UFRRJ

INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E
TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

TESE

Obtencao de um extrato concentrado a partir da
casca de uva cv. Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.):
caracterizacao quimica, bioacessibilidade e aplicacao

como corante

Yineth Ruiz Garcia

2019



M- RUR4
0{& 4 OO

&

o JRSIDADE
s
”er Ja o

®
UFRRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

OBTENCAO DE UM EXTRATO CONCENTRADO A PARTIR DA
CASCA DE UVA CV. ALICANTE BOUSCHET (VITIS VINIFERA L.):
CARACTERIZACAO QUIMICA, BIOACESSIBILIDADE E
APLICACAO COMO CORANTE

YINETH RUIZ GARCIA

Sob a Orientagdo da Professora

D. Sc. Lourdes Maria Corréa Cabral

e Co-orientacdo da Professora

D. Sc. Renata Valeriano Tonon

Tese submetida como requisito
parcial para obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, no Programa de P0s-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, Area de Concentrac3o
em Tecnologia de Alimentos.

Seropédica, RJ
Maio de 2019



Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Biblioteca Central / Secdo de Processamento Técnico

Ficha catalografica elaborada
com o0s dados fornecidos pelo(a) autor{a)

Garcia, Yineth Ruiz, 1986-

G2leo Obtengdo de um extrato concentrado a partir da
casca de uva cv. Alicante Bouschet (Vitis winifera
L.): caracterizacio gquimica, bicacessibkbilidade e

aplicagdo como corante / Yineth Ruiz Garcia. - Ric de
Janeiro, 2019.
106 £.: il.

Orientadora: Lourdes Maria Corr£a Cabral.

Coorientadora: Renata Valerianc Tonon.

Teze (Doutorado) . -- Univerzidade Federal Rural do
Rio de Janeirc, Programa de Pds-graduacio em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentes, 2019.

1. extrato concentrado. 2. casca de uva. 3.
Alicante Bouschet. 4. bicacessibilidade. 5. corante.
I. Cabral, Lourdes Maria Corréa, 1957-, orient. ITI.
Tonon, Renata Valeriano, 1980-, coorient. III
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. IV. Titulo.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

YINETH RUIZ GARCIA

Tese submetida como requisito parcial para obtengdo do grau de Doutor em Ciéncias, no
Curso de Pos-Graduagdo em Ciéncia ¢ Tecnologia de Alimentos, area de Concentra¢do em
Teenologia de Alimentos.

TESE APROVADA EM 10/05/2019

aoedas U \Zonero

Renata Valeriano Tonon. D.Sc. Embrapa Agroindustria de Alimentos —
Presidente - (Coorientadora)

Lourdes Maria Corréa Cabral. D.Sc. Embrapa Agroindustria de Alimentos
(Orientadora)

NN

Suely“écira Freitas. D.Sc.. EQ/UFRIJ

Fabiola Helena dos Santos IFogaca. D.Sc. Embrapa Agroindustria de Alimentos

M ‘\ Quz wel o ds

Mariana Teixeira da Costa Machado. D.Sc.. DTA/UFRRJ

Virginia Martins da Matta. D.Sc.. Embrapa Agroindustria de Alimentos




DEDICATORIA

A minha familia pelo incentivo e apoio.

Dedico



AGRADECIMENTOS

Ao Programa de Estudantes Convénio de Pés-graduacéo (PEC-PG) da Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) - Brasil pela concessdo da bolsa de
estudos;

Ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) pela oportunidade;

A minha orientadora, a D. Sc. Lourdes Cabral, e a minha coorientadora, D. Sc. Renata
Tonon, pela oportunidade de formar parte do grupo de pesquisa, pela orientacdo e confianga no
meu trabalho durante estes 4 anos;

A minha outra coorientadora, a D. Sc. Carolina Beres, por me acolher como uma das
suas primeiras alunas durante o seu Pos-doutorado, pelo apoio nas analises de laboratério, na
revisao dos trabalhos, pelos conselhos e pela confianca;

Aos professores do PPGCTA, pela contribuicdo para minha formacao, especialmente a
D. Sc. Simone Matias, D. Sc. Maria lvone Barbosa, D. Sc. José Lucena Barbosa Jr, e D. Sc.
Elisa Rocha pelo apoio desde a minha chegada a UFRRJ;

A Embrapa Agroindustria de Alimentos-CTAA por ceder as instalacdes para a pesquisa
e a todos os funcionarios que me ajudaram, especialmente a Nilvanete (Nete) do CRA, as
secretérias da Chefia: Cirlene, Kétia e Silvana, as funcionérias do SGP, principalmente a Camila
gue me recebeu e acompanhou de perto meu estagio na Embrapa;

A vinicola Rio Sol do grupo ViniBrasil por fornecer o bagaco de uva;

Aos técnicos das Plantas | e 11, M. Sc Erika Fraga, M. Sc. Agnelli Oliveira, Sérgio
Pontes, Luiz Fernando, William que me ajudaram e compartilharam seus conhecimentos e
experiéncias nas analises de laboratdério e nos processos tecnolégicos. Também aos
pesquisadores destas plantas, os doutores Leda Fortes, Karina dos Santos, Virginia da Matta,
Ana Carolina Chaves, Angela Furtado, Renata Torrezan e Amauri Rosental;

Ao pesquisador D. Sc. Antdnio GOmez e a sua equipe da Planta Piloto 5, especialmente,
a analista D. Sc. Henriqueta Talita Barbosa por me ajudar com as minhas primeiras analises de
determinacdo de antocianinas, pela amizade, confianca e for¢ca em todo momento. Também aos
técnicos Caetano e Rodrigo Campos pela ajuda;

Ao professor D. Sc. Ronoel Godoy e a sua equipe: D. Sc. Renata Borguini, D. Sc.
Manuela Santiago, D. Sc. Sidney Pacheco, M. Sc. Monalisa Coelho, M. Sc. Luzimar
Nascimento, D. Sc. Paola Ervatti e M. Sc. Marcelly Santos pelo apoio na CLAE e na CG;

A pesquisadora D. Sc. Sidinea de Freitas e a sua equipe pelo auxilio nas analises fisico-
guimicas, e também ao analista Carmine Conte pela ajuda com as analises termogravimétricas;

A pesquisadora D. Sc. Janine Passos do Laboratério de Microbiologia pelo auxilio nos
testes de atividade antimicrobiana e a sua equipe pelo apoio nas analises microbiolégicas;

A pesquisadora D. Sc. Flavia Gomez e a analista M. Sc. Ana Paula de Oliveira pelo
apoio nos testes de bioacessibilidade e por estar dispostas para ajudar;

A pesquisadora D. Sc. Rosemar Antoniassi e a sua equipe pela disposi¢ao e ajuda com
a analise de acidos graxos volateis e processamento dos resultados;

A pesquisadora D. Sc. Ana Carolina Chaves pelo auxilio no planejamento da fase de
aplicacdo do extrato, por estar sempre disposta a conversar e a colaborar com o meu trabalho;



A pesquisadora D. Sc. Daniela de Grandi do Laboratdrio de Anélise Sensorial pelo
planejamento e assisténcia no teste de avaliacdo sensorial. Também, ao técnico José Carlos Sa
pela assisténcia nas analises de cor e a pos-doutoranda D. Sc. Marcela de Alcantara pela ajuda
na realizacdo e processamento dos dados do teste de avaliagdo sensorial.

Aos professores que participaram nas bancas de qualificacdo e da Tese: D. Sc. Maria
Ivone Barbosa, D. Sc. Priscilla Finotelli (UFRJ), D. Sc. Suely Freitas (UFRJ), D. Sc. Ronoel
Godoy, D. Sc. Virginia Martins (Embrapa), D. Sc. Fabiola Fogaca (Embrapa) e D. Sc. Mariana
Teixeira (UFFRJ) pela revisdo detalhada e recomendag6es valiosas.

A toda minha familia, principalmente aos meus pais, Hilda e David, por me apoiaram
e incentivaram sempre para chegar até aqui;

Ao meu esposo Jesus, meu porto seguro, pela confianga, compreensdo, apoio e estimulo;

A minha familia brasileira: dona Sandra, seu Nelinho e familia em Nova Friburgo e a
dona Mércia e seu Mauro em Campo Grande pelo apoio; também aos amigos cubanos Yeni,
Joel, Amaury, Victor, Nely, Santiago pela ajuda e companhia;

Ao D. Sc Davy Hidalgo, amigo e parceiro de pesquisa pelo apoio no processamento
estatistico dos dados da pesquisa e pelos bons conselhos de sempre;

Aos meus amigos de turma: Carol, Gabi, Verona, Victor, Renata, Fabi, Dayana, Jamile,
Walter, Davy, Lais, Rosiane, Amanda, Mayara, Andréa e Elaine, pela companhia e apoio.

As meninas do Alojamento da Po6s, que me acolheram com muito carinho,
especialmente minhas amigas Natalie, Ana Paula, Sheyla, Ayalla, Leticia, Nilce, Fabi e Nara,
com vocés foi mais facil a minha adaptacédo e mais felizes meus dias em Seropédica.

Aos estagiarios da Embrapa e amigos que fiz durante o Doutorado, especialmente, a
Gabi, Isadora, Manuela, Thaisi, Aline, Davy, Carolina Beres, Gessica, Natali, Rosiane, Karen,
Fabi, Jodo, Gisele, Carol Coelho, Danielle, Laurine, Maraysa, Nara, Inayara, Larisa, Isabella,
Leilson, Felipe. Muito especialmente agradeco as minhas queridas Gabi, Carol Martins,
Natalie, Gessica e Aline por abrir as portas das suas casas quando precisei um lar, serei grata
pela nossa amizade.

A todos que ajudaram de alguma forma, estarei eternamente agradecida.



RESUMO

GARCIA, Yineth Ruiz. Obtencdo de um extrato concentrado a partir da casca de uva cv.
Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.): caracteriza¢édo quimica, bioacessibilidade e aplicacéo
como corante. 2019. 106p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Seropeédica, RJ, 2019.

A uva Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) € uma cultivar tintoreira com elevado teor
de antocianinas na casca e na polpa, que tem sido usada para a produc¢éo de vinhos no semiarido
do Brasil. Esta atividade gera muitos subprodutos ainda ricos em compostos fendlicos,
principalmente antocianinas. O objetivo geral do presente trabalho foi a obtencdo e
caracterizacdo de um extrato liquido concentrado a partir de casca de uva cv. Alicante Bouschet
(Vitis vinifera L.) cultivada no semiarido do Brasil. Para isso, foram determinadas as condicdes
da extracdo solido-liquido mais adequadas para obter um extrato rico em compostos fenolicos
com elevada capacidade antioxidante. O extrato liquido concentrado foi caracterizado quanto
ao perfil de compostos fenolicos por CLAE-DAD, capacidade antioxidante pelos métodos
ORAC e ABTS*", cor instrumental por reflectancia e atividade antimicrobiana in vitro usando
a técnica de difusdo em pocos. A estabilidade das antocianinas monomeéricas e da cor do extrato
foi avaliada durante a estocagem a baixas temperaturas. A bioacessibilidade dos compostos
fenolicos foi avaliada mediante mediante um modelo estatico de digestdo in vitro. A influéncia
do extrato sobre a atividade metabdlica e a modulagdo da microbiota intestinal humana foi
estudada mediante um modelo estatico de fermentacdo coldnica in vitro. O extrato foi
adicionado como corante em um preparado de frutas vermelhas adicionado a um sorvete. A
estabilidade das antocianinas monoméricas e da cor destes produtos foram avaliadas ap6s 0s
processos de elaboracdo e durante a estocagem. Foi realizado um teste de aceitacdo sensorial
dos sorvetes adicionados de preparado de frutas vermelhas com e sem adicdo do extrato liquido
concentrado de casca de uva usando uma escala heddnica de 9 pontos. Os resultados indicaram
que as condicGes mais adequadas para a extracdo foram: temperatura de 40 °C, concentracédo
de etanol de 50% v/v e de &cido citrico de 2% m/v. As antocianinas foram o0s compostos
fendlicos majoritarios no extrato, predominando a malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo
e a malvidina-3-O-glicosideo. A cor roxa avermelhada escura e opaca do extrato permaneceu
estavel sob congelamento a —18 °C até 45 dias de estocagem, porém pouco estavel sob
refrigeracdo a 5 °C (15 dias). O extrato de casca de uva inibiu o crescimento de todas as
bactérias testadas, sendo mais efetivo contra Staphylococcus aureus. A bioacessibilidade de
antocianinas monoméricas e flavandis foi baixa (23% e 25%, respectivamente), apds a digestdo
in vitro. Contudo, os acidos fenolicos foram bioacessiveis (> 100%) apds a digestdo e apos a
fermentagdo coldnica in vitro, resultando em uma elevada atividade antioxidante nestas fases.
Apesar de que 24 horas de fermentacdo col6nica in vitro ndo foram suficientes para estimular
a multiplicagdo dos microrganismos da microbiota intestinal, a producdo de &cidos graxos de
cadeia curta sugere que 0 extrato de casca de uva favoreceu a atividade metabdlica da
microbiota e poderia ter um efeito prebidtico potencial na modulagéo da microbiota em longo
prazo. O extrato liquido concentrado de casca de uva poderia ser usado como corante natural
em preparados de frutas vermelhas para adi¢do em sorvetes.

Palavras-chave: extrato concentrado, casca de uva, Alicante Bouschet, bioacessibilidade,
corante



ABSTRACT

GARCIA, Yineth Ruiz. A concentrated extract obtained from the cv. Alicante Bouschet
(Vitis vinifera L.): chemical characterization, bioaccessibility and application as dye. 2019.
106p. Thesis (Ph.D. in Food Science and Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento
de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2019.

The Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) is a grape cultivar with high anthocyanin content in
both pulp and skin, which has been used for the production of wines in the Brazilian semi-arid
region. This activity generates many residues, still rich in phenolic compounds, mainly
anthocyanins. The general objective of the present work was to obtain and characterize a
concentrated liquid extract from cv. Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) cultivated in the semi-
arid region of Brazil. To this, the most adequate solid-liquid extraction conditions were
determined to obtain an extract rich in phenolic compounds with high antioxidant capacity. The
concentrated liquid extract was characterized by the phenolic compounds profile by HPLC-
DAD, antioxidant capacity by ABTS*" and ORAC methods, instrumental color by reflectance
and antimicrobial activity in vitro using the well diffusion test. The stability of the monomeric
anthocyanins and extract color was evaluated during storage at low temperatures. The
bioaccessibility of the phenolic compounds was evaluated using an in vitro digestion model.
The influence of the extract on the metabolic activity and modulation of the human gut
microbiota was studied using an in vitro colonic fermentation model. The extract was added as
adye in ared berries preparation that was added to an ice cream. The stability of the monomeric
anthocyanins and of the color was evaluated after the elaboration processes and during the
storage of these products. Sensory acceptance of ice creams added with red berries preparation
with and without added liquid extract of grape skin was evaluated by using a 9-point hedonic
scale. The conditions selected as the most adequate for the extraction were: temperature of 40
°C, 50% v/v ethanol and 2% m/v citric acid. Malvidin-3-O-(6-O-p-coumaroyl)-glucoside and
malvidin-3-O-glucoside were the major anthocyanins. The purple-reddish dark and opaque
color of the extract remained stable under freezing at -18 ° C for up to 45 days of storage but
was less stable under refrigeration at 5 © C (15 days). The grape skin extract inhibited the growth
of all tested bacteria, being more effective against Staphylococcus aureus. The bioaccessibility
of monomeric anthocyanins and flavanols was low (23% and 25%, respectively) after in vitro
digestion. However, phenolic acids were highly bioaccessible (> 100%) after in vitro digestion
and after colonic fermentation, resulting in high antioxidant activity in these phases. Although
24 h of in vitro colonic fermentation were not enough to stimulate the microbiota growth, the
production of short chain fatty acids (SCFAs) in fermented extract indicate that the extract
favored the metabolic activity of the intestinal microbiota. Therefore, the extract could have a
potential prebiotic effect for the long-term modulation of the microbiota. The grape skin
concentrated liquid extract could be used as a natural dye in red berries preparations and ice
cream.

Keywords: concentrated extract, grape skin, Alicante Bouschet, bioaccessibility, dye
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INTRODUCAO GERAL

A uva é uma das frutas mais importantes em nivel mundial sendo utilizada tanto para
consumo in natura quanto como matéria-prima para a elaboracdo de produtos como suco,
geléia, passas e vinhos (Dhekney, 2016). Estima-se que cerca de 80% da producéo de uvas do
mundo seja destinada a producdo de vinhos. A viticultura € uma das principais atividades
econémicas no mundo. A producdo mundial de uvas alcangou 7,58 milhGes de toneladas em
2016, sendo 18% correspondentes a paises do continente americano (OIV, 2017). Embora o
Brasil nédo esteja entre os maiores produtores de uvas, sucos e vinhos, a vitivinicultura € uma
atividade que esta presente em varios estados. A regido do Vale do Submédio do S&o Francisco,
localizada no Nordeste do Brasil, destaca-se como a segunda maior produtora de vinhos no pais
(Lucena et al., 2010), sendo pioneira na producdo de vinhos finos de qualidade em regides
tropicais do mundo (Protas e Camargo, 2011).

A vitivinicultura do semiarido brasileiro é uma excepcionalidade, uma vez que esta
localizada entre os paralelos 8° e 9° do Hemisfério Sul, a mais proxima do Equador entre todas
as regides viticolas do mundo. Apresenta condi¢cdes edafoclimaticas bem peculiares como
elevada intensidade das radiagdes solares (3000 horas/ano), temperatura média anual de 26 °C,
baixa pluviosidade (aproximada de 500 mm), 350 m de altitude e solo pedregoso as margens
do rio Sdo Francisco (Soares e Ledo, 2009; Lucena et al., 2010). Essas caracteristicas, aliadas
com a adequada tecnologia de irrigacdo, permitem o escalonamento da producdo, com videiras
produzindo uvas o ano todo e a colheita de duas ou mais safras por ano (Coimbra De S et al.,
2015; Padilha et al., 2016). Atualmente, a regido conta com cerca de 400 hectares de vinhedos,
produzindo uvas para elaborar aproximadamente 4 milhGes de litros de vinhos finos tranquilos
e espumantes por ano (Coelho et al., 2018).

Nesse cenario, de expansado e crescimento da industria do vinho, € gerada uma grande
quantidade de residuos. O bagaco abrange cascas, polpa remanescente e sementes e constitui
um dos principais subprodutos e equivale a 20% do peso da uva processada (Pilas et al., 2009;
De Mello e Da Silva, 2014). Na producéo de 6 litros de vinho se gera 1 kg de bagaco como
principal subproduto da vinificacdo (Mendes et al., 2013), cujo descarte implica em custos
econdmicos e problemas ambientais para a vinicola geradora (De Mello e Da Silva, 2014).

A propria composicdo quimica faz do bagago de uva um contaminante ambiental.
Porém, este pode ser fonte de substancias bioativas a ser reutilizada pela industria. Varios
estudos tém confirmado que o bagaco de uva apresenta um alto teor de compostos fenolicos
gue permanecem nas cascas e sementes em razdo da sua incompleta extracdo durante o processo
de vinificacdo (Rockenbach et al., 2011; Brazinha et al., 2014; Kammerer et al., 2014; Ky et
al., 2014; Drosou et al., 2015; Trikas et al., 2016; Caldas et al., 2018; Favre et al., 2019).
Segundo Kammerer et al. (2004), apesar da grande variabilidade entre as diferentes cultivares
de uvas quanto aos compostos fendlicos individuais, tanto as cascas como as sementes
constituem uma fonte promissora desses bioativos.

As cascas das uvas vermelhas apresentam elevados teores de antocianinas apos a
prensagem, além de outros compostos fenolicos como acidos hidroxinamicos e flavanois. Estes
compostos sdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do vinho como a cor e a
adstringéncia e por isso € de grande importancia conhecer a influéncia de cada terroir nas
diferentes variedades de uvas (Costa et al., 2015).

A Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.), também conhecida como Garnacha Tintorera, €
um hibrido desenvolvido por Henri Bouschet, na Franca, a partir do cruzamento entre a Petit
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Bouschet e a Grenache. Esta cultivar € uma das poucas cultivares Vitis vinifera onde tanto a
casca quanto a polpa sdo da cor vermelha, chamada de tintureira. A Alicante Bouschet é muito
usada em cortes desde a sua criacdo com o objetivo de incrementar a intensidade da cor dos
vinhos produzidos a partir das variedades ja reconhecidas (Castillo-Mufioz et al., 2009;
Dardeau, 2015). Esta cultivar encontra-se entre as melhores adaptadas ao clima semiarido e esta
presente em rotulos com reconhecimento nacional e internacional (Dardeau, 2015).

No Brasil, juntam-se as caracteristicas genéticas da uva Alicante Bouschet, reconhecida
pela intensa cor dos frutos, derivada do elevado teor de antocianinas tanto na casca quanto na
polpa (Castillo-Mufioz et al., 2009; Figueiredo-Gonzéalez et al., 2013), com as condi¢cbes de
estresse do clima semiarido do Vale do Submédio do S&o Francisco onde a videira tem sido
cultivada como, por exemplo, sob intensa radiacdo UV, o que resulta em uma maior
concentracdo destes metabolitos secundarios gerados pela planta. A avaliacdo do potencial da
cultivar Alicante Bouschet cultivada no semiarido brasileiro é de grande interesse para
indUstria, assim como 0s processos que permitam recuperar esses compostos na forma de
extratos naturais. A extracao de compostos fendlicos e antocianinas a partir dos subprodutos da
vinificacdo constitui uma alternativa favoravel ao meio ambiente e rentavel, pois agrega valor
a um recurso natural de baixo custo.

A extracdo constitui a primeira etapa para o isolamento e purificagdo dos compostos
bioativos a partir das fracdes das plantas (Cuji¢ et al., 2016). A extragio solido-liquido é um
método convencional, que ndo requer grande investimento nem equipamento sofisticado e que
poderia ser implementado em escala industrial na mesma vinicola ou destilaria onde séo
gerados os residuos. A aplicacdo de solventes biocompativeis e considerados seguros como
agua e etanol possibilita a obtencdo de extratos “naturais” com alto valor agregado. Também,
0 uso dos extratos na forma liquida em alimentos, apenas com uma etapa de concentracao para
evaporacdo do etanol, oferece vantagens quanto a dosagem e ao baixo custo de producdo
(Amendola et al., 2010).

Posteriormente, a caracterizagdo do extrato liquido concentrado é de grande importancia
para a sua aplicacdo como ingrediente em alimentos. O elevado teor de compostos fenoélicos,
dentre eles as antocianinas, predomina entre as caracteristicas dos extratos obtidos a partir dos
residuos da vinificacdo da cv. Alicante Bouschet. Esses pigmentos conferem intensa cor
vermelho-violeta aos extratos, pelo que podem ser adicionados como corantes naturais em
substituicdo aos corantes sintéticos geralmente usados para conferir tons de vermelho aos
alimentos. Diversas pesquisas tém relatado que os corantes sintéticos produzem efeitos toxicos
como alergias de varios tipos e hiperatividade em criangas (Aberoumand, 2011; Chapman,
2011; Feketea e Tsabouri, 2017).

O uso das antocianinas oferece diferentes vantagens: sao substancias indcuas e soltveis
em agua, o que facilita a sua incorporacdo em meio aquoso e 0S converte numa opgao
interessante como corantes naturais hidrossoltveis (Castaneda-Ovando et al., 2009; Markakis,
2012). Porém, as antocianinas podem se tornar instaveis quando extraidas da matriz vegetal
(Giusti e Wrolstad, 2003) o que limita o uso destes pigmentos em alimentos. Diversos fatores
intrinsecos podem afetar a estabilidade das antocianinas: estrutura quimica, concentracao,
padrées de glicosilacdo e acilacdo da molécula. Também fatores extrinsecos como pH,
temperatura, luz, oxigénio, solventes, dentre outros, a que sdo submetidos os alimentos durante
0 processamento e a estocagem (Giusti e Wrolstad, 2003; Castaneda-Ovando et al.,
2009{Giusti, 2003 #153).

Devido ao fato das perdas de cor nos alimentos estarem relacionadas com a degradacéo
das antocianinas, muitos autores estudam as mudancas da cor e a cinética de degradacao das
antocianinas para monitorar a qualidade dos alimentos apds o processamento e estimar a vida
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atil dos alimentos durante a estocagem (Kirca et al., 2006; Wang e Xu, 2007; Pathare et al.,
2013; Hernandez-Herrero e Frutos, 2014; Wang et al., 2015; You et al., 2018).

Além do potencial corante, diversos estudos tém relacionado os compostos fendlicos,
particularmente as antocianinas, com efeitos benéficos para a saude, como atividades
antioxidante (Smeriglio et al., 2016), anticancerigena (Chen et al., 2018), antinflamatoria e
neuroprotetora (Li et al., 2017). Em particular, varios extratos obtidos a partir de residuos da
producdo do vinho tém sido associados a atividades neuroprotetora (Granzotto e Zatta, 2014;
Wau et al., 2018), antinflamatoria e contra o estresse oxidativo (Hogan et al., 2010; Gongalves
et al., 2017) e atividades antibacterianas e antifungicas (Katalini¢ et al., 2010; Sagdic et al.,
2012; Oliveira et al., 2013). A avaliacdo destas propriedades nos extratos de bagago de uva
também permite selecionar as possiveis aplicagdes na industria. Extratos com atividade
antimicrobiana poderiam ser usados como conservantes naturais em formulagoes de alimentos
inibindo o crescimento dos microrganismos responsaveis por sua deterioracdo e/ou de bactérias
patogénicas que causam doencas transmitidas por alimentos.

Diante do potencial para a salde desses compostos, estudos recentes tém avaliado seu
comportamento durante e apds a digestdo. Contrariamente ao que se pensava no passado,
pesquisas recentes tém revelado que os metabdlitos formados apds a ingestdo de alimentos
durante a passagem pelo trato gastrointestinal e apds a fermentagdo colbnica sdo 0s
responsaveis pelas bioatividades dos compostos fendlicos, e ndo os compostos fenolicos
presentes na matriz original (Piwowarski et al., 2014; Mosele et al., 2015; Ozdal et al., 2016;
Cueva et al., 2017). A microbiota intestinal € modulada a medida em que os polifenois sdo
metabolizados pelas bactérias do intestino. Os metabdlitos resultantes do metabolismo
microbiano sdo melhor absorvidos que seus precursores e poderiam ser 0S principais
responsaveis pelos efeitos benéficos no sistema digestivo e, uma vez absorvidos, nos diferentes
tecidos e 6rgdos (Cueva et al., 2017).

Os estudos baseados em modelos in vitro que simulam os processos de digestéo (oral,
gastrica, intestinal) e de fermentacdo col6nica permitem avaliar a estabilidade dos compostos
fenolicos durante a passagem pelo trato gastrointestinal e estimar quais desses compostos serdo
bioacessiveis aos microrganismos que habitam o coldn. Por sua vez, os modelos de fermentacéo
col6bnica in vitro contribuem para avaliar a influéncia dos compostos fendlicos na microbiota
do intestino. Apos as fermentacdes in vitro, tem sido observada uma diminuicdo dos compostos
fenolicos e um incremento no crescimento das bactérias benéficas que podem ser consideradas
evidéncias de que os compostos fenolicos constituem fontes de carbono e energia (Mosele et
al., 2015). A quantificacdo de metabdlitos como acidos graxos de cadeia curta e ions amonio,
conjuntamente com 0 aumento ou a diminuicdo no crescimento de determinados
microrganismos, também sdo indicadores da atividade metabdlica e da modulacdo da
microbiota intestinal. O sinergismo observado entre os diferentes microrganismos que
compdem a microbiota favorece a homeostase intestinal e a saide do hospedeiro (Mosele et al.,
2015; Ozdal et al., 2016).

A justificativa para o estudo dos subprodutos da vinificagdo da cultivar Alicante
Bouschet na regido do Vale do Submédio do S&o Francisco se sustenta no fato desta ser uma
variedade originéria do clima temperado submetida a condi¢bes edafoclimaticas do clima
semiarido, completamente diferentes as da viticultura tradicional, e combinadas com as técnicas
de irrigacdo que potencializam o acimulo de metabdlitos secundarios nas uvas, principalmente
antocianinas. Os subprodutos da vinificagdo da cv. Alicante Bouschet sdo muito abundantes no
Vale do Submédio do S&o Francisco, pois a producdo de vinhos tropicais nessa regido, a
segunda maior produtora do Brasil, baseia-se principalmente nesta cultivar (Camargo et al.,



2010; Padilha et al., 2016). O aproveitamento dos residuos agroindustriais e sua aplicacao
tecnoldgica pode gerar produtos de alto valor agregado.

Neste contexto, o objetivo geral do presente trabalho foi a obtencéo e caracterizacdo de
um extrato liquido concentrado a partir de cascas de uvas, residuos da vinificagcdo em tinto de
uvas da cultivar Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.).

Para atingir o objetivo geral, foram considerados 0s seguintes objetivos especificos:

o Determinar as melhores condi¢cdes da extracdo solido-liquido para obter um
extrato rico em compostos fenolicos com elevada capacidade antioxidante;
o Caracterizar o extrato liquido concentrado quanto as suas caracteristicas fisico-

quimicas, perfil de compostos fenolicos, capacidade antioxidante, cor instrumental e atividade
antimicrobiana in vitro;

o Avaliar a estabilidade da cor e das antocianinas monomeéricas presentes no
extrato liquido concentrado, durante a estocagem em baixas temperaturas;

. Avaliar a bioacessibilidade dos compostos fenoélicos e a atividade antioxidante
apos a digestdo e a fermentacdo colbnica in vitro do extrato;

o Estudar a influéncia do extrato na modulacdo e na atividade metabdlica da
microbiota intestinal;

. Avaliar o uso do extrato como corante natural em preparado de frutas vermelhas
e sorvetes.

Estrutura da tese

Este trabalho de tese esta organizado em quatro capitulos. Cada um deles foi dividido
em trés se¢des: Introducdo, Material e Métodos e Resultados e Discussdo. Ao comego de
cada capitulo sdo apresentados o Resumo e o Abstract do mesmo. Ademais, a tese conta com
uma Introducdo Geral e Conclusdes Gerais. Todas as Referéncias Bibliogréficas utilizadas
aparecem listadas ao final do documento.

No Capitulo I é apresentado o estudo da influéncia das condi¢des de processo sobre a
extracdo de compostos bioativos da casca de uva Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.). Os
principais resultados deste capitulo foram publicados na revista Journal of Food Science and
Technology (https://doi.org/10.1007/s13197-018-3535-x), e apresentados no congresso 1st
ICBC and 2nd International Workshop on Bioactive Compounds: Food Design and Health
Nutrition, 2018.

A caracterizagdo quimica, estabilidade e atividade antimicrobiana de um extrato liquido
concentrado obtido da casca de uva do cultivar estudado nesta tese estd descrita no Capitulo
I1. Os resultados preliminares deste capitulo foram apresentados no congresso 33rd EFFoST
International Conference: Sustainable Food Systems, 2018.

No Capitulo 111 tem-se o estudo da digestdo in vitro do extrato liquido concentrado de
casca de uva: bioacessibilidade dos compostos fendlicos e efeito na microbiota intestinal
humana.

Finalmente, foi estudada a estabilidade da cor e das antocianinas durante a estocagem
de um preparado de frutas vermelhas com extrato concentrado de casca de uva e de um sorvete
adicionado deste preparado, que é apresentada no Capitulo 1V.



CAPITULO |

INFLUENCIA DAS CONDICOES DE PROCESSO SOBRE A EXTRACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS DA CASCA DE UVA ALICANTE BOUSCHET (VITIS
VINIFERA L.)



RESUMO

Alicante Bouschet ¢ uma variedade de uva tinta muito rica em antocianinas tanto na casca
quanto na polpa, a qual tem sido cultivada na regido semiarida do Brasil, gerando uma grande
quantidade de residuos ricos em compostos bioativos. O objetivo do presente estudo foi avaliar
os efeitos das condicGes de processo sobre a extracdo solido-liquido dos compostos bioativos a
partir da casca de uva cv. Alicante Bouschet cultivada no clima semiarido do Brasil. Foi
avaliada a influéncia das varidveis de processo: temperatura (23—57 °C), concentragdo de etanol
(16—84%) e concentragdo de acido citrico (0—4%) sobre o teor de compostos fenodlicos totais,
antocianinas monomeéricas e capacidade antioxidante dos extratos (métodos ABTS*" e ORAC).
Os resultados mostraram que a concentracdo de etanol e a temperatura tiveram influéncia
significativa na extracdo dos compostos fendlicos totais e na capacidade antioxidante. A
extracdo das antocianinas monomeéricas somente foi afetada pela concentracdo de etanol. A
adicdo de &cido citrico a solucdo extratora ndo influenciou na extracdo das antocianinas
monomeéricas e na capacidade antioxidante dos extratos. Contudo, foi observado um leve
incremento no teor de compostos fendlicos totais quando foram usadas concentra¢fes maiores
de &cido citrico. As condicOes selecionadas como as mais adequadas para a extracdo foram:
temperatura de 40 °C, concentracdo de etanol de 50% v/v e de &cido citrico de 2% m/v. O teor
de compostos fenolicos apresentou uma forte correlacdo positiva e significativa (p < 0,05) (r =
0,906) com a capacidade antioxidante medida pelo método ABTS®'. Por outro lado, a
capacidade antioxidante medida pelo método ORAC apresentou uma correlacdo positiva e
significativa (r = 0,851) (p <0,05) com o teor de antocianinas monoméricas. Ambos os métodos
de avaliacdo da capacidade antioxidante se correlacionaram de forma positiva e significativa (p
<0,05) (r = 0,847).

Palavras-chave: extracdo sélido-liquido, compostos bioativos, capacidade antioxidante, casca
de uva, Alicante Bouschet



ABSTRACT

Alicante Bouschet is a red grape variety very rich in anthocyanins in both skin and pulp, which
have been cultivated in the vineyards of the semi-arid region of Brazil, generating a large
amount of residues rich in bioactive compounds. The aim of this study was to evaluate the
effects of process conditions on the solid-liquid extraction of bioactive compounds from the
Alicante Bouschet grape skin. The influence of temperature (23-57 °C), ethanol concentration
(16-84%) and citric acid concentration (0.8-4%) on the content of total phenolic compounds,
monomeric anthocyanins and on the antioxidant capacity (ABTS*" and ORAC methods) of the
extracts was investigated. Ethanol concentration and temperature had a significant influence on
total phenolic compounds extraction and antioxidant capacity while monomeric anthocyanin
extraction was only affected by ethanol concentration. The addition of citric acid caused a slight
increase in the total phenolic content. The conditions selected as the most adequate for the
extraction were: temperature of 40 °C, 50% v/v ethanol and 2% m/v citric acid. Total phenolic
content presented a strong significant positive correlation (p < 0.05) (r = 0.906) with the
antioxidant capacity measured by the ABTS*" method. On the other hand, the antioxidant
capacity measured by the ORAC method presented a significant positive correlation (r = 0.851)
(p < 0.05) with monomeric anthocyanin content. Both methods of antioxidant capacity
assessment were positively and significantly correlated (p < 0.05) (r = 0.847) one to the other.

Keywords: solid-liquid extraction, bioactive compounds, antioxidant capacity, grape skin,
Alicante Bouschet



1 INTRODUCAO

A regido do Vale do Submédio de Sdo Francisco (VSF), localizada no nordeste do
Brasil, constitui uma excepcionalidade na vitivinicultura mundial, com condigdes
edafoclimaticas totalmente diferentes das regifes tradicionais de clima temperado. O VSF se
caracteriza pelo clima semiarido, com temperatura média anual de 26 °C, elevada intensidade
da radiacdo solar (3000 horas/ano) e baixa pluviosidade (500 mm/ano). Essa regido tem o
diferencial de utilizar tecnologias de irrigagdo, que permitem realizar duas safras por ano
(Coelho et al., 2018) e produzir vinhos o ano todo. Assim, a regido destaca-se como a segunda
maior produtora de vinhos do pais, sendo pioneira na producéo de vinhos finos de qualidade
em regides tropicais do mundo (Lucena et al., 2010). Atualmente, a regido produz 4 milhdes de
litros de vinhos por ano, principalmente espumantes e tintos (Pereira et al., 2016).

