado um potencial consideravel de sementes de
uva, um subproduto do processo de vinificagdo, como uma
fonte expressiva de alto valor agregado de compostos
nutricionalmente benéficos — polifenois e antioxidantes e
macro e microelementos.

2013

Lachman et al.
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Além destes, estudos realizados anteriormente buscam elucidar os mecanismos pelos
quais os compostos fendlicos presentes em uvas e seus residuos agem na prevengdo de
doencas cardiovasculares, controle do peso corporal e envelhecimento, sdo de grande

importancia para a comunidade cientifica e impulsionam pesquisas futuras.

6.1.1 Atividade antioxidante de polifendis de residuos de uva e doencas cardiovasculares

Estudos epidemioldgicos sugerem que o consumo de vinho, suco de uva e outros
alimentos que contém polifendis esta associado a diminuicdo do risco de doenca
cardiovascular. A doenca cardiovascular esta relacionada com alteragdes no metabolismo de
acidos graxos e com a peroxidacédo lipidica excessiva de LDL. Estes produtos de oxidacao
também estdo implicados na formacdo de tromboxano, que passa primeiro pelo aumento da
agregacdo plaquetaria, com consequente bloqueio da artéria e finalmente trombose. A
acumulacdo de produtos de oxidacdo de lipidios de LDL pode ser atribuida aos baixos niveis
de antioxidantes do plasma (YU e AHMEDNA, 2013).

Segundo Sano et al. (2005), os polifendis de semente de uva podem reduzir o risco de
doenca cardiaca através da inibicao da oxidagdo de LDL. A administracdo intravenosa e oral
de procianidinas de semente de uva foi responsavel por inibir significativamente a formacéo
de trombos induzidos a laser na artéria carétida de ratos.

A protecdo contra a isquemia-reperfusdo do miocardio e lesdo miocérdica em ratos foi
relatado por Karthikeyan et al. (2009). Os estudos experimentais em ratos, indicaram que
polifendis da uva podem reduzir a aterosclerose por uma série de mecanismos, incluindo
inibicdo da oxidacdo de LDL e outros efeitos favoraveis sobre o estado redox celular, melhora
da funcdo endotelial, diminuindo a pressdo arterial, inibicdo da agregacdo plaquetaria, a
reducdo da inflamacdo e de ativacdo de novas proteinas que impedem a senescéncia celular
(DOHADWALA e VITA, 2009).

Em um estudo realizado por Norata et al. (2007), a suplementagdo com uma mistura
de catequina, acido cafeico e resveratrol na dieta de coelhos, reduziu significativamente a
formacdo de placa aterosclerdtica em 40 e 36 % na aorta seio e na aorta ascendente,
respectivamente. A dieta suplementada apenas com resveratrol também mostrou significativa
protecdo antiaterogénica e anti- inflamatorios com uma dieta hipercolesterolemica (1 % de
colesterol).
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6.1.2 Atividade antioxidante de polifendis de residuos de uva e controle do peso corporal

Em estudo realizado por Caimari et al. (2013), mostrou que a suplementacdo com
farinha de semente de uva na proporc¢édo de 25 mg/ kg de peso corporal/dia na dieta com alto
teor de gordura, mostrou reducdo no indice de adiposidade e peso corporal em ratos. De
acordo com Yu e Ahmedna (2013), os polifenois de sementes de uva podem desempenhar um

papel importante no controle do peso corporal.

6.1.3 Atividade antioxidante de polifendis de residuos de uva e controle envelhecimento
celular

De acordo com Yu e Ahmedna (2013), extratos de semente de uva demonstram ter um
papel modulador no dano oxidativo ao DNA relacionada a idade e peroxidacao lipidica no
sistema nervoso central de ratos. Ratos idosos suplementados com extratos de sementes de
uva mostraram um melhor desempenho da memoria, reducdo da producdo de espécies reativas
de oxigénio e reducdo da hipdxica e consequente lesdo em seu sistema nervoso central. Além
disso, 0 estudo mostrou que o resveratrol poderia exercer neuroprote¢do contra a isquemia e
doencas neurodegenerativas (MARKUS e MORRIS, 2008).

6.1.4 Atividade antioxidante de polifendis de residuos de uva em alimentos

Polifendis de sementes de uva tem reduzido o desenvolvimento do sabor rangoso
associado a produtos de oxidacdo lipidica em varios produtos de carne bovina, 6leo de peixe e
frango (AHN et al, 2002; PAZOS et al, 2005; MIELNIK et al , 2006; BANON et al, 2007;
BRANNAN e MAH, 2007; CARPENTER et al, 2007; BRANNAN, 2009). De acordo com
Yu e Ahmedna (2013), o nivel de concentragdo minimo de fenolicos de sementes de uva
necesséria para produzir um efeito antioxidante seria de 400 microgramas/g’.

O bagaco de uva tem sido relatado como util para inibir a oxidacdo lipidica de frangos
(cru e cozido) (SA'YAGO-AYERDI et al., 2009) e também tem sido utilizado na fortificacdo
de pées (300, 600 e 1.000 mg por 500 g de pdo), no intuito de avaliar atributos de qualidade
como textura e cor ( PENG et al, 2009).

Extratos de semente de uva foram empregados com sucesso para a producao iogurtes
fortificados. A fortificacdo de iogurtes em 5 e 10 mg GAE/100g néo influenciaram o pH dos
iogurtes e a viabilidade das bactérias lacticas , enquanto que, além disso ndo causaram

prejuizos na consisténcia, cor e sabor dos produtos. Além disso, as amostras de iogurte
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fortificado exibiram maior atividade antioxidante em relagc&o aos controles, ao longo de 3 a 4
semanas de armazenamento (CHOUCHOULI et al., 2013).

7. ENSAIO DE DETERMINACAO DE TOXICIDADE EM ESPECIES VEGETAIS

Os componentes isolados de produtos vegetais contém indmeros compostos organicos
naturais, produtos do metabolismo primario e secundario, que podem exercer efeitos
benéficos ou maléficos sobre o organismo. As reacdes adversas que estes compostos poderao
desencadear podem ser decorrentes de seus proprios componentes ou pela presenca de
contaminantes. Dessa forma, para melhor entendimento do uso e garantia de beneficios de
produtos vegetais, é necessaria a avaliacdo da relagéo risco/beneficio do seu uso, por meio de
estudos farmacodinadmicos e de toxicidade (ALMEIDA et al., 2009).

7.1 Toxicidade frente ao micro crustaceo Artemia salina sp.

Dentre os testes que avaliam a toxicidade de produtos vegetais, tém-se o estudo com o
micro custaceo Artemia salina sp. Esta metodologia é simples, de baixo custo e vem sendo
bastante utilizada para avaliar a citotoxicidade de plantas. Embora ndo seja um método
especifico, apresenta uma boa correlagdo com toxicidade com células tumorais e atividade
pesticida (KUNZ, 2007). E possivel determinar a concentracdo letal (CLso), concentragio de
um agente em um meio que causa mortalidade em 50% da populacdo exposta, durante um
determinado periodo de tempo (LHULLIER, HORTA e FALKENBERG, 2006; SANCHO,
2011). De acordo com Galotta e Boaventura (2005), extratos cuja CLsy Seja menor que
80uL/mL sdo considerados altamente toxicos, moderadamente toxicos os extratos com CLsg
entre80uL/mL e 250uL/mL, e pouco toxicos ou ndo tdxicos, os extratos com CLsg maior que
250uL/mL.

A atividade do teste é determinada pela toxicidade de componentes ativos, fragdes ou
extratos de produtos naturais frente & Artemia salina sp. (ARAUJO, CUNHA e VENEZIANI,
2010; SANCHO, 2011). A Artemia salina sp. € um micro crustdceo de agua salgada,
componente da fauna de invertebrados aquéaticos de solucdo salina ou de ecossistemas
marinhos, comumente utilizada para alimentacdo de peixes. Por sua alta sensibilidade a
diferentes compostos, tem sido bastante utilizado em ensaios bioldgicos, tais como anélises de
residuos de pesticidas, micotoxinas, anestésicos, toxinas de vegetais e toxicidade de
dispersantes de 6leo (SANTOS et al., 2010; SANCHO, 2011).
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Estudos sobre a letalidade com Artemia salina sp., em extratos vegetais tém sido
bastante realizados (KUNZ, 2007; NASCIMENTO et al.,, 2008; ARAUJO, CUNHA e
VENEZIANI, 2010; LACHUMY et al., 2010; BUSSMANN et al., 2011; JIMENEZ et al.,
2011; SANCHO, 2011). O ensaio permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto, é
considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade bioldgica (ARAUJO, CUNHA e VENEZIANI, 2010). De acordo com Sancho
(2011), a avaliacdo da toxicidade frente a Artemia salina sp., pode indicar a utilizacdo de
extratos vegetais com atividade biologica. Em virtude de sua simplicidade de execucdo (nao

requer equipamentos especiais) favorece sua utilizacao.
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Resumo

A geracao crescente de residuos agroindustriais vem aumentando a demanda por estudos que
sugiram o aproveitamento tecnoldgico destes residuos, que na maioria das vezes, possuem
um elevado valor nutritivo e garantem beneficios a salde. Este trabalho objetivou a
incorporacdo do bagaco de uva em p6 em produtos de panificacdo (pdo integral e pizza
sabor banana com canela) e a avaliacdo de sua aceitacao por testes sensoriais e intencéo de
compra. Foram utilizadas trés formulagdes com diferentes percentuais de substituicdo da
farinha de trigo por bagaco de uva em pd, com niveis de substituicdo de 5%, 10% e 0%
(controle). Os resultados demonstraram que a preparacao pizza teve uma maior aceitacdo do
que o pao integral. Dentre as formulacdes de pdo integral com adi¢do bagaco de uva em po,
a com 5% de substituicdo foi a que apresentou escores mais elevados em relacdo aos
atributos sensoriais e intencdo de compra. Ja em relacdo a pizza sabor banana com canela,
ndo diferiram as preparacgdes com percentuais de 5% e 10% de substituicdo. Em relacéo ao
indice de aceitabilidade, as formulacfes tiveram valores superiores ao minimo aceitavel. A
coloracdo escura da farinha de bagaco de uva pode ter influenciado negativamente em
alguns atributos sensoriais. O aproveitamento tecnoldgico de residuos agroindustrias &
extremamente valido e deve ser incentivado, frente aos beneficios ambientais, econdmicos e

nutricionais.

Palavras-chave: panificacdo, bagaco de uva em pd, formulacdes, aceitagdo sensorial.

Eldina Castro Sousa


mailto:eldinasousa@hotmail.com

Capitulo 2 —Incorporacdo e aceitabilidade do bagaco de
uva em poem produtos de panificacdo|152

1 Introducéo

De acordo com dados da Food and Agriculture Organization (FAO, 2010), o Brasil
ocupa a 20? posicdo na producdo mundial de uva, sendo a Espanha, Franca, Italia, China e
Turquia os maiores produtores mundiais. Em relagdo a producdo interna, as Regides Sul,
Sudeste e Nordeste sdo as com maior cultivo e produgdo. Dados de 2012 revelaram que a
producdo anual de uvas no Brasil, variou de 1,3 a 1,4 milhGes de toneladas/ano (IBGE, 2013).
Diante dessa intensa producao, a geracao de residuos agroindustriais da uva tende a crescer
cada vez mais. De acordo com um estudo do Ministério do Meio Ambiente, a produgéo de
residuos industriais do processamento da uva no Brasil em 2011, foi de 290.838.411
toneladas/ano, com potencial energético de quase 23.000MW/ano (BRASIL, 2011).

Residuos podem representar perda de nutrientes, além de aumentar o potencial
poluidor associado a disposicdo inadequada que, além da poluicdo de solos e de corpos
hidricos quando da lixiviacdo de compostos, acarreta problemas de satde publica (CARIOCA
e ARORA, 2000).

Os residuos agroindustriais da uva sdo compostos principalmente por subprodutos
solidos, como o engaco, o bagaco e por material filtrado dos liquidos. O engaco é formado
pela armacdo do cacho da uva que suporta o fruto e representa de 3% a 7% do peso total do
cacho. Dentre seus constituintes estdo a agua, celulose, taninos e minerais. O bagaco da uva é
um subproduto agroindustrial constituido pela casca ou pelicula, as sementes e 0s restos da
polpa da uva, sendo o resultado do esmagamento do grdo através de um processo de
separacdo do suco ou mosto. Em condi¢Ges normais, o bagaco equivale a 12% a 15%;
podendo chegar a 20% do peso da uva (ISHIMOTO, 2008; ROCKENBACH, 2008).

Estes residuos sdo constituidos de agua, proteinas, lipideos, glicidios, vitaminas, minerais e
compostos com propriedades bioldgicas importantes, tais como fibras, vitamina C e
compostos fendlicos (taninos, &cidos fendlicos, antocianinas e resveratrol), dependendo do
tipo de bagaco, da natureza das castas de que provém e das condi¢fes climaticas e de cultivo
(PIOVESANA, BUENO e KLAJAN, 2013; AHMADI e ALI SIAHSAR, 2011;
ROCKENBACH, 2008; LLOBERA e CANELLAS, 2007; ROCHENBACH et al., 2007).

De acordo com Miranda et al. (2013), por possuirem alto teor de nutrientes, a maioria
dos residuos agroindustriais podem ser utilizados para producdo de alimentos. Uma
alternativa que vem crescendo desde o inicio da década de 1970 consiste no aproveitamento

de residuos (principalmente cascas) de certas frutas como matéria-prima para a produgédo de
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alguns alimentos perfeitamente passiveis de serem incluidos na alimentagdo humana
(ISHIMOTO, 2008).

Vaérios estudos utilizando residuos industriais do processamento de alimentos tém sido
realizados visando a reducdo do impacto ambiental e o desenvolvimento de tecnologias que
agreguem valor aos produtos obtidos (BORGES et al., 2013; MIRANDA et al., 2013; ABUD
e NARAIN, 2009; PELIZER, PONTIERI e MORAES, 2007; KOBORI e JORGE, 2005;
LAUFENBERG, KUNZ e NYSTROEM, 2003).

Uma opcdo de aplicabilidade seria seu uso como ingrediente para produtos de
panificacdo como pdes, bolos, biscoitos e massas em geral. Esses produtos s&o comumente
preparados com farinha de trigo e podem ser enriquecidos com outros ingredientes com alto
teor de nutrientes (BORGES et al., 2013), pois apesar de o trigo possuir propriedades
tecnoldgicas ideais para a producdo de pdo, suas proteinas sdo consideradas de baixa
qualidade nutricional devido a deficiéncia em aminoacidos essenciais (BORGES et al., 2010).

