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RESUMO

A cultivo da uva (viticultura) apresenta-se como uma das principais atividades
agricolas no mundo ocupando areas significativas e produzindo milhares de
toneladas de uvas por ano tanto para consumo in natura quanto para
processamento, principalmente para producao de vinhos. A producao brasileira
de uvas se apresenta como a 20? maior no mundo e tem como segunda
principal regido produtora o Vale do Submédio S&o Francisco, situado na
regido nordeste do pais com clima tropical que favorece a colheita por todo o
ano de uvas de alta qualidade. O Brasil, juntamente com os outros polos de
produgdo mundial, gera milhdes de quilos de residuos ainda sub-utilizados,
porém de alto valor nutricional. Tais residuos contém altas concentracdes de
compostos bioativos, principalmente compostos fendlicos, responsaveis por
uma serie de atividades bioldgicas, principalmente a antioxidante que é
responsavel pela captura de radicais livres causadores do envelhecimento
precoce e de doengas neurodegenerativas. Em paralelo, deve-se considerar o
fato de estes residuos poderem ter sido expostos a contaminagao em especial
por conta do uso de defensivos agricolas, que podem contribuir para o
aumento dos niveis de metais pesados como o manganés (Mn) e o cobre (Cu),
além de outros fatores externo poderem contribuir para contaminacao por
metais como cadmio (Cd) e chumbo (Pb). Este estudo visou, portanto, a
avaliacdo da atividade antioxidante, perfil fendlico e contaminantes metalicos
em cascas de uvas tintas e brancas advindas da produgéao vinicola do Vale do
Sao Francisco (Juazeiro-Ba), utilizando-se das técnicas de determinacgdo de
fendlicos totais por Folin-Ciocalteau obtendo em mg.L” de equivalentes de
acido galico 164,12 £ 18,77 e 120,78 + 15,95 para cascas de uvas tintas e
brancas respectivamente, e identificagcdo de compostos fendlicos por CLAE-
UV-Vis utilizando padrdes de t-resveratrol, acido p-cumarico e acido
clorogénico. A determinagdo de atividade antioxidante foi realizadas pela
utilizacdoo dos métodos de captura de radical DPPH, de reducao do ion férrico
FRAP e de protecao a oxidagao lipidica no sistema b-caroteno/acido linoleico
obtendos os resultados pra cascas de uvas tintas e brancas respctivamente de:
0.034+ 0,0007 e 0.036+ 0,0007 g fruta/lg DPPH (DPPH), 360,13 £+ 4,88 e
327,87 £18,32 de equivalentes a 1.000 uM de FeSO4 (FRAP) e 15,60 £ 3,44 e
10,74 £ 7,23 em percentual de protegdo a oxidagéo lipica (b-caroteno/acido
linoléico). Os resultados obtidos demonstraram boa atividade antioxidante nos
mecanismos de captura do radical DPPH e de poder redutor do ion férrico com
0s seguintes valores: As concentracbes de manganés e cobre estavam acima
da preconizada pela legislacdo vigente da FAO/OMS com valores para o
manganés de 1.69 + 0.004 e 1.76 + 0.071 pg.g™ para cascas de uvas tintas e
brancas respectivamente e para o cobre de 9.19 + 0.72 e 13.47+0.18 pg.g”
para cascas tintas e brancas respectivamente, enquanto que os niveis de
chumbo e cadmio se apresentaram abaixo dos limites de detec¢gdo do método
(LOD = 0,02 pg.g") de espectrometria de absorcdo atdmica com forno de
grafite. Os resultados corroboram para a utilizagdo desses residuos que se
apresentaram ricos em substancias funcionais de diversas maneiras como:
incorporagcdo em cosmeéticos, producao de nutracéuticos e uso como aditivo
alimentar.

Palavras chave: residuos vinicolas, compostos bioativos, atividade
antioxidante, metais pesados.



ABSTRACT

The grape cultive (viticulture) is presented as one of the main agricultural
activities in the world occupying significant areas and producing thousands of
tons of grapes per year for both fresh consumption and for processing, mainly
for wine production. The Brazilian production of grapes is presented as the 20th
largest in the world and its second major producing region is the S&o Francisco
River Valley, located in the northeast of the country with tropical climate that
favors the harvest throughout the year of high quality grapes. Brazil, together
with other global production centers, generates millions of pounds of waste still
under used, but of high nutritional value. Such residues contain high
concentrations of bioactive compounds, particularly phenolic compounds
responsible for a number of biological activities, especially antioxidant that is
responsible for capturing free radicals that cause premature aging and
neurodegenerative diseases. In parallel, that waste may have been exposed to
contamination particularly, the use of pesticides, which may contribute to
increased levels of heavy metals such as manganese (Mn) and copper (Cu ),
and other external factors may contribute to contamination by metals such as
cadmium (Cd) and lead (Pb). This study therefore aimed to evaluate the
antioxidant activity, phenolic profile and metal contaminants in red grapes and
white grape skins from the Sdo Francisco Valley (Juazeiro, Bahia), using the
total phenolic content by Folin-Ciocalteau method, the HPLC-UV-Vis analysis,
the scavenging of free radical DPPH, the FRAP assay and the oxidation of b-
carotene/linoleic acid to determine the antioxidant activity and the FAAS and
GFAAS to measure the contamination by toxic metals. The skins presented a
good antioxidant capacity in DPPH and FRAP assay. The levels of Mn and Cu
were higher than the recommended values from FAO/WHO, but the levels of Pb
and Cd were not detectable in GFAAS. These results corroborate to the use of
theses residues that have considerable biological activities and contribute in
order to favor their future use in various ways such as incorporation into
cosmetics, nutraceuticals production and use as a food additive.

Key Words: Winery Waste, Bioactive compounds , Antioxidant Activity, Heavy
metals.
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Introducgao

Vitis vinifera L. € a espécie vegetal pertencente a familia botanica
Vitaceae e popularmente conhecida como “uva”. Desde a antiguidade, o cultivo
desta espécie representa um dos maiores do mundo, sendo o vinho, seu
principal produto, artigo frequente da dieta humana (APOSTOLLOU et al.,
2013).

A vitivinicultura se apresenta como atividade economicamente relevante
do mundo globalizado sendo responsavel por geragao de riquezas e agregando
as pessoas de diversas formas. Nas ultimas décadas, sua valorizacdo por
paises nao tradicionais na atividade se tornou evidente, porém a area de
producéo no ano de 2007 foi reduzida de 8.78% em comparagdo ao ano de
1990, apesar de a producgao ter apresentado alta de 25,10%, totalizando 67,22
milhées de toneladas. Apresenta-se estavel desde 2004 sendo o continente
europeu o maior produtor seguido por Asia, América, Africa e Oceania
respectivamente, dentre os quais os principais paises produtores sao Espanha,
Franca, Italia, China e Turquia, estando o Brasil como 20° maior produtor do
mundo (MELLO, 2013).

A viticultura brasileira caracteriza-se por abranger uma area de
aproximadamente 81 mil hectares com vinhedos distribuidos do extremo sul do
pais a regides proximas a linha do equador estando distribuida em duas areas
principais: Rio Grande do Sul (produtor de 777 milhdes de quilos por ano e
maior produtor de vinhos, sucos de uva e derivados do pais) e a regido entre
Petrolina-PE e Juazeiro-BA (Submeédio do Vale do Rio Sdo Francisco) que é
responsavel por 95% das exportacdes de uvas finas de mesa (MAPA, 2014).
Sao mais de 120 cultivares de espécies de Vitis labrusca, Vitis vinifera e Vitis
bourquina e hibridas empregadas nos vinhedos que se difundem por areas de
grande diversidade ambiental por conta das diferencas de altitude e latitude
entre as zonas de clima temperado, subtropical e tropical (CAMARGO et al,
2011).

Haja vista este panorama da industria vitivinicola mundial e brasileira,

possivel inferir que grandes quantidades de residuos sdo geradas por conta de
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suas atividades. A industria vinicola gera grandes quantidades de residuos
incluindo sementes, cascas, bagas, frutos, polpa, agua de descarte entre
outros, possuindo um descarte anual que varia de 5 a 9 milhdes de toneladas,
por todo o mundo (BUSTAMANTE et al., 2008; ST'AVIKOVA et al., 2011).
Quanto a producdo brasileira de vinho, ressalta-se que sdo produzidos
anualmente cerca de 59,4 milhdes de quilos de residuos tratados como de
pouca utilidade sendo somente utilizado para alimentacdo de animais.

