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RESUMO (PORTUGUES)

O processamento de uvas e derivados geram quantidade elevada de residuos
ricos em compostos bioativos. Dentre os fitoquimicos presentes nos residuos de
uva podemos destacar as antocianinas, associadas a beneficios a saude, como
propriedades antioxidante, antimicrobiana e anticancer. O objetivo deste trabalho
foi investigar as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotoxica do residuo
de uva Isabel (Vitis labrusca L.) e Magna (BRS Magna). O residuo foi cedido por
uma unidade processadora de suco de uva integral, do Vale do Sdo Francisco,
Petrolina-PE. Extratos antocianicos em fase aquosa e antocianinas purificadas
foram utilizados na determinacdo das atividades investigadas. Analises
cromatograficas identificaram 8 tipos de antocianinas, em teores entre 0,7 a 148
mg/L nos extratos, e de 0,48 a 108 mg/L nas antocianinas purificadas, e a
malvidina-3-5-di-O-diglicosideo foi a antocianina majoritaria. Para a atividade
antioxidante, foram encontrados para os extratos de residuos umidos e secos de
uva Isabel teores entre 63 e 153 ug EQ Trolox/ mL frente ao DPPH e ABTS, de
120 e 220 ug EQ AA/ mL para a Capacidade Antioxidante Total - CAT, 36 e 139
Mg EQ AG/ mL para o Poder Redutor —PR, respectivamente; e para os de
residuos de uva Magna umidos e secos, teores entre 41 e 174 ug EQ Trolox/ mL
frente ao DPPH e ABTS, 180 e 360 ug EQ AA/ mL para a CAT, 42 e 115 ug EQ
AG/ mL para o PR, respectivamente. Para antocianinas purificadas a partir dos
residuos Umidos e secos de uva Isabel, os teores foram entre 14.670 e 48.440
mg EQ Trolox/ mL frente ao DPPH e ABTS, 50.730 e 69.060 mg EQ AA/ mL para
a CAT, e 4.880 e 6.500 mg EQ AG/ mL para o PR, respectivamente; e para as
de residuos umidos e secos de uva Magna, teores entre 16.360 e 44.410 mg EQ
Trolox/ mL frente ao DPPH e ABTS, 61.860 e 72.330 mg EQ AA/ mL para a CAT,
e 3.720 e 5.930 mg EQ AG/ mL para o PR, respectivamente. Quanto a atividade
antimicrobiana, a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para os extratos e as
antocianinas purificadas de residuos de uva Isabel e Magna (seco e umido) foi
de 3 e 4 mg/mL frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp.
e Listeria monocytogenes. Na atividade citotéxica, nenhum dos extratos e
antocianinas purificadas exibiram alta atividade citotoxica (Cl % entre 75 - 100
%) frente linhagens ndo-cancerigenas testadas (L929 e Vero) enquanto que para
a linhagem cancerigena Hela, todas antocianinas purificadas demonstraram
atividade moderada ou alta (Cl% acima de 50%), assim como 0 extrato de
residuo de uva Isabel seco, que apresentou Cl% de 65,38%. Antocianinas
purificadas de residuo iumido de uva Isabel apresentaram Clso de 74,4 e 136,2
pg/mL, para as linhagens HelLa e Vero, respectivamente. Esta pesquisa pretende
contribuir para a promocédo do potencial biotecnolégico do residuo de uva,
contribuindo para o desenvolvimento de novos produtos funcionais nas
industrias de fitoterapicos, alimentos e cosméticos, implicando também no
desenvolvimento econémico e na reducéo de danos ao no meio ambiente.

Palavras-chaves: compostos bioativos; flavonoides; atividades bioldgicas.



ABSTRACT

The processing of grapes and derivatives generate a high amount of residues
rich in bioactive compounds. Among the phytochemicals present in grape
residues, we can highlight anthocyanins, associated with health benefits, such as
antioxidant, antimicrobial and anticancer properties. The objective of this work
was to investigate the antioxidant, antimicrobial and cytotoxic activities of Isabel
(Vitis labrusca L.) and Magna (BRS Magna) grape residue. The residue was
donated by a whole grape juice processing unit, in Vale do S&o Francisco,
Petrolina-PE. Anthocyanin extracts in aqueous phase and purified anthocyanins
were used to determine the activities investigated. Chromatographic analyzes
identified 8 types of anthocyanins, at levels between 0.7 and 148 mg/L in the
extracts, and from 0.48 to 108 mg/L in the purified anthocyanins, and malvidin-3-
5-di-O-diglycoside was the major anthocyanin. For the antioxidant activity,
contents between 63 and 153 pg EQ Trolox/ mL were found for the extracts of
wet and dry residues of Isabel grapes compared to DPPH and ABTS, and 120
and 220 ug EQ AA/ mL for the Total Antioxidant Capacity - CAT , 36 and 139 ug
EQ AG/mL for Reducing Power —PR, respectively; and for wet and dry Magna
grape residues, levels between 41 and 174 ug EQ Trolox/ mL against DPPH and
ABTS, 180 and 360 ug EQ AA/ mL for CAT, 42 and 115 pg EQ AG/ mL for PR,
respectively. For anthocyanins purified from the wet and dry residues of Isabel
grapes, the contents were between 14,670 and 48,440 mg EQ Trolox/mL against
DPPH and ABTS, 50,730 and 69,060 mg EQ AA/mL for CAT, and 4,880 and
6,500 mg EQ AG/mL for PR, respectively; and for the wet and dry residues of
Magna grapes, levels between 16,360 and 44,410 mg EQ Trolox/ mL compared
to DPPH and ABTS, 61,860 and 72,330 mg EQ AA/ mL for CAT, and 3,720 and
5,930 mg EQ AG/ mL for the PR, respectively. As for antimicrobial activity, the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for extracts and anthocyanins purified
from Isabel and Magna grape residues (dry and wet) was 3 and 4 mg/mL against
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella sp. and Listeria
monocytogenes. In terms of cytotoxic activity, none of the extracts and purified
anthocyanins exhibited high cytotoxic activity (Cl % between 75 - 100 %) against
non-cancerous tested strains (L929 and Vero) while for the HeLa cancer strain,
all purified anthocyanins showed moderate or high activity. (Cl% above 50%), as
well as the dry Isabel grape residue extract, which presented a Cl% of 65.38%.
Anthocyanins purified from the wet residue of Isabel grapes presented IC50 of
74.4 and 136.2 pg/mL, for the HeLa and Vero strains, respectively. This research
aims to contribute to the promotion of the biotechnological potential of grape
residue, contributing to the development of new functional products in the herbal,
food and cosmetics industries, also implying in economic development and in
reducing damage to the environment.

Keywords: bioactive compounds; flavonoids; biological activities.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento da demanda por novas fontes naturais de aditivos a
serem utilizados na industria, em especial a de alimentos, devido a
conscientizagdo cada vez maior dos consumidores acerca da importancia da
alimentacéo saudavel, este setor tem procurado por alternativas que sejam, além

de seguras, também benéficas a saude humana (SILVA et al., 2017).

No que tange a alimentacéo, de forma geral, observa-se uma tendéncia
de consumo mais consciente, voltada a promoc¢do e manutengcdo da saude a
partir de um estilo de vida que valoriza ndo apenas uma dieta rica em alimentos
ricos em nutrientes e seguros, mas que também sejam compostos por
ingredientes naturais, livres de aditivos quimicos e funcionais (HELKAR, SAHOO
E PATIL, 2016).

Atualmente, as doencas cardiovasculares, diabetes e cancer estédo entre
as doencas que mais causam mortes, a nivel mundial, e o consumo de alimentos
considerados funcionais, como frutas e hortalicas ricas em fibras, fendlicos e
flavonoides, podem ajudar no enfrentamento a tais enfermidades. E neste
sentido, os residuos advindos desses alimentos também podem ser utilizados
para obter compostos e ingredientes com carater funcional (HELKAR, SAHOO
E PATIL, 2016).