A uva da variedade Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.), também conhecida como
Garnacha Tintorera, € um hibrido desenvolvido na Francga, a partir do cruzamento entre as
variedades Petit Bouschet e Grenache. Esta € uma das poucas cultivares Vitis vinifera onde
tanto a casca quanto a polpa das uvas sdo da cor vermelha. A casta Alicante Bouschet é muito
usada para incrementar a intensidade da cor dos vinhos produzidos a partir das variedades ja
reconhecidas na produgéo de vinhos tintos de qualidade (Castillo-Mufioz et al., 2009; Dardeau,
2015). Esta cultivar encontra-se entre as melhores adaptadas ao clima semiarido e esta presente
em rétulos com reconhecimento nacional e internacional (Dardeau, 2015). No Brasil, as
caracteristicas genéticas da uva Alicante Bouschet, como o elevado teor de antocianinas tanto
na casca quanto na polpa (Castillo-Mufioz et al., 2009; Figueiredo-Gonzélez et al., 2014),
juntamente com as condicdes de estresse do clima semiarido nordestino onde essa videira tem
sido cultivada, como por exemplo a intensa radiagdo UV, resulta em uma maior concentragdo
destes metabolitos secundarios nas uvas.

A producéo do vinho implica na geracdo de uma grande quantidade de subprodutos,
com destaque para o bagaco de uva, cuja eliminacdo pode constituir um problema para a
industria (Mendes et al., 2013). A composicdo quimica que torna o bagaco de uva um
contaminante ambiental, também o converte em uma fonte de substancias bioativas. Varios
estudos tém confirmado que o bagaco de uva apresenta um alto teor de compostos fenolicos
gue permanecem nas cascas e sementes em razao da sua incompleta extracdo durante o processo
de vinificacdo (Rockenbach, Rodrigues, et al., 2011; Brazinha et al., 2014; Kammerer et al.,
2014; Caldas et al., 2018). Em particular, as cascas das uvas tintas apresentam elevados teores
de antocianinas e outros compostos fenolicos (Castillo-Mufioz et al., 2009; Figueiredo-
Gonzélez et al., 2014), avaliados como potenciais antioxidantes (Kumar et al., 2015) e corantes
em alimentos (Giusti e Wrolstad, 2003). Dessa forma, a extragcdo destes compostos representa
uma alternativa de aproveitamento dos subprodutos da industria vinicola, resultando em
ingredientes de baixo custo e com alto valor agregado.

A extracgdo solido-liquido & um método convencional amplamente usado na extracéo a
partir de materiais vegetais, que nao requer equipamento sofisticado e, portanto, poderia ser
implementado em escala industrial na mesma vinicola ou destilaria onde se geram o0s
subprodutos. Varios fatores tém sido avaliados na extracdo solido-liquido a partir de fontes
naturais como a razdo soluto/solvente, o tipo e concentracdo do solvente, temperatura e tempo
(Cacace J. E. e Mazza, G., 2003; Pinelo et al., 2005; Spigno et al., 2007; Boonchu e Utama-
Ang, 2015). Também sdo importantes aspectos como a acidificacdo dos solventes, a variedade
de uva e a parte do vegetal avaliada (Pinelo et al., 2005; Fontana et al., 2013). As misturas de
etanol/agua tém sido reportadas como eficientes na extracdo de compostos fendlicos a partir do
bagaco de uvas (Brazinha et al., 2014; Boonchu e Utama-Ang, 2015). Esses solventes sdo
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biocompativeis e considerados como GRAS (geralmente reconhecidos como seguros pela US-
FDA) o que incrementa as possibilidades de aplicacdo dos extratos em alimentos (Brazinha et
al., 2014).

Os trabalhos existentes na literatura focam a ateng@o no estudo da composicao fendlica
da uva Alicante Bouschet cultivada em regides de clima temperado tradicionais na producéo de
uvas e vinhos (Castillo-Mufioz et al., 2009; Costa et al., 2015; Revilla et al., 2016). Embora
diversos trabalhos tenham avaliado a extracdo de compostos fendlicos a partir de bagaco de uva
de diferentes variedades, s6 um deles avaliou a extracdo desses compostos a partir do bagaco
da variedade Alicante Bouschet também cultivada em clima temperado (Pinelo et al., 2005).
Contudo, ainda ndo foram publicados estudos sobre a extracdo de compostos fendlicos a partir
de subprodutos desta variedade cultivada nas condi¢fes do clima semiarido do nordeste do
Brasil, apesar da importancia de se determinar a influéncia do clima regional no teor de
compostos fenolicos dos subprodutos e uma possivel aplicacdo tecnoldgica. Nesse contexto,
este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos das varidveis de processo (temperatura,
concentracdo de etanol e concentracdo de &cido citrico) na extracao solido-liquido da casca de
uva Alicante Bouschet e selecionar as melhores condigdes de extracdo mediante a metodologia
de superficie de resposta, visando obter os maiores teores de compostos fendlicos totais e
antocianinas monoméricas e a maxima capacidade antioxidante nos extratos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria prima

O bagaco fresco (cascas, polpa residual e sementes) de uva da variedade Alicante
Bouschet, proveniente da producdo de vinho tinto, foi fornecido pela vinicola Rio Sol, do grupo
ViniBrasil (Lagoa Grande, PE, Brasil). O bagaco foi seco em secador convectivo de bandejas,
a 60 °C por 24 horas. O material seco foi processado em uma despolpadeira Bonina 0.25 df
(Itametal, Itabuna, Brasil) para separar as sementes da casca. A casca foi moida em um moinho
de discos (Perten Instruments AB, Huddinge, Suécia), obtendo-se a farinha da casca de uva.

2.2 Processo de extracao

A farinha da casca de uva foi submetida a extracdo convencional em banho termostatico
(Marconi - MA 093, Sdo Paulo, Brazil) utilizando solucéao hidroetandlica acidificada com &cido
citrico. A razdo solido:liquido (1:10), a velocidade de agitacéo (200 rpm) e o tempo de extragédo
(1 h) foram fixadas de acordo com Caldas et al. (2018). Ap6s a remocdo dos solidos suspensos
por filtragcdo, os extratos foram armazenados a —20°C para posterior analise.

2.3 Métodos analiticos
2.3.1 Teor de compostos fendlicos totais (CFT)

O teor de CFT nos extratos foi determinado com o reagente Folin-Ciocalteu de acordo
com método descrito por Georgé et al. (2005). A leitura da absorbéancia foi realizada a 760 nm
em espectrofotometro UV-1800 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). As anéalises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg equivalentes ao acido galico
(EAG) por 100 g de farinha da casca de uva.



2.3.2 Teor de antocianinas monomericas (AM)

A determinacdo do teor de AM nos extratos foi realizada pela metodologia de pH
diferencial conforme o método descrito por Giusti e Wrolstad (2001). A absorbancia foi medida
a 520 e 700 nm em espectrofotometro (SPECORD 205, Analytik Jena AG, Alemanha). As
analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg de pigmentos
monoméricos equivalentes a malvidina-3-O-glicosideo (coeficiente de extin¢do molar de 29500
L.cm1.mol* e peso molecular de 562,5 g.mol™) por 100 g de farinha de casca de uva.

2.3.3 Capacidade antioxidante pelo método ORAC

A determinacéo da capacidade de absorcao do radical oxigénio (ORAC) foi baseada no
método descrito por Zulueta et al. (2009) em leitor de fluorescéncia TECAN Infinite® 200
Series (Tecan, Ménnedorf, Switzerland). A fluoresceina foi usada como referéncia e o
dicloridrato de 2,2,Azobis(2-metilpropionamida) (AAPH) como gerador de radicais peroxila.
A intensidade da fluorescéncia (Aexc= 485nm, Aem= 535 nm) foi monitorada cada minuto, em
modo cinético, até obter um valor de fluorescéncia 5% inferior a leitura inicial. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em pmol equivalentes ao Trolox
(ET) por g de farinha de casca de uva.

2.3.4 Capacidade antioxidante pelo método ABTS**

A capacidade antioxidante dos extratos também foi avaliada pelo método descrito por
Reetal. (1999). A absorbancia foi medida a 734 nm em espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan). As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram
expressos em pumol equivalentes ao Trolox (ET) por g de farinha da casca de uva.

2.4 Planejamento experimental

Foi utilizada a Metodologia de Superficie Resposta (MSR) para estudar a influéncia da
temperatura, a concentracdo de etanol e concentracdo de &cido citrico sobre a composi¢do do
extrato. Os efeitos principais, efeitos quadraticos e os efeitos de interacdo foram avaliados
usando um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 23. Para cada fator foram
avaliados cinco niveis, incluindo 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 3 pontos centrais,
totalizando 17 ensaios (Tabela 1). Os niveis dos fatores foram determinados em ensaios
preliminares, como: temperatura (23-57 °C), concentracdo de etanol (16—84%) e concentracdo
de &cido citrico (0—4%). Foi utilizada uma equacao polinomial de segunda ordem para expressar
a varidvel resposta em funcgéo das variaveis independentes ou fatores.

— 2 2 2
Y = Bo+ Pixy + Baxz + Baxs + B11X7 + Baaxy + Bazx3 + Prax1x;
+B13x1X3 + BazxaX3
onde y é a varidvel dependente ou resposta: teor de compostos fendlicos totais, teor de
antocianinas monoméricas e capacidade antioxidante (ORAC e ABTS*"); B, é o valor da
resposta no ponto central ou intercepto; 3, B2, B3 Sao 0s coeficientes de regressao lineares da
temperatura, concentracdo de etanol e concentracdo de acido citrico; S11, B2, P33 S840 0S
coeficientes quadraticos; B2, Bis, B3 S&0 0s coeficientes de interacdo e x4, x, € x3 S840 as

variaveis independentes (temperatura, concentracdo de etanol e concentracdo de acido citrico,
respectivamente).
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2.5 Otimizacéo e validacdo dos modelos

Como estratégia para obtencdo de um extrato rico em compostos fendlicos e
antocianinas e também com elevada capacidade antioxidante foi utilizado o método de
otimizagdo de multiplas respostas, que permite otimizar simultaneamente as quatro variaveis
dependentes envolvidas no processo de extragdo, maximizando todas as respostas dentro dos
limites experimentais. As condi¢fes operacionais 6timas foram obtidas pela combinacéo das
respostas individuais em uma funcdo composta otimizada: a funcéo desejabilidade (Candioti et
al., 2014). O valor dessa funcdo varia numa escala de 0 a 1, onde O representa uma resposta
completamente inaceitavel enquanto 1 representa a resposta mais desejada (Bezerra et al.,
2008). Para validar os modelos matemaéticos, foram realizados ensaios confirmatorios de
determinacéo do teor de compostos fendlicos totais e antocianinas monoméricas e também em
relacdo a capacidade antioxidante (ORAC e ABTS®") no extrato obtido nas condicdes
selecionadas como mais adequadas. Finalmente, os valores experimentais e preditos pelos
modelos foram comparados.

2.6 Analises estatisticas

Todos os resultados foram reportados como média + desvio padrdo (n = 3). Foram
realizados a analise de variancia (ANOVA) e o teste F (Fischer) para verificar a adequacao dos
modelos. Também foram obtidos os coeficientes de regressao e os coeficientes de determinacéo
(R? e R? ajustado), gerando tanto as superficies de resposta quanto os perfis da funcdo
desejabilidade para otimizacao das respostas. A relacdo entre 0s ensaios para determinacdo dos
compostos bioativos (CFT e AM) e da capacidade antioxidante (ORAC e ABTS*") foi avaliada
por correlacdo linear de Pearson. Para todas as analises estatisticas, utilizou-se o programa
Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, EUA) com o nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos teores de CFT e AM bem como da capacidade
antioxidante medida pelos métodos ORAC e ABTS®" dos extratos obtidos nas diferentes
condicdes de extracao.

Os coeficientes de regressao codificados da equacdo polinomial de segunda ordem, 0s
valores de p para o teste F (Fischer), os coeficientes de determinagio (R?) e os coeficientes de
determinacéo ajustados (R? aj) para cada variavel resposta sdo mostrados na Tabela 2. Para
verificar a adequacdo e ajuste dos modelos, foram excluidos os termos ndo significativos
(Candioti et al., 2014) e as equacdes resultantes foram avaliadas por anélise de variancia
(ANOVA). Todos os modelos foram adequados na predi¢cdo do comportamento das variaveis
de resposta em relacdo as varidveis independentes: a falta de ajuste do modelo foi nédo
significativa (p > 0,05), e os coeficientes de determinagdo foram satisfatorios (R?aj > 0,76).

3.1 Teor de compostos fendlicos totais (CFT)

O teor de CFT nos extratos variou de 951,78 a 4038,86 mg EAG/100 g de casca de uva
(Tabela 1), valores inferiores aos obtidos por Tournour et al. (2015), que avaliaram a extracéo
dos compostos fendlicos a partir do bagaco de diferentes cultivares de uva usando como
solvente etanol/agua (80% v/v) sob agitacdo mecéanica, porém com um tempo de extracdo muito
superior ao do presente trabalho (48 horas) (6930 mg—13170 mg EAG/100 g de bagaco de uva).
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Varios autores reportaram valores superiores de rendimentos na extracao de compostos
fendlicos quando utilizaram metanol (Pinelo et al., 2005), solu¢do metandlica 60% v/v (Arnous
e Meyer, 2008) e solucdo metandlica acidificada com acido cloridrico (HCI) (Rockenbach,
Rodrigues, et al., 2011). Contudo, devido a toxicidade deste solvente, neste trabalho optou-se
pelo uso do etanol, um solvente ndo tdxico que viabiliza a posterior aplicacdo dos extratos para
fins alimenticios. Pelo mesmo motivo, o agente acidificante utilizado foi o acido citrico, aditivo
de baixo custo e muito usado na industria alimenticia (Brazinha et al., 2014). Além disso o
acido citrico esta presente de forma natural no vinho, sendo o segundo acido organico mais
abundante (Kocabey et al., 2016). Tanto o etanol quanto o &cido citrico sao considerados como
“naturais” uma vez que podem ser recuperados a partir do proprio bagaco de uva (Kammerer
etal., 2014).

A influéncia das variaveis de processo sobre o teor de CFT esta apresentada na Figura
la-c. O uso de altas temperaturas favoreceu a extra¢do devido ao aumento tanto da solubilidade
do soluto quanto do coeficiente de difusdo dos compostos fendlicos. Quanto maior for a
temperatura, menor serd o coeficiente de viscosidade dindmica e maior o coeficiente de
transferéncia de massa (Cacace J. e Mazza, G., 2003; Pinelo et al., 2005). O uso de maiores
concentragdes de acido citrico aumentou levemente a extracdo de compostos fendlicos totais.

Os maiores conteudos de compostos fenolicos (Figura 1a e 1b) foram verificados nos
valores médios de concentracdo de etanol na faixa estudada (50% v/v). Este comportamento
também foi reportado por Sant’anna et al. (2012) ao estudar a extracdo dos compostos fendlicos
do bagaco de uva proveniente da producdo de suco da variedade Isabel, e por Caldas et al.
(2018) na extracdo de compostos fendlicos da casca de uva da variedade Syrah. Os autores
atribuiram essa tendéncia as diferencas quanto a estrutura e polaridade dos grupos de compostos
fendlicos presentes na casca de uva. A natureza polar dos polifendis (presenca de grupos
hidroxilo) facilita a sua solubilizacdo em meios polares tais como solu¢bes hidroalcodlicas
(Fontana et al., 2013). Na extracdo de compostos fendlicos a partir de sementes de uva, misturas
de solventes contendo pelo menos 50% v/v de agua foram mais eficientes que a extracdo com
sistema de solvente mono-componente (Yilmaz e Toledo, 2006).

De acordo com os trabalhos desenvolvidos por Cacace and Mazza (2003a) e Cuji¢ et al.
(2016), os sistemas de solventes binarios (etanol/agua) foram mais eficazes que sistemas de
solventes mono-componente (etanol ou agua pura) na extracdo de compostos fendlicos de
groselhas pretas congeladas e arbnias secas, respectivamente. As misturas de agua e etanol
apresentam um efeito sinérgico: a agua intumesce os tecidos vegetais e aumenta a
permeabilidade das membranas celulares enquanto que o etanol quebra as ligaces entre 0s
solutos e a matriz vegetal, o que aumenta a transferéncia de massa por difusdo molecular e
facilita a extragdo dos compostos fendlicos (Fontana et al., 2013; Cujié et al., 2016). Cacace J.
E. e Mazza, G. (2003) também reportaram que a concentracao de etanol no solvente afetou a
extracdo dos compostos fenolicos de groselhas pretas congeladas. Tem sido observado que para
extrair os flavonois (moléculas covalentes ndo polares) que possuem baixa solubilidade em
agua é necessario incrementar a concentracdo de etanol para reduzir a sua constante dielétrica
e dessa forma a energia necessaria para quebrar o arranjo na molécula de agua sera menor, 0
que resulta em um aumento da solubilidade (Cacace J. e Mazza, G., 2003).
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Tabela 1 Valores reais e codificados das variaveis independentes no delineamento composto central rotacional e resultados observados

Temperatura Concentracdo Concentracgdo de &cido

Ensaio o aCFT b AM *ORAC dABTS**
(°C) de etanol (%) citrico (%)

1 30 (-1) 30 (-1) 0,8 (-1) 1387,34 + 66,23 65,81+1,78 14251+1522 70,71+1,07
2 30 (-1) 30 (-1) 3,2 (+1) 1606,93 +43,20 76,08+594 120,89+0,74 80,07+ 1,68
3 30 (-1) 70 (+1) 0,8 (-1) 1873,60+9,46  144,05+2,64 236,01+8,70 103,15+ 2,36
4 30 (-1) 70 (+1) 3,2 (+1) 2319,01 +43,20 150,61 +6,47 213,32+522 98,59 2,40
5 50 (+1) 30 (-1) 0,8 (-1) 2287,20+50,06  88,15+3,30 202,22 +7,27 103,15+ 3,02
6 50 (+1) 30 (-1) 3,2 (+1) 2382,59 + 25,03 107,00 £6,56 200,22 +11,45 115,92 + 3,18
7 50 (+1) 70 (+1) 0,8 (-1) 2657,01 +68,83 163,19+2,98 250,21 +6,05 136,04+ 1,84
8 50 (+1) 70 (+1) 3,2 (+1) 2962,01 + 103,37 161,17+285 340,29+9,85 140,02 +2,67
9 23 (—1,68) 50 (0) 2 (0) 2378,76 £ 103,94 142,38+7,17 267,38+7,59 122,14+1,95
10 57 (+1,68) 50 (0) 2 (0) 4038,86 £ 116,80 149,33+9,02 28545+17,81 180,92+ 1,20
11 40 (0) 16 (—1,68) 2 (0) 951,78 + 51,22 46,44 +0,79 129,06 + 15,24 45,60 + 1,53
12 40 (0) 84 (+1,68) 2 (0) 1510,76 + 64,12 143,83 +0,70 204,21 +13,05 83,70+ 3,56
13 40 (0) 50 (0) 0 (-1,68) 2109,14+ 71,91 158,37 +11,19 264,48 + 14,27 136,48 + 3,83
14 40 (0) 50 (0) 4 (+1,68) 2848,33+30,94 154,18+1,35 23355+9,30 137,92+4,16
15 40 (0) 50 (0) 2 (0) 2637,97 + 162,16 163,60+ 4,36 261,44+7,35 148,25+6,44
16 40 (0) 50 (0) 2 (0) 2422,88 + 139,15 164,48+589 256,86 +9,63 152,70 +4,60
17 40 (0) 50 (0) 2 (0) 2513,49+ 130,56 14190+10,69 271,75+12,69 149,69+ 3,34

Resultados expressos como media + desvio padréo (n = 3).
a CFT: Compostos fenélicos totais (mg equivalentes ao acido géalico [EAG].100 g™ farinha da casca seca)

b AM: Antocianinas monoméricas (mg de malvidina-3-O-glicosideo [Mv3gl]. 100 g* farinha da casca seca)

¢ ORAC: Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (umol equivalentes ao Trolox [ET].g* farinha da casca seca)

d ABTS*": Atividade sequestradora do radical cationico (umol equivalentes ao Trolox [ET].g™* farinha da casca seca)
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Tabela 2 Coeficientes de regressédo e analise do modelo para os teores de compostos fenolicos
totais e de antocianinas monomeéricas e para a capacidade antioxidante (ORAC e ABTS*")

Coeficientes ACFT b AM CORAC dABTS*
Bo 2480,17 148,48 257,12 148,64
B, 431,57 (0,005) N.S. 22,74 (0,008) 17,68 (0,001)
B, 226,09 (0,016) 32,64 (0,011) 36,64 (0,003) 12,60 (0,002)
Bs 169,04 (0,029) N.S. N.S. N.S.

P11 229,67 (0,017) N.S. N.S. N.S.

B2z —469,50 (0,004) —22,23 (0,024) —35,96 (0,003) —31,93 (0,0004)
Bas N.S. N.S. N.S. —6,28 (0,010)
P12 N.S. N.S. N.S. N.S.

By N.S. N.S. 16,55 (0,026) N.S.

Bos N.S. N.S. N.S. N.S.

R? 0,973 0,891 0,783 0,949

R%aj 0,961 0,876 0,763 0,931

valor p (teste F) 0,0003 0,0008 0,00009 0,00004

p (Falta de Ajuste) 0,402 0,560 0,059 0,095

aCFT: valor dos coeficientes referente ao teor de compostos fenélicos totais (valor p)
® AM: valor dos coeficientes referente ao teor de antocianinas monoméricas (valor p)
¢ORAC: valor dos coeficientes referente a capacidade de absorcao do radical oxigénio (valor p)

d ABTS*": valor dos coeficientes referente a atividade sequestradora do radical catiénico (valor p)
N.S.: ndo significativos (p > 0,05)
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Figura 1 Gréaficos de superficie de resposta que representam a influéncia do processo de
extracdo sobre o teor de compostos fendlicos totais (CFT) (a-c), teor de antocianinas

monoméricas (AM) (d) e na capacidade antioxidante medida pelos métodos ORAC (e) e
ABTS*" (f)
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3.2 Teor de antocianinas monomeéricas (AM)

A concentracdo de AM variou de 46,44 a 164,48 mg/100 g de casca de uva (Tabela 1).
A extracdo das antocianinas foi influenciada significativamente (p < 0,05) somente pela
concentracéo de etanol (Figura 1d). As maiores concentracdes de AM foram obtidas quando se
utilizou 50% de concentracdo de etanol. Esse comportamento foi similar ao observado na
extracdo dos compostos fendlicos provavelmente devido a que as antocianinas constituem o
grupo majoritario dentre os compostos fendlicos nas uvas da cv. Alicante Bouschet, o que pode
contribuir para 0 aumento no teor de compostos fendlicos totais nesta variedade.

Na extracdo de antocianinas a partir de groselhas pretas, Cacace J. e Mazza, G. (2003)
também observaram que o méximo rendimento foi alcangado usando 50% de etanol. De acordo
com 0s autores, as antocianinas podem ser consideradas como moléculas idnicas, as quais
permanecem na forma do cétion flavilium no pH acido. Portanto, essas moléculas requerem
menor concentracdo de etanol que outros grupos de compostos fendlicos para se dissolver no
meio de extracao.

No presente estudo, a adicdo de acido citrico ndo teve influéncia na extracdo das
antocianinas. Srinivas et al. (2011) também reportaram que a adi¢do de acido citrico ndo teve
um efeito significativo na extracdo de antocianinas, com solucédo hidroetandlica em diferentes
concentracgdes, a partir do bagacgo de uva da cultivar Sunbelt (Vitis labrusca L.).

3.3 Capacidade antioxidante pelo método ORAC

A capacidade antioxidante determinada pelo método ORAC foi significativamente (p <
0,05) afetada pela temperatura e pela concentragdo de etanol. De acordo com a Figura le, a
capacidade antioxidante aumentou com o aumento da temperatura. As temperaturas elevadas
possibilitaram uma maior extracdo dos compostos com atividade antioxidante, o que poderia
ser explicado por um aumento da solubilidade dos mesmos com o0 aumento da temperatura,
conforme ja discutido. Essa tendéncia foi similar a observada para a extracdo dos CFT e AM
sugerindo que esses compostos provavelmente sdo responsaveis pela atividade antioxidante
contra os radicais peroxila e hidroxila.

Quanto a influéncia da concentracdo de etanol, tem sido reportado que extratos
hidroetandlicos apresentam maior capacidade antioxidante que extratos aquosos avaliados por
este método (Pérez-Jiménez e Saura-Calixto, 2006). A capacidade antioxidante, obtida pelo
método ORAC, variou de 120,89 a 340,29 umol ET /g casca de uva (Tabela 1), resultados
superiores aos reportados por Yilmaz e Toledo (2006) ao analisarem extratos de casca de uva
das variedades Chardonnay (102,8 umol ET/g de casca de uva) e Merlot (69,8 umol ET/g de
casca de uva) usando agua e acetona como solventes. Rockenbach, Gonzaga, et al. (2011)
avaliaram a capacidade antioxidante medida pelo método ORAC no bagaco (cascas e sementes)
de diferentes uvas tintas usando mistura de dgua/metanol acidificada com &cido acético. Os
extratos apresentaram valores entre 20,76 e 85,17 pmol TE/g de bagaco, resultados inferiores
aos obtidos neste estudo e com a desvantagem do uso do metanol, um solvente toxico que limita
a aplicacdo dos extratos em alimentos. Da mesma forma que para os teores de CFT e de AM,
os maiores valores de ORAC foram observados para concentrac6es de etanol ao redor de 50%.

3.4 Capacidade antioxidante pelo método ABTS**

A capacidade antioxidante determinada pelo método ABTS*" também foi influenciada
significativamente (p < 0,05) pela concentracdo de etanol e pela temperatura de extracdo. A
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adicdo de acido citrico a solucdo extratora ndo teve efeito significativo (p > 0.05) na capacidade
antioxidante medida por ABTS®".

Os extratos exibiram maior capacidade de sequestro dos radicais ABTS®" quando
extraidos com solucgdes hidroetandlicas a 50% v/v e a maiores temperaturas (Figura 1f). As
semelhancas entre as superficies de resposta obtidas para a extracdo dos compostos bioativos e
a capacidade antioxidante poderiam indicar que os compostos fendlicos e antocianinas
monomeéricas presentes na casca de uva agem como sequestradores dos radicais ABTS®". Esse
comportamento foi previamente reportado por Caldas et al. (2018), que também estudaram a
influéncia da concentracdo de etanol na extracdo de compostos fenolicos da casca de uva,
subproduto da elaboracdo de vinhos espumantes.

Rockenbach, Rodrigues, et al. (2011) avaliaram a capacidade antioxidante medida por
ABTS*" em diferentes bagacos de uvas usando metanol acidificado (0,1% HCI). Os valores
observados estiveram na faixa de 193,4-485,4 umol ET/g casca de uva, sendo maiores que 0s
encontrados no presente estudo (45,6-180,9 umol ET/g de casca de uva), porém o uso de
reagentes toxicos como metanol e &cido cloridrico impede a posterior aplicacdo dos extratos
em alimentos.

3.5 Correlacéo entre as propriedades avaliadas

A fim de se avaliar as possiveis correlacfes entre os compostos bioativos extraidos e
sua capacidade antioxidante, foram determinados os coeficientes de correlagdo de Pearson. Os
resultados aparecem listados na Tabela 3.

Tabela 3 Coeficientes de correlacdo de Pearson entre o teor de compostos fenoélicos totais,
antocianinas monoméricas e a capacidade antioxidante (ORAC e ABTS*")

ACFT PORAC C°ABTS*" ¢AM
ACFT 1
bORAC 0,765 1
cABTS*" 0,906 0,847 1
I AM 0,652 0,851 0,786 1

Numeros em negrito indicam correlagdo significativa de acordo com o coeficiente de correlacdo de
Pearson (p < 0,05). 2 CFT: Compostos fendlicos totais (mg de acido galico equivalente [AGE].100 g*
farinha da casca seca). ® AM: Antocianinas monoméricas (mg de malvidina-3-O-glicosideo [Mv3gl].
100 g* farinha da casca seca). ¢ ORAC: Capacidade de absorcéo do radical oxigénio (umol equivalentes
ao Trolox [ET].g* farinha da casca seca). ¢ ABTS**: Atividade sequestradora do radical catidnico (umol
equivalentes ao Trolox [ET].g* farinha da casca seca)

Como observado na Tabela 3, os teores de CFT e AM apresentaram uma correlagdo
positiva significativa (p < 0,05) com a capacidade antioxidante medida pelos métodos ABTS**
e ORAC, com coeficientes superiores a 0,7; o que indica uma forte correlagéo entre essas
variaveis (Mukaka, 2012). Estes resultados sugerem que os compostos fendlicos e, mais
especificamente, as antocianinas monomeéricas, podem ser responsaveis pela capacidade
sequestradora de radicais ABTS®*" e radicais peroxila dos extratos analisados. Também foi
observada uma correlagcdo positiva e significativa (p < 0,05) entre a capacidade antioxidante
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medida por ambos os métodos (r = 0,847), o que confirma a tendéncia descrita pelos graficos
de superficie de resposta para estas variaveis.

3.6 Selecéo das melhores condices e validagao dos modelos

De acordo com as superficies de resposta obtidas, as melhores condicGes para cada
resposta apareceram localizadas em diferentes regides do espago experimental. Nesse caso, fica
dificil definir, por simples superposicado das superficies de resposta, os valores operacionais
ideais das varidveis independentes que satisfacam simultaneamente todos os requisitos
desejados para as variaveis dependentes. Portanto, foi utilizado o método de otimizacdo com
restricdo que avalia as fungdes desejabilidade individuais e global (Bezerra et al., 2008;
Candioti et al., 2014). Assim, todas as variaveis de resposta foram maximizadas para obter as
condigdes de extragdo mais adequadas na faixa estudada.

A Figura 2 ilustra os perfis das desejabilidades individuais e global nas condi¢des de
extracdo estudadas. A desejabilidade global atingida foi igual a 0,70, correspondendo as
condi¢cdes operacionais que geraram uma maior resposta (extratos com maximo teor de
compostos bioativos e méxima capacidade antioxidante). Desta forma, os valores mais
adequados encontrados para a extracao foram: temperatura de 40 °C, concentracdo de etanol de
50% v/v e concentracdo de acido citrico de 2% m/v na solucéo extratora. Nessas condicdes, 0s
valores experimentais do teor de CFT (2678,50 mg EAG.100 g casca), teor de AM (148,55
mg de Mv3gl.100 g* casca), capacidade antioxidante por ORAC (296,92 umol ET.g* casca) e
por ABTS* (144,24 umol ET.g ! casca) foram proximos dos valores preditos pelo planejamento
experimental: teor de CFT (2479,98 mg EAG.100 g™casca), teor de AM (148,43 mg Mv3gl.100
glcasca), capacidade antioxidante por ORAC (256,93 umol ET.g* casca) e por ABTS* (143,04
umol ET.g? casca), com coeficientes de variagdo menores que 10%. Os resultados indicam que
os modelos quadraticos foram adequados para a predicdo das respostas avaliadas, dentro dos
intervalos estudados.
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Figura 2 Perfis para os valores preditos das desejabilidades individuais e global na otimizacéo
da extracao
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO, ESTABILIDADE E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN
VITRO DE UM EXTRATO LIQUIDO CONCENTRADO OBTIDO DA CASCA DE
UVA CV. ALICANTE BOUSCHET (VITIS VINIFERA L.)
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RESUMO

A uva Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) € uma cultivar tintoreira com elevado teor de
antocianinas na casca e na polpa, que tem sido usada para a producgdo de vinhos no semiérido
do Brasil. Esta atividade gera muitos subprodutos ainda ricos em compostos fenolicos,
principalmente antocianinas. Os objetivos deste estudo foram caracterizar, avaliar a
estabilidade e a atividade antimicrobiana in vitro de um extrato liquido concentrado obtido a
partir da casca da uva, visando valorizar esse subproduto como fonte potencial de corantes
naturais. O extrato liquido de casca de uva foi obtido por extracdo sélido-liquido e depois,
concentrado por rotaevaporacao. A identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos do
extrato foi realizada por Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD). A estabilidade do extrato a elevadas temperaturas foi avaliada por
analise termogravimétrica e também durante 60 dias de estocagem a baixas temperaturas
mediante analise de antocianinas por pH diferencial e cor instrumental. Para avaliar a atividade
antimicrobiana in vitro do extrato foi utilizada a técnica de difusdo em pog¢os. As antocianinas
foram os compostos fendlicos encontrados em maior concentracdo no extrato, com destaque
para malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo e malvidina-3-O-glicosideo. Na anélise
termogravimétrica foi observada a maior perda de massa do extrato a 152 °C, referente a
possivel degradacao do &cido citrico e das antocianinas. O extrato apresentou uma tonalidade
roxa avermelhada escura e opaca que permaneceu estavel até os 45 dias de estocagem a —18 °C
e durante os primeiros 15 dias a 5 °C. Aos 30 dias da estocagem a 5 °C e aos 60 dias a —18 °C
observou-se uma mudanca na tonalidade do extrato para vermelha escura e opaca. O teor de
antocianinas monoméricas variou de 270,02 mg.L™1 no tempo inicial para 224,95 mg.L™1 (-18
°C) e 160,81 mg.L™1 (5 °C) durante os 60 dias de estocagem. Como esperado, a estocagem em
congelamento foi mais eficiente na manutencdo da estabilidade do extrato em relagdo ao teor
de antocianinas monoméricas e, consequentemente, manteve suas caracteristicas cromaticas. O
extrato inibiu o crescimento das bactérias testadas, sendo mais efetivo contra Staphylococcus
aureus.

Palavras-chave: uva Alicante Bouschet, extrato de casca de uva, atividade antimicrobiana,
estabilidade, antocianinas, cor
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ABSTRACT

The Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) is a grape cultivar with high anthocyanin content in
both pulp and skin, which has been used for the production of wines in the Brazilian semi-arid
region. This activity generates many residues, still rich in phenolic compounds, mainly
anthocyanins. The objective of this study was to characterize, evaluate the stability and the in
vitro antimicrobial activity of a concentrated liquid extract obtained from the Alicante Bouschet
grape skin, aiming to valorize this byproduct as a potential source of natural dyes. The liquid
grape skin extract was obtained by solid-liquid extraction and then concentrated using vacuum
evaporation. Phenolic compounds were analyzed by high performance liquid chromatography
with diode array detection (HPLC-DAD). The stability of the extract at high temperatures was
evaluated by thermogravimetric analysis. The storage stability of extract was studied at low
temperatures during 60 days by evaluating monomeric anthocyanins by differential pH method
and color. In vitro antimicrobial activity of the extract was assessed by the agar well diffusion
method. The anthocyanins were the major phenolic compounds in the extract, mainly malvidin-
3-0-(6-0O-p-coumaroyl)-glucoside and malvidin-3-O-glucoside. In the thermogravimetric
analysis, the largest loss of mass of the extract was observed at 152 °C, relating to the possible
degradation of citric acid and anthocyanins. The purple-reddish dark and opaque color of the
extract remained stable under freezing at -18 ° C for up to 45 days of storage but was less stable
under refrigeration at 5 ° C (15 days). Total monomeric anthocyanin content varied from 270.02
mg.L™1 at the initial time to 224.95 mg.L™! (—18 °C) and 160.81 mg.L~* (5 °C) after 60 days of
storage. These results indicated that, as expected, the storage at freezing temperature was more
efficient to maintain the extract stability, regarding its coloring properties. The extract inhibited
the growth of the bacteria tested, being more effective against Staphylococcus aureus.