Vérias farinhas podem ser misturadas a farinha de trigo para uso em panificacao,
denominando-se tal mistura de farinha mista ou composta (BORGES et al., 2013;
MOHAMMED, AHMED e SENGE, 2012; GURGEL, MACIEL e FARIAS, 2010;
ANGIOLONI e COLLAR, 2009; GANDRA et al., 2008).

Para se mensurar a aceitacdo e a preferéncia dos consumidores com relagdo a um ou
mais produtos, a escala heddnica estruturada de nove pontos é, provavelmente, o0 método
afetivo mais utilizado devido a confiabilidade e a validade de seus resultados, bem como sua
simplicidade em ser utilizada pelos provadores (BORGES et al. 2011).

Este trabalho teve como objetivo propor a incorporacdo do bagago de uva em p6 em
produtos de panificagdo, bem como verificar a aceitabilidade sensorial e a intengdo de

compra.
2 Material e Métodos

Material

As amostras de uva (Vitis vinifera L.) da variedade Benitaka, foram obtidas junto ao
Polo de Viticultura do Assentamento Marrecas, no municipio de S&o Jodo do Piaui, Estado do
Piaui, nordeste do Brasil, localizado a uma latitude 08°21'29" sul, a uma longitude 42°14'48"
oeste e a uma altitude de 244 metros, onde predomina o tipo climatico semiarido, com
temperaturas anual variando de 25,7 °C a 29,2 °C. As amostras foram resultantes da safra
2011/2012. Apds a colheita, as uvas foram transportadas em caixas isotérmicas até o
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municipio de Teresina, para o Laboratério de Alimentos do Instituto Federal de Educagédo
Ciéncia e Tecnologia do Piaui (IFPI), Campus Teresina Zona Sul, onde foram armazenadas
por 48 horas sob refrigeracdo a temperatura de 4 °C até o inicio dos procedimentos.

Métodos

Processamento e obtencdo do bagaco de uva em po

Inicialmente, as uvas pesadas e classificadas, segundo Instru¢cdo Normativa n° 01 de
01 de fevereiro de 2000, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2000).

As uvas utilizadas pertenciam ao Grupo | (constituidas de variedade com semente),
Subgrupo Colorido, Classe 2 (peso dos cachos maior ou igual a 200g e menor que 5009),
Subclasse 20 (bagas com calibre maior ou igual a 20mm e menor que 22mm) e Categoria
Extra (coloracao tipica, engaco verde e auséncia de deformacao nos cachos).

Em seguida, as uvas foram higienizadas e posteriormente prensadas em uma
despolpadeira industrial marca Braesi, onde ocorreu a separacao do residuo (casca e semente)
e da polpa para a extracdo de suco de uva. Apds a extracdo dos residuos, estes foram
armazenados em sacos plasticos de polietileno a temperatura de -18°C até o momento do
processamento.

Os residuos foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo de ar, marca
Tecnal, modelo TE-394/I, a uma temperatura de 60°C por um periodo de aproximadamente
16 horas. O residuo desidratado foi triturado em liquidificador doméstico, marca Walita e
obteve-se um pd, que foi submetido a tamisacdo em um conjunto de sete tamises (10, 30, 40,
60, 80, 100, 200 “mesh”; correspondendo a aberturas de 2, 0.60, 0.42, 0.25, 0.18, 0.15, 0.075
mm, respectivamente).

Em seguida, as quantidades retidas em cada tamis foram pesadas. A farinha foi
acondicionada em frascos tampados de polietileno e cor ambar previamente higienizados até o
momento das analises.

O fluxograma de obtencdo do bagaco de uva em poesta representado na Figura 1.
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Figural: Fluxograma de obtencdo do bagaco de uva em po.

Colheita das uvas

!

Transporte em caixa isotérmica

!

Pesagem e classificacdo das uvas
Higienizagdo em solucdo de hipoclorito de sodio
Extracdo do bagaco de uva em despolpadeira

Acondicionamento em sacos de polietileno a -18°C

!

Descongelamento & temperatura ambiente
Secagem do bagago em estufa a 60°C por 16h
Trituracdo do bagaco seco

Bagaco de uva em pd

Formulacao das preparacoes

Foram elaboradas duas preparagdes, sendo denominado A, a preparacdo pdo integral e
B, a preparacdo pizza sabor banana com canela. Todos os ingredientes foram obtidos no
comércio da cidade de Teresina, Piaui. Inicialmente, todos os ingredientes das formulacdes,
foram pesados em uma balanga digital (Filizola® Platina, Brasil) com precisdao de 0,1g e
capacidade maxima de 15kg, no Laboratdrio de Panificacdo do Instituto Federal de Educacéo,
Ciéncia e Tecnologia do Piaui - IFPI. Para o preparo das formulacdes, inicialmente, a farinha
de trigo e 0 bagaco de uva em pé foram misturados entre si, formando um mix.

P&o integral

A formulacdo padréo de péo integral utilizada foi composta por farinha de trigo
integral, fermento bioldgico, agucar refinado, gordura hidrogenada, sal e agua. As quantidades
dos ingredientes desta preparacdo e as formulacfes com diferentes percentuais de substituicdo
da farinha de trigo estdo descritos na Tabela 1. Foram denominadas FAs (forumulacdo A com
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5% de substituicdo), FA;o (formulacdo A com 10% de substituicdo) e FAy 0 controle (sem

substituicdo da farinha de trigo).

Tabela 1: Formulacdo de péo integral enriquecido com diferentes percentuais de bagaco de uva em po.

Quantidade (g/mL) de acordo com 0
Ingredientes Percentual de substituicéo (%)
FA FAsp FA
Farinha de trigo integral 95 90 100
Bagaco de uva em pé 5 10 -
Fermento bioldgico 4 4 4
Acucar refinado 6 6 6
Gordura hidrogenada 6 6 6
Sal 1.5 1.5 15
Agua 55 55 55

Inicialmente, a farinha de trigo e o bagaco de uva em p6 foram colocados em masseira
(Suprema®) a 40 rpm, misturando-se aos demais ingredientes. Logo ap0s, bateu-se a massa a
120 rpm ate o ponto de véu (ponto ideal de desenvolvimento do glaten). A massa foi dividida
e cortada manualmente em porcbes de 80g os quais foram dispostos em camara de
fermentacdo a 37°C e 90% de umidade relativa (UR), por aproximadamente 90 minutos. O
cozimento dos pdes foi realizado em forno turbo (Tedesco, Flex FTF 0.8G) a 145°C
(temperatura ja estabilizada por 15 minutos). Apds o resfriamento dos pdes em temperatura
ambiente, os mesmos foram submetidos as analises.

Pizza sabor banana com canela

Para a formulacdo padrdo da massa da pizza sabor banana com canela utilizou-se para
o0 preparo da massa: farinha de trigo, acucar refinado, fermento biol6gico, 6leo de soja, ovo,
sal e agua. Para o preparo do recheio utilizou-se: queijo mussarela, banana prata, leite
condensado, azeite e canela. As quantidades dos ingredientes desta preparacdo e as
formulacBGes com diferentes percentuais de substituicdo da farinha de trigo estdo descritos na
Tabela 2. Foram denominadas FBs (forumulacdo B com 5% de substituicdo), FBig
(formulacdo B com 10% de substituicdo) e FBy 0 controle (sem substituicdo da farinha de

trigo).
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Tabela 2: Formulacdo de pizza sabor banana com canela enriquecida com diferentes percentuais de bagaco de
uva em po.

Quantidade (g/mL) de acordo com 0
Etapa de Ingredientes Percentual de substituicéo (%)
preparo FBs FB1o FBy
Farinha de trigo 114 108 120
Bagaco de uva em p6 6 12 -
Fermento bioldgico 2.8 2.8 2.8
Massa Acucar refinado 6.5 6.5 6.5
Oleo de soja 12 12 12
Ovo 6 6 6
Sal 1.2 1.2 12
Agua 100 100 100
Queijo 250 250 250
Banana prata 300 300 300
Leite condensado 175 175 175
Recheio
Azeite 25 25 25
Canela em pé 3 3 3

Inicialmente, misturou-se o fermento com acucar e adicionou-se a agua, o 6leo de soja,
o0 sal e aos poucos a farinha mixta até obter uma massa firme. A massa foi sovada, coberta e
deixada em repouso por 40 minutos até dobrar o volume. Logo apés, a massa foi aberta em
forma circular, com auxilio de um rolo, atingindo espessura de aproximadamente 0,7cm e
colocada em forma grande de pizza previamente untada com margarina. A massa foi levada
ao forno turbo (Tedesco, Flex FTF 0.8G) pré-aquecido a 180°C para pré-assar por 15 minutos
e em seguida retirada do forno para ser recheiada e levada novamente ao forno por mais 5
minutos para assar. Para avaliar a aceitacdo da preparacdo as pizzas foram subdivididas em
porc¢des de tamanho semelhante, para avaliacdo pelos provadores.

Analise sensorial e Intencdo de compra

A analise sensorial foi realizada com um grupo de 50 provadores ndo treinados,
selecionados aleatoriamente, com idades entre 16 e 45 anos ou mais, de ambos 0s sexos e que
receberam orientacOes especificas sobre os testes antes de serem submetidos a eles. Cada
provador recebeu trés amostras de cada preparacdo, dispostos em recipientes descartaveis
codificados com numeros aleatorios de trés digitos. A avaliacdo dos principais atributos
sensoriais foi realizada por meio de teste de aceitacdo afetiva. A aparéncia, aroma, sabor,
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textura e impressdo global, foram avaliados através de uma escala heddnica de 9 pontos,
variando de 1 (desgostei muitissimo) a 9 (gostei muitissimo) (PERYAM e PEREGRINO,
1957). A intencdo de compra foi avaliada por outra escala de 5 pontos, em que 1 representa a
pontuacdo minima, "Certamente ndo compraria” e 5 a maior pontuacdo: "Certamente

compraria" (SILVA, 1997) (Figura 2).

Figura 2: Ficha de avaliagdo sensorial de pdo integral e pizza sabor banana com canela utilizando
a escala hedonica para diversos atributos e a escala de intencéo de compra.

Andlise Sensorial e Intencdo de Compra de P&o Inegral / Pizza sabor banana com canela

Nome: Sexo ( )M ( )F Idade: ( ) <16 ( )16-25 ( )25-35( )35-45 ( )>45

Vocé estd recebendo trés amostras de cada preparagdo (Pdo integral e Pizza sabor banana com canela). Elas foram
preparadas com farinha de residuo de uma fruta, em diferentes composicdes (0, 5 e 10%). Awvalie cuidadosamente a
aparéncia, o sabor, o aroma, a textura e também faga uma avaliacdo geral das mesmas utilizando a escala abaixo para
demonstrar o quanto vocé ficou satisfeito ou insatisfeiro. Deguste uma por vez. Beba agua entre a degustacdo de uma
amostra e outra. Coloque a nota para cada caracteristica de cada amostra de acordo com a escala abaixo.

OBS: A impresséo global corresponde ao quanto vocé gostou ou desgostou da amostra de um modo geral.

o

Gostei Muitissimo

Gostei Muito

Gostei Moderadamente
Gostei Ligeiramente

Nem gostei, Nem Desgostei
Desgostei Ligeiramente
Desgostei Moderadamente
Desgostei Muito

Desgostei Muitissimo

[l ANSTEOST B2 () | Kop) N ee)

AMOSTRA APARENCIA AROMA SABOR TEXTURA IMPRESSAO GLOBAL

Agora vocé vai avaliar a sua intengdo de compra com base na tabela abaixo para cada amostra.

Certamente compraria
Provavelmente compraria
Tenho dlvidas se compraria
Provavelmente ndo compraria
Certamente ndo compraria

RIN|W|~lO

AMOSTRA NOTA INTENGAO DE COMPRA

Fonte: Peryam e Peregrino (1957); Silva (1997).
indice de aceitabilidade

O indice de aceitabilidade (IA) de cada preparacao foi calculado pela expressao: 1A
(%) = A x 100/B, onde A = nota média obtida para o produto e B=nota méxima dada ao
produto (TEIXEIRA, MEINERT e BARBETTA, 1987).
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Anélise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média (n=3) + desvio padrdo (DP) e
analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para
comparacdo de médias a 5% significancia (p <0,05), utilizando o programa Origin® para
Windows, versdo 7.0, (USA: Origin Lab Corporation, 2002).

3 Resultados e Discussdo
Caracterizacdo do bagaco de uva em po

Apds o processo de tamisacdo do residuo em peneiras com cinco diferentes aberturas
de malhas, padronizou-se o tamanho da particula da farinha entre 0,42mm e 0,60mm de
didmetro.

Quanto ao rendimento em relacdo a matéria-prima inicial, constatou-se que 1Kg de
bagaco de uva in natura rende aproximadamente 321g de p6, com rendimento préximo a
32%, valor este semelhante ao encontrado por Natividade (2010) (30%) e Ishimoto (2008)
(37,5%) em bagaco de uva em po.

Analise sensorial e Intencdo de compra

Os resultados da avaliacdo de cada atributo pela analise sensorial e intencdo de compra

das formulagdes de pdo integral e pizza sabor banana com canela encontram-se descritos nas

Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3: Valores médios dos atributos sensoriais e intengdo de compra das formulagGes de péo integral

Atributo sensorial/ P&o integral*

Intengdo de compra FA, FAs FA1q
Aparéncia 7,1%0,10° 6,4+0,03" 5,8+0,01°
Aroma 6,3+0,02° 5,8+0,03" 5,4+0,04°
Sabor 6,3+0,03 5,9+0,01° 5,5+0,03°
Textura 6,6+0,03 6,7+0,01° 6,5+0,03
Impressdo geral 7,0+0,10% 6,0+0,25" 5,5+0,03°
Intencéo de compra 4,2+0,20° 3,3+0,09" 3,1%0,07°

*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey.

As notas hedbdnicas médias das formulacbes para todos os atributos sensoriais
situaram-se entre 7,1 e 5,4. O pdo sem adigdo de bagaco de uva em po6 foi o0 que apresentou
maior aceitacdo em relacdo aos atributos aparéncia, aroma, sabor e impressao geral, seguido
das formulacBes com concentracbes de 5% e 10%, com diferencas estatisticamente
significativas. Em relacdo ao atributo textura, as formulagdes ndo diferiram estatisticamente

entre si.
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O pao com maior média de intencdo de compra foi o controle, equivalente ao termo
hedonico “provavelmente compraria”. Os paes que continham 5% e 10% obtiveram média
equivalente ao termo hedonico “tenho duvidas se compraria”.