Em consonancia a este cenario, os fitoquimicos bioativos podem ser
explorados e dentre eles podemos destacar as antocianinas, pois sao
consideradas seguras quanto a ingestao, visto que estado presentes em diversas
frutas e hortalicas como, por exemplo, uvas, roma, frutas vermelhas, cenoura
preta, entre outras (SILVA et al., 2017c).
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Pertencente ao grupo dos flavonoides, as antocianinas tém sido
associadas a diferentes beneficios a satde humana, por apresentarem atividade
anti-inflamatoria, anticancer, antioxidante, antibacteriana, antiobesidade, além
de atuar na prevencdo da diabetes e de problemas na visdo e no sistema
nervoso (MA et al., 2019; KHOO et al, 2017).

Dentre as frutas e hortaligas ricas em antocianinas, podemos destacar as
uvas e seus derivados, que tem os fitoquimicos bioativos presentes em sua
composicdo correlacionados a prevencdo de diversas fisiopatologias, como
cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (SALEHI, et

al., 2019).

No entanto, anualmente, no processamento de uvas e derivados, elevada
quantidade de residuos sao produzidos, o que conduz a busca por novas formas
viaveis, do ponto de vista econémico, de reaproveitamento destes subprodutos,
0 que por sua vez também contribui para mitigar os impactos ambientais
causados pelo desperdicio desta matéria-prima além de possibilitar o
desenvolvimento de novos produtos com amplo potencial (CIRQUEIRA et al.,
2017).

Aguilar et al (2018) ressaltam que, embora este fruto exiba teor de
fendlicos significativamente alto, uma boa parcela destes compostos fica nos
subprodutos gerados poés-processamento, com quantidades que variam de
acordo com as condicdes agroclimaticas e de recuperacédo aplicadas.

De acordo com Bordiga et al. (2019), os extratos (liquido, concentrado ou
em po) obtidos a partir do bagaco de uva apresentam possibilidades de
aplicacoes diversas na industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos.
Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi investigar o perfil fitoquimico e
as atividades antioxidante, antimicrobiana e citotéxica do residuo de uva cv.

Isabel (Vitis labrusca L.) e cv. Magna (BRS Magna).
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1.1.0bjetivo Geral

Investigar o perfil fitoquimico e as atividades antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica dos residuos agroindustrial de uva cv. Isabel (Vitis labrusca L.) e cv.
Magna (BRS Magna).

1.2.0bjetivos especificos

* Coletar o residuo agroindustrial de uva cv. Isabel e cv. Magna em uma industria

de producéo de suco integral;

* Obter o extrato aquoso e de antocianinas purificadas, a partir de residuos

Umidos e secos;

* Determinar o teor de antocianinas monomeéricas totais dos extratos aquosos

antocianicos;

* Identificar e quantificar as antocianinas do extrato aquoso e das antocianinas

purificadas;

* Avaliar a capacidade antioxidante do extrato aquoso e das antocianinas

purificadas;

* Investigar a atividade antimicrobiana do extrato aquoso e das antocianinas

purificadas;

* Determinar o efeito citotoxico do extrato aquoso e das antocianinas purificadas

em linhagens de células tumorais e nd-tumorais humanas
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Producdao e processamento de uvas

As uvas podem ser divididas em 3 principais variedades: a Europeia (Vitis
vinifera L.), Americana (Vitis labrusca e Vitis rotundifolia) e a Hibrida francesa.
Este fruto ainda pode ser classificado quanto: a sua utilizagdo, onde temos as
uvas destinadas a producéo de vinho, as de mesa e as passas (desidratadas); e

a presenca ou auséncia de sementes (CIRQUEIRA et al., 2017).

Vitis vinifera € um tipo de arvore frutifera mundialmente cultivada, e os
vinhos advindos de seus frutos apresentam conteudos diversificados de
compostos fendlicos, entre eles os acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos e
flavonoides (SALEHI, et al.., 2019). No que diz respeito as uvas vitiviniferas, sua
composicdo fendlica esta intimamente relacionada a parte do fruto analisada,
visto que estes compostos podem ser encontrados tanto na polpa como na casca

e sementes, e ainda nas folhas e raiz da planta (SALEHI, et al., 2019).

Segundo Trost et al. (2016), as uvas V. vinifera L. sdo mais utilizadas na
producdo de vinhos, porém este processo extrai parcialmente os compostos
fendlicos presentes na fruta, o que resulta em um bagaco residual (constituido
por casca e sementes) rico em fitoquimicos bioativos, que é comumente

descartado por este setor industrial.

Em contrapartida, as uvas americanas da espécie V. Labrusca tem seu
plantio altamente difundido no Brasil e s&o destinadas, em sua maioria, para a
producao de suco de uva, bebida com valor nutricional e sabores relevantes, que
tem crescido mundialmente quanto ao seu consumo (TOALDO et al., 2013).
Estas cultivares também séo utilizadas na producado de outros derivados de uva,
tais como vinhos de mesa, vinagre, compotas e doces, e correspondem mais de
80% das uvas processadas no pais (TOALDO et al., 2013).

A producédo mundial anual de uvas pode se aproximar a quase 70 milhdes
de toneladas, onde cerca de 80% é destinado para a producéo de vinho, e cerca
de 20% deste fruto processado permanece como bagaco, sendo que este

apresenta quantidades elevadas de compostos fendlicos, que reduzem seu pH
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e aumentam a resisténcia a degradacdo bioldgica, podendo causar danos
ambientais (KALLI et al., 2018).

A producgao de uvas brasileiras foi de 1.445.705 toneladas em 2019, e
neste mesmo ano a regido Nordeste representou 13,85% da é&rea viticola
nacional, com viticultura concentrada no Vale do Sao Francisco (Pernambuco e
Bahia), e produziu até 2,5 safras por ano, na mesma area. Esta regido, segunda
maior em producdo de uva em 2019, contribuiu com 34,46% da producao
nacional, e em Pernambuco, a producéao foi de 420.830 toneladas de uvas (maior
do Nordeste e segunda maior do Brasil), sendo atualmente a principal regido
produtora de uvas de mesa do pais (MELLO E MACHADO, 2019).

A produgéo nacional de uvas destinadas ao processamento (vinho, suco
e derivados) foi estimada em 698.045 toneladas em 2019. E o setor vitivinicola
considerando o enoturismo e os produtos nacionais e 0s importados movimentou
R$ 26,47 bilhdes. No que diz respeito ao segmento de vinhos e sucos nacionais,
o valor estimado foi de R$ 9,25 bilhdes (MELLO E MACHADO, 2019). Ademais,
o mercado brasileiro tem demonstrado tendéncia de crescimento expressivo da
demanda por suco de uva natural e integral pronto para o consumo (COSTA,
2019).

Dentre as uvas cultivadas no Brasil, podemos citar as uvas Isabel e
Magna, que tem sido plantadas principalmente no Sul e Nordeste brasileiro. A
uva Isabel (Vitis labrusca) que € o tipo deste fruto mais cultivado no pais, tem
sua origem no sul dos Estados Unidos, e passou a despertar o interesse do
mercado de vinhos europeus a partir de 1850, devido a resisténcia a pragas,
como o oidio, vindo depois a tornar-se uma das principais cultivares da espécie
(SILVA et al., 2017c; RIZZON, MIELE e MENEGUZZO, 2000).

Segundo Bender et al. (2020), a uva Isabel € a principal matéria-prima
utilizada para a producao de suco de uva integral (um derivado sem alcool, com
sabor cor e aroma bem caracteristicos do fruto de origem) no Brasil, devido a
sua alta disponibilidade.

Esta cultivar exibe bom potencial no que diz respeito a producéo de
acucar, e cachos pequenos, que se encontram soltos e com poucas bagas

porém de tamanho robusto, além de ser considerada uma planta bastante fértil
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e que apresenta alta produtividade (KOYAMA et al., 2014; SATO et al., 2009;
RIZZON, MIELE e MENEGUZZO, 2000).

A uva Magna (BRS Magna) foi criada em 1999, resultante do cruzamento
pelo método de reproducéo classica (com selecédo das populagcbes F1) entre a
"BRS RuUbea" e 'lAC 1398-21' (‘Traviu'), na Embrapa Uva e Vinho (Bento
Goncalves, Rio Grande do Sul, Brasil), exibindo ciclo intermediario e larga
adaptacao climatica, apresentando-se como uma alternativa para aprimorar os
atributos do suco de uva brasileiro, como cor, a dogura e o sabor (RITSCHEL et
al., 2014).