Keywords: Alicante Bouschet grape, grape skin extract, antimicrobial activity, stability,
Alicante Bouschet, anthocyanins, color
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1 INTRODUCAO

A uva da variedade Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.), também conhecida como
Garnacha Tintorera, € um hibrido desenvolvido na Francga, a partir do cruzamento entre as
variedades Petit Bouschet e Grenache. E uma das poucas cultivares Vitis vinifera com casca e
polpa vermelhas, as quais sdo conhecidas como tintureiras. Essa caracteristica faz que o
esmagamento das uvas Alicante Bouschet produza mostos de cor vermelha e consequentemente
vinhos intensamente coloridos (Castillo-Mufioz et al., 2009; Figueiredo-Gonzélez et al., 2014;
Revilla et al., 2016). Embora a espécie Alicante Bouschet possa ser usada para elaborar vinhos
dessa Unica variedade, a uva é mais usada em cortes para incrementar a cor de vinhos tintos
menos coloridos elaborados com outras variedades de uvas (Castillo-Mufioz et al., 2009;
Jubileu et al., 2010; Dardeau, 2015; Revilla et al., 2016).

A intensa cor vermelho-violeta dos vinhos elaborados a partir da uva Alicante Bouschet
estd muito relacionada com a sua composi¢do fenodlica, principalmente a presenca e
concentracdo das antocianinas e outros compostos fenolicos que sdo extraidos das cascas e
polpas das uvas durante a vinificacdo (Castillo-Mufioz et al., 2009). As antocianinas pertencem
ao grupo dos flavonoides, caracterizado pelo esqueleto carbonico CeC3Ce, € sd0 responsaveis
pelas cores azuis, roxas, vermelhas, laranja e rosa em flores e frutos (Castaneda-Ovando et al.,
2009). Esses pigmentos sdo derivados glicosilados do céation 2-fenil-benzopirano, também
conhecido como cation flavilium. As antocianinas se diferenciam principalmente quanto ao
numero de grupos hidroxila e/ou metoxila presentes, além do tipo, nimero e sitio de ligacéo
dos acucares na molécula. Também existem diferencas quanto aos tipos e nimeros de acidos
aromaticos ou alifaticos que estdo ligados aos acucares da molécula, principalmente no C-3 ou
esterificados ao 6-OH (Schwartz et al., 2010). Os diferentes substituintes na molécula, como o
padrdo de substituicdo dos grupos hidroxila e metoxila no anel B na molécula das antocianinas
e 0 padrdo de acilacdo, influenciam na cor e também na estabilidade das antocianinas, uma vez
extraidas da matriz vegetal (Giusti e Wrolstad, 2003; Fournier-Level et al., 2011; Han e Xu,
2015; Tang et al., 2017). Isto influencia na estabilidade da cor dos vinhos (He et al., 2012) e
também dos extratos obtidos a partir dos subprodutos da vinificacao.

As antocianinas identificadas nas uvas Alicante Bouschet consistem principalmente
em derivados monoglicosilados da malvidina, peonidina, delfinidina, petunidina e cianidina.
Nas cascas predominam a malvidina-3-O-glicosideo, seguida da peonidina-3-O-glicosideo
enquanto que na polpa foi reportada a peonidina-3-O-glicosideo como a antocianina
majoritaria. As antocianinas aciladas com &cido p-cumarico representam 0 grupo mais
importante dentro das antocianinas aciladas reportadas nas cascas desta variedade (Castillo-
Mufioz et al., 2009; Falginella et al., 2012). As reacOes de co-pigmentacdo entre antocianinas
e também entre antocianinas e outros compostos fenolicos (flavondis e acidos
hidroxicinamicos) resultam em novos pigmentos mais estaveis que as antocianinas nativas,
responsaveis pela intensidade da cor dos vinhos jovens (Castillo-Mufioz et al., 2009).

Somente de 30 a 40% dos compostos fendlicos das uvas passam ao vinho e essa extragdo
depende de diferentes fatores como a variedade da uva, a regido geografica e a tecnologia de
vinificacdo aplicada. Assim, varios estudos tém reportado que uma parte importante desses
compostos ainda permanecem parcialmente retidos no bagaco apos o processo de vinificagéo,
principalmente na casca e na polpa remanescente (Garcia-Beneytez et al., 2002; Amico et al.,
2004; Kammerer et al., 2004; Amendola et al., 2010; Ky et al., 2014; Apolinar-Valiente et al.,
2015; De La Cerda-Carrasco et al., 2015; Lingua et al., 2016; Favre et al., 2019).

Durante a vinificacdo, as antocianinas aciladas, principalmente as p-coumariladas, séo
pouco extraidas das uvas para o vinho e, portanto, permanecem nos bagagos em maior
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concentracdo (Ky etal., 2014; Favre et al., 2019). As antocianinas metoxiladas e di-metoxiladas
também sdo menos extraidas durante a vinificacdo, mas uma vez extraidas resultaram estaveis
no vinho (Favre et al., 2019). Esses compostos remanescentes, assim como outros formados
por reacOes de copigmentacado, influenciam na expresséo da cor dos extratos da mesma forma
como acontece nos vinhos. Isto sugere que o bagaco de uva da cv. Alicante Bouschet poderia
ser aproveitado para a obtencéo de extratos que possam ser usados como corantes naturais em
alimentos.

A cor € uma das primeiras caracteristicas do alimento percebidas pelos sentidos e,
portanto, o principal atributo a ser julgado pelos consumidores para avaliar a qualidade do
alimento e a sua aceitabilidade (Giusti e Wrolstad, 2003; Schwartz et al., 2010; Pathare et al.,
2013). O desenvolvimento de corantes a base de antocianinas que exibam melhores cores e
maior estabilidade tem sido foco da atencdo da industria alimentar na procura de novos
ingredientes de origem natural. O uso das antocianinas oferece diferentes vantagens: séo
substancias indcuas e sollveis em agua, o que facilita a sua incorporagdo em meio aquoso € as
converte numa opc¢ao interessante como corantes naturais hidrossoltveis (Castaneda-Ovando
et al., 2009; Markakis, 2012).

Além disso, tém sido atribuidos varios efeitos benéficos ao consumo tanto das uvas
quanto do uso de suplementos a base de subprodutos como o bagaco de uva, que incluem
atividades antioxidante, antibacteriana, anti-inflamatéria, antidiabética, anticancer, como
também efeitos neuro-, cardio- e hepatoprotetores (Hogan et al., 2010; Granzotto e Zatta, 2014;
Nassiri-Asl e Hosseinzadeh, 2016; Gongalves et al., 2017; Wu et al., 2018). Assim, 0s extratos
ricos em antocianinas constituem uma alternativa atrativa para a substituicdo dos corantes
sintéticos, cujo uso em alimentos tem sido amplamente questionado por provocar danos a saude
(Giusti e Wrolstad, 2003; Chou et al., 2007).

Porém, as antocianinas sdo altamente instaveis e susceptiveis a degradacdo quando
extraidas da matriz vegetal (Giusti e Wrolstad, 2003), o que limita o uso destes pigmentos em
alimentos. A estabilidade das antocianinas é afetada por diferentes fatores intrinsecos como
estrutura quimica, concentracdo, padrdes de glicosilacdo e acilacdo da molécula e também
fatores extrinsecos como pH, temperatura de estocagem, luz, oxigénio, solventes dentre outros
(Giusti e Wrolstad, 2003; Castaneda-Ovando et al., 2009). Tem sido reportado que sob
condigdes acidas (pH < 3), as diferencas estruturais como o padréo de glicosilacdo e de acilagéo
das antocianinas impactam diretamente nas caracteristicas espectrais e nos atributos da cor dos
extratos (Giusti e Wrolstad, 2003). A estabilidade das antocianinas provenientes de diversas
matrizes € maior a pH acido, onde predomina a forma vermelha do cation flavilium e a baixas
temperaturas (Giusti e Wrolstad, 2003). Dentre os fatores extrinsecos, a temperatura de
estocagem tem sido reconhecida como o principal fator responsdvel pela degradacdo das
antocianinas e, consequentemente, a perda da cor dos alimentos (Turker et al., 2004). Desse
modo, é de grande importancia para o controle da qualidade na industria monitorar as mudancas
na cor e na concentracdo das antocianinas durante o processamento e estocagem dos alimentos
(Wrolstad et al., 2005).

Varios trabalhos da literatura estudam a composicao fenolica de uvas e vinhos (Castillo-
Mufioz et al., 2009) e também dos subprodutos (Ky et al., 2014) da cultivar Alicante Bouschet
em climas temperados e tradicionais no cultivo de uvas e producgéo de vinhos. Padilha et al.
(2016) estudaram a composicdo de vinhos e Ribeiro et al. (2018) caracterizaram os subprodutos
da vinificacdo a partir da cv. Alicante Bouschet produzidos no clima semiarido do Vale do
Submédio do Sao Francisco (VSF), no nordeste do Brasil.

Diante deste cenario, 0s objetivos deste trabalho foram caracterizar o extrato liquido
concentrado de casca de uva, subproduto da vinificagdo em tinto das uvas da variedade Alicante
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Bouschet, quanto as caracteristicas fisico-quimicas, teor de compostos fendlicos totais,
antocianinas monoméricas e atividade antioxidante. Assim como caracterizar o extrato quanto
ao perfil de compostos fenolicos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e as
caracteristicas cromaticas mediante andlise instrumental da cor. Outro objetivo foi avaliar a
estabilidade do extrato frente a temperaturas elevadas mediante analise termogravimetrico e a
estabilidade durante 60 dias de estocagem, a baixas temperaturas, mediante o estudo da cinética
de degradacéo das antocianinas monoméricas e a avaliacdo dos parametros da cor.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima

O bagaco fresco (cascas, polpa residual e sementes) de uva da variedade Alicante
Bouschet, proveniente da producédo de vinho tinto, foi fornecido pela vinicola Santa Maria, do
grupo ViniBrasil (Lagoa Grande, PE, Brasil). O bagaco foi previamente seco em secador
convectivo de bandejas, a 60 °C por 24 horas. O material seco foi processado em uma
despolpadeira Bonina 0.25 df (Itametal, Itabuna, Brasil) para separar as cascas das sementes. A
casca foi moida em um moinho de discos (Perten Instruments AB, Huddinge, Suécia), obtendo-
se a farinha da casca de uva com (Dso) de 521 + 78,9 um determinado em um analisador de
tamanho de particula por difracéo a laser (Microtrac, modelo S3500, Nova lorque, E.U.A).

2.2 Preparacdo do extrato concentrado de casca de uva

A farinha da casca de uva foi submetida ao processo de extracdo sélido-liquido em
banho termostatico (Marconi - MA 093, Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C, utilizando solucao
hidroetandlica 50% (v/v) acidificada com 2% (m/v) de acido citrico, razdo solido:liquido de
1:10, sob agitacdo mecéanica (200 rpm) durante uma hora. Apds a extracdo, os sélidos suspensos
foram removidos por filtracdo a vacuo. O extrato liquido foi concentrado em evaporador
rotativo a vacuo (Buchi, Flawil, Suica) a 50 °C e agitacdo de 40 rpm até remoc¢do do etanol
(aproximadamente até a metade do volume inicial do extrato). O extrato liquido concentrado
foi armazenado a —20 °C em recipientes de cor ambar para posterior analise.

2.3 Caracterizacao do extrato
2.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O extrato liquido concentrado de casca de uva foi caracterizado, por meio da analise de
umidade (por secagem em estufa sob vacuo a 70 °C do extrato liquido misturado com areia até
peso constante) (AOAC, 2000) e de cinzas (por calcinacao do residuo apés a analise de umidade
em mufla a 550 °C) (AOAC, 2000). A determinacdo do teor de sélidos soltveis (°Brix) foi
realizada em refratometro digital portatil (Atago®, modelo Pal-1 Co., Ltd., EU.A) e a
densidade foi determinada a 20 °C em densimetro de bancada (Anton Paar, modelo DMA 48,
Artisan®, lllinois, E.U.A.). Para as medidas de pH e acidez total foi utilizado um titulador
automatico previamente calibrado (modelo 785 DMP Titrino, Metrohm, Suiga). As
determinac6es foram realizadas seguindo as metodologias propostas pela AOAC (2006).
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2.3.2 Determinacédo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fenolicos totais no extrato liquido concentrado foi determinado
com o reagente Folin-Ciocalteu de acordo com o método descrito por Singleton e Rossi (1965)
e modificado por Georgé et al. (2005). Primeiramente, foram pipetados 500 pL do extrato ao
qual adicionaram-se 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu 10% (v/v). A mistura foi incubada
a temperatura ambiente por 2 minutos. Posteriormente, foram adicionados 2,0 mL de solucéo
de carbonato de sodio 7,5%. Agitou-se em vortex e levou-se ao banho termostatico a 50 °C
durante 15 minutos. Os tubos foram retirados e colocados em banho de gelo por 30 segundos.
A leitura da absorbancia foi realizada a 760 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu® UV-1800,
Kyoto, Japao). O teor de compostos fendlicos totais foi determinado usando uma curva padréo
de &cido galico com concentragdes de 5 a 100 mg/L (y = 0,0105x + 0,0047; R?>=0,9998). As
andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg equivalentes ao
acido galico (EAG) por L de extrato de uva.

2.3.3 Determinacéo do teor de antocianinas monomeéricas por pH diferencial

A determinagdo do teor de antocianinas monoméricas no extrato liquido concentrado
foi realizada pela metodologia de pH diferencial conforme o método descrito por Giusti e
Wrolstad (2001). Os extratos foram diluidos em solugdes tampdes pH 1,0 (solugéo de cloreto
de potassio acidificada com HCI) e pH 4,5 (solucdo de acetato de sodio acidificada com HCI).
Apos filtragdo, a absorbancia foi medida a 520 e 700 nm em espectrofotémetro (SPECORD
205, Analytik Jena AG, Alemanha). As analises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram expressos em mg de pigmentos monoméricos equivalentes a malvidina-3-O-glicosideo
(coeficiente de extingdo molar de 29500 L.cm™.mol™ e peso molecular de 562,5 g.mol ™) por L
de extrato de uva.

2.3.4 Capacidade antioxidante pelo método ORAC

A determinacdo da atividade antioxidante total pelo método do Capacidade de
Absorbancia do Radical Oxigénio do inglés Oxygen Radical Antioxidant Capacity (ORAC) foi
conduzida baseada no método descrito por Zulueta et al. (2009) em leitor de fluorescéncia com
microplaca preta de 96 pocos TECAN Infinite® 200 Series (Tecan, Mannedorf, Suica). O
método ORAC se fundamenta na capacidade dos compostos antioxidantes de uma amostra de
sequestrar os radicais peroxila gerados pelo dicloridrato de 2,2,Azobis(2-metilpropionamida)
(AAPH), evitando a degradacdo da fluoresceina (probe molecular) e consequentemente o
decaimento da intensidade da emissdo da fluorescéncia. A atividade antioxidante no extrato
liquido concentrado comparou-se ao acido 6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcromo 2-carboxilico
(Trolox), antioxidante sintético hidrossoltvel utilizado como padréo na analise.

Para a analise dos compostos antioxidantes hidrofilicos, todas as solu¢Bes foram
diluidas em tampéo fosfato 75 mmol pH 7,4. Primeiramente, 80 puL dos extratos previamente
diluidos ou das solugdes padrdes de Trolox foram misturados com 80 pL de fluoresceina (78
nmol) e colocados em cada poco. A microplaca foi inserida no fluorimetro a 37 °C sob agitacédo
durante 10 minutos para a leitura da fluorescéncia. Apos a pre-incubacdo, foram adicionados
40 pL solucao de AAPH (221 mmol) em todos os pocos excluindo os de referéncia (200 pL de
fluoresceina pura). A intensidade da fluorescéncia (Aexc= 485nm, Aem= 535 nm) foi monitorada
cada minuto, em modo cinético, até obter um valor de fluorescéncia 5% inferior a leitura inicial.
Para calcular a area abaixo da curva (AUC) foram plotados os dados de fluorescéncia em
relacdo ao tempo para todas as amostras, as solucbes padrbes de Trolox e o branco, usando o
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programa GraphPad Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, E.U.A). As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram calculados por interpolacdo na curva de
calibracdo de Trolox com concentragdes de 10 a 120 pmol (y = 528347x + 7 X 10°;
R?=0,9877) e expressos em pumol de ET (equivalente ao Trolox) por L de extrato de uva.

2.3.5 Capacidade antioxidante pelo método ABTS**

Para determinar a capacidade antioxidante no extrato liquido concentrado utilizou-se o
método descrito por Re et al. (1999). Para o preparo do radical ABTS*", 5 mL da solucédo aquosa
de ABTS (2,2' azino-bis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonico) (7 mmol) foram misturados
com 88 pL de persulfato de potassio (140 mmol). A solucdo foi armazenada no escuro, a
temperatura ambiente, durante 16 horas antes do uso. O radical ABTS*" foi diluido em etanol
95% v/v e mantido em agitacdo constante até obter-se uma medida de absorbancia de 0,700 +
0,020 em 734 nm. Para analise, 30 pL do extrato foram misturados com 3 mL da solugéo
etandlica de ABTS*" e homogeneizados em vortex. A absorbancia foi medida a 734 nm em
espectrofotébmetro UV-1800 (Shimadzu, Corporation, Kyoto, Japao) ap6s 6 minutos da adicdo
do radical e o etanol 95% v/v foi usado como branco da anélise. A capacidade antioxidante do
extrato foi calculada por equivaléncia ao Trolox, usado como padrdo na curva de calibragdo
com concentragdes de 100 a 2000 pmol (y = 0,0003x — 0,0008; R?=0,9938. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em pumol de ET (equivalente ao
Trolox) por L de extrato de uva.

2.3.6 ldentificacdo e quantificacdo das antocianinas monoméricas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

A analise cromatografica das antocianinas presentes no extrato foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Santiago et al. (2010) em Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5, equipado com detector de arranjo de fotodiodos
Waters® modelo 2996 (Waters, Milford, MA, USA), com varredura do espectro UV-Vis na
faixa de 210 a 600 nm e quantificacdo em 520 nm. Uma coluna de fase reversa Thermo BDS
Hypersil Cig (100x4,6 mm; 2,4 um) foi usada para a separagdo das antocianinas. As
antocianinas foram eluidas em gradiente de eluicdo com &cido férmico 5% em metanol e
acetonitrila, com fluxo de 1,0 mL/min e o tempo de corrida foi de 35 minutos. A fase A utilizada
consistia em acido férmico (5%) e metanol (95%), e a fase B apenas acetonitrila (100%). O
gradiente utilizado de fase A foi 0 min (95%), 2 min (93%), 10 min (90%), 15 min (87%), 16
min (85%), 20 min (83%), 30 min (80%), 33 min (95%), 35 min (95%). A temperatura da
coluna foi mantida a 40 °C e o volume de injecéo foi 20 pL. As antocianinas foram identificadas
por comparacao dos tempos de retencdo e os espectros UV/Vis com os de amostras e padroes
ja injetados no laboratorio. A quantificacdo das antocianinas foi realizada utilizando a curva
analitica da malvidina-3-O-glicosideo, antocianina majoritaria na amostra. Os resultados foram
expressos em mg de malvidina-3-O-glicosideo equivalentes por L de extrato de casca de uva.

2.3.7 ldentificagdo e quantificacao de acidos fenolicos e flavandis por CLAE-DAD

A andlise de &cidos fenolicos e flavandis foi aplicada para a caracterizacao do extrato liquido
concentrado de casca de uva. Por se tratar de extratos livres de sélidos, ndo foi realizada a etapa
de hidrélise. A analise cromatogréfica foi realizada de acordo a metodologia descrita por
Nascimento et al. (2017), em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Alliance
modelo 2690/5 (Milford, USA), com detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996
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(varredura 210 a 600 nm, com quantificacdo em 270; 310 e 370 nm). O método baseia-se na
separagdo cromatografica em coluna de fase reversa (C18, Thermo BDS Hypersil, 100 mm x
4,6 mm e 2,4 um) a 40 °C, em modo de eluicdo por gradiente usando uma solucdo aquosa de
acido fosforico (95%) e acetonitrila (5%), com fluxo de 1 mL.min, volume de injecdo de 10
uL e tempo de corrida de 30 minutos. Aos 12 minutos da corrida cromatogréafica a concentracao
de acetonitrila foi incrementada para 12%, aos 18 minutos para 20% e aos 20 minutos para 50%
de acetonitrila. A concentracdo de acetonitrila foi mantida em 50% até os 25 minutos e nos
minutos finais retornou a condicdo inicial (5%). A quantificacdo foi realizada por padronizacdo
externa atraves da construcdo de curvas analiticas a partir de padrdes analiticos comerciais. Os
resultados foram expressos em mg de composto por L de extrato de casca de uva.

2.4 Estabilidade do extrato liquido concentrado de casca de uva
2.4.1 Estabilidade do extrato sob temperaturas elevadas. Andlise termogravimétrica

Os testes termogravimétricos foram realizados em um analisador automéatico TGA-2000
(Las Navas Instruments, México). As amostras (~0,5 g) foram aquecidas a partir da temperatura
ambiente (aproximadamente 30 °C) até 300 °C a velocidade constante de 10 °C/min sob
atmosfera de nitrogénio (com velocidade de fluxo de 30 mL/min). As curvas
termogravimétricas (TG) mostram a perda de massa da amostra em fungdo da temperatura e as
curvas da primeira derivada (DTG) mostram a velocidade da perda de massa da amostra com a
temperatura. As curvas da primeira derivada foram utilizadas para identificar as temperaturas
nas quais acontece a maxima degradacao térmica dos componentes do extrato. As analises
foram realizadas em triplicata.

2.4.2 Estabilidade do extrato armazenado a baixas temperaturas

O extrato liquido concentrado de casca de uva (50 mL) foi armazenado em recipientes
fechados envoltos em papel aluminio para evitar a agdo direta da luz, a —18 °C e a 5 °C durante
60 dias. Para avaliar a estabilidade, foram realizadas andlises da cor instrumental e
determinacéo do teor de antocianinas monomeéricas pelo método do pH diferencial nos tempos
0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias da estocagem.

2.4.2.1 Anélise instrumental da cor

A cor do extrato liquido concentrado foi avaliada por reflectdncia em um colorimetro
HunterLab ColorQuest XE (Reston, Virginia, EUA), com abertura de 25 mm de diametro e
operando com iluminante D65 e angulo de observacdo de 10°. O extrato foi colocado em uma
cubeta de quartzo de 10 mm e foi realizada a leitura dos parametros de cor usando as escalas
CIELab e CIELCh. As medidas de cor foram expressas em termos da luminosidade L* (L* =0
preto e L* = 100 branco) e das coordenadas a* (+a* = vermelho e —a* = verde) e b* (+b* =
amarelo e —b* = azul). A partir de a* e b*, foram calculadas as coordenadas cilindricas Cap* €

han de acordo com as seguintes equagdes C, = (a*? + b*3)Y2 e hy, = arctan(b*/a*). Cab™

(croma) é um atributo quantitativo que define a intensidade ou saturagédo da cor, enquanto que
han € 0 &ngulo de tom que define qualitativamente a tonalidade da cor (Clydesdale e Ahmed,
1978; Sant'anna et al., 2013).
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2.4.2.2 Cinética de degradacéo de antocianinas monomericas durante a estocagem

A estabilidade das antocianinas monoméricas durante o armazenamento foi estudada a
—18 e 5 °C durante 60 dias. A mudanc¢a na concentracdo das antocianinas monoméricas no
extrato concentrado de casca de uva foi monitorada através do estudo da cinética da reacdo de
degradacdo. Trabalhos anteriores (Kirca et al., 2006; Wang e Xu, 2007; Hernandez-Herrero e
Frutos, 2014; Wang et al., 2015) mostraram que a degradacdo das antocianinas em sucos e
concentrados de frutas costuma seguir uma cinética de primeira ordem segundo a equacao

dc
dt
onde C representa a concentracdo de antocianinas monomeéricas, k é a constante da velocidade

da reacédo e t € o tempo em dias. Nas cinéticas de primeira ordem, a concentracdo decresce de
maneira exponencial com o tempo, e essa tendéncia pode ser representada como

InC/c = ke,

—kC,

onde Co é a concentracgdo inicial de antocianinas monoméricas.

Para o célculo da constante da velocidade da reacdo, a variacdo de In C/C0 em funcéo

do tempo foi representada graficamente (linea reta). A equacdo da curva foi obtida aplicando
uma analise de regressao linear, onde k é igual ao valor modular da inclinacéo da reta. Uma vez
obtido o valor de k, foi determinado o tempo de meia-vida (t, /,) das antocianinas monoméricas
do extrato como o tempo no qual a concentracdo dos pigmentos presentes no extrato
concentrado de casca de uva caiu pela metade. Conforme o modelo da cinética de primeira
ordem, o valor de t, , foi calculado como

In2
2 =T

2.5 Atividade antimicrobiana in vitro
2.5.1 Microrganismos e condicdes de cultivo

A atividade antimicrobiana in vitro do extrato liquido concentrado de casca de uva foi
avaliada contra a bactéria Gram positiva, Staphylococcus aureus ATCC 33591 e as bactérias
Gram negativas, Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 e
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis ATCC 13076. Todas foram
armazenadas em agar tryptona de soja (TSA) a 4 °C, resuspensas em caldo de infusdo cérebro
e coragdo (Brain and Heart Infusion - BHI) e incubadas a 37 °C por 18h.

2.5.2 Agentes antimicrobianos

Foram testados o extrato liquido concentrado de casca de uva (sem etanol) e varias
solugdes hidroetanolicas do extrato, preparadas no momento do teste, por diluicdo em etanol
absoluto 99,5% (Merck®, Alemanha) até concentragdo final 5, 10, 25 e 50% (v/v).

2.5.3 Teste de difusédo em pogos

O teste de difusdo em pocos (Harris et al., 1989) foi utilizado para determinar
qualitativamente a atividade antimicrobiana. Cada solugéo testada foi depositada em pogos (6
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mm) em agar TSBA (caldo triptona de soja com 1% de agar) (OXOID®, Oxoid, Hampshire,
UK) inoculado com uma suspenséo de 10> UFC/mL de cada microrganismo. Os pogos foram
preenchidos com 100 uL do extrato concentrado e de cada dilui¢do. O etanol absoluto 99,5%
(Merck®, Alemanha) foi usado como controle. O halo de inibigo foi observado apds incubagio
a 37 °C durante 24 horas. Foi definido como resultado positivo a formacédo de halos de inibigédo
> 9 mm de diametro ao redor dos pogos, indicando a presenga de substancias ou grupo de
substancias com propriedades antimicrobianas no extrato testado (Oliveira et al., 2013).

2.6 Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados reportados como média
+ desvio padréo. Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) para avaliar a
influéncia da temperatura e o tempo de estocagem nos parametros da cor do extrato. Foram
realizados os testes de Tukey e t de Student para comparacgdo entre as médias. A andlise de
variancia (ANOVA) e o teste Tukey foram usados para avaliar a atividade antimicrobiana do
extrato contra diferentes bactérias patogénicas. Todas as analises foram realizadas usando o
programa Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, EUA). As diferencas foram consideradas
significativas ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao do extrato liquido concentrado de casca de uva

A Tabela 1 lista algumas caracteristicas fisico-quimicas do extrato obtido nas condi¢des
de extracdo selecionadas. Por se tratar de um extrato liquido, o teor de umidade do extrato foi
elevado como esperado (93,5%). Carvalho (2017) reportaram teores de umidade similares
(97,4%) para um extrato liquido concentrado de jucara obtido por extracdo com solucdo 50%
agual/etanol com é&cido citrico. Nesse mesmo estudo, o teor de cinzas do extrato liquido
concentrado de jucara foi de 0,09%, valor menor que o reportado para o extrato de casca de uva
(0,14%) no presente trabalho. De acordo com a literatura, teor de cinzas é referente ao teor de
minerais nos frutos, por exemplo, o teor de cinzas nas cascas de uvas € de 2% a 8% (Spigno et
al., 2017), o que poderia justificar que a concentracdo desse componente seja menor no extrato
liquido obtido a partir do bagaco de uva, devido a sua migracdo para o vinho durante a
vinificacéo.

O teor de solidos soltveis (°Brix) no extrato liquido foi de 13,19%. O teor de solidos
soluveis esté relacionado com o teor de agucares solUveis totais das uvas, que no processo de
vinificacdo séo convertidos em etanol pela acdo das leveduras durante a fermentagdo do mosto.
Por outro lado, a acidez total foi expressa em fungéo do &cido tartarico, que é o acido majoritario
nas uvas, vinhos e subprodutos da vinificacdo. A acidez total do extrato foi de 4,62 g de acido
tartarico.100 mL™. Ribeiro et al. (2018) reportaram que a acidez é influenciada pela variedade
de uva, condicdes de cultivo e também pelos diferentes processos de vinificagio utilizados. E
importante salientar que, neste estudo, para extracdo a partir das cascas do bagaco de uva foi
adicionado &cido citrico, o qual contribui para a elevada acidez total e o baixo pH (2,91)
encontrados no extrato. A densidade do extrato a 20 °C (1 g.mL™), préxima a densidade da
agua (0,99 g.mL™) na mesma temperatura, o que pode indicar que, apesar de que uma pequena
quantidade de etanol fica na solucdo quando se realiza um Unico estagio de concentracdo, a
maior parte do etanol foi evaporado e obteve-se um extrato que poderia ser usado em alimentos.
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As caracteristicas do extrato dependem das caracteristicas do bagaco utilizado como
matéria prima, que por sua vez, depende tanto da variedade das uvas quanto das técnicas de
vinificacdo a que foram submetidas para a elaboracdo do vinho (Ky et al., 2014; Ribeiro et al.,
2018). Em particular, o teor de compostos bioativos e a capacidade antioxidante dos extratos
variam entre os estudos publicados na literatura e dependem de diferentes fatores como a fracéo
do subproduto avaliada (bagaco integral, cascas, sementes), método de extracdo utilizado, razdo
solido/liquido, solventes, acidificacdo da solucdo de extracdo, temperatura e tempo da extracéo.

A cor constitui a primeira caracteristica sensorial que os consumidores apreciam nos
alimentos, sendo relacionada ao sabor e a0 mesmo tempo constitui uma estimativa da qualidade
global do alimento (Pathare et al., 2013). Como ilustra a Tabela 1, o valor obtido para o
parametro L* foi bastante baixo (26,31 = 0,12), o que significa que o extrato apresentou uma
cor muito escura. Valores de L* similares foram reportados por Figueiredo-Gonzélez et al.
(2013) em vinho naturalmente doce (26,2 = 0,06) e vinho base seco (29,0 £ 0,17) a partir desta
mesma variedade. Os autores atribuiram esse resultado a degradacdo de antocianinas
monomeéricas durante a elaboracéo do vinho.

Tabela 1 Caracteristicas fisico-quimicas, teor de compostos bioativos e atividade antioxidante
do extrato liquido concentrado de casca de uva

Parametros Resultados
Umidade (g/100 g extrato) 93,50 £ 0,01
Cinzas (g/100 g extrato) 0,14 £ 0,00
294 SST (°Brix) 13,19+ 0,71
b AT (g 4cido tartarico/100 mL extrato) 4,62 £ 0,10
pH 2,91 +£0,02
Densidade a 20 °C (g/mL extrato) 1,00 + 0,003
¢AM (mg Mv-3-O-glc/L extrato) 270,02 £ 8,66
dCFT (mg EAGI/L extrato) 4801,80 + 169,96
¢ ORAC (umol Trolox/L extrato) 36982,01 + 798,54
"TABTS®" (umol Trolox/L extrato) 23905,19 + 1819,28
9" 26,31 +0,12
ha" 2,25+ 0,05
Cor b —0,32+0,01
Icry 2,27 +0,05
“Nab 352,05 + 0,34

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3).

204SST: Solidos sollveis totais; ° AT: Acidez total

¢ AM: Antocianinas monoméricas, Mv3gl: malvidina-3-O-glicosideo.
dCFT : Compostos fendlicos totais, EAG: equivalentes ao acido galico.
¢ ORAC: Capacidade de absorbancia do radical oxigénio.

fABTS*": Atividade sequestradora do radical cati6nico.

91L*: Luminosidade (L* = 0 preto e L* = 100 branco)

ha*: (+a* = vermelho e —a* = verde); ' b*: (+b* = amarelo e —b* = azul)
I ¢, Croma ou saturagio da cor; ¥ha: Angulo de tom
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O valor positivo de a* (2,25 + 0,05), negativo de b* (—0,32 £ 0,01) e o elevado valor de
hap (352,05 + 0,34, proximo a 360°) sugerem que a cor do extrato se encontra no 1V quadrante
do espaco de cor e, portanto, apresenta uma tonalidade roxa avermelhada escura. Por outro lado,
0 baixo valor obtido para o parametro C;;, (2,27 £ 0,05) sugere que a cor do extrato é opaca ou
sem brilho. Wyler et al. (2007) encontraram resultados similares ao caracterizar, por analise
sensorial, um vinho elaborado a partir de uvas da cultivar Alicante Bouschet, também cultivada
nas condi¢cBes do clima tropical semiérido do Vale do Submédio do Séo Francisco. Os
avaliadores caracterizaram o vinho como vermelho-violeta, intenso e opaco.

Segundo Castillo-Mufioz et al. (2009), a intensa cor vermelho-violeta dos vinhos jovens
elaborados a partir da variedade Garnacha Tintoreira estd muito relacionada com a sua
composic¢do, principalmente a presenca e concentra¢do das diferentes antocianinas. Também
podem ocorrer reacdes de co-pigmentacdo entre as antocianinas e também com outros
compostos fendlicos como os flavonois e os acidos hidroxicindmicos dando lugar a outros
pigmentos responsaveis pela intensidade da cor dos vinhos tintos jovens desta cultivar. Da
mesma forma, a concentracdo e os tipos de antocianinas e as possiveis reacdes com outros
compostos fendlicos presentes influenciam na expressédo da cor do extrato liquido concentrado
de casca de uva.

3.2 ldentificacdo e quantificacdo das antocianinas monomeéricas por CLAE-DAD

Dentre os compostos fenolicos, as antocianinas sdo os principais polifendis presentes
nas uvas frescas inteiras. Nas variedades tintas como a Alicante Bouschet ou Garnacha
Tintoreira, as antocianinas podem estar presentes tanto na casca como na polpa e sdo
responsaveis pela cor vermelha das uvas e vinhos tintos (Castillo-Mufioz et al., 2009; Falginella
et al., 2012; Figueiredo-Gonzalez et al., 2013).

No extrato de casca de uva Alicante Bouschet foram identificadas as cinco antocianinas
monoglicosiladas como ilustra a Figura 1: delfinidina-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo e malvidina-3-O-glicosideo.
As substancias equivalentes aos picos 6 ao 22 e 25 ao 27 (Figura 1) também foram identificadas
como antocianinas por apresentar espectros de UV/Visivel caracteristicos destes pigmentos
(Amax= 520 nm), mas néo foi possivel a identificacdo individual devido & auséncia de padrdes
analiticos. As areas desses picos ndo foram quantificadas individualmente pois apresentaram
sinal com magnitude muito baixa e/ou baixa resolugdo, portanto suas areas foram somadas para
realizacdo da quantificacdo. Também foram detectados dois picos de elevada magnitude (picos
23 e 24), que apresentaram espectros UV-Vis caracteristicos de derivados acilados das
antocianinas peonidina e malvidina, respectivamente.