Os residuos da producgdo vinicola, representados principalmente pelas
cascas dos frutos, se apresentam ricos em compostos bioativos, principalmente
compostos fendlicos, e assim como os frutos e seus produtos, possuem
atividades bioldgicas de muita relevancia principalmente as que se referem ao
potencial antioxidante e suas benesses para o tratamento de doencgas
neoplasicas e oriundas do estresse oxidativo como as cardiovasculares
(ROCKENBACH et al., 2014; ST'AVIKOVA et al., 2011).

Estes residuos apresentam risco de contaminacdo por metais téxicos
como Cd e Pb ou por elementos traco (como Cu e Mn) que comprometem a
qualidade do fruto e de seus produtos por reagirem com os compostos do
metabolismo secundario, principalmente os compostos fendlicos (POHL, 2007).
Estes metais também possuem efeito téxico pronunciado, podendo levar a
dano na saude do consumidor como disturbios gastrintestinais e toxicidades
hepatica, renal e neural, quando em concentra¢des acima das recomendadas
pelas legislagdes vigentes (HARRISON, 2001).

Portanto, o estudo dos residuos da produc¢ao vinicola, em especial, neste
estudo, a produgao vinicola do vale de rio Sdo Francisco, se justifica pela
importancia de se caracterizar essas residuos tanto nos aspectos nutricionais e
funcionais quanto nos aspectos toxicolégicos afim de que se possa delinear,

futuramente, alternativas para sua utilizagéo segura.
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Objetivo Geral

Avaliar o perfil de compostos fendlicos e contaminantes em cascas de
uvas vermelhes e brancas (Vitis vinifera L.) provenientes da produgao vinicola

da Regiao de Vale do rio Sao Francisco - Ba.

Objetivos Especificos

Determinar teor de compostos fendlicos totais em extratos etandlicos de

cascas uvas vermelhas e brancas.

Determinar a atividade antioxidante de extratos etandlicos de cascas uvas

vermelhas e brancas.

Identificar e quantificar compostos fendlicos dos extratos de cascas de uvas

vermelhas e brancas.

Determinar o teor de contaminantes metalicos Pb, Cd, Cu e Mn em cascas

de uvas vermelhas e brancas.
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Referencial tedrico
1. Producao Mundial de uvas

A superficie global de vinha era de 7.585 mil hectares (mha) até o ano
de 2011, o que representava uma diminui¢cdo da area em 79 mha entre 2010 e
2011. Desde os anos 2000 até essa presente época, 262 mha ja foram
reduzidos da area de cultivo. Porém, a producao global de uvas se apresentou
em 692 milhdes de quintais, evidenciando um aumento, apesar da diminuigéo
da area viticola, possivelmente, por conta de aumento de rendimento por
melhoria continua de técnicas viticolas atrelada a condi¢Bes climaticas mais

favoraveis (Instituto da Vinha e do Vinho, 2012).

De acordo com Mello (2013), a vitivinicultura, ou seja a producdo de
uvas destinadas a vinificacdo, se apresenta como atividade economicamente
importante do mundo globalizado gerando riquezas e agregando as pessoas de
diversas formas. Nas Ultimas décadas, sua valorizagcdo por paises nao
tradicionais na atividade se tornou evidente, porém a &rea de produgdo no ano
de 2007 foi reduzida de 8.78% em comparacdo ao ano de 1990, apesar de a
producdo ter apresentado alta de 25,10%, totalizando 67,22 milhdes de
toneladas, estando estavel desde 2004, como evidenciado nas figuras 1 e 2

abaixo:

Figural. Area mundial de Produg&o de uvas (1990 - 2010) em hectares por biénios (fonte: Mello, 2013).
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Figura 2. Producdo mundial de uvas (1990 - 2010) em toneladas por biénio (fonte: Mello, 2013).
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Assim também confirma a andlise da Embrapa Uva e Vinho (Mello,
2013), analisando além desses pontos que o continente europeu se constitui no
maior produtor mundial de uva e vinho apesar de sua producéo ter diminuido
em 23,35%, evidenciando o aumento da producdo vitivinicola de outros
continentes: Asia (115,9%), América (35,9%), Oceania (92,4%) e Africa
(60,4%), dentre os quais 0s principais paises produtores sdo Espanha, Franca,

Italia, China e Turquia, estando o Brasil como 20° maior produtor do mundo.
2. Producao Brasileira de uvas

A viticultura — producéo de uvas - brasileira caracteriza-se por abranger
uma area de aproximadamente 81 mil hectares com vinhedos distribuidos do
extremo sul do pais a regifes préoximas a linha do equador estando distribuida
em duas areas principais: Rio Grande do Sul (produtor de 777 milhdes de
quilos por ano e maior produtor de vinhos, sucos de uva e derivados do pais) e
a regido entre Petrolina-PE e Juazeiro-BA (Vale do Submédio do Rio Sé&o
Francisco) que é responsavel por 95% das exportacdes de uvas finas de mesa
(MAPA, 2014).

Segundo Camargo et al. (2011), sdo mais de 120 cultivares de espécies
de Vitis labrusca, Vitis vinifera e Vitis bourquina e hibridas empregadas nos
vinhedos que se difundem por areas de grande diversidade ambiental por conta
das diferencas de altitude e latitude entre as zonas de clima temperado,
subtropical e tropical. Camargo et al (2011) ressaltam também que até o final
da década de 1950, a viticultura brasileira era restrita aos trés (3) estados do
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sul e regides leste de Sao Paulo e sul de Minas Gerais, havendo, a partir deste
periodo, ampliagdo da fronteira viticola com plantio de uvas no Vale do
Submédio Sao Francisco, norte do Parana, noroeste de Sao Paulo e norte de

Minas Gerais.

Um panorama da produgéo do ano de 2012 (MELLO, 2013) revelou que
a viticultura se constitui numa atividade importante para a sustentabilidade da
pequena propriedade do Brasil, sendo relevante no que se refere a geracdo de
empregos em grandes empreendimentos que produzem uvas de mesa e uvas
para processamento. Além disso, a regido da Serra Galucha é apontada como
responsavel por 90% da producdo Brasileira de uvas para processamento,
tendo a viticultura fortemente atrelada ao turismo. Nas figuras de 3 a 6, é

possivel se notar o comportamento de producéo viticola dos principais estados

brasileiros, bem como a evolucéo nacional da area e volumes de producao:

Figura 3. Area de produgéo por estados (2008-2012).fonte: Mello
(2013)

Area de produgdo Brasileira por estado
12000

10000

8000

6000 -

Hectares

4000 -

2000 -

2008 2009 2010 2011 2012
Titulo do Eixo

Figura 4. Evolug&o da Area de produgao brasileira (2008-
2012). Fonte: Mello (2013)

Figura 5. Produgao por estado (2008-2012). Fonte: Mello
(2013)
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2.1.Producéo vinicola da Regido do Vale do Submédio Sao Francisco

Segundo relatério da CYTED (Programa lbero-Americano da Ciéncia e
Tecnologia para o Desenvolvimento), com contribuicdo da EMBRAPA- Uva e
Vinho, (2012), na regido do Vale do Submédio Sdo Francisco que possui o
clima semi-arido quente, a viticultura esta localizada entre 07° e 09° de latitude
S e 38° e 41° de longitude W.

O clima viticola da regido possui variabilidade intraanual possibilitando o
cultivo durante os doze meses do ano sendo as principais variedades
cultivadas na regido sdo: Syrah, Tempranillo, Touriga Nacional, Cabernet
Saivignon, Alicante Bouschet, Ruby Cabernet, Petit Verdot e Tannat para
vinhos tintos e Chenin Blanc, Moscato Branco, Verdejo, Sauvignon Blan e
Viognier para vinhos brancos.

O sistema de producdo de uvas para vinho € composto por dois ciclos
vegetativos com duas colheitas, sendo que uvas de melhor qualidade séao
colhidas nos periodos secos por conta da menor oferta hidrica, o que aumenta

a concentracdo de acucares e compostos bioativos.