A uva Magna (BRS Magna) foi desenvolvida pela EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), que tem seu uso destinado principalmente
para o processamento de suco, em especial no Vale do Sdo Francisco, no
nordeste brasileiro (SILVA et al., 2020).

De acordo com Ritschel et al. (2014), a uva “BRS Magna” apresenta a
possibilidade de dois ciclos produtivos por ano, em condi¢des tropicais, exibindo
extensa adaptacdo climatica, que permite seu cultivo em clima temperado e
tropical umido, além de oferecer perfil bioquimico interessante, como teor de
acucar de 17 a 19°Brix, e niveis significantes de antocianinas e polifendis totais.

Ainda segundo os autores supracitados, a "BRS Magna" exibe agradavel
sabor de framboesa e intensa cor roxa, sendo recomendada para fazer suco de
uva varietal ou aqueles em que seja misturada com outras uvas, visando

melhorias em suas caracteristicas sensoriais.

Segundo Silva et al. (2020), ainda sédo escassas as informacdes acerca
da cv. Magna e seus subprodutos, no entanto podem ser considerados objetos
de estudos cientificos, seja no desenvolvimento e elaboracdo de produtos
alimenticios bem como um potencial ingrediente, visando principalmente os seus
compostos bioativos. Ainda de acordo com estes autores, o residuo de uva cv.
Magna, composto por cascas do fruto, exibe teor significativamente alto de

fitoquimicos bioativos, além de atividade antioxidante.

As antocianinas, pigmentos presentes em quantidades relevantes nas
uvas escuras, como as dos tipos acima mencionadas, pertencem ao grupo dos

flavonoides, compostos que possuem forte acdo antioxidante, sdo quelantes de
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metais, além de atuar como sequestradores de radicais livres (KALLI et al.,
2018).

Por exibir estas atividades diversas supracitadas, os compostos fendlicos
apresentam multifuncionalidade, sendo capazes de interferir no avanco de varias
doencas cronicas, como diabetes, doencas cardiovasculares, carcinogénicas e
neurodegenerativas, além de atuar na inibicdo de reacOes alérgicas e do
envelhecimento, assim como estudos com fibroblastos dérmicos ou
queratinécitos epidérmicos sugeriram efeitos benéficos sobre a pele humana
(KALLI et al., 2018).

No entanto, a utilizacdo de uvas em processos industriais e na producao
de vinhos resulta na grande geracdo de uma biomassa constituida por bagaco
de uva (formada por sementes, pele e peddnculo) ou peles isoladas, e ainda
caules e borras, o que representa uma desvantagem atual do seu
processamento, em muitos paises, e a criacdo de procedimentos para a sua
valorizacdo € considerado uma questdo global, que culmina na busca de
solucbes para sua utilizagédo, de forma otimizada (MACHADO E DOMINGUEZ-
PERLES, 2017).

2.2.Residuos agroindustriais

A industria alimenticia é considerada uma grande geradora de residuos
em todo o planeta, onde aproximadamente 38% do desperdicio de alimentos
ocorre ao longo do processamento destes produtos. Os subprodutos
provenientes deste setor podem ser de origem animal (carcacas, peles, sangue,
visceras, soro e borra do processamento de laticinios, etc.) ou resultante da
producao de derivados de vegetais, como por exemplo 6leos, acucares e sucos,
onde podemos citar como exemplos as cascas, sementes, caules, farelo, entre
outros (HELKAR, SAHOO E PATIL, 2016).

O desperdicio de alimentos ou de seus residuos geralmente esta
relacionado a produtos alimenticios e suas por¢des que podem ser incluidas na
dieta humana mas que séo descartados, degradados ou relegados ao consumo
por pragas. Porém, ainda de acordo com estes autores, os residuos de alimentos
podem ser considerados uma potencial fonte de compostos funcionais, com

propriedades nutricionais e reoldgicas relevantes, onde entre eles podemos citar
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0S macronutrientes, fibras e compostos bioativos (HELKAR, SAHOO E PATIL,
2016).

Atualmente existe uma demanda em expansao por produtos “verdes”, e
desta forma os residuos agroindustriais apresentam qualidades que podem ser
exploradas na busca por novas matérias primas deste tipo (Rondeau et al. 2013).

A geracdo de residuos agroindustriais tem aumentado de maneira
proporcional ao crescimento da producdo de alimentos processados, e estes
subprodutos sdo gerados em diversas etapas do processamento, desde a
obtencdo da matéria-prima no campo, perpassando pela fabricacdo até a
distribuicao final (SIROHI et al.,2020).

Conforme ressaltado por Helkar, Sahoo e Patil (2016), apesar de
representar um desafio para os fabricantes devido ao alto custo ligado a seu
gerenciamento e tratamento, o descarte de residuos alimentares industriais em
grande escala é prejudicial ao meio ambiente, devido a sua estabilidade biolégica
e oxidativa reduzida, em contrapartida ao valor nutricional, teor de compostos
organicos e atividade de agua e enzimatica elevadas, que favorecem a
decomposicdo microbiana e podem ser prejudiciais a salde humana e

ambiental.

Embora represente um custo adicional para as industrias de alimentos e
0 setor agricola, a gestdo de residuos tem gerado uma demanda por métodos
de controle que auxiliem a reduzir os gastos associados e 0s possiveis danos
decorrentes a saude humana, além de minimizar os impactos ambientais
enquanto contribuem para o desenvolvimento das empresas e da economia
nacional (HELKAR, SAHOO E PATIL, 2016).

2.2.1. Utilizacdo de residuos agroindustriais e o desenvolvimento

sustentavel.

s

Um dos grandes desafios do século atual € reaproveitar de forma
sustentavel os residuos agroindustriais, utilizando-os para fins diversos, como
produzir alimentos, farmacos, compostos bioativos, biomateriais e também gerar

energia de forma sustentavel(FREITAS et al., 2021).
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Tal percepcédo pode ser em funcdo do conceito de sustentabilidade que
tem como caracteristica o alcance de algo que apresente durabilidade,
viabilidade e que seja capaz de se conservar, de forma continua. E um dos
fundamentos basilares de seu desenvolvimento é de que os modelos de
producgdo atualmente utilizados, em diferentes setores, ndo prejudiquem a vida
das futuras geracées. (ARAUJO et al. (2018).

Nocdes relacionadas a sustentabilidade passaram a ganhar magnitude
nos anos de 1950, em decorréncia da tendéncia de crescimento da preocupacéo
da populagédo, em escala global, acerca da influéncia que as a¢cbes humanas
poderiam causar ao meio ambiente, e na década seguinte ja era possivel ver a
realizacdo de debates entre diferentes nacdes, e 0 surgimento de propostas para
preservacao do meio ambiente, que continuam a ser dialogadas até o presente,

inclusive com a participacéo do Brasil (ARAUJO et al., 2018).

Atualmente, diversos esforcos tém sido feitos em busca da promocao da
sustentabilidade em todo o planeta. E para somar a estas acdes, em setembro
de 2015, durante a Assembléia Geral da Organizacdo das Nac¢bes Unidas, foi
elaborada a resolugéo intitulada como “Transformando nosso mundo: a Agenda
2030 para o desenvolvimento sustentavel’, que reune 17 Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS, Figura 1) e 169 metas a serem atingidas
(ONU, 2015).