Em relacdo a formulacgéo pizza, as notas heddnicas médias das formulacGes para todos
os atributos sensoriais situaram-se entre 7,5 e 6,5. Em relagéo aos atributos aparéncia e aroma
e sabor, a formulagdo controle, obteve maiores valores, seguida da formulagdo com 5% e
10%. No entanto, em relacdo ao sabor e impressdo geral, ndo foi observado diferenca
estatisticamente significativa entre as formulacdes. Para os atributos aroma e textura, em que

as formulagdes adicionadas de bagago de uva em po, ndo diferiram estatisticamente entre si.

Tabela 4: Valores médios dos atributos sensoriais e intengdo de compra das formulagdes de pizza sabor banana
com canela.

Atributo sensorial/ Pizza sabor banana com canela*

Intencéo de compra FB, FBs FByo
Aparéncia 7,1+0,10° 6,9+0,10° 6,5+0,10"
Aroma 7,3+0,15° 6,6+0,30" 6,5+0,34"
Sabor 7,1+0,15° 6,7+0,20% 6,9+0,32%
Textura 7,5+0,25° 6,7+0,20" 7,0+0,00°
Impressdo geral 7,1+0,10° 7,0+0,10% 7,0+0,10°
Intengdo de compra 3,9+0,06° 3,8+0,10° 4,0+0,10°%

*Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si ao nivel de 5 % de significancia pelo teste de Tukey.
Em relacdo a intencdo de compra, ndo foi observado diferenca estatisticamente
significativa entre as formulacbes, com médias equivalentes ao termo heddnico
“provavelmente compraria”.
Borges et al. (2013), ao avaliarem a aceitacdo sensorial de pdo de forma contendo farinha
mista de trigo e quinoa em formulagGes com 10% e 15% de substituicdo em relagdo a farinha de trigo,

encontraram valores superiores, proximos a 8, para todos o0s atributos.

Romero et al. (2004) elaboraram biscoitos com adicdo de bagaco de uva em até 10% e
também concluiram que é possivel a adicdo de bagaco de uva como ingrediente para a
fabricacdo de biscoitos tipo cookies com alto teor de fibras e atributos sensoriais aceitaveis.

Valores semelhantes aos do presente trabalho foram encontrados por Kopper et al.
(2009), na analise sensorial empregando farinha de uva na elaboracdo de biscoitos tipo cookie,
que encontraram valores de 6,1 a 6,6 de aceitacdo.

Em estudo realizado por Piovesana, Bueno e Klajn (2013), os biscoitos formulados
com farinha de bagaco de uva valores entre 3,6 e 3,9; inferiores aos encontrados no presente
estudo.

Pode-se observar, com base nos dados apresentados, uma diminui¢cdo nos valores de
alguns atributos sensoriais dos produtos que continham adicéo de farinha de bagaco de uva,
tanto no pdo integral quanto na pizza sabor banana com canela. Isto pode ter ocorrido devido
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ao fato de que a adicdo do bagaco de uva em po pode causar alteragdes na aparéncia e no
sabor dos produtos, que poderdo ficar mais amargos e visualmente mais escuros, além disso,
geralmente, a aceitacdo de produtos integrais costuma ser menor que a aceitacao de produtos
comuns. Isto também foi verificado por Piovesana, Bueno e Klajn (2013) e Romero et al.
(2004) em formulagbes com farinha de residuos de uva. Apesar de esse escurecimento ter
contribuido para uma menor aceitacdo dos produtos, os pigmentos antocianicos responsaveis
por essa coloracdo sdo considerados antioxidantes e combatem a formacédo de radicais livres.
A preparacdo pizza teve uma maior aceitacdo do que a formulacdo de péo integral,
possivelmente por conta do recheio doce desta preparagdo, que pode ter mascarado o sabor
amargo do bagaco de uva em po.
Indice de aceitabilidade

Para ser considerado aceito pelos consumidores, um produto deve ter um indice de
aceitabilidade (1A) minimo de 70% (TEIXEIRA, MEINERT e BARBETTA, 1987). Em todos
os produtos formulados, o indice de aceitabilidade foi superior a 80% (Figura 3). Em relacéo
ao pao integral adicionado de bagaco de uva em p6, o maior IA foi para a formulacdo com 5%
de substituicdo (84,89%). J& em relacdo a formulacdo pizza sabor banana com canela,
adicionada de bagaco de uva em pd, o IA foi semelhante (89,76% e 90,4%, para as
formulag¢Ges com 5% e 10% de adic&o, respectivamente).

Figura 3: Indice de aceitabilidade das formulacdesde péo integral e pizza
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Conclusao

Os dados mostraram que, de um modo geral, a preparacdo pizza teve uma maior
aceitacdo do que a formulacdo de péo integral. A coloracdo escura do bagaco de uva em po
pode ter influenciado negativamente em alguns atributos sensoriais. Assim, mais estudos
envolvendo outras preparagdes e diferentes formulagdes devem ser realizados a fim de que se

possa obter resultados mais conclusivos. Deve-se considerar que o0 aproveitamento
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tecnoldgico de residuos agroindustrias € extremamente valido e deve ser incentivado, frente

aos beneficios ambientais, econdmicos e nutricionais.
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Abstract

The generation of agroindustrial waste are increasing the demand for studies that suggest the
technological exploitation of these residues, which mostly have a high nutritional value and
health benefits. This study aimed to incorporate the grape pomace powder in bakery products
(bread and pizza) and evaluation of its acceptance by sensory evaluation and purchase intent.
Three formulations were used, with different percentages of replacement of wheat flour at
levels of 5 %, 10 % and 0 % (control). The results showed that the preparation of pizza had
greater acceptance than bread. Among the formulations of whole wheat bread with added
grape waste powder, 5 % substitution had the highest scores in relation to sensory attributes
and purchase intent. In relation to pizza no statistically significant differences between the
preparations of 5 % to 10 % substitution were observed. In comparison with the acceptability
index, the values were greater than the minimum acceptable values. The dark color of the
grape pomace powder may have negatively affected some sensory attributes. The
technological use of agroindustrial waste is extremely valuable and should be encouraged to
address the environmental, economic and nutritional benefits.

Key-words: bakery, grape pomace powder, formulations, sensory acceptance.
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Abstract

Grape pomace (Vitis vinifera L.), Benitaka variety, grown in the semiarid region of Northeast
Brazil was evaluated in relation to chemical composition, and content of minerals and
functional properties. Its microbiological quality and toxic potential, using Artemia salina sp,
was also investigated. The results showed that the flour obtained from these residues had
below neutral pH (3.82), moisture (3.339/100g), acidity of (0.64g of citric acid/100g), and ash
(4.65 ¢/100g). The amount of total dietary fiber (46.17g/100g) stood out quantitatively
compared to the content of carbohydrate (29.29/100 g), protein (8.49g/100g), and lipids
(8.169/1009). The total energy was 224Kcal/100g. With regard to the compounds with
functional properties, higher values of insoluble fiber 79% (36.4 g/100 g); vitamin C (26.25
mg of acid ascorbic /100g), and anthocyanins (131mg/100g) were found. The minerals iron,
potassium, zinc, manganese, and calcium were present in higher concentrations. There were
no significant copper values. The results showed that the grape residues are an important
source of nutrients and compounds with functional properties suggesting that they can be
incorporated as an ingredient in the diet and/or used as a dietary supplement aiming at health
benefits. The residues did not show microbiological contamination and were considered
nontoxic.

Keywords: Grape pomace. Chemical composition. Minerals. Bioactive compounds.
Microbiological quality. Artemia salina sp.

1. Introduction

Because of the beneficial effects on human health and its economic importance, grape is a
fruit widely grown and eaten around the world. Historically, the production and export of
grapes were controlled almost exclusively by traditional European countries; however, in
recent years, South America has shown significant rate of growth in production and export of
grapes with two crops a year ®. According to data from the Food and Agriculture
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Organization ®, Brazil occupies the 20™ position in terms of world production of grapes. In
2012, data show that the annual production of grapes in Brazil ranged from 1.3 and 1.4
million tons/year .

Municipalities in the Northeast of Brazil, where the predominant climate is semi-arid and
dry sub-humid, are characterized by low rainfall and relative and high air temperature and
solar radiation®. Phytosanitary problems tend to be smaller and fruit quality tends to be
better, which is essential for the expression of the productive potential of the European vine
©7_ According to the Brazilian Institute of Geography and Statistics, in 2012, the planting of
grapes in northeastern Brazil was 9.437 hectares, with total production of 287.050 tons and
average yield of 31.043 kg/ha. In February 2013, data indicated a 2% increase in production
although a 0.4% decrease in the total area planted was observed . Along with this intensive
production, large amounts of agro-industrial residues are generated ®12) According to a study
conducted in 2011 by the Brazilian Ministry of Environment @, the production of grape
waste in Brazil was 290.838.411 tons.

The agro-industrial residues of grape are mostly solid by-products such as stalks, pomace
and the liquid filtrate. Depending on the conditions of the grapes when they are harvested, the
residues may represent from 13.5 to 14.5% of the total volume of grapes, and may reach
20%41%_ These residues are composed of water, proteins, lipids, carbohydrates, vitamins,
minerals, and compounds with important biological properties such as fiber, vitamin C, and
phenolic compounds (tannins, phenolic acids, anthocyanins, and resveratrol), depending on
the type of waste, the cultivar and climatic and cultivation conditions “*®. Due to the
functional properties of these residues, which are capable of acting on the metabolism and
human physiology producing beneficial health effects, the extraction of these bioactive
substances can provide many opportunities for adding value to food products contributing to
the improvement of dietary pattern of the population and helping prevent diseases such as
cancer, cardiovascular disease, Alzheimer's, and other degenerative diseases, besides
decreasing the environmental impact and economic losses ©*2. However, for better
understanding the use and benefits of this plant and its waste, it is necessary to know its
chemical constituents and evaluate the risk/benefit ratio of their use through chemical,
microbiological, and toxic potential analyses “°.

The bioassay method using the micro crustacean Artemia salina sp has been used to
evaluate the toxicity of plant products; this is simple and low cost method. Although not
specific, this method has a good correlation with tumor cells and pesticidal activity ™. This
bioassay allows the evaluation of overall toxicity, and therefore it is considered the
preliminary study of compounds with potential biological activity. Studies on the lethality of
Artemia salina sp. in plant extracts have been widely conducted 2.

This paper aimed to characterize grape pomace in terms of chemical composition, mineral
content, and functional properties and determine its microbiological quality and toxic
potential to evaluate the feasibility of using it in food industries improving the nutritional
value of food products and the quality of life of consumers.

2. Materials and methods

2.1 Grape samples’ characterization, processing, and flour preparation

Samples of grape (Vitis vinifera L.) of the variety Benitaka were collected by the authors
directly from the Vine Complex at Marrecas settlement (2011/2012 harvest season) in the
municipality of S&o Jodo do Piaui, Piaui state, Northeastern Brazil. After harvest, the grapes
were transported in cool boxes to the city of Teresina, capital of the state of Piaui, to the
Laboratory of the Federal Institute of Education, Science and Technology of Piaui, Teresina
South Zone, where they were stored under refrigeration for 48 hours at 4°C until analysis.
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Initially, the grapes were weighed and graded according to Normative Instruction N°.
01 of 1 February 2000, the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply ®. The grapes
used were from Group | (consisting of variety with seed), Subgroup Colorful, Class 2 (mass
of clusters between 200g and 500g), Division 20 (berries with a caliber greater than or equal
to 20mm and less than 22mm ) and Extra Class (typical coloring, green stems, and no bunch
deformation). Then grapes were then cleaned and pressed using an industrial depulper
separating the pomace (skin and seeds) and pulp for the extraction of grape juice.

After extraction, the pomace was stored in polyethylene bags at -18 °C until
processing. The pomace was dried in an air circulation oven (Tecnal, model TE-394 /L) at 60
°C for approximately 16 hours. The dried residue was triturated using a domestic blender
(Walita) and a flour was obtained and sieved using a set of seven sieves (10, 30, 40, 60, 80,
100, and 200 mesh corresponding to openings: 2, 0.60, 0.42, 0.25, 0.18, 0.15, and 0.075 mm,
respectively). The flour was packed in lidded polyethylene bottles until analysis. The flour
was then subjected to chemical analysis for determination of vitamin C, anthocyanins,
minerals, microbiological quality, and toxic potential. Subsequently, from the flour obtained,
extractions using different solvents were performed and the extracts were subjected to
toxicological analysis.

2.2 Chemical analysis

2.2.1 Acidity, pH, moisture, and ash

Acidity was determined by titration with 0.1 N NaOH, and the results were expressed
in grams of citric acid/100g. The pH was determined by direct reading on the potenciometer,
(MS Tecnopon, model mPA210) calibrated in buffer solutions of pH 4.0 and 7.0. Moisture
determination was performed by drying the sample in an air circulation oven (Tecnal, model
TE-394 /L) at 105°C to constant weight. Moisture was calculated by the difference in the
mass of the sample before and after drying; the result was expressed in percentage of
moisture. Ash was determined by incineration in a furnace at 550°C until constant weight.
These analyses were performed in triplicate according to the method described by the Adolfo

Lutz Institute ©®,

2.2.2 Lipids, protein, total dietary fiber, and total carbohydrate

Lipids were obtained by Soxhlet extraction using hexane as solvent under reflux for 6
hours, according to the analytical standards of the Adolfo Lutz Institute ®®. Protein was
determined by the micro-Kjeldahl method using copper sulphate and selenium as catalysts of
mineralization and boric acid as the receiver solution in the distillation of ammonia. Next, the
sample was titrated with 0.1 N hydrochloric acid. The conversion factor of 6.25 was used to
covert nitrogen into protein, as recommended by Association of Official Analytical Chemistry
@7 Total dietary fiber (TDF) was obtained by adding the soluble and insoluble fractions,
according to the enzymatic-gravimetric method of Prosky et al.®® Total carbohydrate was
determined by the difference method : 100 - (weight in grams [moisture + ash +protein +
total fat + total dietary fiber in 100 g of food).

2.2.3 Pectin
Pectin was determined following the Pearson method ®® and consisted of the
neutralization the overall charge of free uronic acid residues by calcium ions causing gelation

and precipitation of pectin. The results were expressed in grams of calcium pectate per 1009
of sample.
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2.2.4 Fructose, Glucose, and Sucrose

Fructose, glucose, and sucrose were determined according to the method of Feinberg
and Burgner ®? based on the extraction of sugars from an aqueous medium and determining
the levels of these sugars by high performance liquid chromatography.