A regido estd em constante desenvolvimento, sendo uma das mais
importantes produtoras de vinhos tropicais no mundo. Constantemente é
testada a adaptacdo de novas variedades bem como sdo implementadas novas
técnicas de cultivo com vinhos de caracteristicas sensoriais proprias em funcao

da época de producédo das uvas ao longo do ano.
2.2.Geracdo de residuos agroindustriais da produc¢éo vinicola

O cultivo da Vitis vinifera L. se constitui num dos maiores do mundo
além de o vinho estar presente na dieta humana desde a antiguidade
(APOSTOLOU et al, 2013). A industria vinicola gera grandes quantidades de
residuos incluindo sementes, cascas, bagas, frutos, polpa, agua de descarte
entre outros, possuindo um descarte anual que varia de 5 a 9 milhdes de
toneladas, por todo o mundo (DJILAS et al, 2009). Quanto a producao
brasileira de vinho, ressalta-se que s&o produzidos anualmente cerca de 59,4
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milhdes de quilos de residuos tratados como de pouca utilidade sendo somente

utilizado para alimentacgdo de animais.

Os residuos da producao vinicola sdo caracterizados por baixo pH,
baixa condutividade elétrica e altas concentracdes de fésforo e potassio, bem
como geralmente apresentam baixas concentragbes de micronutrientes e
metais pesados e altas concentracdes de compostos polifendlicos o que leva a
uma atividade fitotoxica e antimicrobiana (BUSTAMANTE et al, 2008), tendo

um grande poder de agregacédo de valor a producao.

Por conta de fatos como esse, Christ e Burritt (2013) atentam para a
necessidade de se gerenciar os residuos da industria vinicola, visando
aumentar sua sustentabilidade através do aproveitamento destes residuos para
utilizacdo como aditivos alimentares, produtos nutracéuticos e até adsorventes

naturais de contaminantes em agua de descarte (FARINELLA et al, 2008).

Segundo Kummu et al (2012), residuos séo perdas inerentes a cadeia
de suprimento de alimentos quando no processo de distribuicdo e consumos de
seus bens. Segundo Madurwar et al (2013), a acumulacdo de residuos
agroindustriais, especialmente por paises desenvolvidos, representa uma
preocupacdo ambiental crescente. Portanto, a geracao de residuos em escala
mundial demonstra indices que variam regionalmente de 16% no sul e sudeste
da Asia, a 54% nos Estados Unidos, Oceania e Europa, culminando numa
perda média de alimentos de 25%. Da mesma forma, aproximadamente 25%
dos recursos hidricos, terras de cultivo e fertilizantes sao utilizados para gerar
estes residuos. Porém, apesar de a abordagem sobre gerenciamento de
residuos, bem como a poluicdo causada por eles, ndo ser recente, existe uma
necessidade de se obter formas razoaveis e sustentaveis para seu
aproveitamento (NGOC e SCHNITZER, 2009).

Inimeros segmentos do mercado sdo mobilizados pela preocupacéo
crescente com o meio ambiente. O residuo industrial, depois de gerado,
necessita de local adequado para descarte, pois além de causar impacto
ambiental, representa perda de matéria e energia, 0 que exige investimentos

significativos para tratamento e controle da poluig&o.
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A industria de alimentos produz residuos de alto valor de utilizacédo
(PELIZER et al, 2007). Os residuos gerados do cultivo de frutas tropicais, por
exemplo, representam fonte potencial de compostos naturais. No entanto, nao
ha maior exploracdo destas fontes neste contexto. Esses residuos representam
grande oportunidade para produtores locais de ganhar acesso a mercados
especiais com consumidores que se interessam por alimentos com
caracteristicas exdticas e presenca de nutrientes capazes de prevenir doencas
degenerativas (AYALA-ZAVALA, 2014).

Em estudo, Babbar et al (2011) verificaram que seis importantes residuos
de frutas, dentre eles sementes de uvas e pericarpo de lichia que possuem
altas concentracbes de compostos fendlicos, apresentaram atividade
antioxidante consideravel. Os autores atentaram para o fato da necessidade de
serem tratados como fontes potenciais de nutracéuticos, capazes de oferecer

suplementos dietéticos nutritivos de baixo custo.

Materiais, produtos, co-produtos e substancias quimicas oriundas de
residuos agroindustriais tém encontrado espaco para seu desenvolvimento. A
utilizacdo de residuos no desenvolvimento de novos produtos, por conversao
em matéria-prima € imprescindivel para aumentar a eficiéncia do agronegaocio,

além de reduzir o impacto ambiental (ROSA, 2011).

3. Cascas de uvas tintas e brancas

3.1. Potencial antioxidante de seus extratos e compostos bioativos

Segundo Apostolou et al (2013), atualmente, extratos de uva e 0 vinho
tém sido o centro da atencdo de diversos estudos sobre seus efeitos benéficos
para a saude humana, principalmente suas fortes atividades antioxidantes e
prevencado de danos ao DNA causados por espécies reativas de oxigénio. Tais
danos levariam ao desenvolvimento de céncer, doencas cardiovasculares e

neurodegenerativas.

Sobre atividades biolégicas consideraveis, Benkhit et al (2011) verificaram
acao antiviral contra o virus Influenza significante quando testaram extratos

aguosos de cascas de uvas Pinot noir e Pinot gris, além de combinarem essa
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matéria prima com diferentes concentracdes de cha verde e cha de hibiscos.
Porém, neste estudo, a atividade antioxidante dessas combina¢Bes e dos
controles (Pinot noir e gris) ndo mostrou um bom potencial redutor de radicais e
a atividade antiviral parece nao relacionada com os polifendis presentes nos

extratos.

Corrales et al (2010) em seu estudo a respeito de atividade antifungica e
antibacteriana de extratos de cascas de uvas brancas riesiling alemas
correlacionou o tipo de cultivo e o potencial fungicida e bactericida. Foi
observado que os extratos alcodlicos provenientes de uvas de cultivo organico
exibiam boa atividade fungicida em T. viridie e A. versicolor e inibiram o
crescimento de bactérias Gram Positivas sem apresentar efeitos mutagénicos
mas foram mais toxicos a cepas de Salmonella do que os extratos de cascas
de uvas brancas de cultivo convencional. Porém, os extratos de cascas de
uvas de cultivo convencional exibiram atividade fungicida significativamente
maior, o que pode ser justificado pelo teor de pesticidas inerente a esses

extratos.

Ja nos estudos de Breska lll et al (2010), foi notado que a atividade
antioxidante estava fortemente relacionada com o teor de compostos fendlicos

(r = 0,990) avaliando 16 cultivares e sele¢des de cascas de uvas raisin.

Segundo Benzie e Strain (1996), um antioxidante biol6gico € definido
como qualquer substancia que, quando presente em baixas concentracdes,
comparadas aquelas do substrato oxidavel, atrasa/diminui significativamente a
oxidacdo do substrato. No entanto, a menos que o antioxidante previna a
geracdo de ROS, por exemplo, por quelagdo de metal ou remogéo enzimética
de um oxidante em potencial, uma reacdo de oxirredugdo ainda ocorre. A
diferenca € que, ao invés de reagir com o substrato, as espécies reativas de

oxigénio reagem com 0s antioxidantes.

Dentre compostos de alta capacidade antioxidante podem ser citados 0s
acidos fendlicos, pertencente ao grupo dos compostos fendlicos que estédo

presentes em Vitis vinifera L. e podem ser divididos grupos distintos: acidos
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benzoicos, acidos cinamicos (SOARES, 2002) como representado nas figuras

abaixo:

Figua 7. Estrutura basica dos acidos benzoicos (Angelo e Jorge, 2007)

Ry
OH

R; COOH

Adido p-hidroxibenzdico: R, = R, = H
Acido protocatecuico: R, = OH, R, =H
Acido vanilico: R, = OCH,, R,= H
Acido siringico: R, =R, = OCH,

Figura 8. Estrutura basica dos &cidos cinamicos (Angelo e Jorge, 2007)

Ry
OH

R; ZCOOH

Adido p-cumérico: R, =R, =H
Acido caféico: R, =OH, R, =H
Adido fertllico: R, = OCH,, R, = H

Os antioxidantes fendlicos interagem preferencialmente com radicais
peroxil por conta de sua abundancia em reacbes de autoxidacdo e possuir
menor energia do que outros radicais. S&o classificados em flavonoides, Acidos
fendlicos, taninos e tocoferdis. Os acidos fenodlicos sédo caracterizados por
apresentarem um grupamento carboxilico ligado a um anel benzénico e um ou
mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, o que confere

propriedades antioxidantes. Os acidos hidroxicinamicos ferudlico e p-cumarico
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sdo antioxidantes mais ativos do que os acidos hidroxibenzdicos tais como
clorogénico. Tal fato se deve a presenca de uma ligacao dupla que participa da
estabilidade do radial por ressonancia de deslocamento do elétron
desemparelhado (ANGELO e JORGE, 2007).