Figura 1. Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel - ODS

1. Acabar com a pobreza em
todas as suas formas em todos
os lugares

5. Alcangar a igualdade de
género e empoderar todas as
mulheres e meninas

9. Construir uma infraestrutura
resiliente, promover uma
industrializag&o inclusiva e
sustentavel
e o fomento a inovagéo

13. Tomar medidas urgentes
para combater as mudangas
climaticas e seus impactos

2. Acabar com a fome,
alcancar a seguranga
alimentar e melhorar a
nutricdo e promover
agricultura sustentavel

6. Garantir a disponibilidade e
gestdo sustentavel da gua e
saneamento para todos

10. Reduzir a desigualdade
dentro e entre os paises

14. Conservar e usar de forma
sustentavel os oceanos,
mares e recursos marinhos
para o desenvolvimento
sustentavel

3. Garantir vidas saudaveis e
promover o bem-estar para
todos em todas as idades

7. Garantir 0 acesso a energia a
precos acessiveis, confiavel,
sustentavel e moderna para

todos

11. Tornar as cidades e
assentamentos humanos
inclusivos, seguros, resilientes
e
sustentaveis

15. Proteger, restaurar e
promover o uso sustentavel de
ecossistemas terrestres,
manejar florestas de forma
sustentavel, combater a
desertificagdo,
interromper e reverter a
degradacéo da terra e
interromper a perda de
biodiversidade

Meta 17. Fortalecer os meios de implementacéo e revitalizar o
Parceria Global para o Desenvolvimento Sustentavel

4. Garantir educacéo de
qualidade inclusiva e equitativa
€ promover
oportunidades de aprendizagem
ao longo da vida para todos

8. Promover o crescimento
econdmico sustentado,
inclusivo e sustentavel,

emprego pleno e produtivo e
trabalho decente para todos

12. Garantir padrdes de
consumo e produgéo
sustentaveis

16. Promover sociedades
pacificas e inclusivas para o
desenvolvimento da
sustentabilidade, fornecer
acesso & justica para todos e
construir
instituigBes eficazes,
responsaveis e inclusivas em
todos os niveis

Fonte: adaptado de ONU (2015); IPEA (2018).
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Os ODS reunem ac¢des e mudancas que devem ser implementadas de
forma integrada e colaborativa por todos os paises, e que buscam equilibrar de
forma positiva as trés dimensdes que constituem o desenvolvimento sustentavel,
gue séo econdmica, social e ambiental. Tais objetivos buscam atuar em prol nédo
somente da preservacdo do meio ambiente, mas também de tudo aquilo que o
cerceia, como a favor da promocéao da paz, da igualdade e da justica social, da

erradicacao da pobreza e da fome, entre outras questdes (ONU, 2015).

O governo brasileiro seguiu as recomendagbes da ONU sobre a
necessidade de levar em consideracdo a realidade de cada nag&o no
desenvolvimento de estratégias para alcance dos ODS, e promoveu adaptacées
que atendem as caracteristicas e especificidades do pais, descritas no

documento “ ODS — Metas Nacionais dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel®, porém sem deixar de tomar como base a agenda global (IPEA,

2018).

Em consonancia com o progresso do desenvolvimento da consciéncia
ambiental por parte da sociedade e da promocao de politicas publicas nesse
sentido, as legisla¢fes ligadas as questbes ambientais também tém evoluido e
se tornado cada vez mais rigidas, e tais mudancas influenciam diretamente o
setor de atividades econémicas, onde as empresas tem necessitado se adaptar
a estes novos paradigmas, incluindo aquelas envolvidas nos diferentes

segmentos do agronegécio (ARAUJO et al., 2018).

Dentre os diferentes ramos do agronegoécio, podemos citar a
agroindustria, que exibe um grande potencial de geracao de residuos. De acordo
com GOmez-Garcia et al. (2021), atualmente o descarte e a gestdo incorreta dos
subprodutos agroindustriais tém ocasionado danos tanto ambientais, como

sociais e econdmicos.

Anualmente, cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de subprodutos sé&o
geradas pela industria mundial de alimentos, e sdo descartados pelas suas
unidades produtoras, representando uma perda financeira de aproximadamente
990 bilhdes de ddlares (GOMEZ-GARCIA et al., 2021). Adicionalmente, sua
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gestao incorreta também pode causar danos a saude dos seres humanos e do
ambiente (HELKAR ,SAHOO E PATIL, 2016),

Comumente desperdicados, os residuos agroindustriais poderiam ser
reaproveitados para a obtencdo de novos produtos, em especial pelo fato de que
sao potenciais fontes de fibras, vitaminas, minerais e compostos com atividade
antioxidante, que contribuem positivamente para a saude humana, e sua
utilizacdo também colaboraria para evitar impactos negativos ao meio ambiente
em decorréncia de seu descarte (ARAUJO et al., 2018).

Assim, a utilizacado de residuos agroindustriais para o desenvolvimento de
novos produtos contribuiria para o alcance dos ODS, em especial daqueles
relacionados a garantia da saude e bem estar da populacdo, a promocdo do
crescimento econd6mico, a garantia de padrdes de consumo e producao
sustentiveis e a promocdo do uso sustentavel dos ecossistemas terrestres
(ONU, 2015).

E diante disto, utilizar o residuo advindo do processamento de uvas e
explorar seu potencial biotecnoldgico seria uma alternativa benéfica do ponto de
vista econbmico, social, fisiolégico e ambiental e contribuiria para o

desenvolvimento sustentavel.
2.2.2. Residuos agroindustriais de uva

Os residuos agroindustriais sdo considerados ricos em compostos
bioativos, e atualmente diversos paises tem direcionado seus esforcos para
reaproveitar tais atributos destes subprodutos de alto valor agregado (SIROHI et
al. 2020).

De acordo com Kalli et al. (2018), com 0 aumento da preocupacéo acerca
da sustentabilidade da demanda agricola e da crescente busca pelo consumo
de compostos naturais ao invés dos sintéticos, a utilizacdo de subprodutos da
uva tem despertado grande interesse, na forma de diversos produtos como
aditivos alimentares, nutracéuticos, ingredientes de alimentos funcionais e
suplementos dietéticos, medicamentos, fertilizantes, racdo animal, componentes

antimicrobianos, cosméticos, bem como biomassa para biocombustiveis.
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Considerada uma das frutas mais cultivadas em todo o mundo, a uva tem
sua producao estimada em quantidades acima de 60 milhdes de toneladas/ano,
e associada a ela esta a vinicultura, que produz grandes quantidades de residuos
deste fruto, composto principalmente por cascas, além de sementes e talos, que
quando ndo aproveitados sao destinados a compostagem ou descartados em
locais inapropriados, podendo causar danos ambientais (RONDEAU et al.,
2013).

Associado ao cultivo da uva também esté o processamento de sucos que,
segundo Toaldo et al. (2013), apresenta quantidades elevadas de polifendis, em
teores que podem variar em funcao da espécie e cultivar do fruto utilizado na sua

elaboracéao.

A producédo de suco de uva é uma atividade com grande potencial de
geracdo de residuos, e durante este processamento, apesar dos compostos
fendlicos presentes no fruto serem transferidos para a bebida, uma quantidade
elevada permanece na matéria prima residual obtida apds a fabricacdo deste
derivado (HAAS et al., 2020).

Segundo Sirohi et al. (2020), sdo encontrados no bagaco de uva
diferentes compostos bioativos, e entre eles estdo os fendlicos, caracterizados
por serem metabdlitos secundarios de plantas aos quais estdo associados
beneficios a salde humana, como atividades antioxidante, anti-inflamatorias,
antivirais e antimicrobianas, que divergem de acordo com o tipo de uva.

A extracdo de Oleo de semente de uva (parte do fruto que também é
constituinte de seus residuos), produto amplamente comercializado pela
industria, pode ser realizada ao mesmo tempo em que a recuperacao das fibras
alimentares antioxidantes e de extratos fendlicos provenientes de cascas de uva
e sementes de uva desengordurada é feito, representando assim um método
sustentavel, com aproveitamento integral do residuo e economicamente rentavel
e viavel (KALLI et al., 2018).

Segundo Kalli et al. (2018), as sementes de uva exibem ac&o antioxidante
e pro-oxidante, inibindo a induc&o do céncer através da modulagdo do equilibrio
redox, bem como demonstram coordenar a up e down-regulation de quinases

MAPK, PI3K / Akt, NF-kB, de proteinas do citoesqueleto e de metaloproteinases.
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Atualmente, as propriedades dos alimentos tém sua importancia
reconhecida mundialmente, devido a sua capacidade de manter a homeostase
genética, a viabilidade e o funcionamento adequado do organismo, em um
mundo cada vez mais afetado pela poluicdo antropogénica da biosfera e pelo
impacto de diferentes fatores quimicos, fisicos e psicoemocionais, onde a
alimentacdo pode contribuir para minorar o estresse oxidativo e atuar na
prevencao de mutacdes (SARKISIAN, 2019).