2.2.5 Total Energetic Value

The total energy was calculated based on the energy nutrient results obtained using the
conversion factors of Atwater, as described by Osborne and Voogt ®V, considering 4 kcal/g
for carbohydrate, 4 kcal/g for protein, and 9 kcal/g for lipids.

2.3 Bioactive Compounds
2.3.1 Soluble and insoluble dietary fiber

The values of soluble fiber (SDF) and insoluble fiber (IDF) were obtained by the
enzymatic-gravimetric method, according to Prosky et al ®?. The samples were subjected to
the action of a-amylase (Sigma, A-5426), and subsequently protease (Sigma P-3910) and
amyloglucosidase (Sigma A-9913). Based on this hydrolysate, the insoluble fiber content was
determined by washing in water and acetone and the soluble fiber obtained from the filtrate by
precipitation with ethanol 98% and filtration with ethanol and acetone.

2.3.2 Vitamin C

Vitamin C was determined according to the method described by Pearson and Cox ©?,
which is based on the reduction of 2.6-dichlorophenol indophenol sodium (ITD) by ascorbic
acid. The result was expressed in milligrams of ascorbic acid/100g sample.

2.3.3 Anthocyanins

The determination of anthocyanins was performed according to the method of Francis
3% For the extraction, 1g of dehydrated pomace was homogenized with a solution of HCI
(1.5 N) and ethanol 85%. After a period of 24 hours under refrigeration and absence of
light, the extracts were filtered and read at 535nm using a Coleman 33D spectrophotometer.
The results were expressed as mg of anthocyanins totais/100g sample and calculated using the
formula: (absorbance x dilution factor) / 98.2.

2.4 Determination of minerals

The analyses of minerals were performed at the Laboratory of Water and Soil of the
EMBRAPA (Brazilian Agricultural Research Corporation — Tropical Agroindustry), in
Fortaleza, Ceard, Brazil. Initially, nitric perchloric acid digestion of the sample was
performed. The minerals calcium (Ca), magnesium (Mg), iron (Fe), zinc (Zn), and manganese
(Mn) were determined by atomic absorption spectrophotometry using a Perkin Elmer
AAnalyst 300 spectrophotometer. The minerals Sodium (Na) and potassium (K) were
determined by flame photometry using a flame photometer (Digimed, DM62). Phosphorus
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(P) and sulfur (S) were determined using a spectrophotometer at a wavelength of 660nm for
phosphorus and 420nm for sulfur. All determinations of these minerals followed the method
described by Silva © and were performed in triplicate.

2.5 Microbiological Analysis

The microbiological quality of the samples was determined by counting standard
Coliforms at 45°C, Bacillus cereus, and Salmonella, according to the method described by
American Public Health Association®® and Silva et al.®” The results were compared with the
standards of the Resolution No. 12, dated January 2, 2001, the National Agency for Sanitary
Surveillance in Brazil, which sets standards for the microbiological quality of the flour group:
pasta, bakery products and and similar products; and starch subgroup: flours, and powdered or
flocked starch and cornmeal (Brasil, 2001). ©®

2.6 Toxic potential using Artemia salina sp.
2.6.1 Preparation of extracts

From the grape pomace flour, extraction was performed using different solvents using
the Soxhlet apparatus as described by the Adolfo Lutz Institute ®®. according to the analytical
standards of the Adolfo Lutz Institute. For the extraction, the following solvents were used,
hexane (non-polar), ethanol, acetone, and methanol (polar) to obtain a water-soluble extract
without interference. The extraction was controlled for 6h at 60°C. The material extracted was
concentrated under vacuum using in a rotary evaporator (Fisatom, model 801) at a
temperature of 50°C. After the process, the extracts were subjected to thermostatic bath at a
temperature of 60°C until there was no trace of solvent. The extracts were stored with
protection from light in glass containers until the analysis.

2.6.2 Toxic potential

The toxic potential of the extracts was determined using the larvae of Artemia salina
sp. according to the method described by Meyer et al.®? and McLaughlin et al“?. The eggs
of Artemia salina sp. were hydrated in an aquarium containing synthetic saline water adapted
to 12 ppm in ambient temperature around 25°C. After a period of time of approximately 48
hours, the eggs hatched and gave rise to larvae, which were collected for bioassays. The
dilutions of ethanol, acetone, and methanol extracts and a blank test were conducted in
synthetic saline, 0.5 mL of dimethyl sulfoxide concentration (DMSO), to which ten larvae
were added in 50 mL plastic cups. For the negative control, larvae were kept only in synthetic
saline. After 24 hours incubation, living and dead larvae were counted to calculate survival
percentage, which was used to determine the LCsq (lethal concentration for 50% of larvae).

2.7 Statistical Analysis

Analyses were carried out in triplicate. All results were expressed as means + standard
deviation (SD) using the software Origin® for Windows, version 7.0“%.
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3. Results and Discussion
3.1 Characterization of grape pomace flour

After the pomace sieving process through a sieve using five different mesh openings,
the flour particle size was standardized between 0.42 mm and 0.60 mm in diameter since the
retention of larger amounts of flour occurred in the sieves between 30 and 40 "mesh.” The
yield relative to the initial raw material, it was found that 1 kg of grape marc fresh yields
approximately 3219 of processed flour, with yields close to 32%.

3.2 Physicochemical characterization

The results of the physicochemical analyses are shown in Table 1. In addition to low
moisture (3.33 £ 0.04 g/100g), the pH value of the pomace grape flour was below neutral
(3.82 + 0.01), which led to greater stability hampering the development microorganisms
because fungi generally prefer acidic pH (4.5-5.0) and bacteria prefer near neutral pH (6.5-
7.0). The pH of grape residue flour are directly correlated with the pH of fresh grape.
Investigating grapes of the variety Benitaka, Pinheiro “? observed pH of 3.65, a value similar
to that found in the present study.

The moisture content found in this study are lower than those found by Tangolar et
al.? in seeds of seven grape varieties (4.95 to 6.54 g/100g). According to Resolution N°. 263,
dated 2005, 22 September, the National Agency for Sanitary Vigilance, the maximum value
of for flours should be 15%“®). As for acidity, the value found in this study was 0.64 + 0.004
g of citric acid/100g. Acidity can determine the quality of the flour under study. With respect
to wheat flour, the higher the acidity, the lower its quality, and when it is used as a raw
material, it directly affects the final product.

Table 1: Physicochemical analysis of grape pomace (Vitis vinifera L.) flour.

Parameters (% dry basis) Results (Mean £SD)
Moisture (9/100g) 3.33+£0.04
Ash (g/100g) 4.65+0.05
Total Lipids (g/100g) 8.16+0.01
Protein (g/100g) 8.49+0.02
Carbohydrate (g/100g9) 29.20
Pectin (g/100g9) 3.92+0.02
Frutose (g/100g) 8.91+0.08
Glucose (g/1009) 7.95+0.07
Total dietary fiber (g/1009) 46.17+0.80
Total Calories (Kcal/100g) 224

Comparin(q the values observed in the present study with that of the pure wheat flour,
maximum of 3%“?, an adequate pomace grape flour acidity is achieved. The higher acidity
values correlate with more significant concentrations of tartaric and malic acids in the skins of
grapes®®. The amount of total dietary fiber (46.17g/100g) was higher than that of the other
nutrients, leading to the conclusion that it is as a major component of the raw material of this
study, in quantitative terms. This value was higher than that found in studies that quantified
the dietary fiber content of flour residues in grape, 25.62 and 31.66 g/100g “®. However, it
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was higher when compared to the fiber content in green banana flour (17.98 ¢g/100g) and
wheat flour (2.3 g/100 g) “". Fiber content is related not only to the quantitative but also
qualitative aspect since grape pomace fibers are structurally different from those found in
other cereals and other fruits since it is associated with polyphenols with antioxidant activity.

With regard to the lipid content, the value found (8.16¢g/100g) was higher than that
reported by Bampi et al® in flour grape residues (2.56 g/100g). The lipids of the grapes are
mainly concentrated in its seeds and consist of about 90% monounsaturated fatty acids,
known for their beneficial properties, particularly to the cardiovascular system®®.

The amount of protein corresponded to 8.49 ¢g/100g of sample analyzed. Higher
values (11g/100g, 129/100g, and 14g/100g) were found by Valiente et al.“?, Llobera and
Canellas® and Bravo and Saura-Calixto®® in grape residues.

With respect to the carbohydrates, they accounted for 29.20 g/100g sample, and
fructose was present in the greatest amount (8.91 g/100 g), followed by glucose (7.95 g/100
g). There were no significant values for sucrose. Bampi et al.“® reported 52.56 g/100g values
for carbohydrates in Japanese grape flour. Carbohydrates and proteins are essential for human
health. Carbohydrates are the body’s preferred energy source, and they provide fuel for the
central nervous system and for the other organs of the human body. Proteins are required for
the growth, development, regeneration and reconstruction of the body and are responsible for
the production of antibodies, blood cells, hormones, and enzymes®?.

3.3 Bioactive Compounds

Vitamin C levels can be considered an index of nutritional quality of foods because its
presence demonstrates that other nutrients were probably preserved since vitamin C is
thermolabil. The amount of Vitamin C in grapes is 10.8 mg/100 g edible part, on average “?.
The grape pomace flour obtained had 26.25 mg ascorbic acid/100g (Table 2). This result was
higher than that found by Souza et al.® in the skin of grape Vitis vinifera L. (4.9 to 12.2 mg
ascorbic acid/100g) and it is significant since the samples were oven heated.

Regarding the content of anthocyanins, the grape pomace flour obtained had
131mg/100g. This result was higher than that found by Sousa et al.®*® in fruit waste, with
values of 8.4 nug/100g in residues of acerola, and 3.2 ng/100g in guava waste. Anthocyanin
pigments are present in the grape skin, and their levels may vary from 30 to 750 mg/100g
fruit, in agreement with the values found in this study ®*. Rockenbach et al.® found higher
values of anthocyanins, ranging from 385.93 to 934.67 mg/100g mg/100g, in red grape
bagasse. Pinheiro“? found values of 3.56 mg/100mL in grape juice at baseline and 1.43
mg/100mL after 210 days of storage. Levels of anthocyanins in grapes is associated not only
with the portion of the fruit analyzed, but they can also be influenced by factors such as
cultivar, cultivation method, climatic aspects, and physicochemical factors such as pH and

temperature®®.
Table 2: Bioactive compounds in pomace grape (Vitis vinifera L.) flour
Bioactive compounds Results (Mean £SD)
Vitamin C (mg ascorbic acid/100g) 26.25+0.01
Total anthocyanins (mg/100g) 131+0.4
Soluble dietary fiber (g/1009) 9.76+0.03
Insoluble dietary fiber (g/100g) 36.40+0.84
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As for the total dietary fiber, the IDF 79% (36.4 g/100g) was higher than the SDF,
21% (9.76 g/100g). The IDF is predominantly composed of cellulose and hemicellulose and
lignin (lesser amount). Pectin predominates in the SDF ©V.
In this study, we found 3.92 + 0.02 g/100g of pectin, a value close to a similar study (2.3-4.4
9/100g) ®Y. Higher values (6.2 g/100g) were found by Llobera and Canellas®® in grape by-
products. According to Mildner-Szkudlarz ®” | the proportion of SDF and IDF in the diet
should be between 1:4 and 1:3. Soluble fiber reduces the risk of heart diseases and lowers
levels of cholesterol triglycerides, and glucose in the blood ©"*®. The insoluble fraction has a
positive influence on the colon ®%. According to Schneeman®®, 30-50% SDF and 50-70%
IDF are considered to be well-balanced proportions for maximum health benefits. Thus, the
flour obtained from grape pomace, providing 79% IDF and 21% SDF, is a good sources of
DF. According to Perez-Jimenez et al.®?, grape DF significantly reduced the lipid profile and
blood pressure, these effects were significantly greater than those caused by other DFs such as
oat fiber or psyllium, probably owing to the combined effect of DF and antioxidants.

3.4 Minerals

According to the results of the mineral analysis shown in Table 3, iron, potassium,
zinc, manganes, and calcium were present in higher concentrations. There were no significant
values for copper. Potassium levels higher than those of sodium can lead to a mineral balance
that favors hypertension control. A diet rich in potassium lowers blood pressure and
consequently the risk of morbidity and mortality due to cardiovascular diseases; in addition,
potassium intake can decrease urinary calcium excretion and consequently reduce the risk of
developing osteoporosis?,

Comparing with Dietary Reference Intakes (DRI) ©?, the amount of iron found in this
study (18.08 mg/100g) supplies the adult daily requirements for iron (8mg/day for men and 8
to 18mg/day for women). For zinc, the recommended daily intake is 11mg for men and 8 mg
for women. The amount of zinc found was 0.98 mg/100g. These minerals are considered
essential for the human body. Iron, among other functions, is associated with the production
of blood cells, and zinc is essential for the immune system. Both nutrients are also considered
potent antioxidants. Lachman et al.*?, in a study on minerals present in grape seed found
lower values of calcium (0.27 mg/100 g), iron (4.54 mg/100 g), and phosphorus (0.02 mg/100
g) and higher values of manganese (1.45 mg/100g). However, similar values were reported
for magnesium (0.10 mg/100 g), sodium (0.042 mg/100g), and zinc (1.1 mg/100g).

Table 3: Composition of minerals (mg/100g) in grape pomace (Vitis vinifera L.) flour.

Minerals Results (Mean £SD)
Calcium 0.44+0.715
Magnesium 0.13£0.255
Sodium 0.044+ 0.056
Potassium 1.40£0.313
Iron 18.08+ 0.03
Manganese 0.817+ 0.550
Phosphorus 0.183+ 0.255
Sulfur 0.089+ 0.336
Zinc 0.98+ 0.702
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Rizzon and Miele®, investigating minerals in grape juice, found higher values of
sodium (0.067 mg/100 g), potassium (129.5 mg/100g), phosphorus (10.5 mg/100g), and
magnesium (8.78 mg/100g), but lower values of iron (0.14 mg/100g).

3.5 Microbiological Quality

The results shown in Table 4 indicate that the grape pomace flour has microbiological
characteristics acceptable for human consumption, which is consistent with the standards
recommended by the Resolution N® 12 of January 2, 2001, the National Agency for Sanitary
Surveillance ®®. Possibly, the satisfactory results of microbiological parameters are due to the
fact that the grape flour does not provide favorable conditions for microbial growth, such as
low moisture and pH lower than 4.