Jayaprakasha et al (2001) apresentaram em seu estudo que 0s extratos
de cascas de uvas apresentaram compostos de alta atividade antioxidante, no
sentido de protecdo contra oxidacao lipidica. Informaram ainda que diferentes
atividades dos extratos podem ser atribuidas a diferentes composicées

fendlicas.

Os extratos de cascas e sementes de uvas contém proantocianidinas
(PACs) oligoméricas e poliméricas bem como quantidades menores de outros
compostos fenodlicos naturais (BENTIVEGNA e WHITNEY, 2002), sendo as
cascas de wuva vermelha fonte de antocianidinas e antocianinas
(ROCKENBACH et al, 2011).

As PACs, também conhecidas como taninos condensados, sdo baseadas,
em sua maior parte, em mondmeros de (+) catequina e (-) epicatequina flavon
— 3 — ol , os quais exibem propriedades antioxidantes. Também séo
encontradas em grande variedade de produtos alimenticios e sao divididas em
subclasses, sendo as procianidinas as mais abundantes — divididas em tipo A
(C2-0-C70uC2-0-Cb)etipoB (C4-C8ouC4-C6) (APPLEDOORN
et al, 2009).

Estudos com PACs para bioatividade tém sua importancia ressaltada,
principalmente com os dimeros, por conta de sua biodisponibilidade
provavelmente razoavel (APPLEDOORN et al, 2009). Além disso,
antocianidinas revelaram ter o dobro da efetividade dos antioxidantes sintéticos
disponiveis como o BHA e o a-tocoferol (ST'AVIKOVA et al, 2011)
representando uma possibilidade alternativa a utilizacdo dessas substancias
sintéticas as quais sdo cada vez mais questionadas sobre sua utilizacdo pelos
consumidores (ROCKENBACH et al, 2011).
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Um estudo conduzido por Kallithraka et al (2005) averiguou a relacao
entre composi¢cao de antocianinas de cascas de uvas helénicas nativas e
atividade anti-radical. Foram identificados principalmente 3-O-glicosideos de
malvidina (67,5%), derivados cumaricos de malvidina (14,0%), glicosideos de
peonidina (8,5%), petunidina (4,6%) e delfinidina (4,1%), sendo 3-O-glicosideo
de cianidina o menos abundante (1,2%). O estudo disponibilizou dados
valiosos com relacdo a composicao de antocianinas de importantes variedades
tecnoldgicas de uvas viniferas, porém a estimacao da atividade antirradical dos
extratos indicou que antocianinas provavelmente ndo executam papel
significativo, em termos de exibicdo apreciavel, no poder antioxidante, o que

pode ser atribuido a outros polifendis.

Ainda sobre compostos bioativos, as uvas, cascas de uvas e vinhos sao
ricos principalmente em compostos de origem fenodlica (BRESKA 11l et al, 2010)
como as supracitadas proantocianidinas (derivados flavonoides) e outros nao
derivados de flavondides como os estilbenos, cujo principal representante
nesta espécie vegetal € o resveratrol (TIMPERIO et al, 2012; BRAVO et al,
2008}

Figura 9. Estrutura do trans- Resveratrol.
fonte: (http://palatepress.com/2012/01/wine/resveratrol-redux-das-bad-and-the-
good/)

OH

HO

OH

O resveratrol ocorre em duas configuracbes isoméricas (trans e cis)
dentre as quais, a configuracdo trans € a que exibe uma maior atividade
biolégica compreendendo potenciais antiinflamatorios, antifangicos e
antioxidantes significativos. O resveratrol € sintetizado em sua maior parte na

casca das uvas, através da acao enzimatica da estilbeno-sintetase, e tem seu
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pico de concentracdo logo apds a maturacdo dos frutos, sendo suas
concentracfes influenciadas pela variedade da espécie bem como fatores
externos como caracteristicas do solo, condi¢cdes hidricas, e também o
processo produtivo de vinhos (BRAVO et al, 2008).

s

O resveratrol em sua forma trans € melhor absorvido quando vindo de

uma dose moderada de vinho ou de suco de uva (ORTUNO et al, 2010).

Além do resveratrol, h4 também o hidroxitirisol e melatonina que estédo
presentes naturalmente em uvas e derivados, podendo agir sinergicamente
garantindo maior citoprotecéo contra o “stress” oxidativo. Em 200 mL de vinho,
por exemplo, sdo providos em média, 0,38 mg de resveratrol, 0,45 mg de
hidroxitirisol e 0,61 mg de melatonina, além de outros compostos bioativos de
importancia (FERNANDEZ-MAR et al, 2012).

Novak et al (2008) concluiram que antocianinas sdo 0s principais
flavonoides em cascas de uvas vermelhas (a Oenina € a mais abundante) e
que (+)-Catequina e agliconas de flavondis estao presentes em concentracdes

muito baixas, até negligenciaveis.

As condicdes de cultivo também interferiram no teor de compostos
fendlicos, flavonoides e na atividade antioxidante em extratos de cascas de
uvas brancas riesiling . O cultivo organico propiciou um maior teor de
compostos fendlicos, principalmente quercetina e seus derivados. Porém, uvas
de cultivos convencional apresentaram maior atividade antioxidante,
provavelmente devido a carga de pesticidas e maior teor de flavonoides
(CORRALES et al, 2009).

Em cascas de uvas vermelhas, Mulero et al (2010) encontraram
concentragdo maior de compostos fenolicos em uvas cultivadas
organicamente, refletindo em uma maior atividade antioxidante de seus

extratos.

Estagios de maturagcédo também influenciam na composi¢cdo de compostos
fendlicos. Perestrelo et al (2012) averiguaram este fato em duas variedades de
uvas viniferas portuguesas (Sercial e Tinta Negra), conseguindo ainda
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identificar 10 compostos ainda ndo reportados em literaturas até o momento,
entre eles um dimero de resveratrol (restrisol) em extratos das cascas dessa
variedades. Os autores verificaram que em uvas Sercial maduras ha
predominéancia de acidos hidroxicinamicos e flavonoides (80%) e em uvas Tinta
Negra ha predominancia de antocianinas (84%). Ambas as variedades foram

consideradas fontes naturais de antioxidantes.

Curcko et al (2014), em seu estudo, analisaram cascas de duas
variedades de uvas da regido da Croéacia (Plavac mali e Babic) quanto a
diferenca entre composi¢cdo de proantocianidinas e antocianinas de suas
cascas e influencia nas percepc¢des sensoriais de adstringéncia e intensidade
de amargor. Os autores constataram que a variedade “Plavac mali” tem em
suas cascas maiores concentracfes de antocianinas e proantocianidinas e que
as caracteristicas estruturais destas tém papel importante na adstringéncia,
bem como na intensidade de percepcdo de amargor. Concluiram ainda que os
parametros relativos a concentracdo de proantocianidinas e suas
caracteristicas estruturais sdo as variaveis mais importantes para discriminar

os dois cultivares.

No Brasil, foi estudado o perfil de proantocianidinas e atividade
antioxidante de vinhos tintos nacionais oriundo de variedades de Vitis vinifera
L.(GRIS et al, 2011). No decorrer do trabalho, foram identificados precisamente
mondmeros de catequina, epicatequina, galocatequina, epigalocatequina e
galato de epicatequina. Além destes, foram identificados dimeros B1 e B2. As
espécies Flavan-3-ol e proantocianidinas estavam e maiores concentragcées em
concordancia com dados da literatura e a composicdo de proantocianidinas
obteve correlacao positiva com a atividade antioxidante in vitro, com diferencas

intervarietais.

Ainda sobre composicdo fendlica, Harsha et al (2013) identificaram as
principais antocianinas e flavonoides de cascas de oito (8) variedades de uvas
vermelhas italianas (Barbera, Croatina, Freisa, Dolcetto, Grignolino, Neretto,
Nebbiolo e Pinot Nero). De maneira geral, as variedades apresentaram boa
“‘qualidade fendlica” e exibiram como antocianinas principais: 3-O-glicosideos

de cianidina, peonidina, petunidina, delfinidina e malvidina, além de p-cumaril-
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glicosideos de cianidina, peonidina, petunidina e malvidina e cafeoil-glicosideo
e acetil-glicosideo de malvidina. Como flavondides foram seis principais tipos:
Quercetina, Kaempferol e seus 3-O-glicosideos e 3-O-glicuronideos (2
isdmeros de glicosideos de Quercetina e 1 isdmero de glicuronideo de

Quercetina).