2.3. Compostos bioativos presentes no residuo agroindustrial de uva

2.3.1. Compostos fendlicos

Os fitoquimicos definidos como fendlicos sdo metabdlitos secundarios das
plantas, que quando presentes na sua parte externa atuam na protegcéo contra a
luz solar, porém também agem internamente na formacé&o das paredes celulares

e ainda como agentes antibacterianos (SHAHIDI e YEO, 2018).

Também denominados de compostos quimicos bioativos ndo nutritivos,
os fitoquimicos podem ser encontrados em frutas e hortalicas diversas, em
guantidades que variam de 5 a 25 mil tipos individuais, e dentre eles podemos
citar os fendlicos, que apresentam propriedades benéficas a saude, como
atividade antioxidante e atuacéo na prevencao de doencas cardiovasculares,
diabetes, inflamacdes cronicas e cancer (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

A estrutura dos compostos fendlicos é formada por um anel aromatico,
com uma ou varias hidroxilas, e estes fitoquimicos podem ser desde moléculas
elementares simples até compostos poliméricos complexos (BERES et al.,
2017). De acordo com Shahidi e Ambigaipalan (2015), os fendlicos com
propriedades antioxidantes podem ser classificados de acordo com sua

natureza, em sintéticos e naturais, conforme pode ser visualizado na Figura 2.



Figura 2. Classificagdo dos compostos fendlicos antioxidantes

31

Fenolicos antioxidantes

l

l

Sintético Natural
Hidraxitoluzna butilada (BHT) l L l l i
Hidroianisolbutiada [BH4) Acidos fendlicos | | Flavongides || Estilbencs || Coumarinas || Lignanas || Tanins
Butilhidraquinona - terciériz (TEHQ)
Galata de prapil (PG)
Resveratrol
Derivados de acido || Derivados de dcido l l
hidroxibenzdico hidraxicindmico
Taninas Taninos condensados
Gélico p-Coumarico hidrolisaveis | | (Proantocianidinas)
p-Hidraribenzaico Cafeico
Yanilico Ferlico Elsgitaninos Monmeras
Siringicu. Sinaaicp Galotanings Dimeras
Protocatecuico Clorozenico Trimeras
Elzgico 4-6meras
7-10meras
Polimeras
l l l ‘. l l l
Flavondis Flavonondis Flavonas || Flavandis (Catequing) || Flavanonas || Antocianidinas || lsoflavondides
Querceting Apigening [+|-Catequina Eriadictial Cianidina Genizteina
Kampferal Crisina [--Epicatequina Naringenina Leucaciznidina Daidzeina
Isrhametina Luteolinz [--Epicatequing-3-galzto Marina Deffiniding Gliciteina
Rutina {+}-Galocatequing Prodeffiniding Formananigting
[--Epigalocataquina Leucodefinidina
[--Epigalocatequinz-3-galato Propelargonidin

(SHAHIDI E AMBIGAIPALAN, 2015)
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No que diz respeito ao bagaco de uva, os fendlicos nele presentes podem
ser divididos em 3 grupos, conforme demonstrado na Figura 3, que sdo o dos

acidos fendlicos, flavonoides e taninos (BERES et al., 2017).

Figura 3. Compostos fendlicos majoritarios presentes no residuo de uva

COMPOSTOS FENOLICOS

Principais classes

[ |
Fendis simples Polifenois

Principais
I grupos l

| ] | —

Acidos Acidos Flavondides | | Estilbenos

hidroxicinamicos || hidroxibenzoicos l l

Taninos

l l Principais compastos —
- Resveratrol Proantocianidinas
ACi{iO p-Coumarico || Acido protocatecuico Galotaninos
Acido cafeico Acido galico Elagitaninos
Acido ferdlico Acido siringico
Acido sinapico Acido gentisico Y
* Flavondis: Kampferol, quercetina, miricetina

* Flavandis: catequina, epicatequina, epigalocatequina, galocatequina
+ Antocianinas: malvidina, delfinidina, cianidina

(BERES et al., 2017).

De forma geral, os fendlicos sdo subdivididos em: &cidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos, cumarinas, ligninas, lignanas e taninos (SHAHIDI e YEO,
2018). Os acidos fendlicos apresentam dois principais sub-grupos, denominados
de &cidos hidroxicinamicos (acidos p-cumarico, caféico, ferdlico e sinapico) e
hidroxibenzoicos (acidos p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico, siringico e
galico), e sdo comumente definidos como uma classe de fendlicos primaria, que
se apresentam geralmente em formas conjugadas, especialmente por atuar na
formacgao das paredes celulares das plantas, construindo espécies de “pontes”

com moléculas como celulose, hemicelulose e pectina (SHAHIDI e YEO, 2018).
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Quando encontrados em produtos naturais, os acidos fendlicos estao
geralmente em suas formas insollUveis ou ligadas, ao passo que os flavonoides
estédo disponiveis como glicosideos, dotados de uma Unica molécula de agucar
ou varias, que podem estar ligadas através de grupo OH, denominando-se O-
glicosideos, ou em ligacdes do tipo carbono-carbono, nomeados assim de C-
glicosideos (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

J& os flavonoides, outro tipo de composto fendlico, apresentam em sua
estrutura 15 atomos de carbono, com conformacdo C6-C3-C6, e baixo peso
molecular, sendo dotados de 2 anéis aromaticos ligados por 3 carbonos
comumente reunidos em formato de anel heterociclico, conforme pode ser
visualizado na Figura 4 (SHAHIDI e YEO, 2018; BALASUNDRAM, SUNDRAM e
SAMMAN, 2006), e podem ser classificados em flavonas, flavondis, flavanonas,

flavanas, flavononas, isoflavonas e antocianidinas (SHAHIDI e YEO, 2018).

Figura 4. Estrutura quimica basica de um flavonoide

(BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

Atividades biolégicas de importancia fundamental a saude humana séo
atribuidas aos flavonoides, tais como propriedades anti-inflamatorias, anti-virais
e anti-cancer, e ainda sdo capazes de contribuir para diminuicdo da ocorréncia
de doencas cardiovasculares e da diabetes tipo 2 (SHAHIDI e YEO, 2018).
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Quanto aos outros tipos de compostos fendlicos existentes, temos: 0s
estilbenos (1,2-difenileteno), que apresentam uma estrutura de carbono do tipo
C6-C2-C6, e dentre as atividades biolégicas que apresentam podemos citar
como exemplo a antibacteriana; as cumarinas, também chamadas de
benzopironas, com estrutura C6-C3 dotada de um heterociclico oxigenado no
C3, e que apresentam atividade anticoagulante; os fendlicos denominados
poliméricos, como as ligninas que séao polimeros de monoligndis; e o taninos,
que podem ser subdivididos em hidrolisveis (elagitaninos e galotaninos) ou
condensados (proantocianidinas) (SHAHIDI e YEO, 2018).

As substancias bioativas podem ser definidas como compostos quimicos
presentes nas plantas e também em determinados alimentos (em quantidades
menores), e que tem o potencial de contribuir para a promog¢do e manutencao
da saude humana. Os compostos fendlicos encontrados no bagaco de uva, que
apresentam este carater bioativo, tem exibido diferentes propriedades
biol6gicas, como atividade antimicrobiana, anticancer, anti-inflamatéria e
antitrombdética, além de contribuir com a prevenc¢do da ocorréncia da diabetes,
de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, e também de alergias e de

processos de envelhecimento (SIROHI et al.,2020).

2.3.2. Antocianinas

As antocianinas podem ser definidas como uma das subclasses do grupo
dos compostos fendlicos, e recebem este nome quando estdo na forma de
glicosideo, ao passo que na sua forma aglicona sdo chamadas de
antocianidinas. No que diz respeito as antocianidinas, elas podem ser
subdivididas em: 3-hidroxiantocianidinas, 3-deoxiantocianidinas e antocianidinas
O-metiladas; j4 as antocianinas se subdividem em glicosideos de antocianidina

e antocianinas aciladas (KHOO et al, 2017).