Table 4: Microbiological Analysis of grape pomace (Vitis vinifera L.) flour.

Microorganism Result Tolerance*
Salmonella (in 25¢) Absent Absent
Fecal Coliforms (MPN/g)** <3 102
Bacillus cereus (CFU/g)»* <100 3x103

*According to Resolufion No. 12 of January 2, 2001, the Nafional Health Surveillance Agency (ANVISA), Tood group 10, Item a.
** MPN/g = Most Probable Number per gram
*** CFU/g = Colony Forming Unit per gram

3.6 Toxic potential using the larvae of Artemia salina sp.

Meyer et al.®? established the relationship between the degree of toxicity and median
lethal dose, LCsy of plant extracts against larvae of Artemia salina sp.; values above
1000pg/mL are considered nontoxic. All extracts were evaluated against their toxicity to
Artemia salina sp. and were considered nontoxic since all microcrustaceans remained alive.
Nascimento et al.®® studied toxicity in three species of medicinal plants of the genus
Phyllanthus and reported absence of toxicity only in the species P.amarus. Leite et al ™.
found that hexane extract from avocado seeds showed toxicity to Artemia salina (LC, of
2.37mg/mL™).

The absence of toxicity may be an advantage to a possible use of this extract in the
development of new herbal medicines and for human use.

4. Conclusions

This study is the first characterization of grape pomace grown in the state of Piaui. The
results show that it is an important source of nutrients and compounds with functional
properties. The grape pomace flour obtained showed low and pH below neutral, which can
help prevent growth of pathogenic microorganisms. The amount of total dietary fiber is
quantitatively greater compared to that of carbohydrates, proteins, and lipids, indicating that
this residue could be included in the daily diet as a source of fiber and food suplement.
Regarding compounds with functional properties, the entration results show that grape
pomace may be a potential source of bioactive compounds, especially higher concentration of
insoluble fibers in relation to the soluble fraction, and significant amounts of vitamin C and
anthocyanins. As for minerals, iron, potassium, zinc, calcium, and manganese are present in
higher concentrations. Furthermore, the results of this study suggest that the flour produced
from grape pomace, which is environmentally appropriate and easy to obtain, may be a
potential food ingredient in the daily diet or as a nutritional supplement. The microbiological
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and toxicity bioassays show that the grape pomace evaluated was not contaminated and it was
therefore considered nontoxic and were considered. It is suggested, however, that further
studies should be conducted on this residue, for example, to evaluate the presence of other
bioactive compounds, including the evaluation of the antioxidant activity of the phenolic
compounds and fatty acid composition in the seeds of this residue.
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ABSTRACT

Phenolic compounds, related to antioxidative properties of extracts from grape pomace grown
in Northeast of Brazil were determined. A lipide profile and total antociannins of grape
pomace powder were determined. A reversed phase high performance liquid chromatography
(RP-HPLC) procedure was developed, and resveratrol, quercetin, isoquercitrin and rutin were
identified. Total phenolic, total flavonoids and total tannins contents of the extracts were
determined. Antioxidant activities of the extracts were evaluated by using DPPH radical
scavenging and Autoxidation system [-carotene/linoleic acid methods. The evaluation of
oxidative stability was evaluated by Rancimat method. All extracts exhibited antioxidant
activity. Phenolic compounds and antioxidant activities of the extracts were varied depending
on the extraction solvent. Extracts from grape pomace efficiently protected the oxidation of
emulsified linoleic acid, with an averages 1Csp of 0.34 pg/mL to 0.36 pg/mL; being similar to
the synthetic antioxidant BHT. The most abundant phenolic compound was isoquercitrin
(12.94 mg/100g), followed by rutin (7.54 mg/100g), quercetin (5.4 mg/100g) and resveratrol
(2.5 mg/100g). The lipid fraction of grape pomace was composed mainly by linoleic acid. The
content of anthocyanins (131mg/100g) was similar to results reported by other authors. This
paper describes for the first time a characterisation of the phenolic compounds, antioxidant
activity and lipide profile in grape pomace from Northeast of Brazil. These preliminary results
provides the basis for further evaluation of the suitability of this red grape pomace extract as
natural inhibitor with potential health benefits and shows that residues of grapes grown in this
region have comparable results with the international literature, establishing itself as a new
area for exploration and research.

KEYWORDS: Grape pomace. Polyphenols. Spectrophotometry and HPLC analysis.
Oxidative stability index. Anthocyanins. Resveratrol.
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INTRODUCTION

Vitis vinifera L. production has expanded worldwide; with production of over 69
million tonnes Brazil occupies the 20th position in world production of grapes. In relation to
domestic production, the South, Southeast and Northeast regions are the highest in cultivation
and production (FAOSTAT, 2010). The area planted in the Northeast jumped from 3,028
hectares in 1996 to 6,724 hectares in 2006. This represented an increase of 122.1% in the
period between censuses. This increase, in percentage terms, was higher than the national rate,
which fluctuated only 12.6% in the same period (IBGE, 2006; AGROSTAT, 2011).

The Northeast of Brazil is characterized by semi-arid and sub-humid dry climate , with
low rainfall and relative humidity, and high and intense solar radiation (Andrade Jr. et al.,
2005). Under these conditions, the phytosanitary problems tend to be smaller and have a
better quality of the fruit, which is essential for the expression of the productive potential of
the grape. Thus, this region is considered privileged because of grape production throughout
the year and thus can be economically competitive compared to other areas of production
(Costacurta & Roselli, 1980; Coombe, 1987).

Along with this intense production, there is a huge generation of residues (Tangolar,
Ozogul & Tangolar, 2009; Cetin, Altinoz, Tarc an & Baydar, 2011; Deng, Penner & Zhao,
2011; Lachman et al. 2013). According to a study conducted in 2011 by the Ministry of
Environment of Brazil, the production of residues grape in Brazil was 290.838.411 tons
(BRAZIL, 2011).

Grape residue is a by-product product of grape juice and wine industry such as stalks,
pomace (a mixture of grape skin and seeds) and the liquid filtrate. Depending on the
conditions of the grapes at harvest, the residues may represent from 13.5 to 14.5% of the total
volume of grapes, and may reach 20% (Bail et al., 2008; Sagdic et al. 2011; Cheng et al.
2012).

Grape pomace constituents have been shown to have health-functional activities for
their content of high valuable polyphenols, fatty acid composition and antioxidant potential,
and therefore, their capacity to prevent oxidation of biological substrates which are can
positively influence risk factors associated with cardiovascular health, cancer, diabetes,
inflammation, neurodegenerative disease, and age-related cognitive decline (Bail et al., 2008;
Santos et al. 2011; Chouchouli et al. 2013; Lachman et al. 2013; Miao et al. 2014; Lecce et al.
2014; Ramirez-lopez et al. 2014).

Phenolic compounds are plant secondary metabolites and the main antioxidant
compounds in grapes and grape by-products, can be divided into phenolic acids and related
compounds and flavonoids (Rebello et al. 2013; Ramirez-Lopez et al. 2014). The antioxidant
activities of phenolic compounds are attributed to their free radical scavenging, hydrogen
donation, singlet oxygen quenching, metal-ion chelation or as substrates for attack by
superoxide, as well as their effects on cell signaling pathways and on gene expression (Yilmaz
& Toledo, 2006; Rebello et al. 2013; Ramirez-Lopez et al. 2014). Phenolic antioxidants
function primarily as terminators of the free radical reactions, depending on their activity with
respect to the ability to interfere with the chain propagation reactions by rapid donation of a
hydrogen atom to lipid radicals. Alternative mechanisms only become important at very low
oxygen pressures, very low rates of chain initiation or very high concentrations of antioxidant
(Rebello et al. 2013).

Previous studies demonstrated that the major phenolic compounds in grape wastes are
anthocyanins, catechins, glycosides of flavonols, flavanols and phenolic acids (Rebello et al.
2013).The quantitative and qualitative distribution of polyphenols in grape pomace depends
on the variety of grape and is influenced by climatic and geographical factors, cultural
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practices, and the stage of ripeness (Meng et al. 2012; Katalinic et al. 2010; Rebello et al.
2013; Ramirez-lopez et al. 2014).

There is a large body of scientific literature reporting reports on the phenolic content
and antioxidant potential of bioactive compounds extracted from grape residues (Lafka et al.,
2007; Makris et al., 2007; Yilmaz& Toledo, 2006; Cheng et al. 2012; Baydar et al 2007,
Katalinic et al. 2010; Meng et al. 2012; Ayala-zavala et al. 2011; Rebello et al. 2013;
Ramirez-lopez et al. 2014).

The phenolic composition and antioxidant activity of grapes and by-products has been
extensively studied by different spectrophotometric methods, as DPPH, ABTS, Autoxidation
system [B-carotene/linoleic acid and by high performance liquid chromatography (HPLC)
coupled with ultraviolet (UV) or diode array (DAD) detectors. It is recommended that at least
two (or even all) of these assays be combined to provide a reliable picture of the total
antioxidant capacity of a plant extract (Perestrelo et al. 2012; Baydar et al., 2007; Katalinic et
al. 2010; Lafka et al. 2007; Meng et al. 2012; Ayala-zavala et al. 2011; Rebello et al. 2013;
Fernandes et al 2013; Ramirez-lopez et al. 2014).

So, grape wastes can be used for extraction of polyphenols for use as food lipid
antioxidants in order to prevent the formation of off-flavour and toxic compounds resulting
from lipid oxidation. Furthermore, the use of these wastes in feed or food supplements can
contribute to lower production costs and to creating new feedmixtures and sources to improve
the nutritive value of the animal or human nutrition (Lachman et al. 2013; Miao et al. 2014;
Santos et al. 2011; Fernandes et al., 2013; Lecce et al. 2014).

Therefore, different grape varieties should be analyzed to differentiate them in relation
to their chemical composition and antioxidant activities. In particular Benitaka cultivar of the
this semi-arid region of Brazil, as far as we know, that does not yet have any published
literature reporting these properties. The aim of this research was to determine the phenolic
composition, fatty acid profile and antioxidant activity of grape pomace from Benitaka
cultivar (Vitis vinifera L.) from Northeast of Brazil.

MATERIALS AND METHODS
Equipament, chemicals and reagents

All spectrophotometric readings were realized in spectrophotometer UV-Vis (Thermo
Electron Corporation Biomate 5, Korneuburg, Austria). HPLC was performed using a LC-
20A system (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with LC-20DA pump, manual
injector with a fixed volume of 20 pL, Hypersil gold dim (250x4,6) mm column oven set at
30°C, running LC Solution software with UV-Vis detector model SPD-20A. CG/MS was
performed using a gas chromatograph with a flame ionization detector (CGDIC) (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan, Model GC2010). Oxidative stability was performed using
equipment Rancimat (Metrohm 873, Herisan, Switzerland). Methanol, ethanol, acetone and
ether were analytical reagent grade and purchased from Vetec fine Chemical Ltda. (Xerém,
RJ, Brazil). Folin-Ciocalteau phenol reagent, free radicals 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH), 2,2’azinobis-(3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS™) and Trolox®
standard were purchased from Sigma Chemical Co. (Sigma—Aldrich Company Ltd., Great
Britain). All other chemicals used were of analytical grade.

Grape collection

Samples of grape (Vitis vinifera L.) of the variety Benitaka, were collected by the
authors directly from the experimental vineyard (Viticulture Marrecas) situated in the
municipality of Sdo Jodo do Piaui, Piaui state, northeastern Brazil (latitude 08 © 21'29 "S,
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longitude 42°14'48" W and altitude of 244 meters, with predominantly semiarid climate type,
with annual temperatures ranging from 25.7°C to 29.2°C). The samples were obtained from
the first harvest of the 2011/2012 season. After harvesting, the grapes were transported
immediately in cool boxes to the laboratory and were stored under refrigeration (ca. 2-5°C)
until analysis.

Sample preparation and extraction

Pomace preparation

The grapes were weighed, cleaned and then pressed into a depulper industrial where
occurred the separation of pomace (skins and seeds) and pulp for the extraction of grape juice.
Grape pomace were stored at -20°C until analysis.

To determine the fatty acid composition and total anthocyanins.

The pomace was dried in an oven with air circulation (Tecnal, TE-394 /L) at 60 °C for
a approximately 16h (1AL, 2008). The dried residue was triturated in a blender domestic
(Walita, Brazil) and obtained a powder. After dehydration, the residue was triturated in a
mixer and then sieved to obtain a powder with a particle size ranging from 0.42 mm to 0.60
mm diameter. The powder was stored in polyethylene bottles and refrigerated until the time of
analysis.

To determine the total phenolic content (TPC), total flavonoids content (TFOC),
total tannins content (TTC), antioxidant activity, oxidative stability index (OSI) and
quantification of phenolic compounds.

Preparation of extracts

With the powder grape pomace, extraction was performed using different solvents by
the technique of extraction in a Soxhlet apparatus as described by the Adolfo Lutz Institute
(BRAZIL, 2008). For the extraction, were used solvents, hexane (non-polar), ethanol, acetone
and methanol (polar) in order to obtain a soluble extract in water without interference. The
extraction was followed by 6h at 60°C. The extracted material was concentrated under
vacuum on a rotary evaporator (Fisatom, 801) at a temperature of 50 °C, 60 rpm. After the
process, the extracts were subjected to thermostatic bath at a temperature of 60 °C until no
trace of solvent.

Fatty acid composition (GC/MS analysis)

The lipid fraction was initially subjected to esterification of fatty acids, where they
were have been converted to fatty acid methyl esters (FAMES) by the method described by
Hartman and Lago (1973). The analysis of FAMEs was performed in a apparatus of gas
chromatograph with a flame ionization detector (CGDIC), with capillary column SP2560 of
stationary phase biscianopropil polydimethylsiloxane (100 m x 0.25mm, df 0:20 m; Supelco
Bellefonte , PA). The injection mode used was of the flow division (1:50) and hydrogen
carrier gas with constant flow of 1.5 mL.min™%. The temperatures of the injector and detector
were 220°C each. The programming the oven chromatographic was accomplished as follows:
initial column temperature 80°C, rising with a heating ramp of 11°C min™ to 180°C and rising
up on a ramp of 5°C min™ to 220°C, keeping it for 19 minutes. The identification of the peaks
in the chromatogram was performed by comparison of their retention indices with those of
known compounds of a fatty acid standard solution previously injected following the same
methodology. The contribution of each compound in the mixture is given by the relative area
(%) of its respective peak in the chromatogram.
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Total anthocyanins

The determination of anthocyanins was performed according to the method of Francis
(1982). For extraction, 1g of homogenized pomace dehydrated in a solution of HCI (1.5 N)
and ethanol 85%. After a period of 24 hours under refrigeration and absence of light, the
extracts were filtered (Whatman n° 1 filter paper) and then, the absorbance was measured at
535nm. The content of anthocyanins was calculated using Eq.(1) and absorption coefficients
of 98.2. The results were expressed as mg of anthocyanins /100g dry basis (d.b).