Antoniolli et al (2015) analisaram o contetudo fendlico de bagaco da
cultivar Malbec na Argentina, identificando 26 compostos: 13 de baixo peso
molecular e 13 antocianinas sendo este o primeiro relato para bagaco de
Malbec. Afirmaram que dados sobre atividade antioxidante e composicao
fendlica fornecem informacdo para a industria vinicola para utilizar os
subprodutos dessa cultivar como fonte barata de compostos fenélicos util para

aplicacoes biotecnoldgicas.

Na Macedobnia, cascas de variedades vermelhas (Vranec e Merlot) e
brancas (Smederevka e Chardonnay) tiveram seu perfil polifendlico identificado
no estudo de Ivanova et al (2011). Os compostos polifendlicos encontrados
foram classificados em quatro grupos principais: antocianinas, flavonais, flavan-
3-6is e acidos fenodlicos, com um total de 31 compostos identificados.
Concentragdes maiores de monoglicosideos de antocianinas e seus derivados
p-cumaricos foram determinadas em Vranec do que em Merlot. Porém, Merlot
apresentou maiores concentracdes de acetil-3-glicosideos, sendo esta
caracteristica possivelmente varietal que serviria para discriminar os dois
cultivares. Além disso, uvas Vranec apresentaram maior contetdo polifendlico
comparado a Merlot devido ao maior contetudo de polifendis e flavonoides totais
das cascas e sementes e niveis mais altos de flavan-3-6is e antocianinas totais
nas cascas. Com relacdo as variedades brancas, foi constatado que uvas
Chardonnay possuem maior conteudo de polifendis do que as da variedade

Smederevka.

Bentivegna e Whitney (2002) sugerem que, devido a atividade
antioxidante dos extratos de sementes e cascas de uva ha uma forte
possibilidade de utilizacdo dessa matéria prima em adicdo a alimentos e

bebidas, no sentido de retardar sua deterioracdo. Esses extratos também
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contribuem para o aumento das defesas fisiolégicas contra a formagéo in vivo

de espécies de radicais livres.

3.2.Metais pesados em cascas de uvas: Pb, Cd, Cu e Mn

Os metais possuem efeitos nutricionais e toxicos sobre a saude humana,

sendo estes dependentes da forma fisico-quimica na qual se apresentam.

Harisson (2001), aborda sobre os riscos de intoxicagdo por uma série de
metais toxicos e essenciais com toxicidade inerente. Entre eles estdo o
Chumbo, o Cadmio, o Manganés e o Cobre que apresentam toxicidade notavel
em uma série de tecidos bioldgicos tais como: nervoso, hepatico, renal,
pancreatico e gastrintestinal, sendo os efeitos da intoxicagdo crénica os que
dispensam maior atengdo por serem o0s mais nocivos. Além disso, grupos
populacionais como o de infantes, criangas, idosos e gestantes sdo mais
sensiveis a contaminacdo por estes metais, sendo necessaria uma
diferenciagao das fontes alimentares (BECCALONI et al, 2013)

Com relagao a contaminagao de cascas de uvas por esses metais, Pohl
(2007) aborda a maneira como esta contaminagao afeta as caracteristicas
sensoriais das uvas e do vinho. Os metais sido classificados quanto a sua
origem: primaria (advindos do solo de cultivo) e secundaria (associados a
impurezas externas, por exposi¢ao das uvas durante o crescimento ou fases da
vinificagdo). Dentre as formas de contaminagao, € ressaltado que a aplicagao
de pesticidas, fungicidas e fertilizantes leva ao aumento dos teores de Cd, Pb,
Cu, Mn e Zn nos frutos e derivados e que contaminagédo da agua de irrigagcao
leva ao acumulo de Cu, Zn e Pb (VYTAVSNA et al, 2014).

Estes metais apresentam, além do aspecto toxicolégico, capacidade de
reagao com o0s compostos bioativos presentes nas uvas, principalmente os
compostos fendlicos, e demonstram comportamento distinto de distribuicao
pelo fruto (PROVENZANO et al, 2010; VYTAVSNA et al, 2014).

Esparza et al (2004), observaram que cobre e ferro tendem a se distribuir
igualmente nas trés partes do fruto enquanto manganés e zinco estdao mais

presentes nas sementes e ndo apresentam variagdo de concentragao durante
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o periodo de vinificagdo/maceracdo. Os autores também observaram que ha
uma relagdo inversa entre a concentracdo de polifendis e a concentracdo de
metais como cobre e ferro, evidenciando que o comportamento similar desses
metais pode ser devido a possibilidade de ambos de participarem de reagdes

de condensacéao de taninos e antocianinas com grupamento o-hidroxila.

Outros trabalhos também reforcam esta capacidade dos metais de
interagirem com os compostos presentes nas cascas de uvas, como € 0 caso
dos estudos de Farinella et al (2007) e Farinella et al (2008). Eles relatam a
capacidade de interacdo do bagagco com ions metalicos como cadmio (Il) e
chumbo (lI) explanando ainda que estes dois metais possuem 0s mesmos
sitios de ligacdo, tendo o chumbo maior afinidade por eles sendo
primeiramente adsorvido por estruturas quimicas que possuem grupamentos

acidos COOH, grupamentos carboxila, NH entre outros.

Tais compostos sao extraidos nos estagios iniciais de vinificagao,
principalmente antocianinas e flavondis, que sdo acompanhados por rapido
decréscimo do conteudo Cu provavelmente por devidos a reacbes de
complexagao com polifendis. Porém, tais reacées néo alteram o conteudo total
de polifendis (BIMPILAS et al, 2015). Porém a capacidade interacdo com ions
metalicos se evidencia uma série de matrizes vegetais além das cascas de
uvas e este fato € altamente influenciado pela caracteristica da agua de

irrigacgéo.
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RESUMO

O cultivo de Vitis vinifera L. é um dos mais importantes do mundo e gera por ano
grandes quantidades de residuos , tais como peles, sementes e agua. Industria do
vinho brasileiro gera por ano 54,9 milhées de quilos destes residuos que tém grandes
qualidades funcionais que ndo sdo usados corretamente e sdo submetidos a diversas
fontes de contaminacéo. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil fendlico , atividade
antioxidante e tragar contaminantes metalicos de vermelho da regido de San Francisco
Valley ( V. vinifera L. var. Alicante Bouschet ) e branco ( V. vinifera L. var. Moscatel )
extratos de uva. Os resultados mostraram uma boa capacidade antioxidante em DPPH
e FRAP ensaios e conteudo fendlico alta o que leva a uma boa atividade funcional.
Né&o houve contaminagéo por oligoelementos como o Cd e Pb, mas os niveis de Cu e
Mn foram maiores do que o esperado , provavelmente porque as uvas em teses regiao
foram cultivados com uso de agrotoxicos.

PALAVRAS-CHAVE:: grape skins, phenolic compounds, antioxidant activity, metallic
contaminants

1. INTRODUCAO

O cultivo de Vitis viniferaL. € um dos mais importantes do mundo, sendo o
vinho seu produto de maior representatividade na dieta humana desde a
antiguidade (APOSTOLOU et al, 2013). A industria vinicola mundial gera
anualmente residuos incluindo sementes, cascas, frutos, polpa e agua de
descarte, criando um descarte anual que se encontra entre 5 e 9 milhGes de
toneladas e pontualmente, a producdo brasileira de vinho gera anualmente
cerca de 59,4 mil toneladas de residuos que sdo, na maioria das vezes,
tratados como de pouca importancia (DJILAS et al, 2009).

A vitivinicultura se apresenta como atividade economicamente importante
do mundo globalizado gerando riquezas e agregando as pessoas de diversas
formas. Nas ultimas décadas, sua valorizagcédo por paises nao tradicionais na
atividade se tornou evidente (MELLO, 2013) o que contribui para o aumento da
producdo mundial de uva em 25,10%.

Neste panorama, a producdo brasileira se apresenta como 202 mais
expressiva do mundo com mais de 120 cultivares de espécies de Vitis labrusca,
Vitis vinifera e Vitis bourquina e hibridas empregadas nos vinhedos que se

difundem por areas de grande diversidade ambiental por conta das diferencas
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de altitude e latitude entre as zonas de clima temperado, subtropical e tropical
(CAMARGO, 2011).