Geralmente presentes em diferentes flores e frutos, em especial os de
coloragéo vermelha, roxa e azul, as antocianinas podem ser encontradas nestas
partes de diferentes tipos de plantas, sejam elas comestiveis ou ndo. No que diz
respeito as flores que sao fontes de antocianinas (como hibisco vermelho, rosa

e trevo vermelho, flor rosa, chicéria e alecrim azul, violeta, lavanda, menta roxa,
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entre outras), elas vém sendo utilizadas na medicina popular, como corante ou
ainda para insercéo na dieta humana (MATTOS et al., 2017; KHOO et al, 2017).

Ja as frutas de cor vermelha, roxa e azul tém tido o seu consumo
associado a beneficios & salde humana, visto que as antocianinas nelas
presentes tem sido consideradas detentoras de forte potencial antioxidante, ao
mesmo tempo que alguns vegetais nestes tons de coloracdo (cenoura preta,
repolho e batata roxa, por exemplo) tem tido seu consumo associado a potencial

prevencéo de doengas (KHOO et al, 2017).

As antocianinas apresentam em sua estrutura diversos grupos hidroxila
fendlicos, que atuam na protecao das plantas contra compostos que promovem
a oxidacdao, e atrelados a esta funcionalidade, estdo seus potenciais bioativos
como sua capacidade anti-inflamatoria, anticancer, antioxidante, antiobesidade,
além de atuar na prevencao da diabetes e de problemas na visdo (MA et al.,
2019).

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides, tém a estrutura
formada por dois anéis benzil e um anel heterociclico, no entanto apresentam
uma carga positiva atrelada ao oxigénio do anel C de sua estrutura béasica
(Figura 5), sendo assim também denominada como ion “flavylium” (2-
fenilcromenilio) (SMERIGLIO et al., 2016; KHOO et al., 2017). Consistem em
pigmentos presentes em diferentes vegetais (flores, frutas, tubérculos, etc), que
apresentam coloracéo desde vermelho, azul ou roxo (ALVAREZ-MARTINEZ et
al., 2020; KHOO et al., 2017).
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Figura 5. Estrutura basica das antocianinas

(KHOO et al., 2017)

Antocianina apresenta como estrutura basica o ion flavilium, com a
auséncia de um oxigénio cetdnico na posi¢ao 4, e as ligacbes conjugadas
presentes nesta molécula, em decorréncia de sua forma glicosilada ou acilada,
sdo responsaveis pelas coloragdes que conferem as plantas, que perpassam

pelo vermelho, azul e roxo (KHOO et al, 2017).

Dentre as antocianidinas mais comumente encontradas estao a cianidina,
delfinidina, pelargonidina, peonidina, petunidina e malvidina (Figura 6), e além
das antocianinas glicosiladas, as na forma acilada também estédo presentes nas
plantas e podem ser categorizadas em 4 tipos diferentes, como antocianinas

acriladas, coumaroilada, cafeoilada e malonilada (Khoo et al., 2017).
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Figura 6. Principais tipos de antocianidinas encontradas em plantas

Cianidina Delfinidinz Pelargoniding Peanidina Malvidina Petuniding

(Adaptada de KHOO et al, 2017).

De acordo com Khoo et al. (2017), as antocianinas sédo geralmente obtidas
a partir de métodos de extracao em flores, frutos e hortalicas vermelhas, pretas
ou roxas, utilizando agua ou solventes organicos para isolar tais pigmentos,
devido a sua solubilidade nestes meios, ao passo que nao sao sollUveis em
substancias apolares e ndo apresentam estabilidade em solucdes de caréter

alcalino ou neutro.

Quando antocianinas agliconas sofrem o processo de malonilacdo
(acilacéo) ocorre a preservacao da cor do pigmento, mas que esta caracteristica
sensorial esta intrinsecamente relacionada a quantidade de hidroxilas ligadas ao
anel B da estrutura molecular do composto (KHOO et al.,, 2017). Estes
flavonoides apresentam ainda uma caracteristica comum a esta subclasse
fendlica, que é a possibilidade de exibir grupos hidroxila e metoxilas com padrdes
de substituicdo diversos (SHAHIDI e YEO, 2018).

As antocianinas ja sao utilizadas tradicionalmente com fins medicinais,
seja como nutracéutico ou estimulante de apetite, ou ainda como fitofarmacos,
compostos com acdo colerética e no tratamento e prevencdo de diversas
enfermidades, visto que sao reconhecidas por contribuir para saude dos olhos,

apresentar efeitos anti-obesidade, neuroprotetivos e de reducao de inflamacdes,
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bem como por suas propriedades antiangiogénicas no enfrentamento ao

desenvolvimento de canceres (KHOO et al, 2017).

2.4. Potencial antioxidante dos residuos agroindustriais de uva

Os compostos com atividade antioxidante apresentam a propriedade de
bloquear a formacédo e propagacdo de radicais livres, através de diferentes
mecanismos, tais como a eliminacéo de radicais, quelacdo de ions metélicos,
interrupcdo de reagOes de oxidagcdo em cadeia e ainda pela diminuicdo da
concentracdo de moléculas oxidantes (SIROHI et al.,2020).

Testes in vitro acerca da atividade antioxidante das antocianinas
demonstraram seu potencial em neutralizar eventos responsaveis pela
inicializacdo de processos de oxidacdo, seja pela absorcdo de fotons ou a
neutralizacdo de espécies reativas ao oxigénio, além de quelacdo de ions
metalicos, contribuindo assim para bloquear as fases iniciais do mecanismo de
auto-oxidacdo (TENA, MARTIN E ASUERO, 2020).

De acordo com Sorrenti et al. (2015), as espécies reativas ao oxigénio
(EROS) estdo associadas a diferentes doencas devido a ativacéo de diferentes
vias de sinalizacéo transdutora e transcricional. No entanto, apesar da producéo
desordenada de radicais livres ser capaz de eliminar ou fortalecer um tumor, as
células cancerigenas geralmente apresentam niveis elevados de estresse
oxidativo intrinseco, em funcdo do crescimento da formacdo destes radicais
(SORRENTI, et al. 2015).

Entre os compostos fendlicos antioxidantes sintéticos mais comuns, que
podem ser utilizados na producdo de alimentos, temos o hidroxianisol e o
hidroxitolueno butilados (BHA e BHT, respectivamente), e ainda o galato de
propila (PG) e a butilhidroquinona terciaria (TBHQ), porém, ao longo dos ultimos
anos, a possibilidade destas substancias serem toxicas aos seres humanos vém
sendo considerada, e os antioxidantes advindo de fontes naturais passaram a
ser apontados como possiveis substitutos a estes componentes artificiais na
industria de alimentos (SHAHIDI E AMBIGAIPALAN, 2015).
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As antocianinas apresentam potencial de prevenir ou inibir processos de
oxidacdo, atuando na eliminacdo de radicais livres e na reducdo do estresse
oxidativo, seja através da doacdo de atomo de hidrogénio ou a partir da
transferéncia de um elétron. No entanto, esta capacidade antioxidante das
antocianinas sofre influéncia de diferentes fatores, como concentragéo, estrutura
quimica e ambiente (TENA, MARTIN E ASUERO, 2020).

A atividade antioxidante de compostos naturais € diretamente influenciada
por fatores como temperatura, oxigénio, luz e ainda por caracteristicas atreladas
a composicao dos alimentos onde sdo encontrados, entre eles o pH, forca idnica
e o estado fisico que o mesmo apresenta (SIROHI et al.,2020). Assim, diferentes

metodologias sdo utilizadas a fim de determinar este potencial.

O método DPPHe- (radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil) baseia-se em uma
andlise espectrofotométrica aplicavel para amostras solidas e liquidas, e pode
ser empregado para determinacdo da capacidade antioxidante total das
substancias, por ndo apresentar especificidade quanto aos tipos de agentes
antioxidativos especificos. Esta metodologia baseia-se no potencial de reagéo
do radical DPPH+ com o composto doador de hidrogénio, onde a 515nm ocorre
a diminuic&o da absorbancia quando ha reducéo do radical livre (TENA, MARTIN
E ASUERO, 2020).