Total anthocyanins (mg/100g d.b.) = ( ABS x dilution factors Q)

sample dried weight x € 137 535

where ABS is absorbance reading of sample at 535 nm, and € %%, 535 is the absorption
coefficient for anthocyanins.
Total extract yield

To determine the total yield of each extract, the Eq. (2) was used and the results were
expressed in percentage, as described by Pansera et al. (2003).

Total extract yield (%) = Final weight of sample in grams x 100 (2)
Initial weight of sample in grams

Total phenolics content (TPC)

Total phenolic content (TPC) was determined by the Folin—Ciocalteau colorimetric
method (Singleton and Rossi, 1965). Briefly, the grape extracts were mixed with Folin
Ciocalteu reagent, and sodium carbonate solution (15%) was added. The mixture was allowed
to react at room temperature in the dark for 120 min, and then, the absorbance was measured
at 715 nm. The results were expressed as milligrams of gallic acid equivalents per gram of
extract (mg GAE/g).

Total flavonoids content (TFOC)

The total flavonoid content (TFOC) was determined by reacting aluminum chloride,
using the spectrophotometric method (Ferro and Funari, 2006). The TFOC was calculated
from the curve standard of quercetin and all readings of each solution were realized at 425
nm. The results were expressed as milligrams of quercetin equivalents per gram of extract

(mg EQ/g).
Total tannins content (TTC)

The total tannins content (TTC) was determined by the Folin—Dennis colorimetric
method (Siegler et al., 1986). The TTC was calculated from the curve standard of tanic acid

and all readings of each solution were realized at 725 nm. The results were expressed as
milligrams of tannic acid equivalents per gram of extract (mg EAT/g).
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Antioxidant activity
DPPH’scavenging activity

The test was realized according to the method described by Brand-Williams, Cuvelier,
and Berset (1995) and modified by Rufino et al. (2007). Initially, 0.1 mL of sample
methanolic solution (100 ppm, 1 mg/10 mL) was added to a test tube containing 3.9mL of
6.5x10°M DPPH methanolic solution. . The extracts were tested at concentrations of 10.000,
5.000, 1.000, 500, 100, 50 and 10 ppm. After the interval of 60 minutes, the absorbance was
measured at 515 nm. To calculate the inhibitory potential (IP) to inhibit DPPH in percentage
terms, we used the Eq. (3).

IP (%) = | A pppr— A sample | X 100 3)

A pppH

where A pppy = absorbance of the DPPH solution and A sample = absorbance of the solution
when the extract was added at a particular concentration.

The test was performed in triplicate, and the results were considered positive if the
absorbance decreased with time. The IP (%) was applied in the Origin 7.0 statistic program to
calculate the 50% inhibitory concentration (ICsp). For comparison the sequestration capacity
of DPPH radical of quercetin and the synthetic antioxidant BHT at the same concentration of
the extracts was determined.

Autoxidation system p-carotene/linoleic acid

This determination was performed by the method developed by Wettasinghe and
Shahidi (1999). Initially, was added 2 mL of a solution of B -carotene (0.2 mg / ml
chloroform) in a round bottom flask containing 20 pL of linoleic acid and 200 pL of Tween®
40. Then, the mixture was evaporated on rotaevaporator to 40°C for 10 minutes to remove the
chloroform. After evaporation, the mixture was added 100 mL of distilled water saturated
with oxygen (oxygen for 30 minutes), which was stirred to form the emulsion. Concentrations
of 500, 250, 100, 50 and 25 ppm of sample in methanol were prepared in test tubes and 0.2
mL aliquots were added to 5 mL of B -carotene / linoleic acid. A solution of free p -carotene
was prepared under the same conditions for each concentration (control). All mixtures were
incubated at 50°C for 2 h. Reading was performed at 470 nm. To make the comparison, the
synthetic antioxidant BHT was used in the same concentrations and conditions. The
absorbance of the sample was measured immediately and antioxidant activity was calculated
using the Eq. (4).

AA (%)= |1- Ao-A x 100 (4)
A - AL
where AA is antioxidant activity, A, and Ao° are the absorbance values measured at initial

time of the incubation for samples and control, respectively, while A’ and A' are the
absorbance values measured in the samples or standards and control at t=120 min.
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The inhibitory potential (%) was applied in the Origin 7.0 statistic program to
calculate the 50% inhibitory concentration (ICsp). BHT at the same concentration of the
extracts was used for comparison.

Evaluation of oxidative stability (Rancimat method)

The oxidative stability index (OSI) was performed at Reference Laboratory in
Biofuels of the Core Foundation for Industrial Technology of Ceard (LARBIO). A sample of
refined soybean oil, without adding antioxidants, has been provided by the company Central
Cooperative of the Cotton Growers and Foods Ltda. (COCENTRAL), located in the city of
Fortaleza, Ceard, Brazil. The analyses followed the methodology in accordance with
European Standard EN 14112 (2003), using the equipment Rancimat.

Initially, three grams of refined soybean oil were mixed with extracts acetone, ethanol
and methanol flour obtained from grape pomace in the concentration of 100ppm. Then the
mixture was subjected to a temperature of 110°C under constant air flow 10L/h. The curve of
conductivity electrical versus time was recorded automatically during the reaction and the
test, in which the induction period (IP) was determined in hours. A control prepared with
soybean oil samples, without antioxidant, and sample containing synthetic antioxidant BHT in
the concentration of 100 ppm were chosen as a comparative standard.

HPLC-UV analysis

For resveratrol quantification, briefly, the mobile phase consisted of water acidified to
pH 2.8 using phosphoric acid (H3PO,) (Solution A) and acetonitrile (solution B) in a ratio of
70A:30B , isocratic with a flow rate of 1.5 ml/min, with an injection volume of 20 pL, UV
detection at 306 nm, and a total run time of 10 min per sample at 30°C.

For quercetin quantification, the mobile phase consisted of water acidified to pH 2.8
using phosphoric acid (H3PO4) (Solution A) and acetonitrile (solution B) in a ratio of
80A:20B, isocratic with a flow rate of 1.25 ml/min, with an injection volume of 20 pL UV
detection at 350 nm, and a total run time of 20 min per sample at 30°C.

For rutin quantification, the mobile phase consisted of water acidified to pH 2.8 using
phosphoric acid (HsPO,4) (Solution A) and acetonitrile (solution B) in a ratio of 80A:20B,
isocratic with a flow rate of 1.25 ml/min, with an injection volume of 20 pL, UV detection at
350 nm, and a total run time of 15 min per sample at 30°C. The quantification of isoquercitrin
followed the same parameters for rutin. The methods were described by Silva et al. (2014).
The parameters obtained in the validation of the methods are shown on Table 1.

Table 1. Method validation for the chromatographic analysis of rutin, resveratrol, and
quercetin in grape pomace (Vitis vinifera L.).

Parameter Rutin Resveratrol Quercetin
Limit of detection 1.10” 1.10° 1.10”
(9/mL)
Limit of quantification
(g/mL) 1.10°® 1.107 1.10°
Linearity® y=2x10"x + y=3x10'x + y=3x10'x +
90905 517910 133734
Correlation coeficiente 0,9999 0,9999 0,9769
(R?)
Retention time (min) 57 5,9 16,8

% x is the concentration in pg/mL and y is the peak area at designated UV wavelength.

Statistical analysis
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Results were reported as means and standard deviation (n = 3). Analysis of variance
and and Tukey's test were conducted to determine the differences among means, using SAS®
‘Statistical Analytical Systems' (SAS, 2008) for Windows. Statistical significance was
declared at p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Fatty acid composition

Table 2 shows the fatty acid contents of grape pomace extracted in the present work.
The lipid fraction of grape pomace was composed mainly by linoleic acid (C18:2) (59.05%
+0.08), followed by oleic acid (C18:1), palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0) and lauric
acid (C12:0). In addition to these main fatty acids, others were also identified and quantified,
namely: myristic (C14:0), arachidic (C20:0), alfa-linolenic (C18:3), decanoic (C10:0),
behenic (C22:0), gondoic (C20:1), octanoic (C8:0), heptadecanoic (C17:0) and palmitoleic
(C16:1).

Table 2: Fatty acid profiles of grape pomace (Vitis vinifera L.) flour.

Fatty acid %

Linoleic (C18:2) (n-6) 59.05+0.08
Oleic (C18:1) 21.14+0.06
Palmitic (C16:0) 8.28+0.02
Stearic (C18:0) 4.81+0.04
Lauric (C12:0) 2.68+0.06
Myristic (C14:0) 1.30+0.02
Arachidic (C20:0) 0.61+0.02
Linolenic (C18:3) (n-3) 0.56+0.01
Decanoic (C10:0) 0.26+0.01
Behenic (C22:0) 0.24+0.01
Gondoic (C20:1) 0.17+£0.01

Octanoic (C8:0) 0.17+£0.17
Heptadecanoic (C17:0) 0.11+0.01
Palmitoleic (C16:1) 0.06+£0.01

> SFA 18.46

¥ MUFA 21.37

2 PUFA 59.61

X unsaturated 80.98

PUFA/SFA 3.23
Unindentified 0.56+0.058

The results are expressed as mean + standard derivation for analysis in three replicates.
PUFA=polyunsaturated fatty acid, MUFA=monounsaturated fatty acid, SFA=saturated fatty
acid, n-6=omega 6 fatty acid, n-3=omega 3 fatty acid.

The results were similar to those reported by other authors that referred linoleic acid as
themost abundant fatty acid in grape pomace. Fernandes et al. (2013) obtained values for
linoleic acid between 63 and 73.1% for seeds of ten varieties of grapes grown in the northeast
of Portugal. Lutterodt et al. (2011) obtained values for linoleic acid of 66.0% (Ruby red),
68.6% (Chardonay), 70.2% (Muscadine) and 75.3% (Concord). Santos et al. (2011) found
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66.62% for linoleic acid in Benitaka variety grown in Sdo Paulo, Brazil. Ahmadi and Siahsar
(2011) between 62.85% (Bonjnordi) and 66.4% (Fakhri). Rockenbach et al. (2010) between
47.63% (Cabernet Sauvignon) and 60.02% (Merlot) and Tangolar et al. (2009) between
62.5% (Alicante Bouschet) and 69.24%(Muscat). Linoleic acid is associated with promotion
of cardiovascular health once regulates the low-density lipoprotein (LDL)-C metabolism by
down regulating LDL-C production and enhancing its clearance (Lutterodt et al. 2011,
Fernandes et al. 2013). In relation to general classification of the fatty acids (Table 2), it was
found that the grape pomace had the following sequence: PUFA (89.61%) >MUFA (21.37%)
>SFA (18.46%), which is in agreementwith other studies (Tangolar et al. 2009; Rockenbach
et al. 2010; Lutterodt et al., 2011; Fernandes et al. 2013). Santos et al. (2011) also reported
this sequence (PUFA> MUFA> SFA) in grape seed of Benitaka variety.

The PUFA/SFA ratio in this work (3.23) was considered above the minimum
recommended by HMSO (1994), which is equal to 0.45. This value was higher than that
found by Santos et al. (2011) in the peel (1.15) of grape variety Benitaka and lower than that
found in the seeds (7.26) of the same variety. Fernandes et al. (2013) related PUFA/SFA ratio
between 4.26 (Tinta Barroca) and 6.22 (Aragonés).

The average content of unsaturated fatty acids (MUFA+PUFA) was 80.98%. High
levels of unsaturation represents an important role in lowering high blood cholesterol and also
in the treatment of atherosclerosis. Furthermore, poly-unsaturated fatty acids, such as linoleic
and linolenic acids, are essential for the human body because they cannot be synthesized in
the body (Tangolar et al. 2009; Rockenbach et al. 2010; Ahmadi and Siahsar, 2011). For
Fernandes et al. (2013) the high proportion of unsaturated fatty acids are highly recommended
for human consumption, presenting a favorable fatty acid profile as other vegetable oils
(saffron, sunflower, soybean, corn and seed cotton).

Total anthocyanins

Regarding the content of anthocyanins, the grape pomace presented 131mg/100g. The
results were similar to results reported by other authors. Valduga et al. (2008) found values
between 44 to 274 mg/100g in grape pomace of Isabel variety. Vanini et al. (2009) obtained
values between 27.5 to 366 mg/100g in grape extracts from Benitaka variety grown in Parana,
Brazil; valor esse semelhante ao relatado por Kato, Tonhi and Clemente (2012) para uva da
variedade Bord6 203.7mg/100g). Anthocyanin pigments are contained in the skin and their
levels may vary from 30 to 750 mg/100g fruit (Bridle and Timberlake,1997), confirming the
values found in this study. Higher values were also reported by other authors. lacopini et al.
(2008) obtained values between 20082 to 2852mg/100g for grape skin (Cabernet Sauvignon).
Rockenbach et al. (2008) found value of up to 770 mg/100 g in grape bagasse extracts of
Ancelota variety grown in Santa Catarina, Brazil. According to Kato, Tonhi and Clemente
(2012), levels of anthocyanins of grapes is conditioned not only analyzed the portion of the
fruit but can also be influenced by factors such as cultivar, cultivation method, climatic
aspects, physical-chemical factors such as pH and temperature.

Total extract yield

For the extraction of phenolic compounds, soxhlet extraction is one of the most
popular techniques for removing unwanted non-phenolic substances such as waxes, fats,
terpenes and phenols chlorophyll and thus isolate non-flavonoid/flavonoid from solid
samples. Polar solvents are widely used for this extraction (Ramirez-Lopez et al. 2014).

The extraction yield varied from 6.85% to 45.5% depending on the extraction
solvent. Lower yield was found in pomace extracted with acetone compared with ethanol
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(15.3%) and methanol (45.5%). These results can be confirmed by Cheng et al. (2012), which
reported higher yield of extract Meth/w (53%) of grape pomace for two varieties to New
Zealand, however, the extract Ace/w had the highest yield (50.7%) compared to extract Eth/w
(37.7%). The presence of water increases the permeability of cell tissue and thus enables
better mass transfer by molecular diffusion (Jayaprakasha, Singh and Sakariah, 2001) as well
as recovering water soluble bioactive compounds.