Extratos de uva e vinho tém ganhado muita atencao de inimeros estudos
gue abordam seus beneficios para a saide humana, especialmente suas fortes
capacidades antioxidantes e de prevencdo de danos ao material genético
causados por espécies reativas de oxigénio. Tais danos podem levar ao
desenvolvimento de cancer e doencas neurodegenerativas (BARTHOMEUF,
2006).

Além disso, devido a atividade antioxidante das cascas de uva, seus
extratos podem ser utilizados em adicdo a bebidas e comidas visando retardar
sua degradacdo. Grande parte da atividade antioxidante dessa matriz se deve
a compostos como proantocianidinas oligoméricas e poliméricas e outros
compostos fendlicos como flavan-3-6is, antocianinas, acidos fendlicos e
resveratrol e derivados (BENTIVEGNA e WHITNEY, 2002; GRIS et al, 2011;
IVANOVA et al, 2011 e HARSHA et al, 2013).

Acidos fendlicos hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos como o clorogénico,
0 p-cumarico, o ferulico e o cindmico possuem grande capacidade antioxidante
in vitro sdo compostos quimicos presentes em plantas medicinais e alimentos
funcionais como Vitis vinifera L. (ANGELO e JORGE, 2007).

O resveratrol é o estilbeno principal das uvas (TIMPERIO et al, 2012;
BRAVO et al, 2008), tendo poder antioxidante pronunciado, além de acao anti-
inflamatéria e antifingica.

Em paralelo, os compostos bioativos como flavonoides e resveratrol sao
reativos a ions metalicos o que pode ocasionar uma série de reagdes em
cadeia responsaveis por alterar caracteristicas sensoriais dos produtos
derivados de uva como vinhos e sucos. Adicionalmente, a contamiancao por
elementos trago geralmente encontrados em fertilizantes e agrotéxicos como
cadmio (Cd), manganés (Mn), chumbo (Pb) e cobre (Cu) traz riscos a saude
humana como disturbios gastrintestinais, neurotoxicidade, necrose hepatica,
podendo levar a ébito (VYTAVSNA et al, 2014; HARRISON, 2001).

E importante abordar o fato de os metais apresentarem competi¢do por
sitios de ligagcdo, como € posto em alguns estudos (FARINELLA et al. (2007) e
FARINELLA et al. 2008) que revelam que metais como Cd e Pb possuem o
mesmo sitio de ligagdo no bagago de uva, porém a forca de interacdo entre
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estes metais e os sitios é distinta, tendo o chumbo, no caso, maior afinidade
pelo por estruturas com grupamentos COOH, grupos carboxila, NH etc.

Os niveis de elementos trago como Cd e Pb em alguns produtos viticolas
sao extremamente baixos e de dificil deteccdo, mas metais como Fe, Mn e Zn
tém concentragbes mais altas neste tipo de matriz alimentar e podem ser
facilmente detectados por FAAS (ALKIS, 2014).

O presente trabalho tem o objetivo de avaliar o perfil fendico e atividade
antioxidante de extratos hidroalcodlicos de cascas de uvas vermelhas e
brancas da regidao do Vale do Rio Sdo Francisco, que se caracterizem como
residuos da producdo vinicola regional. E também determinar os teores de
contaminantes metalicos (Cd, Pb, Cu e Mn) na busca de contribuir para a

valorizagaos destes residuos ainda sub aproveitados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

Os residuos de uva tintas e brancas foram coletadas na Vinicola Santa
Maria, localizada na regido do Vale do rio S&o Francisco em Junho/Julho de
2013. As variedades de uvas tintas e brancas s&o: Alicante Bouschet e
Moscato branco, respectivamente. As amostras foram armazenadas sob
refrigeracdo até o momento do tratamento.Os padrées de grau cromatogréafico
utilizados foram: Acido Clorogénico, trans-Resveratrol and Acido p-Cumarico
(Sigma Aldrich) e os reagentes de grau cromatografico: Metanol, Acido

Fosforico (Merck).

2.2.METODOS
2.2.1. PREPARO DAS AMOSTRAS

As cascas foram separadas das sementes e submetidas a secagem
convectiva a 50°C por 12 horas. As cascas secas foram moidas e o po foi
utilizado para a confeccdo dos extratos com etanol 70% a 0,5% p/v. O po
restante foi armazenado em sacos e postos sob refrigeracdo para utilizacao
posterior. O etanol 70% foi escolhido como solvente por conta da melhor
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capacidade de extracdo de compostos fenodlicos frente a outros solventes

utilizados (dgua e éter) em triagem no laboratorio.

2.2.2. CONTEUDO DE FENOLICOS TOTAIS POR METODO DE
FOLIN-CIOCALTEAU

O teor de fendlicos totais (TPC) foi determinado por método
espectrofotométrico de acordo com Harsha et al (2013) utilizando o método de
Folin—Ciocalteu, com algumas modificacées. Previamente, 200 yL dos extratos
das cascas de uvas de Alicante Bouchet and Moscato branco foram misturados
a 2,5 mL do reagente de Folin—Ciocalteu (1:10 v/v, em &gua tipo 1), e entdo
agitados brevemente. Depois de 3 minutos, 2,0 mL de solucdo saturada de
carbonato de sédio (7.5% w/v) foram adicionados. A mistura reativa foi mantida
a 50°C por 30 min, a suas absorbancias medidas a 760 nm em um
espectrofotometro (Biochrom). Uma curva de calibracdo foi plotada com
solucBes padrdo de Acido Galico (GA, 12 a 148 mg/l,y=0,0052x — 0,0094; r2 =
0.9995). As analises foram realizadas em triplicata, e os resultados expressos

em mg de &cido galico equivalentes (GAE)/kg de massa seca.

2.2.3. COMPOSTOS FENOLICOS POR CLAE-UV-Vis

Para determinar o contelddo de compostos fendlicos totais e estabelecer o
perfil fendlico por CLAE-UV/Vis, os compostos fendlicos das cascas secas
foram extraidos utilizando solucdo de etanol (70%) para formacéo de 10 mL de
extrato com 250 mg de amostra. Para injecao, os extratos foram filtrados em
membranas de nylon (Alchrom) com 0,22 um de poro.

A analise quantitative dos compostos fendlicos foi conduzida de acordo
com Perestrelo et al (2012), com algumas modificagdes, em um sistema de
CLAE Perkin Elmer (Flexar, OVHF 100215082) equipado com bomba binaria,
detector UV-Vis, injecdo manual e compartimento de coluna. O equipamento
dispunha de uma coluna Brownlee Analytica C18 (250 mm, 4.6 mmi.d., 5 pum)
fornecida pela Waters (Milford, Ma, USA) em temperatura controlada (30 °C). A
eluicdo foi conduzida utilizando fase mével A (1% phosphoric acid in aqueous
solution), fase movel B (100% CH3OH ). A taxa de fluxo 0.4 ml/min, e o
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comprimento de onda de deteccdo de 280 nm. O gradient foi conduzido como a
seguir: 0 min 100% A; 7 min 100% A; 10 min 90% A; 15 min 80% A; 20 min
75% A; 30 min 50% A; 45 min 20% A; 55 min 50%A; 75 min 100% A, com
volume de injecdo de 20 pl dos extratos de solucdes padrdo. Como nem todos
0s compostos fendlicos de uvas estavam disponiveis comercialmente, trés
padrbes, representativos das classes quimicas principais foram selecionados:
Acido Clorogénico, Acido p-Cumaérico e t-Resveratrol (Sigma Aldrich). Os
padrées selecionados foram utilizados para confec¢do de curvas padrdo e os
resultados foram expressos em equivalentes dos padrdes utilizados. Para cada
um dos tres padrdes foram preparadas solucdes estoque em etanol 70% (500
pg/ml). Todas as solucbes foram armazenadas a 20°C. As solucdes de
trabalho foram preparadas por diluicdo de aliquotas adequadas de cada
solucéo estoque na fase mével A. Sete niveis diferentes, cobrindo o intervalo
de concentracdo esperado para cada composto fendlico foram preparados.
Todas as determinag¢des foram realizadas em triplicata.

3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.1. CAPTURA DE RADICAL LIVRE DPPH

O ensaio de DPPH foi realizado de acordo com Bekhit et al (2011) com
algumas modificagdes. A solucao estoque foi preparada pela dissolucdo de 2,4
mg de DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) em 100mL de metanol e armazenada a
20 °C. Diluicbes dos extratos de cascas de uvas (1:1, 1:3 e 1:5, cada um em
triplicata) foram postos para reagir com 3900 yL da solugédo de DPPH por 30
minutos ao abrigo da luz. A absorbéncia foi medida a 515 nm. A curva padréo
foi linear entre 20 e 60 mM DPPH. Resultados foram expressos em g fruit/ g

DPPH em massa seca. As determinacdes foram realizadas em triplicata.