Outo método de determinagdo da atividade antioxidante é o que utiliza o
radical ABTS™ (radical 2,2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), que
guando estavel apresenta absorbancia maxima em leituras a 415 nm, porém esta
diminui quando ocorre a reacdo com o composto antioxidante. O método ABTS
atualmente mais utilizado é colorimétrico, e se baseia na geragéo de um radical
estavel azul-verde, o croméforo ABTS™, através da reacdo entre o ABTS e 0
persulfato de potassio (TENA, MARTIN E ASUERO, 2020).

De acordo com Tena, Martin e Asuero (2020), o ensaio de atividade
antioxidante utilizando o radical ABTS pode ser utilizado para avaliar este
potencial em misturas de substancias, contribuindo para diferenciar efeitos
aditivos e sinérgicos, e € calculado em comparacdo com a reatividade de um

composto padrdo, o Trolox, sob as mesmas condi¢des, 0 que torna 0 método
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também reconhecido como Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico), nomeado com a
sigla “TEAC”.

Diferentes metodologias podem ser utilizadas nos métodos ABTS e TEAC
que, apesar de utilizarem o mesmo radical livre, podem fazer uso de reagentes
diferentes para a producéo de seu croméforo (resultante da oxidacédo do ABTS),
assim como tempos de reacdo e comprimentos de onda dispares. Este ensaio
apresenta como pontos positivos a sua utilizacdo a simplicidade e facil
reproducao, além de se adequar a quantificacdo da capacidade antioxidativa de
alimentos hidrofilicos e lipofilicos (TENA, MARTIN E ASUERO, 2020).

2.5. Potencial antimicrobiano dos residuos agroindustriais de uva

A ampla utilizacdo de antibiéticos em atividades agricolas e da pecuaria
tem ocasionado o aumento da resisténcia de microrganismos de origem
alimentar frente a estes medicamentos, contribuindo para a disseminacéo destas
doencas e consequentemente, a auséncia de farmacos eficazes contra tais
infecgdes (MA et al., 2019).

Os compostos fendlicos presentes em frutas ou extratos produzidos a
partir destas, ricos nestes fitoquimicos bioativos, tem sido associados em
diferentes estudos a diferentes propriedades benéficas a saude, dentre elas a
atividade antibacteriana. Estes fitoquimicos com potencial antimicrobiano sao
encontrados em niveis elevados nas uvas, em especial nas cascas e sementes
do fruto (LIMA et al., 2019).

De forma geral, os polifendis tem apresentado agcao antimicrobiana,
contribuindo por exemplo para reduzir o transporte de microrganismos
patégenos no nivel de producédo primaria, e isto também inclui as antocianinas,
ao mesmo tempo que esses compostos bioativos ndo causam os efeitos
adversos atrelados aos tratamentos tradicionais (antibidticos), onde entre eles
podemos citar a diarreia, contribuindo assim para a saude intestinal (MA et al.,
2019). Ademais, esses fitoquimicos tém sido reconhecidos como potenciais
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candidatos a adjuvantes de antibiéticos no combate a bactérias patogénicas
(LIMA et al., 2019)

Compostos com atividade antibacteriana ou antiviral sdo aqueles capazes
de eliminar ou inibir a acdo destes microrganismos sem causar prejuizos as
células e tecidos em seu entorno, e os fendlicos tém sido reconhecidos como
detentores deste potencial, de forma relevante (SHAHIDI e YEO, 2018). E
segundo Tungmunnithum et al., (2018), diversos tipos de flavonoides e fendlicos

apresentam acao antibacteriana, e dentre eles podemos citar as antocianinas.

Além das antocianinas exercerem potencial antibacteriano nos alimentos
em si, também contribuem para regular a composicdo da microbiota intestinal
humana, atuando assim na prevencao de doencas ocasionadas por patégenos
advindos de alimentos (MA et al., 2019).

As antocianinas tém como caracteristica serem pigmentos em tons
atrativos de vermelho, azul e roxo, obtidos de fontes de naturais que apresentam
toxicidade reduzida ou até mesmo ausente, 0 que 0S torna mais seguros para
utilizacdo e consumo na industria de alimentos e bebidas, quando em

comparacao com pigmentos obtidos de forma artificial (KHOO et al, 2017).

A composicdo fendlica dos residuos de uva, como por exemplo os
advindos da vinificacdo (matéria prima rica em antocianinas), € fortemente
influenciada por diferentes fatores, entre eles: condi¢des geoclimaticas, parte do
fruto, tipos de cultivares tintas e brancas e processamento empregado, entre
outros (TROST et al., 2016).

Tais caracteristicas acabam por gerar subprodutos da producédo de vinhos
anicos em sua constituicdo, onde o teor de compostos fendlicos estara
intrinsecamente ligado a tais atributos, com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas diversas, que por sua vez também sofrem influéncia dos

solventes usados em sua extragéo (TROST et al., 2016).

Segundo Sirohi et al. (2020), no bagaco de uva sao encontrados diversos
tipos de compostos bioativos, tais como os fendlicos, que séo reconhecidos por

apresentarem diferentes atividades, dentre elas a antimicrobiana. E desta forma,
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este subproduto representa uma potencial matéria prima detentora de tais
propriedades e economicamente viavel, que pode ser utilizada na industria de

cosmeéticos, farmacéutica, alimenticia ou de racdo animal.

2.6. Potencial anticancer dos residuos agroindustriais de uva

O céancer, considerado uma das principais causas de morte a nivel
mundial, pode ter seu desenvolvimento associado, dentre diversos fatores, ao
desequilibrio bem como aos niveis elevados de radicais livres (como as espécies
reativas ao oOxigénio e ao nitrogénio), que podem atuar como agentes
mutagénicos ou carcinogénicos (TUNGMUNNITHUM et al., 2018).

No combate a esta doenca, vem sendo tradicionalmente utilizada a
quimioterapia, no entanto ela apresenta como desvantagem os efeitos colaterais
danosos que ocorrem durante sua utilizacdo, e desta forma, a procura por novos
tipos de tratamentos que apresentem efeitos adversos reduzidos e menor custo
tem sido alvo de interesse (TUNGMUNNITHUM et al., 2018).

Plantas, de diferentes espécies, geralmente possuem componentes
quimicos que atuam contra a proliferacdo do cancer, bloqueando a progressao
do ciclo celular e induzindo a apoptose associada a fragmentacdo do DNA,
sendo extremamente desejavel quando apresentam citotoxicidade apenas

contra células cancerosas e nao contra células normais (VIZZOTO et al, 2014).

Os compostos fendlicos, substancias bioativas presentes em uvas e seus
subprodutos, apresentam diferentes efeitos anti-carcinogénicos, como: inducéo
da parada do ciclo celular; inibicdo da cascata de sinalizagcdo oncogénica, que
exerce controle sobre diferentes mecanismos, dentre eles a proliferacao,
angiogénese e apoptose celular; modulacdo dos teores de espécies reativas ao
oxigénio (EROS); capacidade de promocao de proteinas supressoras de tumor,
entre elas a p53; elevam o potencial de diferenciacao e transformacéo em células
normais, entre outros (ANANTHARAJU et al., 2016).

As antocianinas sdo compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides

(subclasse dos compostos fenolicos) que, do ponto de vista biolégico, sao
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capazes para estimular a diferenciagao celular e reduzir a inflamacéo celular,

angiogénese e metastase (JOHNSON et al, 2011).

Segundo Huang et al. (2011), a apoptose é uma forma de morte celular
programada, sendo basicamente definida por condensacéo citoplasmatica,
formacdo da membrana plasmatica e picnose nuclear e (segundo esses

autores), induz dano ao DNA de forma dose-dependente.

As caspases sao responsaveis por promover a apoptose por diferentes
processos: indugéo de enzimas destrutivas, por exemplo DNases; promocao da
liberacdo mitocondrial do citocromo C via proteinas da familia Bcl-2; e destruicdo
das principais proteinas estruturais e regulatorias (ZIKRI et al., 2009). S&o
divididos em dois subgrupos, denominados: upstream, que engloba as caspases
2, 8, 9 e 10, responsaveis pelo inicio da cascata das caspases ao receber
estimulos pro-apoptéticos; e a jusante, que inclui as caspases 3, 6 e 7,
reconhecidas como "executoras", responsaveis pela destruicédo celular (ZIKRI et
al., 2009; SLEE et al., 2001).