Sagdic et al. (2011) reported lower yield for the ethanol extract in grape pomace vitis vinifera
L. in 5 different varieties cultivated in Turkey (1.14% to 4.58%).

According to the authors, the affinity of methanol and acetone toward the
solubilisation of materials from skin and pomace may be related to the dielectric constant
[methanol (33) > ethanol (24.3) > acetone (20.7)] and the dipole moment [acetone (2.88) >
methanol (1.70) and ethanol (1.69)] of the solvents. Furthermore, the content of soluble
sugars remaining can influence in total extract yield. According to George et al. (2009), the
quantity of extracted matter may be influenced by the composition of the substrate and
extraction technique.

Total phenolic (TFC), total flavonoids (TFOC) and total tannins (TTC) content

Table 3 shows the TFC, TFOC and TTC in the present work.

Regarding to Cheng et al. (2012), phenolic extracts contain complex mixtures of
different classes of phenolics, which are selectively soluble in the extraction solvents.
Conventional solvent extractions such as acetone, ethanol and methanol has been suggested
that these are the best solvents for the extraction of polyphenols from plant materials and their
efficiencies vary according to the solvent used (lacopini et al. 2008).

Furthermore, phenolic compounds is dependent to the chemical nature (simple and
complex phenolics), sample size, extraction method (solvent, supercritical and solid-phase
extractions), storage time and conditions, as well as the presence of interfering substances
(Babbar et al.. 2011; Cheng et al. 2012).

According to Babbar et al. (2011), the bioactivity of phenolics may be related to their
ability to chelate metals, inhibit lipoxygenase and scavenge free radicals In our study, were
used three solvents and the results should be considered in relation to this important aspect.
The TPC was as follows: Ace > Meth > Eth (Table 3) and changed significantly according to
the extracts (P<0.05). According to Sagdic et al. (2011), these differences in total phenolic
contents might be due to the difference between the extraction methods; in fact, phenolic
content of grape pomace extracts are expected to strongly depend on extraction conditions as
well as the solvent used.

This results are comparable to the findings of previous studies, which reported that the
TPC of some extracts of grape residues ranges from 43.53 to 70.73 mgGAE/g in methanolic
extraxt, 52.30 to 71.73 mgGAE/g in ethanolic extract and 53.34 to 78.52 mgGAE/g in
acetonic extract (Rockenbach et al. 2007); 13.2 to 69 mgGAE/g and 14.8 to 79.5 mgGAE/g
for Tannat and Ancelota varieties, respectively (Rockenbach et al. 2008); 0.64 to 3.52
mgGAE/g for grape seeds and 8.25 to 33.13 mgGAE/g for grape skin (Anastasiadi et al.
2010); 12.11 to 41.21 mgGAE/g in skins of grape grown to China (Xu et al. 2010); 5.93
mgGAE/g (Muscadine) to 89.6 mgGAE/g (Chardonnay) (Lutterodt et al. 2011). Recent
studies showed that the range of TPC in wine grape pomace was 67.74 mgGAE/g (Tseng and
Zhao, 2013) and 0.04 mgGAE/g, 1.43 mgGAE/g and 89.83 mgGAE/qg for pulp, skin and seed
in different extracts of grape (Benitaka) from S&o Paulo, Brazil (Santos et al. 2011).

Lower values were reported by others authors as 1.09 mgGAE/g (Cordec 13) to 4.2
mgGAE/g (Pinot gris) in acetonic extract of grape pomace from Santa Catarina, Brazil
(Cataneo et al. 2008); 16.57 to 20.94 mgGAE/g in ethanolic extract of white and red grape
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pomace, respectively, from Bento Gongcalves, Brazil (Melo et al. 2011) and 3.5 to 7.7
mgGAE/g for white grape skin (Sercial) (Perestrelo et al. 2012).

TPC is a screening approach to estimate the total content of phenolics, however, as it
does not give any detailed information about phenolic fraction, therefore, the phenolic profile
was established by HPLC-UV-visible.

Table 3: Total phenolic, total flavonoids and total tannins content of grape pomace (Vitis
vinifera L.) extracts.

Extracts Total phenolic Total flavonoids Total tannins
(mgGAE/g) (mgEQ/g) (mgEAT/9)

Methanolic 40.29+1.93° 0.970.07° 34.54+0.01°
Ethanolic 35.35+0.48° 1.11+0.1° 26.26+1.9°
Acetonic 55.21+0.71° 1.75+0.08° 48.04+2.6°

The results are expressed as mean + standard derivation for analysis in three replicates. Means
followed by different letters in the same column are significantly different by Tukey’s test at
5% (p<0.05). GAE = Gallic acid equivalent. EQ = Quercetin equivalent. EAT = Tannic acid
equivalent.

Regarding the content of total flavonoids, the acetone extract showed higher value
than the others (1.75 mgEQ/g) (p <0.05), followed by the ethanol extract (1.11mgEQ/g) and
methanol (0.97 mgEQ/qg) (Table 3).This value was lower than that found by Xu et al. (2010)
which reported values expressed as mgEQ/g of extract between 6.46 to 31.84 for grape skin
and 9.11 to 95.8 for grape seeds.

The greatest total tannins content was detected in acetonic extract (48.04 mgEAT/Q)
while the ethanolic extract had the lowest value (26.26 mgEAT/g) (Table 3) and this results
changed significantly (p<0.05). Pansera et al. (2003) found values between 10 to 59 mgEAT/g
for methanolic extracts of aromatic and medicinal plants.

According to Monteiro et al. (2005), the Folin-Denis method is well recognized and
widely used, but does not distinguish between phenolic compounds and other reducing
materials or antioxidants, such as ascorbic acid, forming precipitates that can interfere with
spectrophotometric reading.

Antioxidant activity

The antioxidant activity of a plant extract depends on the type and polarity of the
solvent and the purity of active compounds as well as the test system used to evaluate the
activity (Cheng et al. 2012).

The antioxidant activity by DPPH and autoxidation system (-carotene/linoleic acid of
extracts of grape pomace were represented in Table 4.

Table 4: Antioxidant activity by DPPH, autoxidation system pB-carotene/linoleic acid and
oxidative stability index in extracts from grape pomace (Vitis vinifera L.) extracts.

Samples DPPH [-carotene/linoleic OSl
(1Cs0, pg/mL) acid IP (h)
(ICso, pug/mL)

Ethanolic 0.31+0.08° 0.34+0.02° 6.09+0.09°
Acetonic 0.39+0.06" 0.35+0.01° 5.97+0.11°
Methanolic 1.65+0.64° 0.36+0.02° 5.91+0.11°

Quercetin 0.22+0.11° - -
BHT 0.11+0.06° 0.12+0.13? 6.44+0.01°
Control - - 5.90+0.02"
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The results are expressed as mean + standard derivation for analysis in three replicates. Means followed by
different letters in the same column are significantly different by Tukey’s test at 5% (p<0.05). ICsy =
concentration causing 50% inhibition. OSI = oxidative stability index in hours (accelerated oxidation carried out
at 110°C with air flow rate of 10 L/h). BHT = synthetic antioxidant butylated hydroxytoluene.

The ethanolic and acetonic extracts of grape pomace interacted with the stable free
radical DPPH efficiently, with an averages 1Cso of 0.31 pg/mL and 0.39 pug/mL; whereas, they
did not differ statistically to values for quercetin (0.22 pg/mL) and BHT (0.11 pg/mL)
(p>0.05). The higher concentration necessary for 50% inhibition of DPPH
was obtained in methanolic extract (1.65 pg/mL) (p<0.05) (Table 4).

The 1Cs values of grape residues reported by others authors ranged from 0.14 pg/mL
for Manto Hegro red grape pomace (Llobera & Canellas, 2007); 14 to 39 pug/mL for ethanolic
extract of grape pomace (Ruberto et el. 2007); 0.031 to 0.057 pg/mL in grape skin and 0.002
to 0.006 pug/mL in grape seed from differents varieties (Anastasiadi et al. 2010); 0.058 to 0.24
pg/mL in different Eth/w (80:20) extracts of grape from 14 varieties (Katalinic et al. 2010);
50.92 to 226.15 pg/mL and 9.26 to 65.88 ug/mL in grape skin and seed, respectively from
Niagara Variety; 51.61 to 234.53 pug/mL 51.61 to 234.53 pg/mL and 10.11 to 90.67 pg/mL in
grape skin and seed, respectively from Isabel Variety; 106.85 to 316.41and 32.12 to 120.41
pg/mL in grape skin and seed, respectively from Brazil Variety (Santos et al. 2011);0.15 to
0.22 pg/mL for seed extracts and 0.19 to 1.7 pg/mL for and skin extracts (Cheng et al. 2012)
In relation to Benitaka variety, Santos et al. (2011) reported ICs of 45.11 to 126.91 pg/mL
and 148.59 to >400 pg/mL in seed and skin in different extracts of this grape grown in Séo
Paulo, Brazil.

Differences for DPPH ICs, between the extracts of grape cultivars could be probably
due to differences in polyphenolic content of analysed extracts. For Sagdic et al. (2011), the
DPPH method, is a useful method to investigate the free radical-scavenging activities of the
phenolic compounds. Antioxidants can deactivate or scavenge stable free DPPH radical by
two mechanisms: by reduction via electron transfer or by hydrogen atom transfer that may
occur also in parallel and steric accessibility is one of the major determinants of the reaction
(Katalinic et al. 2010; Sagdic et al. 2011).

Beyound the evaluation of antioxidant activity by DPPH, an aqueous emulsion system
of linoleic B-carotene/linoleic acid incubated at elevated temperature was used to evaluate the
antioxidant activity of investigated extracts (Table 4). The free radicals (peroxyl radicals)
formed when linoleic acid is oxidised attack [3-carotene molecules that consequently undergo
rapid decolorisation (Katalinic. et al. 2010). In this study extracts from grape pomace
efficiently protected the oxidation of emulsified linoleic acid, with an averages 1Cso of 0.34
pmg/mL to 0.36 pg/mL; being similar to the synthetic antioxidant BHT (p>0.05), which can
probably be confirmed by the presence of active phenolic compounds in these extracts.
Katalinic et al. (2010) related skin extracts of red varieties from Croatia with antioxidant
activity coefficient averaging 86%.

Alexandrino et al. (2013), reported ICso0f 2.1 pg/mL from seed extracts of mango
In the lipid emulsions, the phenolic usually are balanced in water, emulsifier (Tween™ 40),
micelles and lipid phase, increasing its hydrophilic property, with resulting increase in
inhibition of lipid oxidation. It is possible that the phenolic compounds in the extracts
analysed had reached this balance. Anthocyanins and flavonols followed by flavanols have
been reported very active in the B-carotene bleaching test (Katalinic et al. 2010). In this study
extracts from grape pomace efficiently protected the oxidation of emulsified linoleic acid,
which was confirmed by the presence of active phenolic compounds in these extracts.

Eldina Castro Sousa



Capitulo 4 — Phenlic compounds, antioxidante activity and
lipide profileof red grape pomace... |193

Oxidative stability index (OSI)

The induction periods of soybean oil subjected to oxidation conditions by the
Rancimat method, with antioxidant or extract added or whith out antioxidant are shown in
Table 4.

Ethanolic extract of grape pomace increased the induction time of soybean oil from
5.9 h to 6.09 h (p<0.05). So, this extract exerted good protection against oxidation and their
relatively strong protective effect in oily systems could be attributed to amphiphilic properties
of phenolic constituents. It is generally assumed that the hydrogen donor ability and inhibition
of oxidation are enhanced by increasing the number of hydroxyl groups in the phenol.
Furthermore, synergistic actions between synthetic BHT and ethanolic extract was observed.
Lafka et al. (2007) observed that ethanol extracts of grape waste increased the induction time
of sunflower oil from 7.45 h to 15.3 h. Higher results were related by Lutterodt et al. (2011) in
methanolic extracts from different grape seeds whith values between 19h (Muscadine) to 40h
(Ruby red).

Studies to incorporate the extracts from by-products sources as antioxidant
ingredients are scarce. Although the extracts of residual origin often exert high antioxidant
activity, their quite intense flavor and colour or problems associated with their solubility and
interaction with other food components (e.g. proteins) can limit their applications (Lakfa et al.
2007).

By-products of fruits are in high demand for be used for food applications as lipid
antioxidants in order to prevent the formation of off-flavour and toxic compounds resulting
from lipid peroxidation. Furthermore, the substitution of currently used synthetic food
antioxidants by natural ones interests the consumers (Lafka et al. 2007; Babbar et al. 2011,
Lutterodt et al. 2011).

Phenolic compounds by HPLC-UV

Extracts of the grape pomace were analysed for their contents of selected phenolic
compounds and the results are presented in Table 5. The most abundant phenolic compound
was isoquercitrin (12.94 mg/100g), followed by rutin (7.54 mg/100g), quercetin (5.4
mg/100g) and resveratrol (2.5 mg/100g).

Table 5. Phenolic compounds in grape pomace (Vitis vinifera L.) extracts.

Varieties Concentration (mg/100g)
Resveratrol 2.5+0.07
Rutin 7.54+0.12
Quercetin 5.4+£0.03
Isoquercitrin 12.94+1.2

The results are expressed as mean + standard derivation for analysis in three replicates.

Resveratrol was found at lower level that others compounds. This result is comparable
to the results of previous works that related values of 0.02 to 0.6 mg/100g to grape berrie
from Minas Gerais, Brazil (Abe et al 2007); 0.6 to 25.5 mg/100g to grape skin (Cabernet
Sauvignon, from Italia) (lacopini et al. 2008); 0.01 to 1.18 mg/100g (Anastasiadi, Pratsinis,
Kletsas, Skaltsounis, & Haroutounian, 2010); 1.22 to 1.46 mg/100g (Sagdic et al. 2011); 0.23
mg/100g (seed) to 1.29 mg/100g (skin) to Italia cultivar, 0.22 mg/100g (Skin) to 0.24
mg/100g (seed) to Niagara cultivar, 0.21 mg/100g (seed) to 0.28 mg/100g (skin) to Brazil
cultivar and 0.12 mg/100g (skin) to 0.20 mg/100g (seed) to Benitaka cultivar (Santos et al.
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2011); 0.19 to 0.32 mg/100g (Perestrelo et al. 2012) and until <0.01 mg/100g (Ramirez-lopez
et al. 2014).