3.2. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE FRAP (ferric ion

reducing antioxidant power).

O ensaio de FRAP foi realizado de acordo com Harsha et al (2013) com
algumas modificagbes. As solugBes estoque incluiam 300mM de solugéo
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tampéo acetato (3.1 gC,H3NaO,.3H,O and 16mL C,H40,), pH 3.6, solucdo
10mM TPTZ (2, 4, 6- tripyridyl-s-triazine) em HCI 40mM, e uma solucao de
20mM FeCl3.6H,0. A solucéo de trabalho foi preparado no momento da analise
pela mistura de 50mL de tampéao acetato, 5mL da solucédo de TPTZ, e 5mL da
solucéo de FeCl3;.6H,0 e entdo aquecida a 37 °C por 30 minutos antes de ser
utilizada. As diluicbes dos extratos de cascas de uva (90uL) foram adicionadas
de 2700 pL da solugcdo FRAP for 30 min em abrigo da luz. As leituras dos
complexos coloridos [complexo ferroso tripyridyltriazine] foram realizadas a 595
nm. A curva padrao foi linear entre 500 e 2000mM FeSO, . Resultados foram
expressos em mg.L™" de equivalentes a 1.000pymo.L™* FeSO, de massa seca.
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO B-CAROTENE/LINOLEIC

O método B-caroteno/acido linoleico foi executado de acordo com Melo et
al (2013) com algumas modificacdes preparando previamente uma solucdo de
B-caroteno (1%) e misturando 1mL dessa solucdo com 20uL de &cido linoléico,
100 pL de TWEEN 40 e uma pequena aliquota de cloroférmio (CH3Cl). Ao fim
da evaporacao do cloroférmio, 50mL de 4gua foram adicionados para originar a
solucdo de trabalho. Uma aliquota de 5 mL da solugdo de trabalho foram
adiciandos a aliquotas de 200 pL dos extratos de cascas de uvas (0,5% p/v).
As medidas foram realizadas a 470 nm e os resultados foram expressos em %

de protecdo. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
4. DETERMINACAO DOS METAIS
4.1. DETERMINAQAO DE ELEMENTOS TRACO
A deteccao e quantificacdo de elementos tragco foram estabelecidas com a
metodologia de espectrometria de absor¢édo atbmica no modo chama (EAA) e

EAA com forno de grafite (EAAFG) adaptado do métdodo descrito por Guntifias

et al (2009). Os metais traco analisados foram Cu, Cd, Pb and Mn.
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4.1.1. TRATAMENTO DA AMOSTRA

A abertura das amostras foi semelhante ao método descrito por
Menezes-Filho et al.,, (2009). A mineralizacdo foi realizada em triplicata,
apos pesagem, em balanca analitica (Sartorius CP 2245 - Sao Paulo,
Brasil), de aproximadamente 100 mg de cada amostra, com registro da
massa com quatro casas decimais, diretamente em béqueres de 50 mL. Na
capela de exaustdo, foram acrescidos 2 mL de HNO3 concentrado e em
seguida cobertos com vidro de reldgio e levados a chapa de aquecimento
(Nova ética, modelo 208D) a 100°C, refluxando por cerca de 2 horas. Foi
finalizada a abertura quando apresentavam aspecto claro e sem evolucao
do géas castanho (diéxido de nitrogénio). Controles em branco de reagente e
material de referéncia certificado (Tecido de ostra NIST-1566b, National
Institute os Standard Material) foram preparados da mesma maneira em
cada bateria Apds resfriar a temperatura ambiente, as amostras foram
volumetricamente transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno
graduados de 15 mL (Corning CentriStar™) e avolumadas para 10 mL com

agua pura Tipo .

4.1.2. QUANTIFICACAO DOS METAIS POR ESPECTROMETRIA DE
ABOSRCAO ATOMICA

Para realizacdo das analises de metais Mn, Cd e Pb foi utilizado
um espectrémetro de absorcédo atdmica com forno de grafite (AAS - Varian
Spectra AA 240FGZ, Mulgrave Victoria, AU). As analises de Cu foram
realizadas no espectrémetro Spectra 55B (Varian) no modo chama.

A curva de calibracdo do Cd foi preparada por meio de diluicdo na
amostra da solucdo padrdo estoque de cadmio 1000 mg.L-1 em HNOS3
0,2%, nas concentracdes de 0 a 4,0 pug.L-1 em faixa linear. A solucédo de
dihidrogenofosfato de amoénio a 0,5% foi utilizado como modificador de
matriz. A curva de calibracdo do Pb foi preparada apos diluicdo da amostra
da solucdo intermediaria de chumbo a 10 pg.mL-1, obtida da mistura de
solugdo padrédo estoque de Pb 1000 pg.mL-1 e HNO3 0,2%, nas

concentragcbes 0 a 20 pg.L-1.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises foram realizadas em ftriplicata e os resultados
expressos em media * desvio padrdo (SD). As anadlises estatisticas foram
realizadas utilizando o software estatistico Minitab verdo 17 (Minitab).
Diferengas entre as médias foram analisadas utilizando o teste Mann-Whitney
(p>0,05).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise fendlicos totais e HPLC/UV-Vis estdo expressos nas

tabelas 1 e 2 e figuras 1 e 2.

Tabela 1. Compostos fendlicos de cascas de uvas tintas e brancas por HPLC
UV-Vis

Compostos fendlicos | Concentragéo (ug/g)
Cascas de uvas tintas Cascas de uvas brancas
Trans-reveratrol 0,77 £ 0,07 -
Acido p-Cumarico 0,46 + 0,03 -
Acido Clorogenico 11,00 + 0,67 3,02+0,18

Figura 1.cromatograma dos compostos fendlicos de extrato de cascas de uvas tintas
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Figura 2. cromatograma dos compostos fendlicos de extrato de cascas de uvas brancas
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Os perfis fenodlicos de extratos de cascas de regides como Brasil, Croacia,
Espanha e Portugal (Gris et al. 2011; Rockenbach et al. 2011; Perestrelo et al.
2012; Curcko et al. 2014) séo distintos, uma vez que este parametro é
influenciado por fatores climaticos, de solo e varietais. Regides distintas de
cultivo demandam variedades de V.vinifera L. adaptaveis a suas condigdes

ambientais.

Tabela2. Conteudo de compostos fendlicos totais de cascas de uvas tintas e

brancas.

Amostras Conteudo fendlico (ug GAE/g DM)
Cascas de uvas tintas 164,12 + 18,77°

Cascas de uvas brancas 120,78 + 15,957

Comparacdo de médias realizada por teste de Mann-Whitney para dados nao

paramétricos (p>0,05).

Apesar de as concentracbes de compostos fendlicos totais néo diferirem
significativamente entre as amostras neste estudo (tabela 2), a composigao

fendlica, porém demonstra ter influéncia sobre a atividade antioxidante.
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Uma correlagao entre a concentracdo de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante é fortemente possivel. As concentragcdes de compostos fendlicos
nas amostras estudadas neste trabalho (tabela 2) refletem a alta capacidade
antioxidante que se observa em dois tipos de mecanismos: capacidade de
captura de espécie radicalar (DPPH) (tabela 3) e capacidade de redugao férrica
(FRAP) (tabela 4), havendo forte correlagdo linear entre a concentracado de
compostos fendlicos e a atividade antioxidante encontrada com utilizagdo do
método de captura do radical DPPH (r = -0,788).

Isto se justifica pelo fato de as espécies fendlicas presentes nas amostras de
estudo se configurarem como antioxidantes que agem por captura de elétron
livre e sua acomodacdo por ressonancia de deslocamento do elétron
desemparelhado (ANGELO e JORGE, 2007).

Tabela 3. Atividade Antioxidante por captura de radical DPPH.