Para fins de comparacéo e tentativa de identificacdo desses picos, o extrato foi injetado
nas mesmas condic¢Bes cromatograficas que o metodo descrito por Figueiredo-Gonzélez et al.
(2014) (resultados ndo mostrados). Os resultados mostraram um perfil cromatografico similar
ao reportado previamente pelos autores, que examinaram o perfil de antocianinas em trés vinhos
tintos a partir da uva Garnacha Tintorera. As antocianinas correspondentes aos picos 23 e 24
também foram identificadas por Mazza (2017) mediante analise de espectrometria de massas
no extrato de bagaco de uva Syrah. A partir da comparagéo desses resultados com o perfil obtido
para 0 extrato de uva Alicante Bouschet, os picos 23 e 24 poderiam ser tentativamente
designados como: peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo e malvidina-3-O-(6-O-p-
cumaroil)-glicosideo. De acordo com os resultados obtidos por Ky et al. (2014), alguns dos
picos do 6 ao 22, poderiam corresponder a antocianinas aciladas com &cido aceético e &cido p-
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cumarico, que sdo menos extraidas das uvas para o vinho durante o processo de vinificagéo,
permanecendo retidas no bagago.
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Figura 1. Cromatograma a 520 nm mostrando as antocianinas detectadas extrato liquido
concentrado de casca de uva. (1) delfinidina-3-O-glicosideo, (2) cianidina-3-O-glicosideo, (3)
petunidina-3-O-glicosideo, (4) peonidina-3-O-glicosideo, (5) malvidina-3-O-glicosideo, (6-22)
Né&o identificadas, (23) peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, (24) malvidina-3-O-(6-O-
p-cumaroil)-glicosideo, (25-27) Nao identificadas.

A Tabela 2 lista a quantificacdo das antocianinas monoméricas presentes no extrato da
casca de uva Alicante Bouschet. O teor de antocianinas monomeéricas totais quantificado por
CLAE-DAD foi de 395,7 mg.L? de extrato concentrado de casca de uva. Este resultado foi
similar ao encontrado por Figueiredo-Gonzaélez et al. (2014) ao avaliar um vinho tinto a partir
da mesma variedade de uva (390 mg. L™). Isto sugere que o residuo (casca de uva e polpa
remanescente) utilizado para obtencdo do extrato possui uma elevada concentracdo de
antocianinas, devido a incompleta extracdo desses compostos durante a producdo do vinho.
Além disso, o0 uso de etanol como solvente facilitou a extracdo das antocianinas detectadas no
extrato. Tem sido relatado que a elevada concentracdo de antocianinas monomeéricas, na forma
do cétion flavilium, esté relacionada com a cor vermelha dos vinhos jovens (Torchio et al.,
2011; He et al., 2012; Figueiredo-Gonzalez et al., 2014; Tang et al., 2017), e também pode ser
responsavel pela cor dos extratos obtidos a partir dos residuos da vinificagéo.

As antocianinas mais abundantes no extrato foram as derivadas da malvidina,
representando 53,8% do total de antocianinas. A malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo
foi a principal antocianina (128,60 mg.L™? de extrato), seguida da malvidina-3-O-glicosideo
(84,30 mg.L™ de extrato). Os derivados da peonidina foram o segundo grupo de antocianinas
em maior concentragcdo, sendo 28,2% do total de antocianinas presentes no extrato. A
peonidina-3-O-glicosideo foi a terceira antocianina mais abundante (59,10 mg.L de extrato),
sequida da peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo (52,40 mg.L de extrato). As
antocianinas  monoglicosiladas  delfinidina-3-O-glicosideo,  cianidina-3-O-glicosideo,
petunidina-3-O-glicosideo representaram entre 0,25 e 0,60% do total de antocianinas
quantificadas. Resultados similares foram obtidos por Castillo-Mufioz et al. (2009), ao
estudarem o perfil de antocianinas monoméricas em uvas e vinhos da cultivar Garnacha
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Tintoreira. Os autores reportaram que os derivados da malvidina e da peonidina predominaram
nas cascas e que as polpas das uvas contém principalmente a peonidina-3-O-glicosideo. Por sua
vez, Figueiredo-Gonzélez et al. (2014) reportaram os derivados cumaroil-glicosidicos de
malvidina e peonidina como as antocianinas aciladas em maior concentragao presentes no vinho
jovem obtido a partir desta cultivar. Figueiredo-Gonzalez et al. (2012) também estudaram o
perfil de antocianinas por CLAE-DAD a partir de extratos da casca e polpa de trés variedades
de uva tinta (Mouraton, Gran Negro e Brancellao). As antocianinas encontradas em maior
concentracdo nas variedades Mouraton e Gran Negro também foram a malvidina-3-O-
glicosideo e a malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo, provavelmente devido ao fato de
que ambas procedem, como a Garnacha Tintorera, da cultivar tintoreira Petit Bouschet.

Tabela 2 Teores de antocianinas monomeéricas no extrato liquido concentrado de casca de uva

o Tempo de A max Concentracéo
Antocianinas x .
retencdo (min) (nm) (mg.L?)

Delfinidina-3-O-glicosideo 4,5 520,1 1,0+£0,0
Cianidina-3-O-glicosideo 6,0 521,4 2,4+0,0
Petunidina-3-O-glicosideo 7,1 522,6 22+0,0
Peonidina-3-O-glicosideo 10,0 516,5 59,1+2,1
Malvidina-3-O-glicosideo 11,7 526,2 843+27
> Picos 6 a0 22 61,5+0,4
Peonidina 3-O-(6-O-p-cumaroil)

o 25,7 526,2 524+1,7
glicosideo
Malvidina 3-O-(6-O-p-cumaroil)

. 26,4 533,6 128,6 £5,1
glicosideo
Y Picos 25 ao 27 42 +0,00
Total Antocianinas 395,7

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Identificagdo: comparacdo dos tempos de
retencéo e os espectros de absor¢do UV-VIS com padrdes analiticos disponiveis e por comparagdo com
dados da literatura. Picos 6 ao 22, picos 25 ao 27: ndo foram identificados individualmente por carecer
de padrdes analiticos, porém foram somados para a quantificacdo total. Quantificacdo: por curva de
calibragdo da malvidina—3-O—glicosideo (padré&o analitico puro)

Ky et al. (2014), ao comparar uvas frescas e a casca dos bagacos apos a vinificacdo de
diferentes variedades de uvas cultivadas na Francga, reportaram um aumento das antocianinas
p-coumariladas e uma diminui¢do das antocianinas acetiladas no bagaco. Esse fendmeno
também foi observado em um estudo anterior por Garcia-Beneytez et al. (2002). Os autores
acharam uma maior concentracdo de antocianinas coumariladas derivadas da malvidina e da
peonidina no bagaco em comparagao com as uvas frescas, porém uma menor concentracao no
vinho. As antocianinas p-coumariladas sdo extraidas das cascas das uvas durante o processo de
vinificacdo de forma mais lenta que as outras antocianinas aciladas, o que poderia explicar a
presenca de concentragdes similares nas cascas de uvas frescas e nas cascas dos bagacos (Ky et
al., 2014). Os resultados encontrados neste estudo concordam com esses resultados, pois as
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antocianinas aciladas derivadas da malvidina e da peonidina foram encontradas em maior
concentracdo no extrato obtido a partir das cascas do bagaco.

Outro estudo, realizado por Revilla et al. (2016), avaliou a composicao fendlica e a cor
de varios vinhos jovens elaborados a partir de uvas da cultivar Alicante Bouschet cultivadas na
Espanha. Os autores reportaram que a malvidina-3-O-glicosideo foi a antocianina mais
abundante nos vinhos estudados (43—54%), seguida da peonidina-3-O-glicosideo (18—31%).
Quanto as antocianinas aciladas, houve um predominio das antocianinas aciladas com acido-p-
cumarico (9—11%), principalmente as derivadas da malvidina-3-O-glicosideo, que foram
detectadas em maior concentracdo em todos os vinhos avaliados. Os autores concluiram que a
intensa cor dos vinhos desta cultivar estd associada a elevada concentracdo de antocianinas e
taninos. Estes ultimos participam em reacGes de copigmentacdo com as antocianinas
contribuindo para a intensidade da cor dos vinhos.

Recentemente, Favre et al. (2019) estudaram a extracdo das antocianinas das cascas de
uvas, dos vinhos e dos bagacos de diferentes variedades de uvas Vitis vinifera L. (Syrah,
Marselan e Tannat) cultivadas no Uruguai. Os autores reportaram que a extracdo dos pigmentos
depende do padrdo de substituicdo do anel B da antocianina e do perfil de acilagdo. As
antocianinas di-metoxiladas (ex. malvidina-3-O-glicosideo) foram encontradas em maior
concentragdo no bagaco e no vinho e em menor concentragdo nas cascas das uvas frescas, o que
indica que foram menos extraidas durante a vinificacdo, porém foram mais estaveis, uma vez
extraidas. Por outro lado, as antocianinas p-coumariladas foram pouco extraidas das uvas (19%)
para o vinho (5%) e permaneceram em maior propor¢cdo no bagaco (37%). Os autores
comprovaram que as antocianinas metoxiladas e aciladas que permanecem retidas no bagaco
sdo particularmente estaveis.

Os resultados obtidos estdo em concordancia com os estudos anteriores e sugerem que
0 extrato avaliado neste estudo, embora tenha sido obtido a partir de subprodutos da vinificacéo,
ainda contém as antocianinas referidas como marcadores para identificagdo da cultivar Alicante
Bouschet. Essas antocianinas parcialmente retidas no bagaco ap6s a vinificacdo, e sua interacdo
com outros compostos fenolicos presentes no bagaco, contribuem para as propriedades dos
extratos, principalmente em relacdo a cor e a estabilidade, de forma similar ao que acontece
com os vinhos.

3.3 Identificacdo e quantificacdo de acidos fenolicos e flavandis por CLAE-DAD

As Figuras 2 e 3 apresentam os cromatogramas dos &cidos fendlicos e flavandis
presentes no extrato liquido concentrado de casca de uva, obtidos a 270 nm e 370 nm,
respectivamente. A comparagdo com os tempos de retencéo e os espectros UV-Vis de padroes
comerciais disponiveis possibilitou a identificacdo e quantificacdo de sete compostos fendlicos,
apresentados na Tabela 3. Dentre os cinco acidos fendlicos identificados, o &cido vanilico foi
encontrado em maior concentragdo (44,57 mg.L ™) no extrato de casca de uva. O 4cido galico
(11,80 mg.L™h) e o 4cido siringico (11,60 mg.L™) apresentaram concentracdes similares no
extrato. Por outro lado, o 4cido protocatecuico (5,77 mg.L™) e o 4cido elagico (2,00 mg.L™?)
foram detectados em baixas concentraces.

Os flavandis identificados no extrato foram a (+)-catequina (38,80 mg.L?) e a
(—)-epicatequina (23,87 mg.LY). Concentragdes similares desses mondmeros foram
quantificadas por Figueiredo-Gonzélez et al. (2014) em vinho de base jovem a partir da mesma
variedade de uva. Esses autores também detectaram, em baixas concentracfes, outro grupo de
compostos no vinho jovem, os flavonois. Estes compostos ndo foram detectados no extrato
concentrado de casca de uva, o que pode ser devido ao fato de participarem em reacGes de co-
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pigmentacdo com as antocianinas formando outros compostos (Boulton, 2001). Esses novos
pigmentos contribuem para a intensa cor dos vinhos (Castillo-Mufoz et al., 2009) e também
poderiam estar presentes no extrato concentrado.

A anélise por CLAE-DAD revelou que, embora uma parte dos compostos fendlicos
sejam extraidos das uvas frescas para 0 vinho durante o processo de vinificacéo, o extrato obtido
a partir da casca do bagaco de uva ainda contém quantidades apreciaveis de antocianinas, acidos
fenolicos e flavandis, que ficaram retidos no bagaco. Estes resultados estdo de acordo com 0s
obtidos por Ky et al. (2014) ao estudar os compostos fendlicos das uvas frescas e dos
subprodutos da vinificacdo da cv. Alicante Bouschet cultivadas no Vale do R6dano na Franca.
As similaridades entre esses estudos permitem concluir que embora a cv. Alicante Bouschet
seja de origem francesa, tem sido bem adaptada as condic¢des do clima semiarido do nordeste
do Brasil e mantém, de forma geral, o seu perfil fendlico caracteristico.
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Figura 3 Cromatograma da fracdo de acidos fenolicos e flavandis do extrato liquido
concentrado de casca de uva, em 370 nm. (1) acido elagico
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Tabela 3 Acidos fendlicos e flavandis identificados no extrato liquido concentrado de casca de
uva

Composto fendlico Tempo de retencdo (min) A max (nm) Concentragdo (mg.L™?)
Acidos fenolicos

Acido galico 2,3 270,3 11,8 +0,2
Acido protocatecuico 4,0 2941 58+0,2
Acido vanilico 9,6 260,8 446+1,8
Acido siringico 10,7 273,8 11,6 +0,1
Acido elagico 16,7 364,4 20+0,1
Total Acidos fendlicos 75,7
Flavandis

(+)-Catequina 9,2 278,6 38,8+29
(-)-Epicatequina 11,3 278,6 239+20
Total Flavanois 62,7

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3). ldentificacdo: comparacdo dos tempos de
retencdo e os espectros de absorcao UV-VIS com padrdes analiticos puros e por comparacéo com dados
da literatura. Quantificacdo: baseada em curvas de calibracdo a partir de padrdes analiticos puros

3.4 Estabilidade do extrato liquido concentrado de casca de uva
3.4.1 Estabilidade térmica. Andlise termogravimétrica.

A determinacdo da estabilidade térmica do extrato € de grande importancia pois fornece
informacdo que pode ser Gtil na definicdo da temperatura de extracdo ou de outro processamento
térmico que possa ser posteriormente aplicado ao extrato. Essa analise tem sido utilizada para
estudar as temperaturas ou faixas de temperaturas caracteristicas (por exemplo: ponto de fuséo,
dissociacdo e decomposicdo) dos componentes de matrizes alimentares como filmes
comestiveis adicionados de extratos de bagaco de uva (Cerruti et al., 2011; Gutiérrez et al.,
2018).

A curva termogravimétrica (TG) e a curva termogravimétrica da primeira derivada
(DTG) (Figura 4) indicaram dois picos muito pequenos a 78 °C que representam provavelmente
as perdas de massa associadas a evaporacao do etanol remanescente do extrato. Posteriormente,
0 extrato apresentou perdas de massa de 4 e 11% (em relagdo a massa inicial do extrato) nas
temperaturas de 98 °C e 125 °C, respectivamente. Essas perdas de massa estdo provavelmente
associadas com a evaporacao da dgua (ponto de ebuli¢do da agua, 100 °C) e também sinalizam
a presenca do acido citrico na mistura etanol/agua. Os solutos ocasionam o aumento das forgas
intermoleculares e diminuem a presséo de vapor da solucdo o que resulta no aumento da
temperatura de ebulicdo da solugdo. Posteriormente, se observa outro pico bem definido e de
grande intensidade a 152 °C indicando uma perda da massa de 31%, que poderia estar associada
ao ponto de fusdo do &cido citrico (153 °C). Finalmente, observa-se uma perda de massa de
91% na temperatura de 191 °C, que se relaciona com a degradacéo do &cido citrico, deixando
uma massa final residual de 9%. Esses resultados sdo concordantes com Apelblat (2014) que
relatou que durante o aquecimento rapido, o acido citrico atinge o ponto de fusdo a 153 °C e
sua decomposicdo acontece em temperaturas acima de 175 °C.
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Figura 4 Curva termogravimétrica (TG) (linha ponteada) e curva termogravimétrica da
primeira derivada (DTG) do extrato liquido concentrado de casca de uva

Esse comportamento foi observado também por Gutiérrez et al. (2018), ao estudarem a
degradacdo térmica do extrato de bagaco de uva adicionado como aditivo em filmes comestiveis
preparados a base de amido de tubérculos de guinea arrowroot (Calathea allouia). Os autores
também reportaram perdas de massa a 192 °C e 198 °C no extrato de bagaco de uva e na farinha
de bagaco de uva, respectivamente. Esses picos foram relacionados a degradacdo térmica do
acido citrico naturalmente presente nestes subprodutos. Foi observado que a intensidade dos
picos correspondeu com a concentracdo do acido citrico presente.

Teixeira-Neto et al. (2009) avaliaram por andlise termogravimétrica um extrato de acai
e reportaram perdas de massa em temperaturas similares as reportadas neste estudo para o
extrato concentrado de casca de uva. Os autores relacionaram as perdas de massa na faixa de
100 a 300 °C com a decomposi¢do das antocianinas do extrato de acai.

Os resultados da anélise termogravimeétrica mostram que o tratamento térmico afeta a
estabilidade dos componentes do extrato concentrado de casca de uva, indicando que 125 °C
seria a maxima temperatura admitida para o processamento térmico em relacdo a estabilidade
do &cido citrico e também para evitar a degradacdo de antocianinas. A preservacdo da
estabilidade do &cido citrico no extrato € importante visto que foi adicionado com o objetivo de
manter a estabilidade das antocianinas tanto durante a extragdo a partir da casca de uva quanto
durante a estocagem e na posterior aplicacdo do extrato como corante alimentar.

Porém, vérios estudos de extracdo de antocianinas e outros compostos fendlicos a partir
do bagaco de uva tém demonstrado que as temperaturas elevadas, embora aumentem a
eficiéncia da extracdo destas moléculas a partir da matriz, comprometem a sua estabilidade e
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consequentemente a concentracgdo final destes compostos bioativos no extrato. Segundo Cacace
e Mazza (2003) as temperaturas de extracdo na faixa de 55—75 °C podem afetar a estabilidade
de compostos fenolicos e antocianinas. Por outro lado, Coelho (2011), ao avaliar a degradacéo
térmica de extratos aquosos da uva finas de mesa da cv. Brasil (clone da cv. Italia) mediante
analise termogravimétrica, indicou 85 °C, como a temperatura limite superior para a extracao.

Comportamentos similares aos que acontecem nas temperaturas de extracdo podem
ocorrer nos tratamentos térmicos usualmente aplicados na inddstria alimentar em relacdo a
degradacéo das antocianinas. Amendola et al. (2010) estudaram a estabilidade de um extrato
hidroetandlico obtido a partir do bagaco de uvas tintas cv. Barbera, mediante a simulacao de
um processo de esterilizacdo. Os autores observaram uma diminuic¢do na absorbancia a 520 nm
apos colocar os extratos (pH 3) em autoclave a 121 °C durante 15 minutos, que esta relacionada
com a redugdo do teor de antocianinas monomeéricas, pois nesse pH predomina a forma
vermelha do céation flavilium que € mais termossensivel que as outras formas das antocianinas
presentes nos extratos com pH maiores. As condic¢des desse estudo (121 °C, pH 3), que séo
muito proximas a temperatura indicada como limite para estabilidade, segundo a analise
termogravimétrica no presente estudo (125 °C, pH 2,91), poderiam indicar que nessa
temperatura pode acontecer degradacdo de antocianinas comprometendo a estabilidade do
extrato.

A composicao e estrutura das antocianinas do alimento, especificamente o padrdo de
substituicdo no anel B da molécula da antocianina, as interagdes entre 0os componentes da matriz
alimentar e os parametros de processo usados no tratamento térmico sao alguns dos fatores que
mais influenciam a estabilidade das antocianinas. Hartmann et al. (2008) reportaram perdas de
21% da concentracéo inicial de antocianinas durante a pasteurizacdo (85 °C durante 15 minutos)
do suco de morango, porém com um tratamento menos severo (85 °C durante 5 segundos), a
perda de antocianinas foi de 9%.

A remocdo dos copigmentos durante a clarificacdo do suco de cenoura preta afetou a
estabilidade das antocianinas, resultando em um 16% de perda das antocianinas totais enquanto
gue no suco sem clarificar, a concentracdo de antocianinas foi somente 2% menor que a
concentracgdo inicial (Tiirky1lmaz et al., 2012). Por outro lado, White et al. (2011) ao avaliar a
estabilidade do suco de cranberry, reportaram que a pasteurizacdo (90°C, pH 2,5) quase ndo
afetou a concentracdo de antocianinas e afirmaram que o baixo pH teve marcada influencia
neste comportamento. Isto poderia sugerir que, no presente estudo, as antocianinas presentes
poderiam manter a sua estabilidade sob tratamento a elevadas temperaturas devido ao pH baixo
do extrato de casca de uva. Porém, estudos posteriores precisam ser realizados para avaliar a
temperatura e 0 tempo mAaximos aos quais 0 extrato poderia ser submetido em posteriores
aplicacbes como corante em alimentos. Na avaliagdo devem considerar-se a estrutura das
antocianinas presentes e as possiveis interacdes com 0s componentes da matriz onde o extrato
seja adicionado.

3.5 Efeito da temperatura e do tempo de armazenamento na cor do extrato

A cor tem um papel importante na aceitabilidade dos alimentos pelos consumidores. As
antocianinas sao responsaveis pelas cores atrativas exibidas pelos frutos como a uva e seus
derivados. Foram observados valores bastante baixos de L* (Tabela 4) tanto em temperaturas
de congelamento (25,96—26,83) quanto em temperaturas de refrigeracao (25,54—26,65) durante
0 tempo avaliado, o que significa que, de forma geral, o extrato concentrado apresentou uma
cor muito escura desde o tempo zero até o final da estocagem. Para todos os parametros de cor
foram observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as temperaturas avaliadas no mesmo
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tempo, com excecdo do tempo 15 dias. Neste tempo, embora tenha acontecido um ligeiro
incremento nos parametros a* e C,;, no extrato armazenado a 5 °C, ndo foram observadas
diferengas significativas (p > 0,05) para as leituras dos parametros L*, b* e hap entre os extratos
armazenados tanto a —18 °C quanto a 5 °C, o que indica que o extrato manteve a mesma
tonalidade da cor roxa avermelhada opaca e escura durante todo o tempo de armazenamento.

Tabela 4 Parametros de cor para o extrato liquido concentrado de casca de uva no tempo inicial
e durante 60 dias de estocagem a—-18 °Ce 5 °C

Coordenadas de cor

Tempo (dias) T (°C)
L* a* b* Coh hab

-18  A26,31+0,12° A225+0,05¢ A-0,32+0,012% A227+0,05¢ A352,05+0,34"
° 5 A26,31+0,12° A225+0,05* A-0,32+0,01% A227+0,05% A35205+0,34¢

-18  A2655+0,02¢ A191+0,05% A-0,09+002¢ A191+0,05% A357,44+0,69¢1
! 5 B2629+0,04° B214+0,07% B-0,16+0,05° B215+0,072 B35576+1,131

-18  A26,63+001°¢ A188+0042 A-0,08+002¢ A188+0,042 A357,75+0,50¢1
o 5 A26,62+001° B216+0,02% A-0,08+0,03° B216+0,02%® A357,89+0,88¢

-18 A2596+005% A184+0,03% A-0,15+001° A185+0,038 A35524+041°
% 5 B2554+0,03% B249+0,069 B0,13+0,03°¢ B2,5+0,06¢ B3,02+0,502

-18  A26,38+0,01° A204+004" A-0,15+0,03° A205+004> A35563+0,78°¢
* 5 B2665+0,17° B232+0,04¢ B0,14+0,03°¢ B232+0,03¢ B3,38+0,752

-18  A26,83+0,079 A225+0,06¢ A0,15+0,02¢ A225+0,07¢ A373+0/55%2
» 5 B2570+0,382 B205+006% B027+0,09¢ B2,07+0,06°2 B7,52+255"

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 4). Letras mindsculas diferentes na mesma coluna
indicam diferencas significativas entre os tempos na mesma temperatura de acordo com o teste Tukey
(p < 0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre as
temperaturas no mesmo tempo de acordo com o teste t de Student para amostras ndo pareadas (p < 0,05)

Para melhor compreender o comportamento da cor como uma medida tridimensional,
0s dados das coordenadas a* e b* foram plotados para se encontrar o angulo de tom ou
tonalidade observada no extrato durante a estocagem. A Figura 5 ilustra a distribuicdo da cor
do extrato nos eixos coordenados perpendiculares a* e b* na esfera de cor CIELab para os
diferentes tempos e temperaturas de armazenamento. Desde o inicio do estudo até os 45 dias de
armazenamento em congelamento e também durante os primeiros 15 dias sob temperaturas de
refrigeracdo foram obtidos valores positivos de a* (1,84-2,25, na regido vermelha do espago
de cor), negativos de b* (—0,32 a —0,08, na regido azul na esfera de cor) e elevados valores de
hap (352,05-357,89, proximos a 360°) (Tabela 4). Estes resultados permitem localizar a cor do
extrato concentrado no IV quadrante do espaco de cor que apresenta uma tonalidade roxa
avermelhada escura (Voss, 1992; Sant'anna et al., 2013). Valores similares aos obtidos no
extrato concentrado no tempo inicial do estudo de estocagem, foram reportados em uvas frescas
da cultivar Pinot noir que também tem a casca intensamente colorida, sendo L* (31,24), a*
(3,25), b* (-0,01), C;, (3,25) e hap (359,85) (Ferreira et al., 2017).
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Figura 5 (a) Extrato liquido concentrado de casca de uva no tempo inicial do estudo de
estabilidade. Fonte: Sidney Pacheco. (b) Espaco de cor CIELab (Fonte: modificado de
www.linocolor.com). (c) Distribuicdo da cor do extrato durante a estocagem baseada nas
coordenadas CIELab: (e) Refrigeragdo/roxo escuro, (o) Refrigeragdo/vermelho escuro, (A)
Congelamento/roxo escuro, (A) Congelamento/vermelho escuro

A partir dos 30 dias de armazenamento sob refrigeracdo e também aos 60 dias sob
congelamento, foram observados valores positivos do parametro b* (0,13-0,27) e baixos
valores de hab (3,02-7,52 proximos a 0°) (Tabela 4), que contribuiram para uma mudanga na
tonalidade do extrato para vermelha escura (I quadrante no espaco de cor).

N&o foram observadas diferencas significativas nos valores de a* (p > 0,05) entre o
inicio e o final da estocagem —18 °C, o que pode indicar que mudancas no parametro b* (na
regido azul do espago de cor) exercem uma maior influéncia na tonalidade do extrato
armazenado em congelamento.

Por outro lado, os baixos valores do parametro C;;, (proximos ao centro no espago de
cor), obtidos para o extrato armazenado tanto em temperaturas de congelamento quanto em
temperaturas de refrigeracdo, sugerem que a cor do extrato se manteve opaca durante o tempo
de estocagem avaliado. Para esse parametro nao foram observadas diferencas significativas (p
> 0,05) entre o tempo inicial e final da estocagem a —18 °C. Em geral, os resultados indicam
que a cor do extrato apresentou maior estabilidade durante o armazenamento em congelamento.

A tonalidade do extrato esta relacionada com o conteido de antocianinas, pois esses
compostos tém sido reconhecidos como 0s principais contribuintes para a variagdo da cor nos
diferentes cultivares de uvas (Liang et al., 2011). A cor das antocianinas monoméricas depende
do namero de grupos hidroxila e metoxila presentes na sua estrutura: a presenca de mais grupos
hidroxila produz cores roxas e azuis, enquanto que a cor vermelha é caracteristica das
antocianinas com mais grupos metoxila (Fournier-Level et al., 2011).

Os resultados encontrados neste estudo estdo em concordancia com os reportados por
Han e Xu (2015), que comprovaram que a presenca de grupos metoxila substituintes no anel B
da molécula da antocianina contribuem para as cores mais escuras exibidas pelas antocianinas
em solucéo hidroalcodlica (12% etanol, pH 3,5). Os autores observaram baixos valores de L*,
valores positivos de a* (maior intensidade da cor vermelha), valores negativos de b* e valores
de hab que denotam maior intensidade da cor azul, principalmente nas solugdes das antocianinas
malvidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo. A tonalidade azul (hab) exibida pela
solucéo de malvidina-3-O-glicosideo (dois grupos metoxila no anel B) foi mais intensa que para
a peonidina-3-O-glicosideo (um grupo metoxila no anel B). No entanto, o valor do C,, foi
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menor para a malvidina-3-O-glicosideo em comparacdo a peonidina-3-O-glicosideo, o que
indica que a cor da primeira foi mais brilhante.

Assim, no extrato de casca de uva foi encontrada uma maior concentracdo das
antocianinas monoglicosiladas malvidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo e suas
derivadas aciladas que possuem dois grupos metoxila e um grupo metoxila, respectivamente,
além do grupo hidroxila na sua estrutura. Estes grupos podem ser 0s principais responsaveis
pela tonalidade roxa percebida na cor do extrato junto com a contribuicdo das outras
antocianinas  monoglicosiladas  (delfinidina-3-O-glicosideo,  cianidina-3-O-glicosideo,
petunidina-3-O-glicosideo) encontradas em menor concentracdo. Quanto ao grau de
metoxilacdo, tanto os derivados da malvidina quanto os da peonidina possuem dois e um grupo
metoxila na sua estrutura, respectivamente, os quais contribuem para a tonalidade avermelhada
observada no extrato. De acordo com He et al. (2012), a proporcdo e concentracdo das
antocianinas monoméricas conferem uma tonalidade vermelho-violeta tanto as uvas quanto aos
vinhos jovens.

A cor das antocianinas em meio aquoso é influenciada também pelo pH. O extrato de
casca de uva possui um pH baixo (pH = 2,91), onde a forma catiénica (cation flavilium) de cor
vermelha pode estar em equilibrio com a base anidra quinoidal de cor azul devido ao fato de
que quando o pH aumenta acima de 2, acontece uma rapida desprotonacdo que conduz a
formacédo da base anidra quinoidal. Nessas condicdes existe um balanco entre as cores vermelha
e roxa (Brouillard et al., 1978), o que poderia estar contribuindo para a cor roxa avermelhada
do extrato. Chris Somers e Evans (1979) atribuiram a cor roxa escura dos sucos de uvas
vermelhas obtidas por prensagem a quente aos complexos formados por reacdes entre o cation
flavilium e a base quinoidal, juntamente com outros compostos. Por outro lado, na vinificacao,
uma vez que se produz o etanol como resultado da fermentagcdo do mosto, a cor muda para
vermelho brilhante, devido a ruptura das ligacGes formadas por copigmentacdo com outros
compostos fendlicos (Ribereau-Gayon et al., 2006).

Liang et al. (2011) estudaram 78 cultivares de uvas, estabelecendo a relagdo entre a
composicdo de antocianinas e 0s parametros da cor. Os autores relataram que o teor de
antocianinas aumentou a medida que a casca das uvas apresentou a cor mais escura. Nas
cultivares que apresentaram cores mais escuras (vermelho-preta, vermelho-violeta escuro e
azul-preto), as antocianinas mais abundantes foram o0s derivados da malvidina
(monoglicosiladas e aciladas), representando 50% do total de antocianinas. Estes resultados sdo
concordantes com os obtidos neste estudo, onde os derivados da malvidina contribuem para
53,8% do total de antocianinas presentes no extrato obtido a partir da cultivar Alicante
Bouschet, reconhecida pela intensa coloracéo da casca e polpa das uvas.

Segundo Ribereau-Gayon et al. (2006), as antocianinas aciladas derivadas da malvidina
(ex. malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo) sdo moléculas mais resistentes a oxidagéo,
conferindo maior estabilidade ao vinho. Dessa forma, a elevada concentracdo desta antocianina
acilada no extrato de casca de uva poderia contribuir para a maior estabilidade deste extrato.

Nas antocianinas aciladas, a estabilizacdo da cor deve-se a interacBes hidrofobicas que
ocorrem entre o grupo acila e o anel pirrélico da antocianina. Essas interacdes podem acontecer
também entre o anel pirrdlico e a molécula de outro composto fendlico que esteja atuando como
co-pigmento, fazendo com que o céation flavilium seja menos reativo diante da molécula de agua
(Markakis, 2012). A acilagdo com &cidos hidroxicindmicos como o0 &cido p-cumarico ndo so
protege as antocianinas contra a perda de cor, rapida e irreversivel provocada pela adigédo de
agua, mas também contra a lenta e irreversivel perda de cor devido a degradacéo quimica, que
leva a clivagem do anel C (Moloney et al., 2018).
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A presenca e elevada concentracdo destes tipos de antocianinas monomeéricas
(malvidina-3-O-glicosidio e peonidina-3-O-glicosidio e suas derivadas aciladas) poderia
contribuir para a tonalidade vermelho-violeta percebida no extrato concentrado de casca de uva,
que se manteve estavel até os 45 dias de armazenamento a —18 °C e durante 15 diasa 5 °C. O
fato de que esses tipos de antocianinas sejam as mais estaveis poderia sugerir que, embora tenha
acontecido uma mudanca de cor, predomina a tonalidade vermelha escura, que favoreceria a
sua utilizacdo como corante natural em alimentos.

3.6 Degradacao de antocianinas monoméricas durante a estocagem

As antocianinas sdo pigmentos relativamente instaveis, sendo que sua maior
estabilidade ocorre sob condigdes acidas. As reactes de degradacdo dessas moléculas comegam
quando extraidas dos tecidos vegetais, e também durante o processamento e armazenamento
dos alimentos. A estabilidade desses compostos € altamente variavel e depende principalmente
da propria estrutura (os grupos substituintes na aglicona), que também influencia nas
caracteristicas da cor (Schwartz et al., 2010).

Para avaliar o efeito do tempo de estocagem, a —18 °C e 5 °C, na degradacdo das
antocianinas monoméricas presentes no extrato liquido concentrado de casca de uva foram
testados 0os modelos cinéticos de ordem zero, primeira e segunda ordem (resultados nédo
mostrados). De acordo com os resultados, o modelo de primeira ordem descreveu
satisfatoriamente a reacdo de degradacdo das antocianinas monomeéricas presentes no extrato
de casca de uva armazenado a —18 °C em fun¢ado do tempo. A tendéncia descrita pelo grafico
(Figura 6) indica que a concentracdo das antocianinas monoméricas decresce de maneira
exponencial com o tempo durante a estocagem sob temperatura de congelamento. Para a
estocagem sob refrigeracdo (5 °C), apesar de que a representacao grafica (Figura 6) ndo mostra
dados organizados de forma perfeitamente linear, 0 modelo cinético de primeira ordem foi
selecionado como o modelo linear com melhor ajuste para estimar a degradacdo das
antocianinas segundo o coeficiente de determinagédo (R? = 0,8690), 0 mais proximo de 1 em
comparagdo com os modelos avaliados.

O valor modular da constante de reacdo k indica que a velocidade de degradacdo das
antocianinas monomeéricas foi mais de duas vezes maior a5 °C (k= 0,0069) que a —18 °C (k =
0,0029). Ainda que as baixas temperaturas de estocagem sejam usadas para retardar os
processos de degradacdo dos alimentos, os resultados permitem concluir que possiveis reacdes
de oxidacdo e de polimerizagcdo diminuiram o teor de antocianinas monoméricas no extrato.
Considerando as equacdes de regressdao obtidas, ao final de 60 dias da estocagem foram
observadas retencdes de 84% (—18 °C) e 0 66% (5 °C) da concentragdo inicial das antocianinas
monoméricas do extrato. O t; , (tempo em que a concentragao € igual a metade da concentragao
inicial) das antocianinas monomeéricas foi de 236,18 e 100,86 dias para as temperaturas de —18
°C e 5°C, respectivamente. Esses resultados permitem concluir que, como esperado, a
estocagem a —18 °C foi mais eficiente na conservacao do extrato de casca de uva.

Considerando as caracteristicas do extrato, como o seu pH &acido, e as baixas
temperaturas usadas na estocagem, a estabilidade deste extrato depende majoritariamente da
estrutura quimica e da concentragdo das antocianinas monomeéricas, que influenciam nas
caracteristicas da cor. Os grupos hidroxila sdo 0s mais sensiveis a oxidacao, principalmente os
adjacentes @ molécula na posigdo orto presentes, por exemplo, na cianidina-3-O-glicosideo e
na delfinidina-3-O-glicosideo (He et al., 2012). Estas antocianinas e também a petunidina-3-O-
glicosideo, que possui dois grupos hidroxila na sua estrutura, sdo mais reativas em meio aquoso
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e foram encontradas em menor concentracdo no extrato, portanto poderiam ser as primeiras a
sofrerem degradacdo durante a estocagem.
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Figura 6 Cinética de degradacdo das antocianinas monomeéricas no extrato de casca de uva a

pH 2,91 durante a estocagem a —18 °C (#) e 5 °C (m). Coe C: concentragdes de antocianinas
monomeéricas inicial e em cada tempo avaliado, respectivamente. Valores representados como
média + desvio padrao

Por outro lado, a malvidina-3-O-glicosideo e a peonidina-3-O-glicosideo possuem
grupos metoxilas que estabilizam a molécula, reduzindo a reatividade. A metoxilacdo também
incrementa a solubilidade em &gua e reforca as propriedades corantes destas antocianinas
(Fournier-Level et al., 2011). Isto poderia sugerir que a malvidina-3-O-glicosideo e a
peonidina-3-0-glicosideo sejam as antocianinas monoglicosiladas mais estaveis, cuja presenca
estejam contribuindo para a cor vermelha escura do extrato, ainda que em menores
concentracgdes, no final do tempo de estocagem.