Resveratrol is a phytoalexin that belongs to the group of compounds known as
stilbenes, present in roots, trunk, leaves, stems and berries. Berries represent the most
important source of these compounds, which are accumulated mainly in the skin. Stilbenes are
basically formed by two benzene rings joined by an ethane unsaturated chain. Hydroxyl,
methoxyl and acetyl groups characterize different stilbenes. Resveratrol is the most simple
monomer stilbene, and it is present as cis and trans forms and is known to occur in grapes and
consequently in grape by-products (Rockenbach et al. 2011; Piano et al. 2013). This
compound has gained significant worldwide attention because of its ability to inhibit or delay
a wide variety of diseases such as cardiovascular, cancer, diabetes, inflammation,
neurodegenerative disease, and age-related cognitive decline and to be a potent compound
antiphytopathogenic, antimutagenic, antioxidant, anti-inflammatory, and antiproliferative, as
well as an inhibitor of cyclooxygenase and hydroperoxidase (Cetin et al. 2011; Rockenbach et
al. 2011; ; Miao et al. 2014; Silva et al. 2014). However, many factors such as the plant
variety, environmental conditions, extraction procedure and solvent used during extraction
can influence the quantification of this compound (Silva et al. 2014).

Previous studies show that the values of resveratrol in white and red grapes Vitis
vinifera, ranging from 0.054 to 0.14 mg/100g (Katalinic et al. 2010) and 0.28 to 0.32
mg/100g (Perestrelo et al. 2012), being higher in red grapes. In red wines, the values ranging
from 0.18 to 4.44 mg/mL (Bravo et al. 2008); 0.34 to 1.48 mg/mL (Anastasiadi et al. 2010).
In grape juice produced in Brazil were found values between 0.26 to 2.49 mg/mL (Sautter et
al. 2005) and 0.32 to 3.95 mg/mL (Machado et al. 2011). The concentration of resveratrol in
wine and juice depends on many factors beyond the initial concentration of the substance in
grapes. Relying on the fact that resveratrol is concentrated in the bark, maceration time during
the process of fermentation of the must is a determining factor in your extraction. Other
processes, such as the addition of clarifying agents and filtration may reduce the content of
resveratrol in the final product (Abe et al. 2007).

The substitution of wine for grape juice is a topic that has been extensively explored,
but which, until now, did not get a conclusive result. One possible reason for this discussion
may be due to the wide variety of factors that go beyond the quantification of phytochemical
compounds, and extends to several factors that influence the absorption of these compounds.
One such factor is the very presence of alcohol in the wine, which acts as a facilitator of the
intestinal absorption of phenolic compounds by preventing their precipitation. However, there
is disagreement, since studies involving the ingestion of grapes and red wine or non-alcoholic
juice showed that the best in vivo activity on the formation of atherosclerosis were found in
the group treated with the juice, without being noticed difference with the group treated with
the wines (Vinson, Teufel &Wu, 2001).

Results findings of previous studies reported values to isoquercitrin ranging between
0.5 to 2.78 mg/100g (Anastasiadi et al. 2010); 5.62 to 24.55 mg/100g (Perestrelo et al. 2012)
and 12.43 mg/100g (Lecce et al. 2014). In relation to rutin, authors reported differents values;
40.3 to 169 mg/100g (lacopini et al. 2008); 6.16 to 42.8 mg/100g (Perestrelo et al. 2012) and
0.42 mg/100g (Lecce et al. 2014). For quercetin, the values reported for others authors are
comparable with this work, ranging between 0.29 to 1.07 mg/100g (lacopini et al. 2008) and
0.31 to 6.01 mg/100g (Ramirez-Lopez et al. 2014).

The amounts of phenolics in grape pomace variety as intrinsic factors such as genetics
and extrinsic aspects linked location, climate and post-harvest treatment and storage
conditions (Lutterodt et al. 2011; Lecce et al. 2014).
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The results presented in this study demonstrate that grape pomace Benitaka variety are
rich in phenolic compounds and presented a high antioxidant potential, which contributes to
its high value as a fruit byproduct, and a fact that encourages the prospect of
commercialization as natural antioxidants in food ingredients in order to increase the shelf
life of foods by preventing lipid peroxidation and protecting against oxidative damage and
contributing to improving the quality and safety of food. Further research is needed to
establish bioavailability and real benefits of these extracts obtained from fruit residues in vivo.
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As informacdes obtidas por meio desta pesquisa mostraram resultados comparaveis com a
literatura cientifica. Os aspectos mais relevantes serdo destacados a seguir:

o O aproveitamento tecnoldgico de residuos de frutos é extremamente valido, pois agregam
valor nutricional aos produtos incorporados; além de reduzir o impacto ambiental negativo
gerado pelo acimulo destes residuos na natureza e ainda proporcionam reducdo de custos e
maior rentabilidade econdmica e incentivo aos produtores.

o Foi possivel a substituicdo parcial da farinha de trigo por bagaco de uva em pd para
elaboracdo de produtos panificaveis.

o Evidenciou-se, por meio da composi¢do centesimal, que o bagaco de uva em pd pode ser
utilizado na dieta humana como fonte importante de nutrientes e compostos com
propriedades funcionais, podendo ser considerado um antioxidante natural.

o A fibra dietética esteve presente em maior proporcdo que os demais nutrientes, com
destaque para a fracdo insollvel, importante para a regulacdo do funcionamento intestinal.

o Os minerais ferro, potassio, zinco e calcio estiveram presentes em maiores concentragdes;
sendo considerados importantes nutrientes para as diversas fases da vida.

o Em relacdo aos acidos graxos, o &cido linoléico esteve presente em maior proporcdo e a
relagdo PUFA foi superior a de SFA.

o O bagaco de uva ndo apresentou contaminagdo microbioldgica e foi considerado atéxico.

o O extrato metanolico apresentou maior rendimento que os demais extratos e 0s extratos
acetbnico e etandlico apresentaram melhor atividade antioxidante nos ensaios in vitro
realizados, com valores comparaveis aos antioxidantes BHT e quercetina.

o Os teores de fendlicos totais, flavondides totais e taninos totais variaram em funcdo dos
solventes de extracao.

o O extrato etandlico conseguiu prolongar a vida de prateleira do 6leo de soja de forma
semelhante ao antioxidante sintético BHT.

o Foram identificados os compostos resveratrol, quercetina, isoquercitrina e rutina, com
valores comparaveis a outras pesquisas envolvendo uvas da mesma cultivar e de cultivares

diferentes e até mesmo quando comparados ao suco de uva e vinho tinto.
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A partir dos resultados apresentados nesta Tese, tém-se as seguintes perspectivas:

o Que o bagaco de uva em pd possa ser considerado uma alternativa para recriar novas
possibilidades e estratégias de aproveitamento dos residuos de uva que estdo sendo gerados;
ndo s na regido de Sao Jodo do Piaui, mas nas agroindustrias em geral.

o Pomocdo de discussdes que favorecam a criacdo e redirecionamento de Politicas Publicas
visando o incentivo ao desenvolvimento de alternativas alimentares a partir dos subprodutos
de frutos, principalmente quando se considera o Brasil, um Pais que desperdica milhdes de
toneladas de alimentos diariamente e que paralelamente, milhares de pessoas estdo abaixo da
linha de pobreza, sem ter o minimo dos requerimentos nutricionais necessarios para sua
subsisténcia.

o Incorporacdo do bagagco de uva em po na alimentacdo diaria da populacdo sadia e/ou
enferma, seja diretamente na refeicdo ou utilizado no preparo de vitaminas, mimgaus, cereais,
pées, bolos e massas em geral, visto que pode ser considerado um ingrediente funcional,
capaz de prevenir e/ou retardar o surgimento de doencas cronico-degenerativas, tais como
cancer, as cardiovasculares, neuroldgicas, diabetes e imunoldgicas.

o Utilizacdo do bagaco de uva em pO na alimentacdo escolar, pois sua composi¢do
nutricional é rica em nutrientes considerados de extrema importancia a salde de criancas e
adolescentes, tais como ferro (criancas e adolescentes do sexo feminino séo considerados
grupo de risco para anemias), zinco (atua na capacidade de concentracdo e memorizacao) e
calcio (importante para o crescimento e desenvolvimento 0sseo adequado).

o Incorporacdo do bagaco de uva em pd na alimentacdo didria de idosos, pois sua
composicdo nutricional € rica em nutrientes considerados de extrema importancia a qualidade
de vida dos idosos, tais como ferro (idosos sdo considerados grupo de risco para anemias),
zinco (atua na capacidade de concentracdo e memorizacao), calcio (importante no controle da
osteopenia e prevencao da osteoporose, quedas, fraturas e consequente reducédo das atividades
de vida diéria) e fibra dietética (importante para o bom funcionamento do sistema
gastrointestinal).

o Extrapolagdo dos resultados in vitro para a situagdo in vivo. Assim, 0 passo Sseguinte
envolveria o estudo da absor¢do dos compostos bioativos pela flora intestinal e metabolizagéo

pelas células intestinais e/ou enzimas humanas.
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APENDICE A - CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO PARA QUANTIFICACAO
DE FENOIS TOTAIS PELO ENSAIO COM O REAGENTE FOLIN - CIOCALTEAU.
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APENDICE B - CURVA PADRAO DE QUERCETINA PARA QUANTIFICACAO DE
FLAVONOIDES TOTAIS.
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APENDICE C - CURVA PADRAO DE ACIDO TANICO PARA QUANTIFICACAO

DE TANINOS TOTAIS.
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APENDICE E - CURVA DE CALIBRACAO DA RUTINA.

Curva de calibracao da Rutina
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APENDICE F - CURVA DE CALIBRACAO DO RESVERATROL.

Curva de calibracao do Resveratrol
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APENDICE G — CURVA DE CALIBRACAO DA QUERCETINA.
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ANEXO A - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA FOOD SCIENCE AND
TECHNOLOGY

Fozd Scenoe and Teckaclogy 155N 108- 2041

Chemical composition and bioactive compounds of grape pomace (Vifis vinifera L.),
Benitaka variety, grown in the semiarid region of Northeast Brazil
Fldina Castro SOUSA™, Ana Maria Athayde UCHOA-THOMAZ', José Osvalde Beserm CARICHIAT,
Selene Maia de MORAIS!, Alessandro de LIMA', Clécio Galvio MARTING®, Cristiane Duarte ALEXANDRING,
Fablito Augusto Travassos FERREIRA?, Ana Livya Moreira RODRIGUES?, Saliane Praciano RODRIGUEST,
Jurandy do Nascimento SILVA’, Larissa Lages RODRIGUES!

Abstract

(irape pomace | Vit viriera L), Benitaka variety, grown in the semizrid region of Northeast Brazil was evaluated in relation to
chemical compesition, 2d content of minerals and functional properties. ks microbinlogical quality and toxic potential, sing
Artemia saifma sp, were also investigated. The results showed that the Aowur chiained from these residues had bedow neutral pH
(381}, moisture (3.33g/100g), acidity of (1&g of dtric 2cd/100g), and ash {4.65 g'100g) The amoust of total dietary fiber
(44 171 00g) stood oul quantitatively compared to the costest of crbahydrate (28, 25/ 100 g, protein (845 100g], and lipids
[E.1E6g/100g)L The total emergy was 224Kl 00z, With regard to the compounds with functional properties, higher values of
insohuble fiber 79% (6.4 g100 gl vitamin C {2£.25 mg of acid ascorbic’100g), and asthocyasins (131mg/100g) were fousd.
‘Thee mimerals irom, polassium, zinc, manganese, and caldum wers present in higher concestrations. There were no significant
mopper values The resolis showed that the grape residues are an important source of soirients and oompounds with functional
properties axzgecting that they can be incorporated as an ingredient in the diet and/or used as a distary supplement aiming at
‘health hemefits. The residues did not show microbiclogical contamination and were considersd nonboric.

Keywords: grape pomace; chemicl composition; minerals; bioactive compounids; microbiological quality; Arfemia saifms sp.

1 Introduction

Because of the beneficial effects on human health and its
SOnomic mportance, grape is a froit widely grows and saten
around the world. Historically, the production and export
of grapes were controlled almost exclusively by traditional
European countries; however, in recent years, South America
has shown sigmificant rate of growth in prodisdion and export
of grapes with bwo crops a year (Ruix, 2011% Acoording to data
from the Food amd Agriculture Organization (HIL0], Braxil
nocupies the 108 positica in terms of world production of
grapes. [n 212, data show that the ananl production of grapes

in Brazil meged from 1.3 and 1.4 million bonsiyear (Camargo e
al, 2011; Instituto Beasileine de (Geografia e Estatstica (2013).

Mumicipalities in the Northeast of Braxil, where the
predomimant climate is semi-arid and dry sub-humid,
are characterized by low rainfall and relative and high air
temperature and solar radiation (4ndrade Fndor =t al., 205).
Phytosamitary problems tend to be smaller and Eroit quality
tends io be better, which i essential for the expressica of the

potential of the Buropean vine (Costacurta & Rossli,
1980 Coombe, 1987). Accooding to the Brazifiam [nstitute of
(Geography and Statistics, in 2012, the plnting of grapes in
northeastern Brazil was 9437 hectares, with intal production
of 2R7.050 toes and average yield of 31043 kg'ka. In Pebruary
3013, dats indicated a 2% imcrease in produdion athmegh a

0.4% decrease in the total area planted was ohserved (Instibgo
Bragileiro de Geografia ¢ Fstatistica, 2013). Abong with this
inlensive production, lirge amounts of agro-induwstrial residues
are generated (Bstamanie of al., J008; Tangolar =t al | 2009
Cetim et al, HH1; Deng et al., 2011; Lachman e al., 2013}
According 1o a study condwcted i 2011 by the Brazilian
Ministry of Enviromment {Brasil, 2011, the produstios of grape
waste in Braril was 280 838 411 tons.

The agro-industrial residises of grape are mosthy solid by-
produscts such as stalks, poemace and the fiquid filimte. Depending
on the maditions of the grapes when they are harvesied, the
residuss may represent from 3.5 to 14.5% of the: tnkal volume
of grapes, and may reach 3% (Ahmad & AL Sihsar, 2011;
Bodeenbach et al., 2008). These residues are compased of
water, proleins, lipids, carbohydrates, wilamins, minerals, and
compounds with importast biclogical properties sisch as fiber,
vitamin C, and phenolic compounds {enizs, phemalic acids,
anthocyanines, and resveratrol], dependizg on the type cf waste,
the cultivar and dimatic and cultivation conditions (Ahmad &
Ali Siahsar, 2011; Rockenbach et al., 3007, 2005; Pontes et al,
H10; Burim et al, 2010} Due to the fianctional properties of
these residoes, which are capable of acting on the metabaoliom

and human physiology producing beneficial health effects,
the extraction of these bimctive sltwtmoes an provide many
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