Amostras g fruta /g DPPH (ECs5y) de massa seca
Cascas de Uvas Tintas 0.034+ 0,0007 @
Cascas de Uvas Brancas 0.036+ 0,0007 ©

Comparacdo de médias realizada por teste de Mann-Whitney para dados nao

parameétricos (p>0,05)

As correlacbes entre a concentracdo fendlica a atividade antioxidante por
FRAP e sistema p[-caroteno/acido Linoléico (r = 0,032 e r = 0,028
respectivamente, p >0,05), no entanto, ndo apresentaram comportamento
linear neste estudo, o que evidencia a possibilidade de uma relacdo de
comportamento nao linear entre a concentracdo de compostos fendlicos e
esses dois tipos de mecanismos antioxidantes, evidenciando que mecanismo
de agao principal dos componentes antioxidantes das amostras néao
corresponde aos analisados nestes meétodos. Porém, valores de FRAP
semelhantes foram encontrados por Rockenbach et al (2011) e Harsha et al
(2013) para diversas variedades de Vitis vinifera L. e Vitis labrusca L. (tabela 5)

sendo considerados como representantes de alta atividade antioxidante.



Tabela 4. Atividade antioxidante por FRAP.
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Samples 1.000 umol.L'FeSO,equivelents/g
massa seca

Red grape skins 360,13 +4,88°

White grape skins 327,87 +18,32°

Comparacdo de médias realizada por teste de Mann-Whitney para dados ndo
parameétricos (p>0,05)

Tabela 5. Comparacgéo entre valores encontrados de FRAP para este estudo e
0s encontrados por outros autores.

Variedades Frap (1.000 Referencias
umol.L"'FeSO,
equivelentes/g
massa seca)
Barbera 2812 Harsha et al
(2013)
Croatina 404 + 1 Harsha et al
(2013)
Freisa 511+ 15 Harsha et al
(2013)
Dolcetto 3535 Harsha et al
(2013)
Primitivo 145,44 Rockenbach et al
(2011)
Sangiovese 436,2+17 Rockenbach et al
(2011)
Pinot Noir 178,511 Rockenbach et al
(2011)
Negro Amaro 162,711 Rockenbach et al
(2011)
Cabernet 244,119 Rockenbach et al
Sauvignon (2011)
Isabel 347,4+12 Rockenbach et al
(2011)
Alicante Bouschet 360,13 + 4,88 Resultados
encontrados
Moscatos Branco 327,87 £18,32 Resultados

encontrados
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Cascas de uvas tintas brasileiras analisadas por Rockenbach et al. (2011)
demonstraram atividades antioxidantes relevantes fortemente correlacionadas
com o alto teor de compostos fendlicos (p>0,05).

Ainda que as amostras, tanto de cascas de uvas tintas quanto de cascas de
uvas brancas, possuam valores de atividade antioxidantes proximos, estas
possuem perfis cromatograficos diferentes como evidenciado nas figuras 1 e 2,
mostrando assim que um conjunto diferente de compostos € responsavel pela
inativagao dos radicais livres nas diferentes variedades. Tal comportamento foi
reportado por Jayaprakasha et al. (2001) que afirmou o condicionamento de
diferentes capacidades antioxidantes dos extratos de V. viniferal.var.
Bangalore a composicéo fendlica apresentada por cada extrato (extratos em

acetona, metanol e acetato de etila).

Tabela 6.Atividade Antioxidante por Sistema B-carotene/Acido Linoléico.

Amostras | % de protegéo
Cascas de Uvas Tintas 15,60 + 3,44°
Cascas de Uvas Brancas 10,74 + 7,23°

Comparagdo de médias realizada por teste de Mann-Whitney para dados ndo
paramétricos (p>0,05)

O mecanismo de inibicdo de oxidacdo do b-caroteno neste trabalho néo
corresponde a uma forma eficaz de protecao oxidativa (tabela 7), o que reflete
na baixa atividade antioxidante dos compostos das amostras frente a
condi¢cbes de oxidacao lipidica nas concentracdes utilizadas, podendo indicar
que a inibicdo oxidativa ocorra como consequéncia da concentragao do extrato.
Melo et al (2013), no entanto, citam que o processo de oxidagao lipidica &
muito complexo sendo constituido de muitos tipos de espécies radicalares, e a
atividade antioxidante de um composto depende do substrato lipidico, da sua
solubilidade e do seu mecanismo de ag&o. Assim, em ensaios que contém
lipidios como substrato oxidavel, a protecdo conferida pelos antioxidantes
depende da sua solubilidade que determina sua distribuicdo na fase do
sistema. Ressalta-se ainda, que a composi¢cdo complexa de extratos vegetais
pode favorecer uma interagdo sinérgica ou antagbnica entre os compostos
presentes podendo afetar sua distribuicido no meio e consequentemente sua
atividade antioxidante.
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Tabela 7.Concentragéo de elementos trago em amostras de cascas de uvas
tintas e brancas.

Elementos trago \ Concentragéo (ug/g + desvio padréo)
Cascas de uvas tintas Cascas de uvas brancas
Mn 1.69 = 0.004 1.76 £ 0.071
Cd <LOD <LOD
Pb <LOD <LOD
Cu 9.19+£0.72 13.47 £ 0.18

LOD (Limit of Detection) for Cd and Pb: 0.02 ug/g.

As concentracbes de manganés e cobre encontradas neste estudo sé&o
menores do que as de outros estudos (Esparza et al. 2004; Provenzano et al.
2010) porém, seus niveis encontram-se acima dos preconizados pela
FAO/OMS de 0,2 e 0,9 ug.g™ respectivamente, denotando influéncia de fatores
externos tais como uso de fertilizantes e agrotoxicos cujas formulagdes contém
tais metais (Amin et al.,, 2013) . Esparza et al. (2004) afirmam que o cobre
tende a se distribuir igualmente nas trés partes do fruto (casca, polpa e
sementes) enquanto que o manganés tende a estar mais presente nas
sementes, o que pode justificar o fato de a concentragdo de manganés ser
mais baixa que a do cobre neste caso.

Matrizes vegetais em geral se expdem a contaminagao por diversos fatores
incluindo salinidade do solo e influéncia das atividades urbanas (Sharma et al,
2008; Li et al, 2010).

A contaminagdo por metais pesados em geral, ocasiona um aumento da
produgdo de compostos antioxidantes por parte dos vegetais no sentido de
aumentar a protecao contra os danos da contaminacido, sendo assim, existe
uma menor disponibilidade de substancias antioxidantes livres no veetal por
conta de seu recrutamento para a formagéao de fitoquelatinas que diminuem as
injurias causadas pela contaminagao (Santos et al, 2011).

Tal fato pode contribuir para a menor atividade antioxidante das cascas de uvas
brancas (tabelas 3, 4 e 6) que apresentaram maiores teores de Cu e Mn que as
cascas de uvas tintas (tabelas 3, 4 e 6).

Para Cd e Pb, os valores estavam abaixo do limite de detecgdo do método,
sendo de dificil detec¢ao e quantificagao, confirmando o que foi concluido por
Akis et al (2014), que determinou esses metais em cascas de uvas tintas e

também n&o obteve a quantificagdo, concluindo que, nestes residuos o Cd e
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Pb tém dificil deteccao por EAA. O que configura iseng¢ao, do ponto de vista
legal, de contaminagéo por esses metais nas cascas de uvas tintas e brancas
neste estudo. Para as amostras apresentadas, que estavam contaminadas por
Cd e Pb, Khan et al, 2013 e Vytavsna et al. 2014 sugerem contaminacgao
advinda dos lengois freaticos e de agua de irrigacdo advinda do
reaproveitamento de agua de descarte e por caracteristicas do solo como pH e
niveis de matéria orgénica, como a agua utilizada para a irrigacdo das
amostras que apresentaram contaminagao por esse dois metais € advinda de

pocos, a contaminacgao do lencol freatico é sua provavel causa.

7. CONCLUSOES

Os extratos de cascas de uvas tintas e brancas provenientes da regido do vale
do submédio Sao Francisco apresentaram boa capacidade antioxidante aliada
a altas concentragdes de compostos fendlicos. Quanto a contaminagédo por
elementos traco, foram verificadas concentragdes que ultrapassam os limites
preconizados pela legislacdo de cobre e manganés. Os elementos chumbo e
cadmio estdo em niveis ndo detectaveis. Em linhas gerais, as cascas de uvas
tintas e brancas se mostraram como boas fontes de substancias funcionais,
especialmente compostos fendlicos, que conferem a essas matrizes um bom
potencial antioxidante, gerando respaldo para continuidade da pesquisa sobre
seus compostos bioativos e para sua utilizacdo na produgcdo de uma vasta
gama de artigos funcionais como cosméticos, nutracéuticos, aditivos
alimentares, adsorventes naturais entre outros. Mais estudos, portanto, devem
ser realizados para garantir a eficacia e seguranga de utilizagdo desta matriz

alimentar.

8. AGRADECIMENTOS

A CAPES pelo apoio financeiro.
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