Segundo He et al. (2012), a acilacdo também pode aumentar tanto a estabilidade quanto
a solubilidade das antocianinas. No presente estudo, as antocianinas monoaciladas com &cido-
p-cumarico (malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo e peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-
glicosideo) também poderiam contribuir para a estabilidade do extrato até o final da estocagem
levando em consideracao a elevada concentracéo deste tipo de antocianinas ao inicio do estudo.
Revilla et al. (2001) observaram um ligeiro incremento da concentracdo relativa da malvidina-
3-0-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo porém uma ligeira diminuicdo da concentracdo relativa da
malvidina-3-O-glicosideo durante a estocagem do vinho.

Tem sido reportado que, no vinho, as antocianinas monomeéricas sofrem degradagéo
durante a estocagem e se observa uma mudanca na tonalidade, pela formacgédo das antocianinas
poliméricas que ajudam a manter a cor vermelha do vinho (He et al., 2012). As reacfes de
condensacéo (auto-associacao) entre as antocianinas e as reacdes de copigmentacdo com outros
fendlicos resultam na formagao de outros pigmentos mais estaveis. As piranoantocianinas, por
exemplo, se formam como resultado da reacao entre as antocianinas com o &cido piravico e o
acetaldeido (metabdlitos intermediarios da fermentacdo), sendo reportadas tanto nos vinhos
jovens (Castillo-Mufioz et al., 2009) quanto nos subprodutos da vinificagdo (Amico et al., 2004;
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Barcia et al., 2014). Apesar da menor concentracdo desses pigmentos no bagaco, em
comparagdo com o vinho, ainda poderiam contribuir para uma maior estabilidade dos extratos
e a retencdo da cor durante o armazenamento.

Segundo Boulton (2001) e Bimpilas et al. (2016), a copigmentacéo € responsavel por
mais do 30% da cor dos vinhos tintos jovens, enquanto que durante a estocagem predomina a
cor dos pigmentos poliméricos formados entre as antocianinas e outros compostos presentes.
As catequinas e as proantocianidinas (combinacdo de varias unidades monomericas de
(+)catequinas e (-)epicatequinas, seus oligbmeros e polimeros), sdo 0s principais substratos para
a condensacdo com as antocianinas monoméricas e a consequente evolugdo para antocianinas
poliméricas (Figueiredo-Gonzélez et al., 2014).

A presenca de proantocianidinas no extrato de casca de uva em estudo nao deve ser
descartada, pois embora ndo tenham sido quantificados os flavanois polimerizados ou
proantocianidinas, foram detectadas e quantificadas as suas unidades monoméricas:
(+)catequina e (-)epicatequina. Além disso, tem sido reportada uma elevada concentragdo de
proantocianidinas nas cascas do bagaco da cultivar Alicante Bouschet (Ky et al., 2014).

E conhecido que durante a estocagem do vinho podem ocorrer reacdes de condensacéo
direta entre as antocianinas e as proantocianidinas que levam a formacdo de diferentes
compostos com caracteristicas que dependem do tipo de ligacdo. Os novos compostos
contribuem para a cor vermelha e permitem que se mantenha estavel, podendo se intensificar
mesmo com a desapari¢do das antocianinas (Ribereau-Gayon et al., 2006). A presenca desses
pigmentos complexos poderia estar relacionada a diminuicdo da concentracdo das antocianinas
monomeéricas no extrato e também podem contribuir para manter a cor vermelha escura durante
a estocagem.

Blanco-Vega et al. (2011), ao estudarem a degradacdo de antocianinas numa solugéo
modelo de vinho elaborada com extrato de uva Syrah, observaram que a diminuicdo da
concentracdo das antocianinas foi devida a formacdo de pigmentos poliméricos apds a
condensacao de antocianinas, principalmente, com flavandis. Os autores detectaram por CLAE-
DAD e CLAE-EM um pico correspondente a formacdo de um aduto, resultado da reacdo de
condensacdo direta entre a malvidina-3-O-glicosideo e a (+)-catequina com a consequente
formacdo de um precipitado insolavel de cor vermelha ao final do estudo de estocagem. Este
pigmento derivado de antocianinas é um composto bem conhecido na composicao dos vinhos
durante a estocagem e foi identificado anteriormente por Castillo-Mufioz et al. (2009) em
vinhos da variedade Garnacha Tintoreira.

No presente estudo também foi observada a formacdo do precipitado de cor vermelha
intensa ao longo do tempo da estocagem, principalmente na temperatura de refrigeragfo. E
conhecido que o perfil de compostos fendlicos encontrado nos vinhos é semelhante ao das uvas
que lhe d&o origem (Castillo-Mufoz et al., 2009). Levando em consideracdo que tem sido
demonstrado que os subprodutos da vinificagdo ainda contém muitos dos compostos fenolicos
presentes na composicdo das uvas e vinhos, € possivel que novos pigmentos também possam
se formar durante a estocagem do extrato de casca de uva, como acontece no vinho, pela
semelhanga na composic¢do. Além disso, foi reportado recentemente por Zhang et al. (2018)
que os &cidos fendlicos (galico e eldgico) presentes na composicao do extrato em estudo atuam
como copigmentos e também afetaram a expresséo da cor vermelha em vinhos devido a reagdes
de copigmentagdo com as antocianinas, dando lugar a outros pigmentos derivados os quais
exibiram melhores propriedades cromaticas.

Gauche et al. (2010) afirmaram que os acidos fendlicos como o acido tanico e o acido
galico atuam como co-pigmentos que, combinados com as antocianinas, permitem melhorar a
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sua estabilidade e manter a cor vermelha do extrato de casca de uva cv. Cabernet Sauvignon.
Os autores observaram desvios hipercromicos e batocromicos no comprimento de onda de
absorbancia maxima (520 nm), tipicos de reacdes de copigmentacéo, principalmente em valores
de pH menores do que 3, condigdo onde existe uma elevada concentragdo de antocianinas na
forma colorida (cation flavilium), porém o maximo efeito da copigmentacdo foi reportado a
pH= 3,3. Em pH=3 foi observada uma perda da cor das antocianinas no extrato controle, porém
uma maior retencdo da cor pela presenca dos copigmentos, o que indica que esses compostos
inibem a formacdo da pseudobase (incolor) do cation flavilium. Devido ao fato desses valores
de pH serem muito proximos ao pH do extrato concentrado avaliado neste estudo (2,91),
provavelmente as reacdes de copigmentagdo tenham uma marcada influéncia na estabilidade
das antocianinas e da cor deste extrato durante a estocagem.

3.7 Atividade antimicrobiana in vitro do extrato de casca de uva

Foi estudada a atividade antimicrobiana in vitro do extrato concentrado e diluido (5, 10,
25 e 50% (v/v) de casca de uva da cultivar Alicante Bouschet usando a técnica de difusdo em
pocos. A Tabela 5 lista os halos de inibicdo formados pelos diferentes microrganismos e foi
observado que o diametro de todos os halos foi maior de 9 mm, o que significa que tanto o
extrato de casca de uva concentrado como as diferentes dilui¢cBes testadas apresentaram
atividade antimicrobiana contra os microrganismos avaliados.

Tabela 5 Halos de inibicdo (didmetro em mm) do crescimento bacteriano a diferentes
concentracdes (%) do extrato liquido concentrado de casca de uva

Extrato de casca

Staphylococcus aureus Salmonella Typhimurium Salmonella Enteritidis
de uva (%)

5 A19,00+0,71a C1150+0,71b C950+0,71b
10 B 12,00 +2,83 a C10,50+0,71a C10,50+0,71a
25 AB 16,50 + 0,71 a BC1500+141a B16,50+0,71a
50 A1900+141a AB 19,00+ 141a A2150+0,71a
100 A1900+141a A2300+141a AB19,00+141a

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 2). Letras maiusculas diferentes na mesma coluna
indicam diferencas significativas entre os halos formados pelo mesmo microrganismo usando diferentes
concentragdes de extrato liquido concentrado de casca de uva de acordo com o teste Tukey (p < 0,05).
Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre os halos formados
por microrganismos diferentes usando a mesma concentragdo de extrato liquido concentrado de casca
de uva de acordo com o teste Tukey (p < 0,05).

Como esperado, o tamanho do halo aumentou com o aumento da concentragédo do
extrato, com excecao dos halos formados pela bactéria Staphylococcus aureus. O tamanho do
halo formado por esta bactéria foi o maior para concentragdes do extrato de 5—10%, sendo a
mais sensivel e indicando que o extrato é efetivo contra essa bactéria a baixas concentragdes.
Porém, o tamanho do halo formado pela bactéria Staphylococcus aureus foi similar usando
tanto 5% do extrato quanto o extrato concentrado (19 mm), pois ndo foram observadas
diferencas significativas (p > 0,05) entre os halos formados usando as dilui¢des 5, 25, 50% e 0
extrato de casca de uva concentrado. Também n&o foram observadas diferencas significativas
(p > 0,05) entre os halos formados pelas diferentes bactérias quando foi usada a mesma
concentracdo de extrato (10, 25, 50%) e o extrato concentrado. Porém, quando foi testada a
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diluicdo de 5% de extrato, o halo formado pela bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus
foi muito maior e diferente significativamente (p < 0,05) dos halos formados pelas bactérias
Gram negativas Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis. A maior resisténcia
mostrada pelas bactérias Gram negativas esta relacionada ao fato de que a membrana celular
possui uma dupla camada, pois além da camada de peptideoglicano (também presente nas
bactérias Gram positivas), as bactérias Gram negativas possuem uma membrana externa que
atua como uma forte barreira seletiva controlando a passagem de substancias para dentro e para
fora da célula.

Um estudo desenvolvido por Sagdic et al. (2012), similar ao realizado no presente
trabalho, testou a atividade antimicrobiana de extrato de bagago de uva cv. Emir e Kalecik
karasi contra vérias bactérias, dentre elas: Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis e
Staphylococcus aureus. Os autores usaram também diferentes concentragdes e observaram que
0 aumento dos halos foi dependente da concentracdo. Os halos formados pelas bactérias
Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis foram maiores que os observados no
presente estudo usando as concentracfes de 5 e 10% de extrato. Porém os halos formados pelo
Staphylococcus aureus foram muito menores. As diferencas entre ambos estudos estdo
relacionadas com as diferentes cultivares de uvas, formas de obtencdo e, consequentemente, a
diferente composicdo dos extratos avaliados; além das diferencas quanto as espécies de
bactérias testadas e a execucdo do teste antimicrobiano.

Outro estudo, desenvolvido por Papadopoulou et al. (2005), avaliou a atividade
antimicrobiana de diferentes extratos de vinhos tintos contra bactérias Gram positivas e Gram
negativas. Os autores observaram que os halos de inibicdo aumentaram na medida que
aumentava a concentracao do extrato, de forma similar ao resultado obtido no presente estudo.
Na maioria dos extratos testados, os maiores halos foram formados pela bactéria
Staphylococcus aureus, sendo esta a mais sensivel. O efeito inibitério contra os patégenos
testados foi relacionado com a composicdo dos extratos (ricos em antocianinas, flavonois e
acidos fenolicos), sendo atribuido principalmente aos &cidos fendlicos. De acordo com a
literatura, varios acidos fenolicos como os acidos vanilico, protocatecuico e siringico isolados
de fontes naturais inibiram o crescimento tanto de bactérias Gram positivas quanto de bactérias
Gram negativas (Aziz et al., 1998).

Nohynek et al. (2006) constataram que extratos fendlicos obtidos a partir de frutas
vermelhas desintegraram a membrana externa de Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium e o &cido gélico foi capaz de permeabilizar a membrana. Por outro lado, Quave
et al. (2012) observaram que o acido elagico e seus derivados presentes na composicdo da raiz
de Rubus ulmifolius Schott. (Rosaceae) poderia limitar a formacao de biofilme em diferentes
cepas de Staphylococcus aureus.

Dentre os &cidos fendlicos, o acido galico, presente na composi¢do do extrato de
semente de uva, tem sido identificado como responsavel pela atividade antibacterial do extrato.
Ensaios de correlagdo entre estrutura e atividade revelaram que os trés grupos hidroxila
presentes neste composto apresentaram atividade antibacteriana contra Escherichia coli e
Salmonella Enteritidis e também que todos os substituintes do anel benzénico foram efetivos
contra Staphylococcus aureus (Tesaki et al., 1999).

Os resultados deste estudo sugerem que o extrato concentrado de casca de uva poderia
representar uma alternativa de baixo custo como agente antimicrobiano de origem natural
efetivo contra Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028,
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis ATCC 13076 e Staphylococcus aureus
ATCC 33591.
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CAPITULO III

DIGESTAO IN VITRO DE UM EXTRATO LIQUIDO CONCENTRADO DE CASCA
DE UVA CV. ALICANTE BOUSCHET (VITIS VINIFERA L.):
BIOACESSIBILIDADE DOS COMPOSTOS FENOLICOS E EFEITO NA
MICROBIOTA INTESTINAL HUMANA

47



RESUMO

A uva Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) é uma cultivar que tém sido utilizada para a
producdo de vinhos na regido do semiarido do Brasil. Essa atividade gera muitos residuos, ainda
ricos em compostos fenolicos. Neste trabalho, foi determinada a bioacessibilidade dos
compostos fendlicos de um extrato liquido concentrado obtido a partir da casca da uva cv.
Alicante Bouschet. A influéncia sobre a atividade metabolica dos microrganismos da
microbiota intestinal foi avaliada usando um modelo estatico de digestdo in vitro. Os compostos
fenolicos foram analisados por Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de
arranjo de diodos (CLAE-DAD) no extrato bruto e apds a digestdo oral, gastrica, intestinal e
fermentacao coldnica. Os efeitos do extrato sobre 0s principais microrganismos representativos
da microbiota (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Clostridium spp. e coliformes totais)
foram monitorados apds 24 horas de fermentacdo in vitro usando a técnica de contagem de
coldnias em placas. A atividade fermentativa foi avaliada de acordo com a producdo de acidos
graxos de cadeia curta (AGVCC) por Cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de
chama (CG-FID) e a atividade proteolitica pela producdo do ion amdnio. Os resultados
mostraram uma baixa bioacessibilidade de antocianinas monomeéricas e flavanois (23% e 25%,
respectivamente), apos a digestéo in vitro; e uma elevada bioacessibilidade dos acidos fenolicos
(> 100%) apds a digestdo intestinal e a fermentacdo colénica in vitro. Apesar de que 24 horas
de fermentacdo colbnica in vitro ndo foram suficientes para estimular a multiplicacdo dos
microrganismos, os acidos: acético (16,72 mmol.L™?), propibnico (0,87 mmol.L?) e butirico
(tragos) foram detectados no extrato fermentado. Os &cidos butirico e propiénico somente foram
detectados apds a fermentacdo do extrato. A producédo de aménio foi baixa (10,05 mg NH4™. L
1y apds 24 h e ndo houve diferencas significativas (p > 0,05) em relagdo com o tempo inicial
(12,60 mg NH4*. L), Isto sugere que o extrato de casca de uva favoreceu a atividade metabdlica
da microbiota intestinal e dessa forma, poderia ter um efeito prebidtico potencial para a
modulac¢&o da microbiota em longo prazo.

Palavras-chave: extrato de bagaco de uva, Alicante Bouschet, digestdo in vitro,
bioacessibilidade, compostos fendlicos, atividade metabdlica, microbiota

48



ABSTRACT

The Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) is a grape cultivar that has been used for the production
of wines in the Brazilian semi-arid region. This activity generates many residues, still rich in
phenolic compounds. In this work, a concentrated liquid extract was obtained from Alicante
Bouschet grape pomace and the phenolic compounds bioaccessibility was determined. An in
vitro static model was used to evaluate the influence of the extract on the metabolic activity of
the intestinal microbiota. Phenolic compounds were analyzed by high performance liquid
chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) in the crude extract and after oral,
gastric and intestinal digestion and colonic fermentation. Effects of the extract upon major
microorganisms of the human microbiota (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Clostridium spp. and total coliforms) were monitored over 24 h using plate count techniques.
The fermentative activity was evaluated by short chain fatty acids (SCFASs) production using
gas chromatography with flame ionization detection (GC-FID), and by proteolytic activity
according to ammonium ion production. The results showed a low bioaccessibility of
anthocyanins and flavanols (23% and 25%, respectively), after in vitro digestion; and high
bioaccessibility of phenolic acids ( > 100%) after in vitro intestinal digestion and colonic
fermentation. Although 24 h of in vitro colonic fermentation were not enough to stimulate the
microbiota growth, acetic acid (16.72 mmol.L™t), propionic (0.87 mmol.Lt) and butyric (traces)
acids were detected in the fermented extract. Propionic and butyric acids were only detected
after the extract fermentation. Ammonium production was low (10.05 mg NH4*. L?) after 24 h
and there were no significant difference (p > 0.05) in relation to the initial time (12.60mg NH4".
L. This suggests that the grape pomace extract favored the metabolic activity of the intestinal
microorganisms and therefore, could have a potential prebiotic effect for the long-term
modulation of the microbiota.

Keywords: grape pomace extract, Alicante Bouschet, in vitro digestion, bioaccessibility,
phenolic compounds, metabolic activity, microbiota
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1 INTRODUCAO

Atualmente existe um interesse cada vez mais crescente em elucidar o metabolismo dos
compostos fendlicos motivo pelo qual, além de conhecer a composi¢do quimica da matriz
original e a sua estabilidade durante o processamento e estocagem, resulta de grande
importancia estudar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos presentes. Estudos tém
demonstrado que a atividade biologica atribuida aos compostos fenolicos é devida
principalmente aos metabolitos formados durante a passagem pelo trato gastrointestinal e
também pela acdo da microbiota intestinal, e ndo aos compostos fendlicos originarios da matriz
(Piwowarski et al., 2014; Ozdal et al., 2016; Gil-Sanchez et al., 2017).

Tem sido reportado que a estabilidade dos compostos fendlicos, depende das
propriedades fisico-quimicas e estrutura de cada composto e da interagdo com os constituintes
do meio gastrico e com outros componentes da propria matriz (Podsedek et al., 2014; Lingua
et al.,, 2018). Desse modo, tem sido observada uma reducdo no teor de antocianinas
monomeéricas apos a digestdo intestinal, provavelmente devido ao pH elevado que provoca a
transformacéo do cétion flavilium (vermelho) em base chalcona (incolor) (Pérez-Vicente et al.,
2002; Mcdougall et al., 2005; Kuck et al., 2017). Além disso, a microbiota intestinal
biotransforma os compostos fendlicos (antocianinas e flavonéis) em metabdlitos de menor peso
molecular, porém de maior importancia biolégica que os seus precursores (Piwowarski et al.,
2014; Ozdal et al., 2016).

Segundo Lilaetal. (2011) e Alminger et al. (2014), a bioacessibilidade pode ser definida
como a fracdo de um composto que € digerida e liberada de sua matriz no trato gastrointestinal
e que, portanto, torna-se potencialmente disponivel para absorcao intestinal. As metodologias
utilizadas para avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos sdo baseadas na fisiologia
do trato gastrointestinal do corpo humano. As diferentes fases da digestdo sdo simuladas
submetendo-se os alimentos a solugfes de enzimas e sais em temperaturas, tempos e pHs
caracteristicos de cada fase (oral, gastrica, intestinal) e mantidas sob agitacdo constante para
simular o peristaltismo. Os métodos mais usados consistem em modelos de digestdo in vitro,
que sd0 menos onerosos e mais rapidos quando comparados aos modelos in vivo e ndo possuem
restricdes éticas (Alminger et al., 2014; Duefias et al., 2015).

A maioria dos modelos in vitro utilizados sdo estaticos e trabalham com condicdes pré-
fixadas quanto as concentracdes e volumes do material que sera digerido, das enzimas
digestivas e sais, simulando as condicGes do sistema gastrointestinal e também permitem avaliar
a influéncia que exercem alguns compostos (fenolicos, prebioticos) na modulacdo da
microbiota intestinal (Duefias et al., 2015).

Diversos estudos tém sido desenvolvidos para avaliar as transformagdes dos compostos
fendlicos apds a digestéo in vitro em diferentes matrizes como uvas frescas (Tagliazucchi et al.,
2010), amoras (Liang et al., 2012), mirtilos (Correa-Betanzo et al., 2014), vinhos de mirtilo,
amora preta e cereja (Celep et al., 2015), pds de cascas de jambo, jabuticaba e jameldo (Peixoto
et al., 2016) e bagaco de uva cv. Merlot (Vitis vinifera L.)(Corréa et al., 2017). Os resultados
indicaram que apds o processo de digestdo in vitro houve mudancas no perfil (qualitativo e
guantitativo) de compostos fendlicos dos extratos brutos o que influiu directamente nas
atividades biologicas dos extratos. Apés a digestéo intestinal, todos os autores reportaram que
os teores de antocianinas diminuiram e a bioacessibilidade destes compostos foi baixa, porém
a atividade antioxidante dos extratos digeridos aumentou devido a presenca dos produtos de
degradacéo das antocianinas.
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Na maioria dos trabalhos sobre digestdo gastrointestinal e fermentagéo coldnica in vitro
desenvolvidos com subprodutos de uva, tém sido utilizados extratos concentrados sélidos
obtidos por liofilizacdo (Corréa et al., 2017) ou por spray drying (Gil-Sanchez et al., 2017).
Contudo, estudos com extratos na forma liquida ndo tem sido descritos na literatura. Diante
disso, os objetivos do presente estudo foram estudar a bioacessibilidade dos compostos
fendlicos de um extrato liquido concentrado obtido a partir da casca da uva cv. Alicante
Bouschet usando um modelo estatico de digestdo e fermentacdo colonica in vitro e também,
avaliar a sua influéncia sobre a atividade metabdlica e a modulagdo dos microrganismos da
microbiota intestinal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostra e reagentes

O bagaco fresco (cascas, polpa residual e sementes) de uva da variedade Alicante
Bouschet, foi obtido da producéo de vinho tinto da vinicola Rio Sol, do grupo ViniBrasil (Lagoa
Grande, PE, Brasil). O bagaco foi seco em secador convectivo de bandejas, a 60 °C por 24 horas
e processado em despolpadeira Bonina 0.25 df (Itametal, Itabuna, Brasil) para separar as cascas
das sementes. A casca foi moida em moinho de discos (Perten Instruments AB, Huddinge,
Suécia), obtendo-se a farinha da casca de uva com (Dso) de 521 + 78,9 um determinado em um
analisador de tamanho de particula por difracéo a laser (Microtrac, modelo S3500, Nova lorque,
E.U.A).

Para a obtencdo do extrato de casca de uva foram usados etanol absoluto P.A.
(Emplura®, Merck, Alemanha) e &gua destilada. Os sais, as enzimas utilizadas nos
experimentos de digestdo in vitro e os componentes do meio alimentar basal foram adquiridos
da Sigma-Aldrich®. Utilizou-se também, HCI P.A. (Emplura®, Merck, Alemanha) e agua
Milli-Q para o preparo das soluces.

2.2 Preparacdo do extrato liquido concentrado de casca de uva

A farinha da casca de uva foi submetida ao processo de extracdo solido-liquido em
banho termostatico (Marconi - MA 093, Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C, utilizando solucdo
hidroetandlica 50% (v/v) acidificada com 2% (m/v) de acido citrico, razdo solido:liquido de
1:10, sob agitacdo mecanica (200 rpm) durante uma hora (Ruiz-Garcia et al., 2019). Apéds a
extracdo, os solidos suspensos foram removidos por filtracdo a vacuo. O extrato liquido foi
concentrado por rotaevaporacdo a vacuo (Biichi, Flawil, Suica) a 50 °C e agitacdo de 40 rpm,
até a metade do volume inicial, para evaporacdo do etanol. O extrato liquido concentrado foi
armazenado a —20 °C em recipientes de cor &mbar para posteriores analises.

2.3 Digestao in vitro

A digestéo in vitro foi simulada de acordo com a metodologia descrita por Oomen et al.
(2003), Failla e Chitchumronchokchai (2005) e Gido et al. (2012). Para a simulacdo da fase
oral, 7 g do extrato foram misturados com 7 mL da solucdo saliva contendo a-amilase (0,29
mg.mL1), mucina (0,1 mg.mL™) e solugdo de sais (KCI 89,6 g.L™1; KSCN 20 g.L!; NaH,PO4
88,8 g.LY; NasPO4 57 g.L %, NaCl 175,3 g.LY; NaOH 1M e ureia 25 g.L!) em tubos de
centrifuga de 50 mL, que foram incubados a 37 °C em banho termostatico com agitacéo de 60
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rpm durante 10 minutos. Decorrido esse tempo, os tubos foram imersos imediatamente em
banho de gelo para cessar a atividade enzimatica.

Para a simulacdo da fase gastrica, o pH foi reduzido para 2,5+ 0,1 com HCI 1 M e 2 mL
da solucéo de pepsina (40 mg.mL™* em HCI 0,1 M) foram adicionados aos tubos e submetidos
aincubacéo a 37 °C em banho termostatico com agitacéo de 60 rpm por 1 hora. Apés a digestdo
géstrica, os tubos foram colocados em banho de gelo. Na fase intestinal, 3 mL da solucéo de
bile (40 mg.mL™* em NaHCO3 0,1 M) e 2 mL da solugdo pancreatina-lipase (10 mg.mL™ de
pancreatina e 5 mg.mL™? de lipase em NaHCO3 0,1 M) foram adicionados aos tubos. O pH da
mistura foi corrigido para 6,5 £ 0,1 utilizando NaOH 1M. O volume dos tubos foi completado
até os 50 mL com solucéo de sais contendo 0,69 mg.mL™ de CaCl,, 7 mg.mL™ de NaCl e 0,38
mg.mL* de KCI e foram incubados em banho termostético a 37 °C com agitacdo de 60 rpm por
2 horas. Finalizada a fase intestinal da digestdo, os tubos foram colocados em banho de gelo
para cessar a atividade das enzimas. Apés cada fase da digestdo, foram coletados 5 mL das
amostras digeridas (previamente centrifugadas a 5000 G por 15 minutos), filtradas em
membrana de 0,22 um (TPP, Trasadingen, Switzerland) e armazenadas a —20 °C para
posteriores analises.

A bioacessibilidade in vitro dos compostos fendlicos foi calculada a partir da
comparacao entre os teores de cada composto antes (no extrato bruto) e ap6s cada fase da
digestdo segundo a equacéo

teor (composto) final

100.

% Bioacessibilidade = —
teor (composto) inicial

2.4 Simulacéo da fermentacéo coldnica in vitro
2.4.1 Preparacéo da suspenséo de fezes

As amostras de fezes foram provenientes de um Unico doador, sadio e que ndo fez uso
de antibidticos por pelo menos 6 meses antes do estudo. A amostra foi coletada no mesmo lugar
e dia da realizacdo do experimento e armazenada em jarra (Anaerojar 2,5 L, Oxoid Ltd) com
kit gerador de anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid). Posteriormente, a amostra foi pesada (20 g) e
diluida, 1:10 (m/v), com solucdo salina de tampdo fosfato estéril (0,1 M; pH 7,4) e
homogeneizada. A suspensédo fecal resultante foi inoculada em frascos simulando a fase de
fermentacao coldnica.

2.4.2 Fermentacao colbnica in vitro

A simulacéo da fase de fermentacdo col6nica in vitro foi realizada como descrito por
Guergoletto et al. (2016). Foi utilizado o meio alimentar basal contendo amido de batata
(3 g.Lh), pectina (2 g.L™?), arabinogalactana (1 g.L™?), mucina suina gastrica tipo 111 (4 g.L%),
peptona (1 g.Lb), triptona (1g.L1), glicose (0,4 g.L ), extrato de levedura (3 g.LY), L-cisteina
(0,5 g.L ™), xilana extraida do bagaco de cana (1 g.L ™) e 4gua destilada. O pH do meio basal foi
ajustado a 7,0 e autoclavado para esterilizagdo. Para promover as condi¢des anaerobias, 0 meio
foi submetido a atmosfera de Nz livre de Oz (15 mL.min™) por 12 horas. Para o processo de
simulacdo da fermentagdo colbnica, os frascos digestores de 100 mL, previamente esterilizados
(triplicata), contendo 45 mL do meio alimentar basal foram inoculados com 5 mL de suspenséo
fecal (1:10 m/v) e 5 mL de extrato digerido (ndo centrifugado). Os frascos digestores foram
incubados em banho termostatico a 37 °C e o pH foi mantido em 6,8 usando um controlador de
pH (BEL Engineering®, Milano, Italia). Os frascos digestores foram colocados em jarras de
anaerobiose (Anaerojar 2,5 L, Oxoid Ltd) com kit gerador de anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid)
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e indicador de anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid) durante as 24 horas de duracédo do experimento
para mimetizar as condi¢Bes anaerdbicas do intestino grosso. No tempo inicial (0 h) e ao final
do experimento (24 h) foram coletadas 5 mL de amostra para analise de acidos graxos volateis
de cadeia curta e de ions amonio. Foi coletado 1 mL de amostra para a cultura em placas de
microrganismos tipicos da microbiota intestinal.

2.5 Métodos analiticos
2.5.1 Determinagéo do teor de compostos fenolicos totais

O teor de compostos fenolicos totais no extrato bruto e nos extratos digeridos foi
determinado com o reagente Folin-Ciocalteu de acordo com o método descrito por Singleton e
Rossi (1965) e modificado por Georgé et al. (2005). Primeiramente, foram pipetados 500 pL
do extrato ao qual adicionou-se 2,5 mL de solugdo de Folin-Ciocalteu 10% (v/v). A amostra
ficou em repouso em temperatura ambiente por 2 minutos. Foram adicionados 2,0 mL de
solucdo de carbonato de sodio 7,5% e apds homogeneizagdo em vortex, as amostras foram
incubadas em banho termostatico a 50 °C durante 15 minutos. Ao fim da reacao, os tubos foram
retirados e colocados em banho de gelo por 30 segundos. A leitura da absorbancia foi realizada
a 760 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu® UV-1800, Kyoto, Japdo). O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado usando uma curva padrdo de &cido galico com concentragdes
de 5 a 100 mg/L (y = 0,0105x + 0,0047; R?=0,9998). As analises foram realizadas em
triplicata e os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente (AGE) por L de
extrato de uva.

2.5.2 Determinacdo do teor de antocianinas monomeéricas por pH diferencial

A determinacdo do teor de antocianinas monoméricas no extrato bruto e nos extratos
digeridos foi realizada pela metodologia de pH diferencial conforme descrito por Giusti e
Worolstad (2001). Os extratos foram diluidos em solugdes tampdes pH 1,0 (solucdo de cloreto
de potéassio 0,025 M acidificada com HCI concentrado) e pH 4,5 (solucdo de acetato de sddio
0,4 M acidificada com HCI concentrado). Apos filtracao, a absorbancia foi medida a 520 e 700
nm em espectrofotobmetro (SPECORD 205, Analytik Jena AG, Alemanha). As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg de pigmentos monoméricos
equivalentes a malvidina-3-O-glicosideo (coeficiente de extingdo molar de 29500 L.cm™.mol*
e peso molecular de 562,5 g.mol™) por L de extrato de uva.

2.5.3 Capacidade antioxidante pelo método ORAC

A determinagdo da atividade antioxidante total pelo método do Oxygen Radical
Antioxidant Capacity (ORAC) foi conduzida baseada no método descrito por Zulueta et al.
(2009) em leitor de fluorescéncia com microplaca preta de 96 pogos TECAN Infinite® 200
Series (Tecan, Méannedorf, Suica). O método ORAC se fundamenta na capacidade dos
compostos antioxidantes de uma amostra de sequestrar os radicais peroxilo gerados pelo
dicloridrato de 2,2,Azobis(2-metilpropionamida) (AAPH), evitando a degradacdo da
fluoresceina (probe molecular) e consequentemente o decaimento da intensidade da emissao da
fluorescéncia. A atividade antioxidante do extrato liquido concentrado comparou-se ao acido
6-hidroxi-2-5-7-8-tetrametilcromo 2-carboxilico (Trolox), antioxidante sintético hidrossoluvel
utilizado como padréo na analise.
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Para a analise dos compostos antioxidantes hidrofilicos, todas as solu¢@es foram
preparadas em tampéo fosfato 75 mmol pH 7,4. Primeiramente, 80 uL. dos extratos previamente
diluidos ou das solucGes padrdo de Trolox foram misturados com 80 uL de fluoresceina (78
nmol) e colocados em cada poco. A microplaca foi inserida no fluorimetro a 37 °C sob agitacdo
durante 10 minutos para a leitura da fluorescéncia. Apds a pre-incubacédo, foram adicionados
40 pL solucao de AAPH (221 mmol) em todos os pogos excluindo os de referéncia (200 pL de
fluoresceina pura). A intensidade da fluorescéncia (Aexc= 485nm, Aem= 535 nm) foi monitorada
cada minuto, em modo cinético, até obter um valor de fluorescéncia 5% inferior a leitura inicial.
Para calcular a area abaixo da curva foram plotados os dados de fluorescéncia em relacdo ao
tempo para todas as amostras, as solugdes padrdo de Trolox e o branco, usando o programa
GraphPad Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, E.U.A). As analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram calculados por interpolacéo na curva de calibracéo
de Trolox com concentragdes de 10 a 120 umol (y = 528347x + 7 x 10°; R?>=0,9877) e
expressos em pumol de ET (equivalente ao Trolox) por L de extrato de uva.

2.5.4 Capacidade antioxidante pelo método ABTS**

A capacidade antioxidante do extrato bruto e dos extratos digeridos foi determinada pelo
método descrito por Re et al. (1999). Para o preparo do radical ABTS*", 5 mL da solucédo aquosa
de ABTS (2,2' azino-bis-(3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) (7 mmol) foram misturados
com 88 pL de persulfato de potassio (140 mmol). A solucdo foi armazenada no escuro, a
temperatura ambiente, durante 16 horas antes do uso. O radical ABTS*" foi diluido em etanol
95% v/v e mantido em agitacdo constante até obter-se uma medida de absorbancia de 0,700 £
0,020 em 734 nm. Para analise, 30 pL do extrato foram misturados com 3 mL da solucgéo
etandlica de ABTS** e homogeneizados em vortex. A absorbancia foi medida a 734 nm em
espectrofotébmetro UV-1800 (Shimadzu, Corporation, Kyoto, Japao) ap6s 6 minutos da adicédo
do radical e o etanol 95% v/v foi usado como branco da anélise. A capacidade antioxidante do
extrato foi calculada por equivaléncia ao Trolox, usado como padrdo na curva de calibragdo
com concentragdes de 100 a 2000 pmol (y = 0,0003x — 0,0008; R?=0,9938). As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em pumol de ET (equivalente ao
Trolox) por L de extrato de uva.

2.5.5 Analise de antocianinas monoméricas por CLAE-DAD

A preparacdo das amostras digeridas consistiu em pipetar 2 mL do sobrenadante das
amostras centrifugadas, aos quais foram adicionados 100 pL de acido férmico e 2 mL de
solucéo de injecdo contendo acido formico 5% em agua:metanol 90:10 (v/v). Os tubos foram
colocados no ultrasom por 10 minutos. Posteriormente as solugdes foram filtradas com
membrana de 0,22 um (TPP, Trasadingen, Switzerland) e transferidas para baldes volumétricos
de 5 mL cujo volume foi completado com solucdo de injecdo. O extrato bruto (1 mL) foi
misturado com a solucdo de injecdo (1 mL). Apos a diluicdo, 1 mL foi pipetado em vials para
a analise cromatogréfica.

A analise cromatografica das antocianinas presentes no extrato bruto e os extratos
digeridos foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Santiago et al. (2010) em
Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5, equipado com
detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996 (Waters, Milford, MA, USA), com
varredura do espectro UV-Vis na faixa de 210 a 600 nm e quantificagdo em 520 nm. Uma
coluna de fase reversa Thermo BDS Hypersil Cig (100 % 4,6 mm; 2,4 um) foi usada para a
separacdo das antocianinas. As antocianinas foram eluidas em gradiente de acido férmico 5%
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em metanol e acetonitrila, com fluxo de 1,0 mL/min e o tempo de corrida foi de 35 minutos. A
fase A utilizada consistia em acido formico (5%) e metanol (95%), e a fase B apenas acetonitrila
(100%). O gradiente utilizado de fase A foi 0 min (95%), 2 min (93%), 10 min (90%), 15 min
(87%), 16 min (85%), 20 min (83%), 30 min (80%), 33 min (95%), 35 min (95%). A
temperatura da coluna foi mantida a 40 °C e o volume de inje¢do foi 20 pL. As antocianinas
foram identificadas por comparacao dos tempos de retencédo e os espectros UV/Vis com os de
amostras e padrdes puros. A quantificacdo das antocianinas foi realizada utilizando a curva
analitica da malvidina-3-O-glicosideo, antocianina majoritaria na amostra. Os resultados foram
expressos em mg de malvidina-3-O-glicosideo equivalentes por L de extrato de casca de uva.

2.5.6 ldentificacdo e quantificacao de acidos fenolicos e flavandis CLAE-DAD

A andlise de &cidos fendlicos e flavandis foi realizada no extrato bruto e nos extratos
digeridos. Por se tratar de extratos livres de solidos, ndo foi realizada a etapa de hidrolise. O
extrato bruto (1 mL) foi misturado com a solucéo de injecdo (1 mL). Os extratos digeridos,
previamente centrifugados, foram filtrados com membrana de 0,22 um (TPP, Trasadingen,
Switzerland) e colocados em vials para a analise cromatografica.

A analise cromatografica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Nascimento et al. (2017), em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia Waters® Alliance
modelo 2690/5 (Milford, USA), com detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996
(varredura 210 a 600 nm, com quantificagdo em 270; 310 e 370 nm). O método baseia-se na
separacao cromatografica em coluna de fase reversa Thermo BDS Hypersil C1g (100 mm x 4,6
mm; 2,4 um) a 40 °C, em modo de elui¢do por gradiente usando uma solucdo aquosa de acido
fosforico (95%) e acetonitrila (5%), com fluxo de 1 mL.min™%, volume de injecdo de 10 uL e
tempo de corrida de 30 minutos. Aos 12 minutos da corrida cromatogréfica a concentragao de
acetonitrila foi incrementada para 12%, aos 18 minutos para 20% e aos 20 minutos para 50%
de acetonitrila. A concentracdo de acetonitrila foi mantida em 50% até os 25 minutos e nos
minutos finais retornou a condicdo inicial (5%). A quantificacdo foi realizada por padronizacdo
externa através da construcdo de curvas analiticas a partir de padrdes analiticos comerciais. Os
resultados foram expressos em mg de composto por L de extrato de casca de uva.

2.5.7 Contagem de colonias em placas

Uma aliquota (1 mL) dos reatores apds a simulacdo da fermentacédo coldnica in vitro e
do reator controle (amostra sem o extrato de casca de uva digerido), foi submetida a dilui¢bes
decimais seriadas em agua peptonada (0,1%) estéril. Usando a técnica de semeadura em
profundidade (Pour Plate), 1 mL de cada diluicdo foi inoculado em placas de Petri estéreis
(duplicata para cada diluicdo). Posteriormente, foram adicionados os diferentes tipos de meios
de cultura seletivos para cada microrganismo: agar De Man Rogosa e Sharpe (MRS) acidificado
com &cido acético glacial (pH = 5,4) para Lactobacillus spp. e Reinforeced Clostridial Agar
(RCA) para Clostridium spp. Também foi usado o meio especifico para Bifidobacterium spp.
que consiste em RCA adicionado de Bifidobacterium iodoacetate medium 25 (BIM-25) que
contém varios antibidticos como &cido nalidixico (0,02 g.L™), sulfato de kanamicina (0,05 g.
LY), sulfato de polimixina B (0,0085 g.L™), outros ingredientes como acido iodoacético (0,025
g.LY) e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (0,025 g.L). Para avaliar a multiplicacdo dos
Coliformes totais, as amostras foram inoculadas utilizando Petrifilms®. O plagqueamento foi
realizado no tempo inicial (tempo 0) e apds 24 horas de fermentacéo coldnica in vitro. As placas
foram incubadas em jarras de anaerobiose (Anaerojar 2,5 L, Oxoid Ltd) com kit gerador de
anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid) e indicador de anaerobiose (AnaeroGen, Oxoid), a 37 °C
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durante 5 dias para todos os meios de cultura com exce¢do dos Coliformes totais que foram
incubados por 48 horas em estufa a 35 °C. A contagem das placas foi realizada para
determinacédo do log de unidades formadoras de colénias (UFC). O resultado foi expresso em
UFC. mL™.

2.5.8 Analise de acidos graxos volateis (AGV)

A extracdo dos AGV foi realizada no extrato bruto ndo filtrado proveniente da
fermentac&o coldnica. Aliquotas de 1 mL de extrato foram transferidas para tubos tipo Falcon
de 15 mL. Adicionou-se 200 pL de solucdo de acido sulfurico 2 M e 100 pL de solucéo de
acido croténico como padréo interno (9 a 10 mg/mL em éter etilico). A extracdo foi realizada
em trés etapas sucessivas, com 2, 2 e 1 mL de éter etilico. Em cada etapa, apds a adi¢do do
solvente, realizou-se a agitacdo em vortex durante 30 segundos e foi separado o sobrenadante.
O sobrenadante foi transferido para tubos de 7 a 10 mL e aguardou-se a evaporacao do solvente
em capela até volume final de 2 mL.

A analise foi realizada por Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo de acordo com o
método descrito por Adorno et al. (2014) com modificagdes, em cromatografo (Agilent
Technologies 7890A) com detector de ionizacdo de chama. A separacdo cromatogréafica foi
realizada em coluna capilar de silica fundida de FFAP (Free Fatty Acids Phase) (25 m x 0,2
mm x 0,30 um). A programacao da temperatura do forno foi: temperatura inicial de 40 °C por
1 minuto, de 40 a 110 °C com rampa de aquecimento de 20 °C.min; de 110 a 180 °C com
rampa de 10 °C.mint; de 180 a 230 °C com rampa de 20 °C.min"t e 5 minutos na temperatura
final de 230 °C. As temperaturas do injetor e detector foram de 250 e 280 °C, respectivamente.
O injetor foi operado no modo de divisdo de fluxo na razdo de 1:50 e o volume de injecao foi
de 1 pL. O hidrogénio foi usado como gas de arraste com pressao de 10,9 psi e a uma velocidade
de fluxo de 1 mL.min%. A identificagdo foi realizada por comparagdo dos tempos de retencéo
das amostras com padrdes puros dos acidos graxos injetados nas mesmas condi¢cdes. A
quantificacdo foi realizada pelo método de adicdo de padrdo interno (&cido crotdnico).
Primeiramente, foram preparadas curvas de calibracdo a partir das solucbes de estoque dos
padr@es analiticos de cada acido graxo (&cido acético, propidnico, butirico, isobutirico, valérico,
isovalérico, hexandico, heptandico e octanoico) as quais adicionou-se o padrdo interno e foram
injetadas nas mesmas condi¢cOes que as amostras. Posteriormente, foi calculada a relagdo entre
as areas dos picos de cada acido graxo e a area do padrdo interno nos cromatogramas das
solucBes padrdo e das amostras. Também foi calculada a relacdo de concentracdo entre as
solucdes padrdo e o &cido crotdnico para obter as equacdes e calcular a concentracdo de cada
acido graxo nas amostras. As analises foram realizadas em duplicata (n = 2) e os resultados
expressos em mmol de &cido graxo por L de amostra digerida.

2.5.9 Determinacao do ion amonio

Para quantificar o ion amonio (NH4") nas amostras no inicio (t = 0 horas) e apos 24
horas da fermentagdo colbnica foi usado o kit composto por um colorimetro analisador de
amonio Hanna Checker Faixa alta HI733, Hanna Instruments e os reagentes de acordo com as
normas técnicas do equipamento. O método foi adaptado do ASTM Manual of Water and
Environmental Technology, D1426-93, Método de Nessler. O principio do método
fundamenta-se na reacdo da amonia livre presente nas amostras com solucdo alcalina de
tetraiodomercurato (1) de potassio (conhecida como reagente de Nessler) para formar um
complexo de cor amarela. A concentracdo de amonio é entdo medida colorimetricamente. As
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analises foram realizadas em triplicata (n = 3) e os resultados foram expressos como mg de
NH4* por L de amostra.

2.6 Andlise estatistica

Todos os resultados foram reportados como média £ desvio padrédo (n = 3). O teste de
Shapiro-Wilk foi usado para verificar a normalidade dos dados e para analisar a homogeneidade
de variéncias entre as amostras foram usados os testes de Fischer e de Levene. Para detectar
diferengas significativas na contagem de microrganismos em placas, na quantificacao de acidos
graxos volateis de cadeia curta (AGVCC) e do ion aménio no tempo inicial e apds as 24 horas
da fermentacéo colénica in vitro e também para avaliar o efeito do controle e do extrato de uva
no mesmo tempo, foi usado o teste t de Student e o teste de Wilcoxon para amostras pareadas.
A andlise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey para a comparagdo multipla de médias foram
usados para avaliar a bioacessibilidade dos compostos fendlicos e a atividade antioxidante nas
fases da digest&o in vitro e na fermentacdo coldnica in vitro. Para estabelecer a relacdo entre a
quantificacdo dos diferentes compostos fendlicos e a atividade antioxidante com as fases da
digestdo e fermentacdo coldnica foi usada a analise multivariada. Foram agrupadas as diferentes
analises quimicas (variaveis de resposta) e as fases da digestdo (tratamentos) mediante Analise
de Componentes Principais (ACP). Os dados foram estandardizados no intuito de que todas as
variaveis tivessem a mesma influéncia sobre os resultados. As fases da digestdo com teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante similares foram associadas mediante a analise de
Agrupamento Hierarquico dos Componentes Principais (AHCP). As andlises foram realizadas
no programa Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, EUA). As diferengas foram consideradas
significativas ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Também foi utilizado o0 software R
versio 3.2.4 (Fundagdo R para a Computagdo Estatistica, Viena, Austria) e o software
FactoMineR versao 1.32.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bioacessibilidade dos compostos fenodlicos e sua influéncia sobre a atividade
antioxidante

Os teores de compostos fendlicos totais (CFT) e de antocianinas monoméricas (AM),
assim como a atividade antioxidante (ABTS** e ORAC), foram monitorados no extrato bruto e
durante as diferentes fases da digestdo e fermentacdo col6nica in vitro (Tabela 1). Elevados
teores de CFT (4809,21 mg AGE. L extrato) e de AM (205,50 mg Mv3gl. L extrato) foram
quantificados no extrato de casca de uva antes de ser submetido a digestdo in vitro (extrato
bruto) e ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) quando comparado com a
amostra analisada apos a digestéo oral. Esse resultado poderia sugerir que na fase da digestdo
oral ndo acontece quebra da matriz (extrato liquido) pois o processamento da casca de uva para
obtencéo do extrato tornou bioacessiveis aos compostos fenolicos. Lingua et al. (2018) também
reportaram que o teor de compostos fendlicos totais no vinho ndo mostrou diferencas
significativas apds a mastigagdo. Os autores atribuiram esse resultado ao fato de que os
polifendis contidos em amostras liquidas (vinho e extratos), diferente das matrizes sélidas
(uvas), sdo bioacessiveis e prontos para exercer o efeito no trato gastrointestinal.

Uma elevada atividade antioxidante foi obtida no extrato bruto e na amostra digerida
apoés a digestdo oral por ambos os métodos (ABTS*" e ORAC). A semelhanca na tendéncia
observada para 0s compostos bioativos e a atividade antioxidante (Tabela 1) poderia indicar
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que os compostos fenolicos sdo os responsaveis pela atividade antioxidante no extrato bruto e
apos a digestdo oral. Estudos prévios tém demonstrado que a elevada atividade antioxidante de
diferentes variedades de uvas e vinhos esta relacionada com o teor e perfil de compostos
fendlicos, e esta influenciada principalmente pelo elevado teor de antocianinas (Lingua et al.,
2016a; b). Yilmaz e Toledo (2004) reportaram que atividade sequestradora de radicais peroxila
em extratos brutos de casca de uva foi devida principalmente & presenca de catequina,
epicatequina, acido galico e acido elagico.

Tabela 1 Teores de compostos bioativos, bioacessibilidade e atividade antioxidante do extrato
(bruto) liquido de casca de uva cv. Alicante Bouschet, apos as diferentes fases da digestdo e
apos a fermentacao colonica in vitro

Extrato bruto Digestdo oral Digestdo gastrica Digestdo intestinal Fermentacéo col6nica
(%B) (%B)
CFT 4809,21 +79,87 b 3578,58 + 21,96 b 2399,35+43,78¢c  2310,45+97,87 d (48) 16182,26 + 483,83 a (336)
AM 205,50+5,12 b 215,81 +5,78b 25795+8,44 a 59,12 £ 2,51 ¢ (29) ND

ABTS** 24653,33£30550c 19768,44 +1460,62¢c 9627,54+354,19d 2658127 +£72091 b 69420,96 + 1311,28 a
ORAC 3342059 +1191,69 d 34193,99 +454,72d 52154,45 +2032,19 ¢ 71304,91 + 141509 b  238535,92 + 1565,77 a

Resultados expressos como média + desvio padrao (n = 3), CFT: Compostos fendlicos totais (mg de
acido galico equivalente [AGE]. L* extrato), AM: Antocianinas monoméricas (mg de malvidina-3-O-
glicosideo [Mv3gl]. L extrato), ABTS*": Atividade sequestradora do radical catidnico (umol
equivalentes ao Trolox [ET]. L extrato), ORAC: Capacidade de absor¢do do radical oxigénio (umol
equivalentes ao Trolox [ET], L? extrato). Extrato bruto: extrato de casca de uva antes de ser submetido
a digestdo. (%B): Bioacessibilidade. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas
de acordo com o teste Tukey (p < 0,05).

Apos a digestdo gastrica houve uma diminuicdo do teor de CFT e um aumento no teor
de AM (p < 0,05) quando comparados com o extrato bruto e a sua digestdo oral. Tem sido
reportado que as antocianinas sdo mais estaveis no pH acido do estémago (pH = 2,5) onde
predomina a forma do cation flavilium (vermelho) (Lingua et al., 2018). Ap0s a fase de digestao
intestinal foi observada uma diminuicao (p < 0,05) dos teores de CFT e AM, constituindo 48%
e 29% de fracdo bioacessivel, respectivamente em relacdo ao teor encontrado no extrato bruto.
O baixo teor de CFT obtido apds a fase gastrica pode ser devido a maior bioacessibilidade dos
compostos fendlicos na matriz liquida e ao estarem mais expostos, sdo mais susceptiveis a
degradacédo. Por outro lado, Podsedek et al. (2014) reportaram que os compostos fenolicos
como as antocianinas quando presentes em matrizes sélidas, sdo protegidos contra a
degradacdo por outros componentes da matriz. A estabilidade dos compostos fenolicos, na
matriz liquida, depende das propriedades fisico-quimicas de cada composto e da interagdo com
0s constituintes do meio gastrico e com outros componentes da propria matriz (Podsedek et al.,
2014; Lingua et al., 2018). De acordo com Mcdougall et al. (2005), a co-digestdo dos
compostos fendlicos com outras substancias presentes na matriz pode diminuir o teor de
compostos fendlicos.

A transicdo da fase gastrica para a fase intestinal também causou uma diminuicao
consideravel dos compostos fendlicos totais na digestdo do vinho (Lingua et al., 2018). Este
comportamento tem sido associado as mudancas no pH, pois o elevado pH do intestino delgado
(pH = 6,5) afeta os compostos fendlicos, principalmente as antocianinas, transformando o

58



cation flavilium (vermelho) em base chalcona (incolor) (Pérez-Vicente et al., 2002; Mcdougall
etal., 2005; Kuck et al., 2017). As antocianinas ndo sao detectadas apds a fermentacdo colénica
pelos métodos de andlises (espectrofotométrico, nem por CLAE) porque, ap0s serem
biotransformadas, as antocianinas ndo retornam a forma do cation flavilium. Outros compostos
fenolicos de baixo peso molecular como acidos fendlicos e aldeidos sdo formados apos a
degradacéo das antocianinas (Mosele et al., 2015). Os produtos de degradagéo das antocianinas,
dentre outros compostos, contribuem para o incremento significativo (p < 0,05) dos CFT apds
a fermentacé&o col6nica in vitro (Tabela 1).

A atividade antioxidante medida pelo método ABTS*" foi significativamente (p < 0,05)
menor na fase de digestao gastrica, porém foi observado um aumento da atividade antioxidante
apos as fases de digestdo intestinal e a fermentacéo col6nica com diferencas significativas (p <
0,05) quando comparado as fases anteriores da digestdo (Tabela 1). Gido et al. (2012)
reportaram que a diminuicdo da capacidade antioxidante medida por ABTS®" na fase gastrica
é devida a acdo da pepsina, enzima presente no estdmago, mais do que a influéncia do baixo
pH do meio. Os autores consideram que essa enzima tem a capacidade de complexar os
compostos antioxidantes que sequestram radicais ABTS®", o que poderia subestimar a atividade
antioxidante apos a fase gastrica. Segundo Duefias et al. (2010), a atividade antioxidante
quantificada pelo método ABTS** depende fortemente do pH, em condicGes alcalinas, desse
modo, a atividade antioxidante aumenta no pH neutro do intestino. O resultado obtido neste
trabalho confirma que, na fase géstrica, ndo resulta viavel quantificar a atividade antioxidante
pelo método ABTS®" e seria interessante testar outros métodos e suas possiveis interferéncias
para fins de comparacéo.

Por outro lado, a atividade sequestradora dos radicais peroxila medida pelo ORAC
aumentou significativamente (p < 0,05) ap6s a digestdo gastrica e apos a digestdo intestinal,
sendo maior apds a fermentacédo col6nica in vitro em comparacdo com as fases anteriores e com
0 extrato bruto (Tabela 1). Este resultado pode ser justificado pela degradagdo dos compostos
fendlicos originais presentes no extrato bruto como antocianinas e flavandis em compostos de
menor peso molecular (acidos fendlicos) promovido pela microbiota col6nica, que poderiam
ser 0s responsaveis pela atividade antioxidante nesta fase. De acordo com Tagliazucchi et al.
(2010) e Kamiloglu et al. (2015) a atividade antioxidante dos compostos fenolicos depende do
pH e da sua estrutura quimica na fase da digestdo onde é avaliada. O aumento da atividade
sequestradora de radicais ap0s a fase intestinal da digestdo é devido provavelmente a
desprotonacao dos grupos hidroxila presentes no grupo aromatico, durante a transi¢cdo do meio
acido do estdmago ao meio alcalino do intestino delgado (Bouayed et al., 2011).

A andlise do teor de compostos fenolicos totais ndo deve ser usada como Unico indicador
das mudancas no teor desses compostos. Durante a digestdo sdo liberados aminoéacidos e
purinas que também reagem com o reagente Folin Ciocalteau (Tagliazucchi et al., 2010;
Kamiloglu et al., 2015). Essas substancias e outras como agUcares residuais constituem
interferéncias que poderiam superestimar o teor de compostos fendlicos totais tanto no material
de partida quanto nas amostras digeridas. Embora Chandrasekara e Shahidi (2012) tenham
comprovado que a influéncia dessas interferéncias é desprezivel, a diferenca entre as matrizes
dificulta a generalizacdo desse resultado. Por isso, 0s compostos fenolicos presentes no extrato
bruto e nas amostras digeridas foram quantificados de forma individual por CLAE-DAD
(Tabela 2).

As antocianinas monoméricas detectadas por CLAE-DAD sofreram degradacdo ao
longo da digestdo, sendo observadas diferencas significativas no teor desses compostos em cada
fase da digestdo, com excecdo da digestdo oral e gastrica, onde ndo houve diferencas
significativas (p < 0,05). Apds a digestdo intestinal, somente foram detectadas as antocianinas
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majoritarias do extrato bruto: os derivados glicosidicos e cumaroil-glicosidicos das agliconas
malvidina e peonidina (Tabela 2).

A estabilidade das antocianinas esta relacionada com a sua estrutura quimica. Os grupos
hidroxila adjacentes & molécula sdo mais sensiveis & oxida¢do. Portanto a malvidina-3-O-
glicosideo e peonidina-3-O-glicosideo, ao ndo possuir esses grupos hidroxila na posi¢éo orto,
s80 mais resistentes a oxida¢do em comparagdo, por exemplo, a cianidina-3-O-glicosideo (He
et al., 2012). Isto poderia justificar o fato de que a malvidina-3-O-glicosideo e peonidina-3-O-
glicosideo sejam as Unicas antocianinas monoglicosiladas detectadas ap6s o processo de
digestdo in vitro. Como mencionado anteriormente, no pH neutro do intestino delgado, as
antocianinas podem ser metabolizadas em formas nédo coloridas ou degradadas em outros
compostos, 0 que poderia ser a causa das elevadas perdas de antocianinas (77%) observadas
apos a digestdo intestinal.

Segundo He et al. (2012), a acilacdo pode aumentar tanto a estabilidade quanto a
solubilidade das antocianinas. Neste estudo, as antocianinas monoaciladas com &cido-p-
cumarico (malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo e peonidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-
glicosideo) também foram detectadas ap6s a digestdo intestinal in vitro. Mcdougall et al. (2007)
determinaram a estabilidade das antocianinas do repolho roxo sob condic¢@es gastrointestinais
simuladas e também encontraram que as antocianinas monoaciladas com &cido-p-cumarico
mostraram maior estabilidade em comparacdo com as outras antocianinas aciladas presentes no
repolho roxo. Os autores sugeriram que o tipo de acilagcdo pode influenciar na estabilidade das
antocianinas durante a digestdo. Estudos anteriores também confirmaram a maior estabilidade
das formas aciladas em pH neutros (Malien-Aubert et al., 2001; Stintzing et al., 2002).

Apbs a digestdo in vitro, somente 23% do total de antocianinas monoméricas
quantificadas por CLAE-DAD no extrato bruto encontram-se bioacessiveis para ser utilizadas
como substrato da microbiota na fase de fermentacdo coldnica in vitro. Apés a fase de
fermentagdo, as antocianinas ndo foram detectadas (Tabela 2).

Segundo Fleschhut et al. (2006), a hidrélise das antocianinas pelas bactérias da
microbiota comeca com a clivagem da porc¢édo do acUcar (deglicosila¢do), levando a formacao
da aglicona da antocianina. As agliconas sdo muito instaveis quando expostas as variacdes do
pH no intestino, pelo que podem mudar de forma espontanea e formar bases quinoidais, que se
decompdem em acido fendlico e aldeido. Tem sido reportado que os principais produtos da
degradacdo das antocianinas pela microbiota intestinal séo: acidos siringico e galico a partir da
malvidina-3-glicosideo e os acidos vanilico e protocatecuico a partir da peonidina-3-glicosideo
(Cueva et al., 2017). Também os acidos galico e protocatecuico tém sido reportados como
metabolitos finais da degradacdo da delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo,
respectivamente (Mosele et al., 2015).

Dentre os compostos fendlicos detectados por CLAE-DAD, os mondmeros de flavandis:
(+)-catequina e (—)-epicatequina ndo apresentaram diferengas significativas (p > 0,05) em
comparacdo com o teor encontrado no extrato bruto e nas fases oral e gastrica. Porém, apos a
digestdo intestinal foi observada uma diminuigéo significativa (p < 0,05) desses compostos, que
ndo foram detectados apos a fermentagéo colonica, semelhante as antocianinas. Os mondémeros
de flavanois sdo amplamente metabolizados pela microbiota do c6lon, dentre os metabdlitos
encontram-se o &cido vanilico e o acido gélico, dentre outros acidos fenolicos (Cueva et al.,
2017).
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Tabela 2 Teores de compostos fendlicos (mg/L extrato) no extrato (bruto) liquido de casca de
uva cv. Alicante Bouschet de casca de uva e nas amostras digeridas apés as diferentes fases da

digestdo e apos a fermentacdo coldnica in vitro

Digestdo intestinal

Fermentagao colénica

Compostos Extrato bruto Digestdo oral ~ Digestdo gastrica
(%B) (%B)
Antocianinas
Delfinidina-3-glc 1,00 £ 0,01 ND ND ND ND
Cianidina-3-glc 24+001a 1,52+0,03b ND ND ND
Petunidina-3-glc 2,20+0,02 a 152+0,02b ND ND ND
Peonidina-3-glc 59,10+150a 27,67+0,29b 28,56 £0,01b 19,25 + 0,69 c (33) ND
Malvidina-3-glc ~ 84,30+190a 39,33+0,29b  40,50+050b 25,60+ 1,03 c (30) ND
> Picos 6 ao 22 6150+0,30a 22,83+126b 2429+143b NQ ND
Peonidina-3-
5240+120a 22,13+0,15b  22,38+082b 13,69+ 1,03 c (26) ND
cmglc
Malvidina-3-
12860+3,60a 5250+050b  50,64+072b  30,95+1,03c(24) ND
cmglc
¥ Picos 25 ao 27 4,20 £ 0,01 ND ND ND ND
Total 395,70 167,50 166,37 89,49 (23) ND
Flavanois
(+)-Catequina 3880+286a 3705+248ab 3345+063b  10,21+1,03c (26) ND
(-)-Epicatequina 23,87 +2,02a 22,11+0,18a  2158+0,18a 5,52 + 0,60 b (23) ND
Total 62,67 59,16 55,03 15,73 (25) ND
Acidos fendlicos
Acido galico 11,80+0,20c 12,22+0,32c¢ 13,81+0,13¢  22,40+£0,22 b (190) 540,57 + 2,83 a (4581)
Acido
_ 577+0,15b 5,76 £0,05 b 552+0,12 b 6,12+0,15b (106) 23,05+ 0,45 a (399)
protocatecuico
Acido vanilico 4457+180a 40,71+101b 3994+0,15b 46,14 £ 0,65 a (104) 26,71 + 1,36 ¢ (60)
Acido siringico 11,60+£0,10c 12,07+0,49c 12,23+0,21¢c  16,12+0,21b (139) 20,43 £2,72 a(176)
Acido elagico 2,00+0,10 a 1,63+£0,23b 1,03+0,06 c 1,19 £ 0,04 c (60) ND
Total 75,74 72,39 72,53 91,97 (121) 610,76 (806)

Valores expressos como mg do composto. L™ extrato e reportados como média + desvio padréo (n = 3).
Antocianinas monoméricas foram quantificadas como malvidina-3-glc; flavandis e &cidos fendlicos
foram quantificados com padrdes analiticos de cada composto. glc: glicosideo; cm: cumaroil. Letras
diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas entre as fases da digestdo e fermentacdo
coldnica in vitro de acordo com o teste Tukey (p < 0,05). Extrato bruto: extrato liquido de casca de uva
antes de ser submetido a digestdo in vitro. (%B): Bioacessibilidade
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Os é&cidos hidroxibenzoéicos predominaram na composicdo do extrato bruto. Os teores
dos &cidos galico e siringico nas fases de digestdo oral e géstrica ndo apresentaram diferencas
significativas (p > 0,05) em comparacao com o extrato bruto. Apds a digestao intestinal houve
um aumento significativo (p < 0,05) nos teores dos acidos géalico, vanilico e siringico,
provavelmente devido a degradacdo das antocianinas. A bioacessibilidade desses acidos no
intestino delgado foi: &cido galico (190%), &cido vanilico (104%) e acido siringico (139%).

O teor do &cido vanilico aumentou (p < 0,05) apoés a digestdo intestinal em comparacao
com as fases da digestdo oral e géstrica, e ndo foram observadas diferencas significativas (p >
0,05) em relacdo ao extrato bruto, sendo 104% desse composto bioacessivel para ser
metabolizado na fermentag&o col6nica in vitro. O &cido elégico, derivado dimérico do &cido
galico, foi diminuindo durante a digestédo, porém nédo foram detectadas diferencas significativas
(p < 0,05) na digestdo intestinal em comparacéo a digestdo gastrica. Desse modo, 60% desse
composto permaneceu bioacessivel para ser utilizado na fermentacéo col6nica in vitro.

Os teores dos &cidos gélico, protocatecuico e siringico aumentaram significativamente
(p < 0,05) apds a fermentacao col6nica; provavelmente devido a que esses acidos tém sido
identificados como metabolitos derivados da degradacdo das antocianinas pela microbiota
intestinal. Os teores dos acidos galico e protocatecuico mostraram o maior incremento apos
fermentacdo colbnica, provavelmente por também serem produtos da degradacgéo dos flavandis
(Mosele et al., 2015; Cueva et al., 2017). Os resultados indicam que esses acidos fendlicos,
principalmente o &cido galico poderia ser o responsavel pelo aumento da atividade antioxidante
apos a digestdo intestinal e a fermentacdo colonica in vitro.

Pelo contrario, foi observada uma diminuigdo significativa (p < 0,05) do teor do acido
vanilico apds a fermentacdo col6nica em comparacdo com o extrato bruto e as fases anteriores
da digestdo. O é&cido vanilico pode sofrer demetilacdo dando como resultado acido
protocatecuico (Mosele et al., 2015; Cueva et al., 2017), o que poderia justificar o aumento
deste acido ap6s a fermentacdo col6nica. O &cido elagico nao foi detectado apds a fermentacéo
coldnica, devido a sua rapida metabolizacdo pela microbiota intestinal (Landete, 2011). Estudos
sugerem que, ap6s o consumo de vinho, o perfil fendlico das fezes estd composto
majoritariamente por 4&cidos fendlicos e outros metabolitos derivados dos flavandis,
antocianinas e flavondis, principais classes de polifenois presentes no vinho (Mufioz-Gonzélez
et al., 2013; Jiménez-Giron et al., 2014).

3.2 Correlacdo, Analise de Componentes Principais (ACP) e Agrupamento Hierarquico
dos Componentes Principais (AHCP)

Na Figura 1 observa-se o correlograma que representa as correlagdes significativas (p <
0,05) entre os compostos fendlicos, sejam quantificados de forma individual ou total e também
a correlacdo de cada um deles com a atividade antioxidante. Os métodos para anélise de
compostos fendlicos, tanto o método espectrofotométrico quanto o método cromatografico
mostraram uma correlacdo positiva muito forte (r > 0,95) entre eles e com atividade
antioxidante. Também, os &cidos galico, siringico e protocatecuico apresentam uma forte
correlagéo positiva (r = 0,89) entre eles e todos apresentam uma correlacdo muito forte (r >
0,90) com a atividade antioxidante medida por ABTS*" e ORAC como foi representado pelos
componentes principais 1 e 2 na Figura 2a. Esse resultado poderia estar relacionado com o
aumento dos teores dos acidos fendlicos, principais produtos da degradagdo das antocianinas e
flavanois, que consequentemente contribui para o aumento da atividade antioxidante apos da
digestéo e a fermentagdo colonica in vitro.
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Figura 1 Correlograma entre os teores de compostos bioativos e a atividade antioxidante.
Correlagdes significativas (p < 0,05): positivas (azul) e negativas (vermelho) de acordo com o
teste de correlacdo linear de Pearson

Da mesma forma, os métodos que quantificam a atividade antioxidante estdo fortemente
correlacionados entre si (r = 0,95). As antocianinas majoritarias (derivadas aciladas e
monoglicosiladas da malvidina e peonidina) também apresentaram correlacdo positiva muito
forte (r > 0,99) entre elas e com método de andlise de antocianinas monoméricas por CLAE-
DAD como foi representado na Figura 2a. Por outro lado, o acido elagico possui uma correlacéo
negativa muito forte com a atividade antioxidante medida por ORAC (r = -0,92),
provavelmente porque a degradacdo do acido elagico pela microbiota intestinal produz
metabolitos chamados urolitinas. Segundo Piwowarski et al. (2014), as urolitinas possuem
atividade sequestradora de radicais livres, como consequéncia dos grupos hidroxila presentes
na sua estrutura. Quanto mais grupos hidroxila livres, maior inibicdo da liberacdo de espécies
reativas de oxigénio. A presenca de urolitinas poderia justificar o aumento da atividade
antioxidante medida por ORAC, principalmente apds a fase de fermentacédo col6nica. O teor de
AM quantificado pelo método do pH diferencial possui uma correlagdo negativa muito forte
com o acido siringico (r =—0,95). Esse comportamento poderia se derivar de que a degradagio
das antocianinas como as derivadas da malvidina (majoritarias no extrato) resulta no aumento
do teor do &cido siringico.

Os componentes principais 1 e 2 que aparecem representados na Figura 2a e b explicaram
92,5% da variabilidade total dos resultados. Os resultados indicam que o extrato bruto
apresentou uma maior concentragdo de antocianinas monomericas que foram se degradando ao
longo da digestéo in vitro e, consequentemente, contribuiram para o incremento dos teores dos
acidos fendlicos e 0o aumento da atividade antioxidante apds a fermentagdo colonica in vitro
(Figura 2b). A partir da ACP, foi realizada a analise de agrupamentos AHCP que sugere a
presenca de 3 grupos definidos como aparece na Figura 2c. O primeiro grupo (cluster 1)
consiste no extrato bruto, o segundo grupo (cluster 2) agrupa as fases da digestéo (oral, gastrica
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e intestinal) e o terceiro grupo (cluster 3) compreende a fase de fermentacdo coldnica. Esse
agrupamento sugere pouca variagao dos teores dos compostos fenolicos nas fases de digestao
oral e gastrica, provavelmente devido a natureza da matriz que € um extrato liquido e os
compostos sdo bioacessiveis. Os teores dos flavanois e das antocianinas diminuiram de forma
significativa apos a digestdo intestinal, que foi representada um pouco afastada das fases
anteriores, mas dentro do mesmo cluster 2. Finalmente, a fase de fermentacdo colonica aparece
representada pelo cluster 3, como sendo a fase de maior biotransformacdo dos compostos
fendlicos do extrato pela microbiota.
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Figura 2 Anélise de Componentes Principais (ACP): (a) em funcdo das variaveis de resposta
(anélises de compostos bioativos e atividade antioxidante), (b) em funcéo dos tratamentos (fases

da digestéo e fermentacédo colbnica in vitro) e (c) Agrupamento Hierarquico dos Componentes
Principais (AHCP)

3.3 Efeito do extrato liquido de casca de uva nos microrganismos da microbiota intestinal

A contagem de colnias em placas constitui um resultado preliminar importante para
avaliar as mudancas na modulagdo da microbiota intestinal como consequéncia da fermentagao
do extrato liquido de casca de uva. Os microrganismos utilizados como representantes da
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microbiota intestinal foram os grupos Clostridium spp. e Coliformes a 35 °C, como bactérias
patogénicas e por outro lado, os grupos Lactobacillus spp. e Bifidobacterium spp. como
bactérias benéficas para o hospedeiro assim como estudado por Tzounis et al. (2008), Hidalgo
et al. (2012), Cueva et al. (2013), Guergoletto et al. (2016) e Gil-Sanchez et al. (2018). A
influéncia do extrato liquido de casca de uva nesses microrganismos pode ser observada na
Tabela 3 que lista a contagem de col6nias formadas no inicio (t = 0 h) e no final do experimento
(t=24h).

Apos as 24 h da fermentacdo col6nica in vitro, tanto no extrato de casca de uva quanto
na amostra controle, foi observado um incremento significativo (p < 0,05) no numero de
Clostridium spp. quando comparado com o tempo zero. A amostra de extrato de uva teve um
aumento de 1,69 log de Clostridium spp., enquanto a amostra controle (1,55 log) apds
transcorridas 24h. A contagem de Coliformes a 35 °C tambem apresentou um incremento
significativo (p < 0,05), no controle e no extrato de uva. Porém, no extrato de uva a contagem
aumentou 0,62 log, enquanto no controle o aumento foi de 1,45 log ap6s 24 horas de
fermentacao.

O ndmero de Lactobacillus spp. aumentou significativamente (p < 0,05) ao final da
fermentacdo comparado com o tempo zero, tanto na amostra controle quanto no extrato de uva.
Apesar de que, o0 maior aumento (1,56 log) foi observado na amostra de extrato de uva, néo
houve diferencas significativas (p > 0,05) em comparacdo com o controle (1,23 log). Por outro
lado, ndo foram detectadas diferencas significativas (p > 0,05) no nimero de Bifidobacterium
spp. apds a fermentacdo do extrato de casca de uva nem da amostra controle ao se comparar 0s
tempos avaliados. Um aumento de 0,24 log foi observado ap6s 24 horas da fermentacdo do
extrato de uva em comparagdo com 0,15 log para a amostra controle. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) ao se comparar a contagem dos microrganismos
apos a fermentacdo do controle ou do extrato de casca de uva nos tempos avaliados.

Os resultados indicam que a multiplicacdo das bactérias representativas da microbiota
ndo pode ser atribuida a adi¢do do extrato liquido de casca da uva ao meio alimentar, pelo
menos no tempo avaliado neste estudo (24 horas) de fermentacdo coldnica in vitro, uma vez
que o comportamento foi semelhante ao da amostra controle. Outros experimentos s&o
necessarios para avaliar o efeito deste extrato na microbiota durante tempos maiores de
fermentagdo in vitro.

3.4 Influéncia do extrato de casca de uva sobre a atividade da microbiota intestinal

A atividade fermentativa foi monitorada por meio da identificagcéo e quantificagcdo dos
acidos graxos volateis de cadeia curta (AGVCC) e a atividade proteolitica pela avaliacdo da
producéo do ion aménio. Os AGVCC e o ion amdnio sao produtos da fermentagdo dos aglcares
e da proteolise, respectivamente. Os niveis destes metabolitos sdo considerados indicadores da
modulacdo da populagdo microbiana no intestino grosso. Por exemplo, o género Lactobacillus
é classificado como sacarolitico €, como consequéncia, produz grandes quantidades de AGVCC
(Macfarlane, 1991). Lactobacillus e Bifidobacterium produzem &cido latico que é utilizado por
outras bactérias como algumas espécies de Clostridium para a producéo de &cido butirico (Louis
e Flint, 2009) e por outros grupos de microrganismos que habitam o intestino, para a producao
de &cido propionico (Salazar et al., 2008). Por outro lado, um aumento nos teores dos AGVCC
diminui o pH no intestino, 0 que permite o crescimento de bactérias benéficas como
Lactobacillus e Bifidobacterium.
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Tabela 3 Contagem em placas das coldnias dos microrganismos representativos da microbiota
intestinal no tempo inicial (t = 0 h) e apds 24 h da fermentagdo in vitro do extrato de casca de

uva e do controle (amostra sem extrato de uva)

Microrganismos Tempo (h) Controle Extrato de uva
0 7,07+0,11Ba 7,13+0,03Ba
Clostridium spp.
24 8,62+ 0,21 Aa 8,82 +0,07 Aa
0 5,30+ 0,00 Ba 5,86 £0,14 Ba
Coliformes a 35 °C
24 6,75+ 0,05 Aa 6,48 £ 0,25 Aa
0 6,81 +£0,29 Ba 6,99 £0,01 Ba
Lactobacillus spp.
24 8,04 £ 0,08 Aa 8,55+ 0,37 Aa
0 427+0,71 Aa 4,21 £0,14 Aa
Bifidobacterium spp.
24 4,12 + 0,63 Aa 4,45+0,10 Aa

Valores reportados como média (log UFC.mL™1) + desvio padrdo (n = 3). Letras minGsculas diferentes
na mesma linha indicam diferencas significativas entre o controle e o extrato de casca de uva no mesmo
tempo de acordo com o teste t de Student para amostras pareadas (p < 0,05). Letras minusculas diferentes
em italico na mesma linha indicam diferencas significativas entre o controle e o extrato de casca de uva
no mesmo tempo de acordo com o teste Wilcoxon para amostras pareadas (p < 0,05). Letras maitsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas entre os tempos ao avaliar por separado o
controle ou o extrato de casca de uva de acordo com o teste t de Student para amostras pareadas (p <
0,05).

A Tabela 4 lista o perfil de AGVCC apds 24 horas da fermentacdo do controle e do
extrato de casca de uva. Nas amostras coletadas no tempo inicial da fermentacédo colonica (t =
0 h) ndo foram detectados AGVCC o que indica que ndo houve producdo destes metabdlitos e,
portanto, pouca atividade fermentativa da microbiota intestinal. Porém, ap6s 24 horas da
fermentacdo do extrato de casca de uva foi observado um aumento significativo da producéo
de AGVCC em comparacao ao controle. Um aumento significativo (p < 0,05) foi observado na
concentracdo de &cido acético apds 24 h de fermentacdo do extrato de casca de uva em
comparagdo com o controle (Tabela 4). Os &cidos propibnico e butirico ndo foram detectados
no controle apds 24 horas de fermentacdo. Porém, foi quantificado o acido propiénico em baixas
concentracdes (0,87 mmol.L™Y) e o 4cido butirico foi detectado em quantidade de tragos apds
24 h de fermentacdo do extrato de casca de uva. Esses resultados indicam que a adi¢cdo do
extrato liquido de casca de uva ao meio alimentar favoreceu a atividade fermentativa da
microbiota intestinal. Porém, o efeito prebidtico que resulte na modulacéo e multiplicacdo dos
microrganismos da microbiota intestinal somente poder ser alcangado em longo prazo.

A producéo de &cido acético e propiénico acontece apés a degradagédo dos carboidratos
pelas bactérias do intestino. O grupo Bifidobacterium spp. produz acido acético principalmente
por acdo da enzima fructose-6-fosfato cetolase sobre os carboidratos, pelo que o incremento na
producdo deste acido poderia ser indicativo da multiplicacdo desta bactéria (Miller e Wolin,
1996). De fato, ap0s a fermentacdo do extrato de uva, houve maior producdo de &cido acetico
juntamente com o incremento do numero de Bifidobacterium spp, mesmo sem que houvesse
diferenca significativa (p > 0,05) entre o extrato de uva e o controle.
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Tabela 4 Acidos graxos volateis de cadeia curta (AGVCC) ap6s 24 h da fermentacéo col6nica
in vitro

AGVCC Concentragdo (mmol.L?)
Controle Extrato de uva
Acido acético 1,95+0,13b 16,72+ 0,18 a
Acido propionico ND 0,87 £0,01
Acido butirico ND tr

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 4). Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre o controle e o extrato de uva para um mesmo acido graxo volatil de cadeia curta de
acordo com o teste t de Student para amostras pareadas (p < 0,05). ND: ndo detectado. tr: tragos.

Por outro lado, o &cido propi6nico pode ser produzido por Clostridium spp. que reduz o
piruvato, produto final da glicolise, a lactato, por acdo da enzima lactato desidrogenase
(Hosseini et al., 2011). A producdo de acido propiénico apds a fermentacao do extrato de casca
de uva poderia justificar a presenca do grupo Clostridium spp. Tem sido reportado que os acidos
acetico e propionico, detectados no presente estudo, influem na regulacdo do apetite,
incrementando a saciedade e reduzindo a ingestao de alimentos (Arora et al., 2011; Tolhurst et
al., 2012; Reichardt et al., 2014). Também o &cido acético esta relacionado com o controle da
inflamacdo e nas defesas contra patogenos, o que resulta em beneficios para o hospedeiro
(Russell et al., 2013).

Teores de &cido acético similares aos obtidos neste estudo foram reportados por
Guergoletto et al. (2016) apo6s 24 horas da fermentacédo in vitro de polpa de jucara liofilizada
usando um modelo estatico. Por outro lado, a fermentacdo da jucara resultou em maiores
concentracdes de acido propidnico e butirico que as reportadas neste estudo para o extrato de
casca de uva. Essas diferencas devem-se a diferente composicdo entre as matrizes, neste caso,
a polpa liofilizada de jucara e o extrato liquido de casca de uva. Apos o processo digestivo, foi
reportado que a polpa de jucara ainda apresenta substratos (agucares e fibras) que poderiam ser
fermentados pela microbiota intestinal (Guergoletto et al., 2016). Quando o material de partida
é a polpa da fruta liofilizada, espera-se que o0s acuUcares e fibras estejam em maiores
concentracdes, em comparacgdo ao extrato aquoso de casca de uva (subproduto da vinificacao)
onde, embora permanecam acucares residuais, a maioria foi fermentado pelas leveduras na
elaboracdo do vinho.

Martin-Carron e Goni (1998) demonstraram que a ingestéo de racdo contendo cascas de
uvas tintas aumentou a capacidade fermentativa da microbiota do intestino de ratos machos
Wistar. Foi observado um aumento significativo de AGVCC (acético, propidnico e butirico)
comparado com o controle apds 24 horas de fermentagdo. Além disso, a producdo de AGVCC
foi significativamente correlacionada com os valores de pH (r = —0,969) e producédo de gas (r
=0,960). Recentemente, Gil-Sanchez et al. (2018) avaliaram a fermentag&o in vitro de extratos
de bagaco de uva usando um simulador dindmico de digestdo gastrointestinal (Simgi®). Os
autores observaram um aumento significativo na produgdo de AGVCC pela microbiota
intestinal de dois individuos diferentes durante a ingestdo continua dos extratos de bagaco de
uva.

A amdnia é um metabolito toxico produzido a partir da degradacdo das proteinas pelas
bactérias da microbiota intestinal. Dentre as espécies proteoliticas encontra-se o Clostridium
spp. que também pode fermentar os carboidratos (Riley, 2012), sendo seu crescimento
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dependente do substrato no meio alimentar (Nyangale et al., 2014). Por isso estas espécies, sao
as mais numerosas no intestino, pois quando o carboidrato est4d esgotado utilizam os
aminoacidos como substrato para geracdo de energia metabdlica (Richardson et al., 2013). O
grupo Clostridium spp. constitui um dos maiores contribuintes para a producdo de amonia
(Vince e Burridge, 1980), metabolito prejudicial por ter sido reconhecido como possivel agente
etiologico do cancer no intestino grosso (Wrong e Vince, 1984) e responsavel por sintomas de
intoxicacdo cerebral na sindrome de encefalopatia portossistémica (Vince e Burridge, 1980).
Essa espécie também produz toxinas associadas a doengas crénicas inflamatdrias do intestino
e problemas imunolégicos (Duefias et al., 2015).

A producdo de ions amdnio foi baixa apds 24 horas de fermentacéo, sendo gerados 10,05
+ 0,07 mg NHs*. L't em comparagio com 12,60 + 1,41 mg NH4*. L't gerados no inicio da
fermentacdo. N&o foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) entre esses valores.
Esse resultado pode ser relacionado com uma preferéncia do género Clostridium spp. pela
utilizacdo de carboidratos do que proteinas como fonte de energia. Tem sido demonstrado por
Vince e Burridge (1980) que as bactérias Gram negativas anaerébicas como o género
Clostridium spp. produzem menos amonia a baixo pH. Por outro lado, o incremento de
Lactobacillus spp. pode favorecer a diminuicdo do pH no meio devido essa espécie produzir
acido latico como produto final da fermentagdo (lbrahim, 2016). Portanto, sugere-se que a baixa
producdo de amobnia se relacione com o concomitante incremento na multiplicacdo de
Lactobacillus spp. e de Clostridium spp. apés a fermentacéo do extrato de casca de uva. Esses
fatos em conjunto poderiam constituir uma evidencia do sinergismo entre 0s microrganismos
da microbiota intestinal e a manutencdo do equilibrio saudavel do hospedeiro.

A diminuicéo dos teores dos compostos fendlicos majoritarios do extrato bruto de casca
de uva (antocianinas e flavandis) e o incremento nos teores dos &cidos galico e siringico, ap6s
a digestdo in vitro sugerem que estes ultimos sdo bioacessiveis e constituem fontes de carbono
e energia para a microbiota intestinal. Apesar de que 24 horas de fermentacao colonica in vitro
ndo foram suficientes para estimular a multiplicacdo dos microrganismos, 0 aumento na
producdo de AGVCC e a baixa producdo de amdnio sugerem que o0 extrato de casca de uva
favoreceu a atividade metabdlica da microbiota intestinal. Dessa forma, conclui-se que o extrato
liquido concentrado de casca de uva poderia ter um efeito prebiotico potencial para a modulagéo
da microbiota em longo prazo.
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CAPITULO IV

ESTUDO DE ESTABILIDADE DAS ANTOCIANINAS E DA COR DURANTE A
ESTOCAGEM DE UM PREPARADO DE FRUTAS VERMELHAS COM EXTRATO
CONCENTRADO DE CASCA DE UVA CV. ALICANTE BOUSCHET (VITIS
VINIFERA L.) E DE UM SORVETE ADICIONADO DESTE PREPARADO
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RESUMO

Extratos de cascas de uvas sdo particularmente ricos em antocianinas, que sdo pigmentos
responsaveis pelas cores intensas de muitos frutos. As temperaturas elevadas usadas para
esterilizar alimentos a base de frutas produzem perdas considerdveis de antocianinas e
degradacdo da cor, o que resulta em perda da qualidade. Os objetivos do presente
trabalho foram elaborar um preparado de frutas vermelhas adicionado de um extrato liquido
concentrado de casca de uva cv. Alicante Bouschet (Vitis vinifera L.) e um sorvete adicionado
deste preparado como corante e saborizante, avaliar a estabilidade das antocianinas
monoméricas e da cor destes produtos apos 0s processos de elaboracdo e durante 60 dias de
estocagem e avaliar a aceitacdo sensorial de sorvetes adicionados do preparado de frutas
vermelhas com e sem adicdo de extrato de casca de uva usando uma escala hedbnica de 9
pontos. A identificacdo e quantificacdo das antocianinas foi realizada por Cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) e os parametros de
cor foram avaliados mediante colorimetria triestimulos. Os resultados indicaram que 0 processo
de esterilizacdo provocou perdas de 91% no teor de antocianinas monomeéricas totais, ndo sendo
apropriado para esterilizar o preparado de frutas vermelhas. Apesar da diminuicdo do teor de
antocianinas, a cor se manteve estavel durante a estocagem no preparado de frutas vermelhas e
no sorvete, provavelmente devido a presenca de pigmentos avermelhados derivados das
antocianinas. Ambos 0s sorvetes tiveram boa aceitacdo na avaliacdo sensorial, sendo que a cor
do sorvete com preparado de frutas vermelhas adicionado de extrato de casca de uva obteve
maior aceitabilidade. Portanto, o extrato poderia ser usado como corante natural em preparados
de frutas vermelhas para adicdo em sorvetes, entre outros produtos.

Palavras-chave: extrato de casca de uva, Alicante Bouschet, preparado de frutas vermelhas,
sorvete, estabilidade, antocianinas, cor
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ABSTRACT

Grape skin extracts are particularly rich in anthocyanins, which are pigments responsible for
the intense colors of many fruits. The high temperatures used to sterilize fruit-based foods
produce considerable losses of anthocyanins and the color degradation, which results in loss of
quality. In this work, was obtain a concentrated liquid extract from cv. Alicante Bouschet (Vitis
vinifera L.) which was added as a dye in a red berries preparation that was added to ice cream.
The stability of the monomeric anthocyanins and the color of these products were evaluated
after the elaboration processes and during 60 days of storage. Sensory acceptance of ice creams
added with red berries preparation with and without added liquid extract of grape skin was
evaluated by using a 9-point hedonic scale. Monomeric anthocyanins were analyzed by high
performance liquid chromatography with diode array detection (HPLC-DAD) and the color
parameters were evaluated by tristimulus colorimetry. The sterilization process caused 91%
losses in total monomeric anthocyanins content and was not suitable for sterilization of the red
berries preparation. Despite the decrease in anthocyanin content, the color remained stable
during storage in the red fruit preparation and in the ice cream, probably due to the presence of
reddish pigments derived from anthocyanins. Both ice creams were well accepted by the
consumers, however, the color of the ice cream added with red berries preparation and grape
skin extract obtained better acceptability. Therefore, the extract can be used as a natural dye in
red berries preparations for addition in ice cream, among other products.

Keywords: concentrated liquid extract, Alicante Bouschet, grape skin, red berries preparation,
ice cream, stability, anthocyanins, cor
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1 INTRODUCAO

A cor é uma das propriedades mais importantes dos alimentos, sendo a primeira
caracteristica a ser percebida e julgada pelos consumidores para avaliar a qualidade do alimento
e a sua aceitabilidade (Giusti e Wrolstad, 2003; Schwartz et al., 2010; Pathare et al., 2013). Os
corantes sdo substancias de origem natural ou sintética adicionados aos alimentos para realcar,
restaurar e padronizar a cor e aparéncia dos alimentos, transformando-os em opg¢des mais
atrativas para os consumidores (Pasias et al., 2015). O uso dos corantes sintéticos tem diversas
vantagens para a sua aplicacdo na industria: sdo mais baratos e faceis de produzir que os
corantes naturais e apresentam maior estabilidade quimica sob as condigdes de processamento
e estocagem, sem transmitir odor ou sabor aos produtos. No entanto, evidéncias cientificas
relatam efeitos prejudiciais para a salde associados aos corantes sintéticos dependendo da dose
utilizada (Carocho et al., 2015; Feketea e Tsabouri, 2017).

Nesse cenério, a preferéncia dos consumidores por alimentos adicionados de corantes
naturais é cada vez crescente, pois sdo geralmente percebidos como mais saudaveis e seguros.
Isto conjuntamente com as restricGes legais a utilizacdo de determinados corantes sintéticos
como os do tipo azo, tem incentivado a industria alimentar a procurar novas fontes naturais para
a obtencdo de novos corantes (Carocho et al., 2015). As antocianinas sdo pigmentos
responsaveis pelas cores intensas de muitos frutos como a uva, e também pela cor dos vinhos e
seus subprodutos. Extratos de cascas de uvas sdo particularmente ricos nestes pigmentos e séo
conhecidos como enocianina (E163) (Giusti e Wrolstad, 2003), sendo usados para conferir tons
de vermelho em refrigerantes, produtos de confeitaria e preparacées de frutas (Carocho et al.,
2015).

O uso das antocianinas como corantes em alimentos é limitado pela instabilidade desses
compostos. Varios trabalhos estudam a influéncia das elevadas temperaturas aplicadas no
processamento e estocagem na estabilidade das antocianinas e da cor em formulagdes de
alimentos a base de fruta (Wang e Xu, 2007; Patras et al., 2011; Hernandez-Herrero e Frutos,
2014; Wang et al., 2015; You et al., 2018). As elevadas temperaturas usadas para esterilizar
esses produtos e inativar as enzimas produzem perdas consideraveis de antocianinas e
consequentemente a degradacdo da cor, que resulta em perda da qualidade (You et al., 2018).
A identificacdo e quantificagdo das antocianinas individuais por CLAE-DAD e a avaliagéo dos
parametros de cor usando a colorimetria triestimulos constituem ferramentas que permitem
monitorar as mudancas na concentracdo desses pigmentos apds o processamento e durante a
estocagem dos produtos (Wrolstad et al., 2005).

A estabilidade térmica depende da concentracdo e estrutura quimica dos pigmentos e
também da composi¢do da matriz (Giusti e Wrolstad, 2003; Fournier-Level et al., 2011; Han e
Xu, 2015; Tang et al., 2017). As reacOes de condensacdo entre as antocianinas e a
copigmentacdo das antocianinas com outros compostos fendlicos (Castaneda-Ovando et al.,
2009) como também as reacGes de condensagdo com outros compostos da matriz alimentar
contribuem para a formacéo de outros pigmentos derivados que mantém a coloragdo vermelha
dos alimentos durante a estocagem (Es-Safi et al., 2000; 2002).

O sorvete é um dos produtos lacteos mais consumidos no mundo, e é geralmente pobre
em antioxidantes naturais. Assim, € interessante explorar a possibilidade de melhorar os
atributos nutricionais do sorvete usando ingredientes com beneficios para a saude, com foco
em antioxidantes naturais e agentes corantes naturais em substituicdo aos aditivos sintéticos
(Marshall et al., 2012).
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Os objetivos do presente estudo foram elaborar um preparado de frutas vermelhas
adicionado de extrato liquido concentrado de casca de uva e um sorvete adicionado do
preparado de frutas como corante e saborizante, determinar o efeito do processo de esterilizacéo
e do tempo de estocagem na estabilidade das antocianinas monomeéricas e da cor do preparado
de frutas esterilizado armazenado a 25 °C, bem como a estabilidade das antocianinas
monoméricas e da cor do sorvete a —18 °C, durante 60 dias. Também, avaliar a aceitacdo
sensorial de sorvetes adicionados de preparado de frutas vermelhas com e sem adicéo do extrato
liquido concentrado de casca de uva cv. Alicante Bouschet.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os ingredientes do sorvete base ou “calda” foram: emulsificante Emustab®, estabilizante
Liga Neutra Extra®, leite em pd Ninho®, creme de leite Nestlé® e aclcar refinado Unido®. Para
elaboracdo do preparado de frutas vermelhas foram utilizadas frutas vermelhas congeladas
morango e amora (DeMarchi®) comprados no mercado local do Rio de Janeiro, RJ/Brasil.

A casca de uva da variedade Alicante Bouschet, proveniente da producéo de vinho tinto,
foi fornecida pela vinicola Rio Sol, do grupo ViniBrasil (Lagoa Grande, PE, Brasil). Para
obtencdo do extrato de casca de uva, foram usados etanol absoluto P.A. (Emplura®, Merck,
Alemanha) e agua destilada. Os reagentes usados para extracéo e analise das antocianinas foram
adquiridos da Merck (New Jersey, E.U.A) e da Tedia (Fairfield, E.U.A). Os padrbes das
antocianinas utilizados foram: malvidina-3-O-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo,
peonidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo, todos
isolados de fontes naturais, com pureza maior do que 99% de acordo com a metodologia
descrita por Gouvéa et al. (2012) e Santiago et al. (2010).

2.2 Obtencéo do extrato liquido concentrado de casca de uva

A farinha da casca de uva foi submetida ao processo de extracdo sélido-liquido em
banho termostatico (Marconi, MA 093, Sdo Paulo, Brasil) a 40 °C, utilizando solucéo
hidroetandlica 50% (v/v) acidificada com 2% (m/v) de &cido citrico, razdo soélido:liquido de
1:10, sob agitacdo mecanica (200 rpm) durante uma hora (Ruiz-Garcia et al., 2019). Apds a
extracdo, os solidos suspensos foram removidos por filtracdo a vacuo. O extrato liquido foi
concentrado (até a metade do volume inicial) para evaporar o etanol usando um rotaevaporador
a vacuo (Bichi, Flawil, Suica) a 50 °C e agitacdo de 40 rpm. O extrato liquido concentrado foi
armazenado a —20 °C em recipientes de cor &mbar até sua utilizagéo.

2.3 Elaboracéo do preparado de frutas vermelhas

Para elaboracdo do preparado a base de frutas, as frutas congeladas inteiras (morango e
amora, em uma proporc¢do de 4:1) foram misturadas com acucar refinado (40% em relacdo a
massa total de frutas vermelhas) em liquidificador doméstico Walita, Philips. A mistura foi
levada ao fogo até ebulicdo para dissolver o aglcar por 5 minutos, este preparado de frutas foi
dividido em duas partes, em uma das partes foi adicionado 10% (m/m) do extrato concentrado
de casca de uva na formulacdo, com a funcdo de conferir uma coloracdo mais escura ao
preparado de frutas vermelhas (corante natural).
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Ap0s a finalizacdo dos preparados de fruta os mesmos foram acondicionados em sacos
flexiveis laminados de polipropileno, selados e submetidos ao processo de esterilizacdo
comercial em autoclave STERIFLOW® (Fo = 2,9), a 121 °C durante 10 minutos. Terminada a
esterilizagdo, foram separadas embalagens contendo 50 g do preparado de frutas vermelhas com
extrato concentrado de casca de uva e armazenadas em camara tipo B.O.D. a 25 = 1 °C para
avaliar a estabilidade durante 60 dias de estocagem.

2.4 Elaboracéo do sorvete

A formulacdo do sorvete base continha 70% de leite em po reconstituido, 0,96% de
emulsificante, 0,96% de estabilizante, 14,58% de creme de leite e 13,50% de agucar (m/m). O
preparado de frutas vermelhas contendo 10% (m/m) de extrato liquido concentrado de casca de
uva foi adicionado para conferir cor e sabor (30% em relagdo a massa total do sorvete).

A mistura “calda” foi preparada misturando os ingredientes, com exce¢do do preparado
de frutas vermelhas (com e sem o extrato de casca de uva), em um liquidificador doméstico
(Walita, Philips). Apds a mistura, a calda foi pasteurizada a 80 °C durante 5 minutos e resfriada,
e entdo foi adicionado o preparado de frutas. A mistura de ingredientes foi processada em uma
sorveteira (Tramontina, Breville) com capacidade para um litro em bateladas a —18 °C durante
40 min sob agitacdo, segundo as recomendacgdes do fabricante. Neste equipamento ocorre
simultaneamente a aeracdo e congelamento do produto.

O sorvete foi armazenado em recipientes de pléstico (2 L) com tampa sob congelamento
(—18 °C) até a realizacdo do teste de avaliacdo sensorial. Para o estudo de estabilidade, uma
parte do sorvete foi separada em por¢des de 50 g e colocada em recipientes plasticos com tampa,
que foram armazenados sob congelamento a —18 °C, sendo retirados para analises de
antocianinas e de cor instrumental no tempo inicial e aos 15, 30 e 60 dias de estocagem.

2.5 Composicdo centesimal e caracteristicas fisico-quimicas do preparado de frutas
vermelhas com extrato de casca de uva e do sorvete adicionado deste preparado

As analises de umidade, lipideos, proteinas e cinzas foram realizadas de acordo com
AOAC (2010) e os carboidratos foram calculados por diferenga. A determinacdo do teor de
sélidos soltveis (°Brix) foi realizada em refratdmetro digital portatil (Atago®, modelo Pal-1
Co., Ltd., E.U.A.). Para as medidas de pH e acidez total foi utilizado um titulador automatico
previamente calibrado (modelo 785 DMP Titrino, Metrohm, Suica).

A incorporacéo do ar no sorvete (ou overrun) foi calculada de acordo com a equagéo:

Volume final—-Volume inicial

Overrun = x 100,

Volume inicial

onde o Volume final é o volume do sorvete e o Volume inicial é o volume da mistura ou calda.
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2.6 Estabilidade do preparado de frutas e do sorvete durante a estocagem

2.6.1 ldentificacdo e quantificacdo das antocianinas monoméricas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Os teores das antocianinas no preparado de frutas vermelhas e no sorvete foram
avaliados no tempo inicial, e ap6s 15, 30 e 60 dias de estocagem. Para realizar a extracdo das
antocianinas, pesou-se 1 g de amostra (preparado de frutas vermelhas ou sorvete) dentro de um
tubo com tampa de rosca apropriado para utilizacdo em centrifuga. Adicionaram-se 2 mL de
solucéo de acido férmico 10% em metanol e manteve-se sob agitagdo em vortex durante um
minuto. A seguir, a mistura foi submetida a uma etapa de sonificacdo por 10 minutos e,
posteriormente foi centrifugada a 6000 rpm durante 10 minutos. Transferiu-se o sobrenadante
para um baldo volumétrico de 10 mL. O precipitado da centrifugacao foi novamente submetido
trés vezes sucessivas ao processo de lavagem descrito acima, onde observou-se que o
sobrenadante obtido perdeu sua coloracdo. Apés a extracdo, completou-se para 10 mL o volume
do bal&o volumétrico com acido férmico 10% em metanol. Centrifugou-se uma aliquota de 2
ou 4 mL do extrato obtido em microcentrifuga a 8000 rpm por 3 minutos. Uma aliquota de 1
ou 2 mL (volume é variavel, pois depende da colora¢do do sobrenadante) do sobrenadante
obtido foi evaporada sob ar comprimido, realizando-se em seguida a diluicdo com 100 ou 200
uL (volume variavel que depende da coloracdo do sobrenadante apds secagem) de metanol 10%
em acido formico 5% (solucéo de injecdo). O extrato ressuspendido foi transferido para um vial
e levado ao injetor do cromatografo liquido.

A andlise cromatografica das antocianinas foi realizada em Cromatédgrafo Liquido de
Alta Eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5, equipado com detector de arranjo de
fotodiodos Waters® modelo 2996 (Waters, Milford, MA, USA), com varredura do espectro UV-
Vis na faixa de 210 a 600 nm e quantificagdo em 520 nm. Uma coluna de fase reversa Thermo
BDS Hypersil C1g (100 x 4,6 mm; 2,4 um) foi utilizada para a separagdo das antocianinas. As
antocianinas foram eluidas em gradiente com &cido formico 5% em metanol e acetonitrila, com
fluxo de 1,0 mL/min e o tempo de corrida foi de 35 minutos. A fase A utilizada consistiu em
acido formico (5%) e metanol (95%), e a fase B apenas acetonitrila (100%). O gradiente
utilizado de fase A foram: 0 min (95%), 2 min (93%), 10 min (90%), 15 min (87%), 16 min
(85%), 20 min (83%), 30 min (80%), 33 min (95%), 35min (95%). A temperatura da coluna foi
mantida a 40 °C e o volume de injecdo foi de 20 pL. As antocianinas foram identificadas por
comparacdo dos tempos de retencdo e os espectros UV/Vis com os de amostras e padrbes
previamente caracterizados. A quantificacdo das antocianinas foi realizada por calibracéo
externa. Os resultados foram expressos em mg de malvidina-3-O-glicosideo equivalentes
(derivados da malvidina) ou cianidina-3-O-glicosideo (derivados da cianidina) por 100 g de
amostra (preparado de frutas ou sorvete).

2.7 Andlise da cor instrumental

A cor do preparado de frutas vermelhas adicionado de extrato liquido concentrado de
casca de uva (controle e esterilizado), assim como a cor do sorvete adicionado deste preparado,
foi avaliada por refletancia em um colorimetro HunterLab Color Quest, modelo XE (Reston,
Virginia, EUA). Foi usada uma abertura de 25 mm de didmetro, a&ngulo de observacao de 10° e
operou-se com iluminante D65 como referéncia. As amostras foram colocadas em cubetas de
quartzo de 10 mm e foi realizada a leitura dos parametros de cor usando as escalas CIELAB e
CIELCh. As medidas de cor foram expressas em termos da luminosidade L* (L* =0 é preto e
L* = 100 € branco) e das coordenadas a* (+a* = vermelho e —a* = verde) e b* (+b* = amarelo
e —b* = azul). A partir de a* e b*, foram calculadas as coordenadas cilindricas Can* € hap de
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acordo com as seguintes equacgdes C., = (a*? + b*?)Y/2 e hy, = arctan(b*/ a*). Can™
(croma) é um atributo quantitativo que define a intensidade ou saturacdo da cor, enquanto que
hab € 0 &ngulo de tom que define qualitativamente a tonalidade da cor. Também foi calculada a
diferenca total da cor AE", definida como a distancia Euclidiana entre dois pontos no espago
tridimensional definidos pelos parametros L*, a* e b*. Essa diferenca € definida numericamente
pela equacdo: AE* = vda* + 4b* + AL* (Clydesdale e Ahmed, 1978; Sant'anna et al., 2013).

2.8 Avaliagao sensorial com consumidores

Para avaliacdo sensorial com consumidores foram elaboradas duas formulacdes de
sorvetes: sorvete adicionado de preparado de frutas vermelhas e sorvete adicionado de
preparado de frutas vermelhas contendo 10% de extrato concentrado de casca de uva. A
concentracéo de extrato de uva adicionada ao preparado de frutas vermelhas foi selecionada em
testes sensoriais preliminares (resultados ndo mostrados). Os sorvetes foram retirados do
freezer e mantidos a 20 °C durante 5 minutos antes da avaliagdo sensorial. Foram servidos 10
g de cada amostra de sorvete em recipientes plasticos descartaveis com tampa e capacidade para
100 mL. Como estratégia para eliminar o efeito chamado de primeira posicéo foi realizado um
balanceamento da apresentacdo das amostras. A Figura 1 ilustra a forma em que foram
apresentadas as amostras de sorvete para 0s consumidores.

——

Figura 1 Apresentacdo das amostras de sorvete para os consumidores no teste de aceitacéo.
Fonte: Autora

As amostras foram codificadas com nameros de trés digitos ao acaso (Figura 1). Um
total de 116 consumidores potenciais de sorvete avaliaram a cor, textura e a aceitacdo global,
dos sorvetes usando uma ficha com escalas hedbnicas de nove pontos (onde 1 significa
desgostei muitissimo e 9 significa gostei muitissimo) para cada atributo (Figura 2). O produto
foi considerado aceito quando a pontuacdo média alcancou valores acima de seis (6). Na ficha,
também foi incluida uma pergunta de mdaltipla escolha para avaliar o atributo sabor, onde o
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consumidor devia relacionar o sabor do sorvete com diferentes frutas propostas (Figura 2). O
estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos com o
namero de 53787816.8.0000.5291.

2.9 Andlise estatistica

Todos os resultados foram reportados como média + desvio padrdo (DP) (n = 3). Foi
realizada a andlise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey para determinar diferencas
significativas entre os tempos avaliados quanto aos teores das antocianinas monomericas e aos
parametros de cor. O teste t de Student foi usado para determinar as diferencas significativas
entre os sorvetes para cada atributo avaliado no teste de aceitacdo. Para todas as analises
estatisticas, utilizou-se o programa Statistica 10.0 (StatSoft, Tulsa, EUA) com o nivel de
significancia de 5%.

Vocé esta recebendo uma amostra de sorvete. Observe, cheire, prove-a e marque na escala abaixo o quanto vocé
gostou deste sorvete:

Aceitagao Global

- [ [ [ [ [ [ [ I
Desgostei MNem gostei Gostei
extremamente nem desgostei extremamente
Cor
- [ [ [ [ [ [ [ I
Desgostei MNem gostei Gostei
extremamente nem desgostei extremamente
Textura
[ [ [ [ [ [ [ [ [
Desgostei Mem gostei Gostei
extremamente nem desgostei extremamente

Agora, assinale quais destas FRUTAS vocé considera adquado para descrever O SABOR deste sorvete:

I~ morango I~ uva

[~ ameixa I~ frutas vermelhas
I~ jabuticaba ™ outra

I~ amora ™ nao sei

[~ framboesa

Proxima pagina

Figura 2 Ficha de avaliacdo utilizada no teste de aceitagdo dos sorvetes

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo do preparado de frutas vermelhas adicionado de extrato de casca de
uva e do sorvete adicionado deste preparado

A Tabela 1 apresenta a composicao centesimal e as caracteristicas fisico-quimicas do
preparado de frutas vermelhas adicionado de extrato de casca de uva e do sorvete adicionado
deste preparado. De acordo com a legislacéo brasileira, o sorvete deve conter um minimo de
2,5% de proteinas e 3,0% de lipideos, respectivamente (ANVISA, 1999). O sorvete
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desenvolvido neste estudo cumpre com o0s requerimentos legais quanto ao teor de lipideos
(3,43%) mas ndo quanto ao teor de proteinas (1,56%). Dos Santos Cruxen et al. (2017) também
reportaram um baixo teor de proteinas no sorvete de butia. Os autores atribuiram esse resultado
ao elevado teor de polpa da fruta (40%) adicionada na formulagdo. O baixo teor de proteinas
observado neste estudo também poderia estar relacionado com a adicdo de 30% do preparado
de frutas, que geralmente possuem baixo teor proteico. O teor de umidade encontrado no
produto (73,92%) foi maior que os teores geralmente reportados em sorvete de 55% a 65%
(Arbuckle, 2013), o que poderia estar relacionado a adi¢do do preparado de frutas com extrato
liquido de casca de uva na formulacdo do sorvete. Teores de cinzas e carboidratos no sorvete,
similares aos obtidos, neste estudo foram reportados por Vital et al. (2018) em sorvete
enriquecido com bagaco de uva e Karaman et al. (2014) em sorvete a base de puré de caqui.

O valor de pH do sorvete foi baixo devido a adi¢do do preparado de frutas pois, a maioria
das frutas, possuem pH baixo e acidez total elevada (Tabela 1), devido a presenca de acidos
organicos. Vital et al. (2018) reportaram que houve uma diminui¢cdo do pH no sorvete ao
aumentar a concentracdo de bagaco de uva na formulacgéo, pela presenca dos acidos tartarico e
malico, majoritarios nas uvas.

Neste estudo, a acidez elevada do preparado de frutas e consequentemente do sorvete,
provavelmente, se deve a adi¢do do extrato de casca de uva que contém &cido citrico. Dessa
forma, a mistura do leite com pH 6,4—6,8 com o pH do preparado de frutas (2,89) resultou em
um pH baixo no sorvete. Soares et al. (2018) reportaram que incrementando a concentracdo de
leite e acuUcar e diminuindo a concentracdo de polpa de fruta na mistura, € possivel diminuir a
acidez do meio e, consequentemente, incrementar o pH.

Tabela 1 Composicdo centesimal e caracteristicas fisico-quimicas do preparado de frutas
vermelhas (morango e amora) adicionado de extrato de casca de uva e do sorvete adicionado
deste preparado

) Amostras
Anélises
PFE SPFE

Umidade (g.100 g?) 69,61+0,38 73,92+0,33
Cinzas (g.100 g %) 0,29+0,01 0,60+0,01
Proteinas (g.100 g?) 0,25+0,00 1,56+0,00
Lipideos (g.100 g% 0,52+0,07 3,43+0,09
Carboidratos (g.100 g1) 2954 +0,33 21,81+0,43
pH 289+0,01 4,16+0,01
Acidez total (g (4cido tartarico).100 mL™Y)  2599+0,06 7,41+0,04
Solidos soluveis totais (° Brix) 2950 +0,10 52,97 +0,12

Valores expressos como média = DP (n = 3). PFE: Preparado de frutas vermelhas com extrato de casca
de uva. SPFE: Sorvete com preparado de frutas vermelhas e extrato de casca de uva.

A incorporacdo de ar (overrun) é uma caracteristica importante do sorvete, pois o ar
incorporado garante que a textura do sorvete seja leve e agradavel e também influencia nas
caracteristicas fisicas como a dureza e a fusdo (Dos Santos Cruxen et al., 2017). O overrun do
sorvete adicionado de preparado de frutas vermelhas com extrato de casca de uva foi de 13,71
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+ 1,09%, sendo menor em comparacao com o valor obtido para o sorvete base (23,58 + 2,10%).
Soares et al. (2018) avaliaram diferentes formulagdes de sherbets adicionados com polpa de
jambo e concluiram que a incorporacao do ar estava relacionada com o teor de gorduras do leite
usado na formulagdo. Neste estudo o teor de lipideos foi baixo e pode ser uma das causas do
baixo overrun. O ar incorporado no produto € disperso na emulséo, tornando o produto mais
macio e aumentando a sua qualidade sensorial (Marshall et al., 2012). Vital et al. (2018)
observaram que a diminuicdo do pH provocada pela adicdo de bagaco de uva diminuiu
significativamente o overrun do sorvete.

3.2 Efeito do processo de esterilizacdo e do tempo de estocagem sobre o teor de
antocianinas monomericas

Como mostrado na Tabela 2, foram identificadas nove antocianinas no preparado de
frutas vermelhas com extrato de casca de uva. As antocianinas detectadas foram as antocianinas
majoritarias das frutas utilizadas para elaborar o preparado de frutas: morango, amora e uva. A
cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-rutinosideo e cianidina-3-dioxalil-glicosideo  foram
reportadas anteriormente como as antocianinas majoritérias da amora (Wang e Xu, 2007).

Na composi¢do do morango predominam as antocianinas derivadas da pelargonidina:
pelargonidina-3-glicosideo e pelargonidina-3-rutinosideo e, em menor proporcéo, as derivadas
da cianidina, como cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo (Wang et al., 2015a).
Finalmente, foram detectadas as antocianinas que se encontraram em maior concentragdo no
extrato de casca de uva cv. Alicante Bouschet, peonidina-3-glicosideo, malvidina-3-glicosideo,
peonidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo e malvidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo. O extrato de
casca de uva também poderia ter contribuido para aumentar o teor total de cianidina-3-
glicosideo, principalmente no preparado de frutas controle, enquanto que a delfinidina-3-
glicosideo e petunidina-3-glicosideo, presentes na composicao do extrato de casca de uva, ndo
foram detectadas no preparado de frutas.

Na Tabela 2 sdo apresentados os teores das antocianinas majoritarias no preparado de
frutas vermelhas (morango e amora) com extrato de casca de uva antes e apds o processo de
esterilizacdo. O processo de esterilizagdo provocou perdas de aproximadamente 91% do teor
de antocianinas monomeéricas totais e perdas acima de 76% nos teores de antocianinas
individuais avaliadas. Estes resultados indicam que o tratamento térmico a 121 °C durante 10
minutos ndo foi apropriado para esterilizar o preparado de frutas vermelhas com extrato de uva
devido as perdas de antocianinas e, consequentemente, a degradacdo da cor, que afetou a
qualidade do produto.

Apesar de o processo de esterilizacdo ser necessario para inativacdo de enzimas e
eliminacdo de microrganismos que possam deteriorar o produto durante a estocagem, constitui
uma etapa critica no processamento de produtos a base de frutas vermelhas. Diante dos
resultados, seriam necessarios estudos futuros para otimizar a relagdo temperatura/tempo no
processo de esterilizacdo, além de testar outros méetodos de conservacéo do preparado de frutas
a fim de preservar as suas propriedades nutricionais e sensoriais. You et al. (2018) estudaram a
influéncia de diferentes tratamentos sobre a cor e o teor de antocianinas no processamento de
suco de amora. Os autores verificaram que a pasteurizacdo a 70 °C durante 10 minutos, a
esterilizacdo a 110 °C durante 8,6 segundos e também a aplicacao de altas pressdes (400 MPa/5
minutos) foram métodos eficientes para manter a estabilidade das antocianinas e a cor do suco
de amora durante a estocagem.
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Tabela 2 Teores das antocianinas majoritarias no preparado de frutas vermelhas (morango e
amora) com extrato de casca de uva antes e apos 0 processo de esterilizagdo

Antocianinas (mg.100 g %) PFE controle PFE esterilizado (tempo 0)  Perdas (%)

Cy3gl 5,071 + 0,153 0,284 + 0,001 94
Cy3rut 0,289 + 0,002 0,054 % 0,004 81
Pg3gl 2,945 + 0,040 0,399 + 0,009 86
Pg3rut 0,150 + 0,004 0,037 + 0,001 76
Pn3gl 0,329 + 0,006 0,067 + 0,001 80
Mv3gl 1,160 + 0,011 0,063 + 0,001 95
Cy-3-dioxalilgl 0,207 + 0,009 0,033 + 0,000 84
Pn-3-6cmgl 0,424 + 0,025 0,062 + 0,001 85
Mv-3-6cmgl 1,717 + 0,035 0,142 + 0,002 92
Total 12,297 1,138 91

PFE controle: preparado de frutas vermelhas com extrato de casca de uva antes de ser submetido a
esterilizagdo. PFE esterilizado: Preparado de frutas vermelhas com extrato de casca de uva apos
esterilizagdo. Cy3gl: cianidina-3-glicosideo, Cy3rut: cianidina-3-rutinosideo, Pg3gl: pelargonidina-3-
glicosideo, Pg3rut: pelargonidina-3-rutinosideo, Pn3gl: peonidina-3-glicosideo, Mv3gl: malvidina-3-
glicosideo, Cy-3-dioxalilgl: cianidina-3-dioxalil-glicosideo, Pn-3-6cmgl: peonidina-3-(6-p-cumaroil)-
glicosideo, Mv-3-6¢cmgl: malvidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo.

A Figura 3 ilustra os teores das antocianinas majoritarias no preparado de frutas
vermelhas (morango e amora) adicionado de extrato de casca de uva durante a estocagem a 25
°C. Transcorridos 15 dias da estocagem a 25 °C, houve uma perda de mais de 56% de
antocianinas totais no preparado de frutas em comparacdo ao tempo inicial (apos esterilizacao).
Né&o foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) nos teores de cianidina-3-glicosideo,
malvidina-3-glicosideo, peonidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo e malvidina-3-(6-p-cumaroil)-
glicosideo no tempo inicial e em 15 dias de estocagem. Ap6s 30 dias de estocagem do preparado
de frutas, s6 foram detectadas duas antocianinas no produto: cianidina-3-glicosideo e
pelargonidina-3-glicosideo, as restantes ndo foram quantificadas pois a concentracdo estava
abaixo do limite de quantificacdo do método. Finalmente, aos 60 dias da estocagem ndo houve
deteccdo de antocianinas.

Diversos estudos tém reportado que as antocianinas de diferentes matrizes sdo instaveis
a temperaturas elevadas como as aplicadas no processamento e na estocagem de: geleia de
morango (Patras et al., 2011), suco de morango (Wang et al., 2015b), sucos de uva e morango
(Hernandez-Herrero e Frutos, 2014) e suco de amora (Wang e Xu, 2007; You et al., 2018). As
perdas das antocianinas monoméricas podem acontecer devido ao processo de oxidacdo que
leva a formacgédo de compostos poliméricos. Também podem ocorrer reagfes de condensacéo
entre as antocianinas com outros compostos fenolicos como os flavandis e reacfes de
copigmentacao entre as antocianinas e acidos fenolicos que resultam em novos pigmentos
responsaveis pela cor apés o tratamento térmico e durante a estocagem (Castaneda-Ovando et
al., 2009).

A maioria dos estudos apontam que a estabilidade térmica depende da composicao da
matriz e da concentracéo e estrutura quimica dos pigmentos (Giusti e Wrolstad, 2003; Fournier-
Level et al., 2011; Han e Xu, 2015; Tang et al., 2017). Foi observado que somente a cianidina-
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3-glicosideo e a pelargonidina-3-glicosideo permaneceram no preparado de frutas até 30 dias
de estocagem, provavelmente devido ao fato de que essas antocianinas se encontraram em
maior concentracdo, pois sdo as antocianinas majoritarias da amora e do morango. Apesar das
antocianinas com grupos metoxila e grupos acila ligados a molécula (como a peonidina-3-
glicosideo e malvidina-3-glicosideo e suas derivadas aciladas presentes no extrato de casca de
uva) terem sido reportadas como as mais estaveis (Fournier-Level et al., 2011), devido a sua
menor concentracdo no preparado de frutas, ndo foram observadas apos os 30 dias de
estocagem. Isto poderia indicar que o efeito da concentragéo do pigmento teve maior influéncia
na estabilidade das antocianinas do preparado de frutas. Estes resultados também podem estar
relacionados a que a cinética de degradacao de cada antocianina individualmente é diferente.

A degradacéo térmica das antocianinas como a cianidina-3-glicosideo e a pelargonidina-
3-glicosideo comeca com a reacdo de deglicosilacdo (perda do grupo glicosideo ligado a
molécula de antocianina). Em seguida se produz a clivagem do anel B que resulta em &cido
protocatecuico a partir da pelargonidina-3-glicosideo e em éacido 4-hidroxibenzoico a partir da
cianidina-3-glicosideo. Finalmente, a degradacdo do anel A produz floroglucinaldeido como
produto final (Patras et al., 2010).
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3 S 0.25
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k= 0.05 # Cy-3-dioxalilgl
£ ' & Pn-3-6cmgl
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Figura 3 Teores das antocianinas majoritarias no preparado de frutas vermelhas (morango e
amora) com extrato de casca de uva durante a estocagem a 25 °C. Cy3gl: cianidina-3-glicosideo,
Cya3rut: cianidina-3-rutinosideo, Pg3gl: pelargonidina-3-glicosideo, Pg3rut: pelargonidina-3-
rutinosideo, Pn3gl: peonidina-3-glicosideo, Mv3gl: malvidina-3-glicosideo, Cy-3-dioxalilgl:
cianidina-3-dioxalil-glicosideo, Pn-3-6cmgl: peonidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo, Mv-3-
6cmgl:  malvidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo.  Letras diferentes indicam diferencas
significativas (p < 0,05) nos teores de antocianinas entre os tempos de estocagem

No sorvete, foram detectadas as mesmas antocianinas que no preparado de frutas, o que
indica que o processo de elaboracdo do sorvete ndo afetou a composicdo de antocianinas do
preparado de frutas. Aos 15 dias de estocagem do sorvete, a maioria das antocianinas diminuiu
a sua concentracado, sendo detectadas diferencas significativas (p < 0,05) em comparagdo com
o tempo inicial (t = 0) (Figura 4). A peonidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo foi a excecéo, cuja
concentracdo aos 15 dias ndo diferiu significativamente (p > 0,05) do tempo inicial e também
do teor observado aos 30 dias da estocagem. A peonidina-3-glicosideo também se manteve
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estavel apos 30 dias de estocagem ndo sendo observadas diferencas significativas (p > 0,05)
quando comparado seu teor com o tempo anterior (t = 15). A maior estabilidade dessas
antocianinas no sorvete pode ser relacionada com o fato de serem as majoritarias e as mais
estaveis do extrato de casca de uva cv. Alicante Bouschet (Castillo-Mufioz et al., 2009; Ky et
al., 2014; Favre et al., 2019). O grupo metoxi, presente tanto na peonidina-3-glicosideo como
em sua derivada acilada (peonidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo), estabiliza a molécula e reduz
a sua reatividade em meio aquoso em compara¢do com as antocianinas hidroxiladas (Fournier-
Level et al., 2011). Por outro lado, na acilagdo com &cido p-cumarico presente na peonidina-3-
(6-p-cumaroil)-glicosideo, o anel pirrélico é protegido do ataque nucleofilico da agua o que
melhora a estabilidade da molécula (Giusti e Wrolstad, 2003). Finalmente, aos 60 dias da
estocagem aumentaram significativamente (p < 0,05) os teores das antocianinas no sorvete,
inclusive foram maiores do que aqueles observados no tempo inicial. Uma possivel explicacdo
para esse resultado poderia ser que tenham ocorrido oscilacbes na temperatura do freezer
durante a estocagem, o que favorece o processo de cristalizacdo, concentrando as antocianinas,
na fase ndo congelada do sorvete (Marshall et al., 2012; Goff e Hartel, 2013).
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Figura 4 Teores das antocianinas majoritarias no sorvete adicionado do preparado de frutas
vermelhas (morango e amora) com extrato de casca de uva durante a estocagem. Cy3gl:
cianidina-3-glicosideo, Cy3rut: cianidina-3-rutinosideo, Pg3gl: pelargonidina-3-glicosideo,
Pg3rut: pelargonidina-3-rutinosideo, Pn3gl: peonidina-3-glicosideo, Mv3gl: malvidina-3-
glicosideo, Cy-3-dioxalilgl: cianidina-3-dioxalil-glicosideo, Pn-3-6cmgl: peonidina-3-(6-p-
cumaroil)-glicosideo, Mv-3-6cmgl: malvidina-3-(6-p-cumaroil)-glicosideo. Letras diferentes
indicam diferencas significativas (p < 0,05) nos teores das antocianinas entre os tempos de
estocagem
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3.3 Efeito do processo de esterilizacdo e da estocagem sobre os parametros de cor

Os parametros de cor do preparado de frutas vermelhas com extrato e do sorvete nos
diferentes tempos da estocagem sd@o listados na Tabela 3. Foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) em todos os parametros de cor, com exce¢do do parimetro L* ao
comparar o preparado de frutas controle e o preparado de frutas esterilizado.

De forma geral, os valores observados na diferenca total da cor (AE*) indicam que as
diferengas de cor foram pequenas (AE*< 2) (Limbo e Piergiovanni, 2006; You et al., 2018)
entre o preparado de frutas controle e o preparado de frutas ap6s a esteriliza¢do, assim como
também entre os diferentes tempos de estocagem. Apesar da degradacdo das antocianinas
monoméricas com o tratamento térmico e, posteriormente, ao longo da estocagem, outros
pigmentos de cor similar podem ter se formado no preparado e como consequéncia, uma
pequena diferenca na cor foi detectada. A Figura 5 ilustra a cor do preparado de frutas com
extrato de casca de uva antes e apds o processo de esterilizagdo. Apds o tratamento térmico
severo de alimentos que contém aminoacidos e acUcares redutores sdo produzidos o 5-
(hidroximetil)furfural e o furfural como resultado da reagdo de Maillard. Esses compostos de
cor marrom sdo indicadores da deterioracdo da qualidade e do impacto do calor excessivo
durante o processamento e na estocagem dos alimentos (Perez-Locas e Yaylayan, 2010).

Tabela 3 Parametros de cor do preparado de frutas vermelhas com extrato de casca de uva e do
sorvete adicionado deste preparado antes da esterilizacdo e durante 60 dias de estocagem

Parametros de cor

Tempo (dias)

L a* b* Cyp Rap AE”

Controle 27,73+0,08c 5,21+0,08a 0,45+0,04b 523+0,08a 490+0,38b 0

0 27,84+£0,07c 4,29+0,02b 0,08 £0,005¢c 4,29+0,05b 099+0,03c 1,18+0,03a

15 PrE 28,04+0,14b 4,19+0,05bc 0,34+0,02b 4,20+0,05b 457+0,38b 0,75+0,08b

30 28,36 +0,03a 4,10+0,11c 0,87+0,08a 4,20+0,12Db 1191+086a 123+0,01la

60 28,24+0,04a 4,09+0,11c 0,80+0,07a 4,16+0,12b 11,02+0,84a 1,15+0,03a

0 64,58 +0,07 A 10,69+0,03AB 0,68+0,02B 10,71+0,03AB 3,63+0,09B 0

15 SPFE 60,26 +0,09B 10,62+0,0/A 049+0,03C 1063+007A 264+013C 4,33+0,08C

30 57,11+0,08D 10,46+0,04B 048+0,03C 1047+004B 262+015C 7,48+0,08A

60 59,14+0,07C 10,51+0,06B 1,05+0,03A 10,56+0,07AB 567+0,13A 546+0,07B

Valores expressos como média = DP (n = 4). Controle: preparado de frutas antes de ser submetido a
esterilizacdo. PFE: Preparado de frutas vermelhas com extrato de casca de uva, SPFE: Sorvete
adicionado de preparado de frutas vermelhas e extrato de casca de uva. Letras minasculas diferentes na
mesma coluna indicam diferengas significativas (p < 0,05) entre os diferentes tempos durante a
estocagem do PFE de acordo com o teste Tukey. Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam
diferencas significativas (p < 0,05) entre os tempos de estocagem do SPFE de acordo com o teste Tukey

Em estudos realizados por Es-Safi et al. (2000) e Es-Safi et al. (2002) foi reportado que
o 5-hidroximetilfurfural e furfural participam em reacdes de condensagdo com as antocianinas
e os flavanois como a (+)-catequina, compostos fendlicos presentes na composi¢do natural de
morangos (Wang et al., 2019), amoras (Schulz et al., 2019) e uvas (Zerbib et al., 2018). Os
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autores observaram a diminuicdo nos teores de antocianinas e flavandis, enquanto que foram
detectados adutos: flavanol-furfural e antocianina-furfural-flavanol. Os novos compostos
apresentaram espectros UV-Vis similares a cianidina-3-glicosideo, a antocianina precursora,
mas com maximos de absorc¢ao deslocados a maiores comprimentos de onda (535-540 nm), o
que indicou a presenca de pigmentos vermelhos derivados de antocianinas. Também foram
detectados derivados incolores correspondentes a dimeros formados a partir da catequina e
compostos amarelados apresentando maximos de absorcdo em torno de 460 nm, que
correspondem a formagdo de sais de xanteno e xantilio.

Figura 5 Preparado de frutas vermelhas com extrato de casca de uva antes (a) e ap6s (b) o
processo de esterilizacdo. Fonte: Sidney Pacheco

Neste estudo, os valores positivos das coordenadas a*e b* indicaram que a cor do
preparado de frutas vermelhas encontra-se no | quadrante e préxima da origem da esfera de cor
CIELab antes da esterilizacdo e durante a estocagem. Porém, foi observado uma diminuicdo
significativa de a*, b*, C;;, € hy, ap0s 0 tratamento térmico, mas a cor se manteve com
tonalidade vermelha escura e mais opaca, provavelmente devido a formacdo dos pigmentos
vermelhos derivados das antocianinas anteriormente descritos. Ao comparar o preparado de
frutas no tempo inicial (t = 0) e apds 15 dias da estocagem houve um aumento significativo (p
< 0,05) da luminosidade (L*) e do parametro h,,;, que continuaram aumentando até os 30 dias
e se mantiveram sem variacao até 60 dias da estocagem. Essa variacdo dos parametros de cor
resultou na mudanca da cor de tons vermelhos escuros para tons vermelho-alaranjandos e/ou
vermelho-marrons, que poderia se relacionar com a presenca de compostos vermelhos e
amarelos. Esses resultados séo similares aos obtidos por Es-Safi et al. (2002), ao avaliar a cor
de uma solugdo modelo contendo (+)-catequina, cianidina-3-O-glicosideo e furfural durante a
estocagem. Foi observado um aumento da cor na regido do marrom (420-450 nm), enquanto
houve uma perda gradual de cor na regido do vermelho (520 nm), indicando que ocorreram
reacOes de escurecimento e perda das antocianinas.

Quanto ao sorvete, os elevados valores do parametro L* observados correspondem a
uma cor clara relacionada com o leite, ingrediente predominante no preparo do sorvete. Os
valores positivos de a*e b* e também o valor de h,; préximo de zero permitem situar a cor do
sorvete no | quadrante da esfera de cor CIELab, na regido do vermelho. Contudo, devido a
elevada luminosidade, a cor do sorvete poderia ser descrita como rosa clara. Apos 15 dias da
estocagem do sorvete a —18 °C foi observada uma diferenca de cor perceptivel (3 < AE*< 6)
(Limbo e Piergiovanni, 2006; You et al., 2018), que deve ter sido influenciada principalmente

84



pela diminuicéo significativa (p < 0,05) dos parametros L* e b* em compara¢cdo com o tempo
zero. Estes resultados, conjuntamente com a pouca variacdo no parametro a*, poderiam estar
relacionados com a presenca dos pigmentos avermelhados derivados das antocianinas no
preparado de frutas adicionado como corante no sorvete. Pode ser que esses novos pigmentos
mantenham a coloracdo rosa clara inicial do sorvete apesar da diminuicdo do teor de
antocianinas do produto. A Figura 6 ilustra a cor do sorvete adicionado de preparado de frutas
vermelhas sem extrato de casca de uva e com extrato de casca de uva.

Figura 6 Sorvete adicionado de preparado de frutas vermelhas sem extrato de casca de uva (a)
e com (b) extrato de casca de uva. Fonte: Autora

Por outro lado, até os 30 dias da estocagem observou-se uma diminuic&o significativa
(p < 0,05) do parametro L*, e também foi observada uma diminui¢do nos parametros b* e hg,
0 que indica a manutencdo da mesma tonalidade, porém, mais escura. Estas mudancas
resultaram numa maior diferenga de cor, que, de acordo com Limbo e Piergiovanni (2006),
significou uma forte diferenca (6 < AE*< 12) em comparagdo com a cor inicial. Essas diferencas
poderiam estar relacionadas a progressdo da formacdo de pigmentos durante a estocagem. Ao
final da estocagem a diminuicdo significativa (p < 0,05) do parametro L* e 0 aumento
significativo (p < 0,05) de b* e de hy;, poderiam estar relacionados com o aumento observado
no teor de antocianinas monomeéricas no sorvete.

3.4 Correlagéo entre o teor de antocianinas e os parametros de cor

O teor de antocianinas totais e de antocianinas individuais presentes no preparado de
frutas vermelhas com extrato de casca de uva e do sorvete adicionado desse preparado, assim
como os parametros de cor medidos tanto no controle quanto na estocagem, foram analisados
mediante correlacdo linear de Pearson, com o objetivo de investigar a relagdo entre o teor de
antocianinas e a cor dos produtos. Os resultados para o preparado de frutas vermelhas com
extrato de casca de uva indicaram que o parametro luminosidade L* mostrou uma moderada
correlacéo significativa e negativa (r = —0,68) (p < 0,05) com o teor de antocianinas totais,
enquanto que os parametros a*e C,;;, exibiram uma correlacdo positiva e significativa muito
forte (r = 0,98) (p < 0,05) (Mukaka, 2012) com o teor de antocianinas totais. Este resultado
indica que com maior teor de antocianinas, a cor € mais escura (menores valores de L*), mais
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opaca e predomina a cor vermelha. Figueiredo-Gonzélez et al. (2013) também observaram que
os vinhos com menores valores de L* e menores valores de a* apresentaram elevados teores de
antocianinas, indicando a cor vermelha escura dos vinhos avaliados. You et al. (2018)
reportaram resultados similares ao avaliar a influéncia de diferentes tratamentos de esterilizagio
sobre a cor e o teor de antocianinas do suco de amora durante a estocagem sob refrigeracdo. Os
autores observaram que com maior teor de antocianinas, mais roxa foi a cor do suco de amora,
menos brilhante e mais saturada. A diferenca total da cor AE* mostrou uma correlagdo negativa
e significativa (r =-0,92) (p < 0,05) com o teor de antocianinas totais do preparado de frutas
vermelhas com extrato de casca de uva, o que significa que quanto maior a diferenca de cor
entre dois tempos durante a estocagem, foi maior a degradacgéo das antocianinas.

O teor de antocianinas totais do sorvete mostrou uma correlacdo positiva muito forte e
significativa com os pardmetros b*e hg,;, (r = 0,95) (p < 0,05), que significa que em maiores
valores de b*e h,;, predominam as cores azul, roxa e vermelha relacionadas com uma maior
concentracdo de antocianinas. A correlacdo entre o teor de antocianinas individuais e 0s
parametros de cor mostrou um comportamento similar, como esperado, tanto para o preparado
de frutas quanto para o sorvete.

3.5 Avaliacéao sensorial

A escala heddnica de nove pontos tem sido amplamente utilizada em estudos de
preferéncia para avaliar uma gama enorme de produtos com consumidores adultos (Dutcosky,
2011). Os resultados do teste de aceitacdo dos sorvetes sao mostrados na Tabela 4. Um total de
116 consumidores participaram da avaliacdo sensorial e ambos 0s sorvetes tiveram boa
aceitacdo, com uma média heddnica acima de 6. Porém, foram observadas diferencas
significativas (p < 0,05) entre as pontuac¢des, sendo melhor aceito o sorvete com preparado de
frutas vermelhas, sem o extrato de casca de uva. Este resultado pode ser devido ao fato de que
0 extrato de casca de uva confere um sabor adstringente (devido a presenca de taninos) e mais
acido (devido a presenca de acido citrico) ao sorvete. Em relacdo ao atributo textura, ndo foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05), o que indica que a adi¢do de extrato ndo afetou
a textura do sorvete.

Tabela 4 Caracteristicas sensoriais dos sorvetes adicionados do preparado de frutas vermelhas
com e sem extrato de casca de uva

Atributos ?
Amostras de sorvete .
Aceitacdo global  Cor Textura
SPF 6,81 a 572b  6,72a
SPFE 6,09 b 768a 643a

Valores expressos como média + DP (n = 116). # Avaliados de acordo com a escala heddnica (1 =
desgostei muitissimo a 9 = gostei muitissimo). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas
significativas (p < 0,05) de acordo com o teste t de Student para amostras pareadas. SPF: Sorvete
adicionado de preparado de frutas vermelhas, SPFE: Sorvete adicionado de preparado de frutas
vermelhas e extrato de casca de uva

Quanto a avaliacdo do atributo cor, foram observadas diferencas significativas (p <0,05)
entre as amostras, sendo que o sorvete com preparado de frutas vermelhas adicionado de extrato
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de casca de uva foi melhor aceito obtendo uma nota de 7,68 em comparagdo com o sorvete sem
adicédo de extrato de casca de uva (5,72). Este resultado foi considerado muito bom, pois, 0
principal objetivo da adicdo do extrato de casca de uva no preparado de frutas vermelhas na
formulacédo do sorvete foi conferir cor. A cor natural aportada pelas frutas usadas na elaboracgéo
do preparado (morango e amora) ndo foi suficiente para colorir o sorvete, o que ficou
demonstrado pela baixa avaliacdo da cor do sorvete de frutas vermelhas sem adicdo de extrato
de casca de uva.

Na pergunta de multipla escolha, os consumidores podiam selecionar mais de uma fruta
para descrever o sabor dos sorvetes. A Figura 7 representa a porcentagem de vezes que foi
selecionada cada fruta para descrever o sabor dos sorvetes. O morango foi a fruta mais escolhida
(em 22% das respostas) para descrever o sabor do sorvete elaborado com preparado de frutas
vermelhas sem o extrato de casca de uva enquanto que a maior porcentagem de respostas (20%)
relacionou a uva com o sorvete adicionado de extrato de casca de uva.

SPF SPFE

14% morango
22%
Huva

5% frutas vermelhas

20%
Hamora

0
; 4% o framboesa 18%

ameixa

8%

W jabuticaba
outra fruta 13%

12%
19%

%  nio sei
10% nao sei 6% 19%

Figura 7 Porcentagem (% em relacdo ao total de respostas) de escolha de cada fruta para
descrever o sabor dos sorvetes. SPF (sorvete adicionado de preparado de frutas vermelhas).
SPFE (sorvete adicionado de preparado de frutas com extrato de casca de uva)

Esses resultados se correspondem satisfatoriamente com a formulagé&o do preparado de
frutas vermelhas adicionado ao sorvete, que foi elaborado a partir de polpa de morango e amora
(4:1), o que fez com que predominasse o sabor de morango no sorvete. Como esperado, as
frutas vermelhas foram as mais selecionadas (19%) depois do morango para descrever o sabor
do sorvete elaborado somente com o preparado de frutas. Por outro lado, o sabor uva
predominou quando o extrato de casca de uva foi adicionado a formula¢do. Em seguida, a
jabuticaba foi a fruta mais escolhida para descrever o sabor do sorvete elaborado com o
preparado de frutas e extrato de casca de uva. De acordo com os resultados, o extrato
concentrado de casca de uva melhorou a cor percebida pelos consumidores na anélise sensorial
e ndo afetou negativamente a textura do sorvete, pois néo foi observada diferenca significativa
entre as duas amostras. Portanto, o extrato concentrado de casca de uva teria potencial de
utilizacdo como substituto dos corantes sintéticos geralmente utilizados em alimentos.

Os corantes sintéticos chamados de corantes azo, como por exemplo: Vermelho 40
(E129), Ponceau 4R (E124), Amaranto (E123), Azorrubina (E122) e outros corantes ndo azo
como a Eritrosina (E127), geralmente usados para conferir tons de vermelho aos alimentos, tém
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sido associados a efeitos toxicos como alergias e hiperatividade, principalmente em criangas
(Aberoumand, 2011; Chapman, 2011; Feketea e Tsabouri, 2017). Dessa forma, oS
consumidores estdo cada vez mais preocupados e rejeitam os alimentos que contém corantes
artificiais e, consequentemente, a industria de alimentos procura alternativas de corantes
obtidos de fontes naturais. E conhecido que extratos obtidos a partir da casca de uva
(Antocianinas, E163) sdo usados como corantes em alimentos, e ndo tém sido descritos casos
de alergias associados a esse tipo de corantes (Feketea e Tsabouri, 2017). Portanto, o extrato
liquido concentrado obtido a partir da casca do bagaco de uva cv. Alicante Bouschet poderia
ser usado como corante natural em preparados de frutas vermelhas para adicdo em sorvetes,
entre outros produtos. Contudo, seria necessario fazer ajustes na formulagdo do sorvete
adicionado de extrato de casca de uva para reavaliar, principalmente o atributo sabor, no intuito
de melhorar a sua aceitagédo global.
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CONCLUSOES GERAIS

O teor de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante do extrato obtido a partir de
cascas da uva cv. Alicante Bouschet foram dependentes do processo de extragéo,
principalmente da temperatura e da concentracdo de etanol. As condi¢Ges mais adequadas para
a extragdo de compostos bioativos com capacidade antioxidante foram: temperatura de extracdo
de 40 °C, concentracdo de etanol de 50% v/v e concentracdo de acido citrico de 2% m/v.

O extrato liquido concentrado é fonte de compostos fendlicos, principalmente
antocianinas monomeéricas e possui elevada capacidade antioxidante. As antocianinas
majoritarias no extrato foram a malvidina-3-O-(6-O-p-cumaroil)-glicosideo e a malvidina-3-O-
glicosideo.

A cor roxa avermelhada escura e opaca do extrato permaneceu estavel sob
congelamento a —18 °C até 45 dias de estocagem, porém pouco estavel sob refrigeracdo a5 °C
(15 dias).

O extrato liquido concentrado de casca de uva apresentou potencial antimicrobiano
principalmente contra Staphylococcus aureus.

A bioacessibilidade de antocianinas monomeéricas e flavandis foi baixa (23% e 25%,
respectivamente), apos a digestdo in vitro. Contudo, a bioacessibilidade dos acidos fenolicos
foi elevada (> 100%) apo6s a digestdo e a fermentacdo colbnica in vitro, resultando em uma
elevada atividade antioxidante nestas fases.

Apesar de que 24 horas de fermentacdo colénica in vitro ndo foram suficientes para
estimular a multiplicacdo dos microrganismos da microbiota intestinal, a producéo de acidos
graxos de cadeia curta sugere que o extrato de casca de uva favoreceu a atividade metabdlica
da microbiota e poderia ter um efeito prebidtico potencial na modulacéo da microbiota em longo
prazo.

O extrato liquido concentrado de casca de uva pode ser usado como corante natural em
formulacGes de preparados de frutas vermelhas e sorvetes.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Realizar um estudo para o reaproveitamento do residuo (torta) do processo de
extragdo como outro ingrediente fonte de fibras e com possivel uso como corante.

o Investigar a influéncia das varidveis do processo de extracdo na
bioacessibilidade dos compostos fendlicos do extrato liquido concentrado de casca de uva.

o Avaliar a estabilidade das antocianinas e da cor do extrato liquido concentrado
de casca de uva durante um tempo maior de estocagem e sob outras condicdes.

o Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato liquido concentrado de

casca de uva mediante testes quantitativos como o método da concentragdo inhibitoria minima
(CIM).

o Realizar os testes para avaliacdo da atividade antimicrobiana in vitro em
sistemas modelos de alimentos contendo o extrato liquido concentrado de casca de uva.
. Aumentar o tempo da fermentacdo col6nica in vitro para estudar o efeito do

extrato liquido concentrado de casca de uva na atividade metabdlica e a modulacdo da
microbiota em longo prazo.

. Realizar mais repeticdes dos experimentos da digestdo e da fermentacao
coldnica in vitro e comparar os resultados.
o Realizar testes bioquimicos e moleculares como a técnica da reacdo da

polimerase em cadeia (PCR) para confirmagdo das colbnias de bactérias da microbiota
intestinal.

o Avaliar a biodisponibilidade dos compostos fendlicos do extrato liquido
concentrado de casca de uva por meio da avaliacdo com células tipo Caco 2.

. Avaliar a estabilidade das antocianinas e da cor do preparado de frutas
vermelhas submetido a outros métodos de esterilizacéo.

. Identificar e quantificar por CLAE-DAD os compostos derivados da reacdo de
antocianinas e flavandis com 5-(hidroximetil)furfural e furfural ap6s a esterilizacdo do
preparado de frutas vermelhas e a sua influéncia na preservacao da cor.

. Realizar novamente a avaliacdo sensorial do sorvete ap6s fazer ajustes na
formulacéo.
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