Cho et al. (2017) também afirmam que a apoptose é uma forma de morte
programada da célula, caracterizada por varios fendmenos celulares que levam
a degradacao do DNA nuclear em fragmentos oligonucleosais. Em consonancia
com tal caracteristica, este mecanismo pode contribuir para inibir a proliferacéo
de células tumorais, e diferentes estudos tem confirmado o potencial das
antocianinas em promover a apoptose em linhagens cancerigenas diversas
(MAZEWSKI et al., 2018; ZHOU et al.,2018; CHO et al., 2017; ANWAR et al.,
2016; GARCIA-VARELA et al, 2016; CHAREPALLI et al., 2015; SORRENTI et
al., 2015).

No que diz respeito a influéncia das antocianinas na expressao de genes
e proteinas associadas ao desenvolvimento do cancer, pesquisas tem
demonstrado a capacidade deste flavonoide em contribuir positivamente quanto
ao processo antiinflamatorio (DAI, PATEL e MUMPER, 2007), além de diminuir
a capacidade de migracao e invaséo de células cancerigenas in vitro (KUNTZ et
al., 2017; CHEN et al, 2006).
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A invasao tumoral é regulada por um processo biolégico composto de
diferentes etapas, que envolvem a motilidade celular, a formacéo de estruturas
semelhantes a tubos e a degradacao da matriz e a migracdo celular (PARK et
al, 2014). As células tumorais que escapam da massa tumoral degradam a matriz
extracelular circundante durante a invasao tumoral, e uma variedade de
proteases produzidas por células tumorais estdo envolvidas na degradacdo da
matriz extracelular (CHEN et al., 2006).

De acordo com Chen et al. (2006), a interagéo célula-matriz € importante
para o mecanismo de invasdo de linhagens de células cancerigenas, uma vez
gue essa interacao afeta a locomocao desses tipos de células e a expresséao de
proteinases. Sorrenti et al. (2015) declaram que o cancer é reconhecido como
um estado reversivel atribuido a uma maturacdo incomum, onde o fenétipo que
sofreu transformacao pode vir a ser suprimido, tanto por agentes citostaticos
como por inducéo farmacoldgica, a uma forma ndo-maligna.

Antocianinas isoladas, bem como extratos com alto teor deste composto
fendlico, tem exibido atividade anti-migratoria (KUNTZ et al.,2017; PARK et
al.,2014), efeitos anti-metastaticos (LIU et al., 2014) e causado danos ao DNA e

ao ciclo celular de diferentes linhagens cancerigenas (ZHOU et al, 2018).

Além disso, podemos citar a delfinidina-3-O-glucosideo como um exemplo
de antocianina que pode atuar na reducédo de efeitos colaterais como a diarreia
causada por agentes quimioterapicos, sem reduzir seus efeitos em 6rgaos-alvo
(AINCHINGER et al., 2016).

De acordo com Khoo et al. (2017), as antocianinas apresentam potencial
antiangiogénico, e com isso, podem ser utilizadas como farmaco natural no
tratamento de canceres, visto que a angiogénese constitui-se como etapa
fundamental na transicdo de tumores de um carater benigno para maligno, ao
passo que, na prevencao desta doenca, este potencial € capaz de bloquear a
formacdo de novos vasos sanguineos, que sdo cruciais para fornecer oxigénio

as células tumorais em desenvolvimento.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtencé&o das amostras

Os residuos de uva cultivar Isabel (Vitis labrusca L.) e cv. Magna (BRS
Magna) foram cedidos por uma unidade processadora de suco de uva, localizada
na regido do Vale do Sao Francisco, em Petrolina-PE (Latitude Sul 09° 21°;
Longitude Oeste 40° 40", apOs processamento conforme descrito na Figura 7.
Os residuos de uva Isabel e os da uva Magna foram coletados na industria,
ambos Umidos e constituidos por cascas e sementes, denominado de bagaco
bruto. Apds quarteamento da amostra, os bagacos foram acondicionados em
sacos plasticos, contendo 100 g cada, armazenados em local protegido da luz e

submetidos ao congelamento a -18° C.

Figura 7. Fluxograma da producao do suco integral de uva
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Para a obtencéo de residuo de uva Isabel e do residuo de uva Magna,
ambos em po, os residuos foram descongelados sob refrigeracéo (5 °C por 24
horas), quando entédo foram levados a desidratar em estufa com circulacédo de ar
a47 £ 2° C, por 8 horas, até atingir teor de umidade abaixo de 10%. Em seguida,
foram triturados para a obtenc&o do residuo em pd, e apos serem peneirados
utilizando uma peneira de 80 mesh para obter uma granulometria uniforme,
foram separadamente acondicionados em sacos plasticos de polipropileno e

armazenados em temperatura de congelamento de -18 °C.

3.2. Extracéo e purificacdo das antocianinas

Os residuos, umidos e desidratados (em p0) de uvas cv. Isabel e Magna,
foram submetidos a extracdo com acetona a 70% acidificada (0,01% HCI) e logo
em seguida filtrados até a remocédo completa das antocianinas. Os filtrados
resultantes foram submetidos a particdo com dois volumes de cloroférmio e
armazenados a 4°C + 1°C por uma noite, a fim de possibilitar a separacdo das
fases apolar e polar. A fase aquosa foi submetida ao evaporador rotatério (38°C
+ 2°C, 10 min + 5min, sob vacuo) para a remocao total da acetona e cloroférmio
residual, e os extratos antocianicos em fase aguosa obtidos foram armazenados
a -18°C + 1°C para uso em analises posteriores (RODRIGUEZ-SAONA;
WROLSTAD, 2001).

A purificacdo dos extratos antocianicos aquosos (EAA) obtidos foi
realizada por meio de extracdo em fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction),
utilizando cartuchos de C18 600mg, em conformidade com metodologia descrita
por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001) visando a remocéao de agucares, acidos
e outros compostos fendlicos ndo antocianicos. O extrato metandlico resultante
foi concentrado a vacuo, em rotaevaporador (38°C + 2°C), até a obtengdo de um
residuo seco ao qual foi adicionado éter dietilico, com o objetivo de precipitagdo
dos pigmentos (ESPIN et al., 2000). As antocianinas em p6 obtidas a partir de
ambos residuos foram armazenadas sob congelamento (-18°C * 1°C) até o

momento de sua utilizac&o.



47

3.3. Determinag&o das antocianinas totais

A quantificagdo de antocianinas totais foi realizada de acordo com o
método de pH diferencial (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005). Os extratos
antocianicos aquosos foram diluidos em tampdes com pH 1,0 (cloreto de
potéssio, 0,025M) e pH 4,5 (acetato de potassio, 0,4M). Apds 15 minutos de
repouso a temperatura ambiente (22°C = 2°C), as absorbancias foram
mensuradas em espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1650PC) a 520 nm e 700
nm. O teor dos pigmentos foi calculado considerando a absortividade molar ()
de 28.000 L/cm'mol e o peso molecular de 493,2 g/mol da malvidina 3-

glicosideo, e os resultados foram obtidos aplicando a seguinte formula:
Antocianinas monoméricas = Ax PM x FD x 1000/ € x 1

Onde: A = (A520nm — A700nm) pH 1,0 — (A520nm — A700nm) pH 4,5; PM € 0 peso

molecular; FD é o fator de diluigao; € é a absortividade molar.

Os resultados foram expressos em mg de malvidina 3-glicosideo/ g de

residuo.

3.4. Identificacdo e quantificacdo das antocianinas
3.4.1. Andlises cromatograficas

A gquantificagdo das antocianinas através da Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos (CLAE — DAD) foi realizada
de acordo com metodologia descrita por Natividade et al. (2013). Os solventes
utilizados foram o metanol, acetonitrila e acido fosférico (85%), especificamente
em grau HPLC, obtidos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil), J.
T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA) e Fluka (Suica), de forma respectiva, bem como
agua ultra pura, obtida por meio de um Purelab Option Q Elga System (EUA).

Os padrbes utilizados foram: cloreto de pelargonidina-3-O-glicosideo
(cloreto de calistefina), cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo (cloreto de cianina),

cloreto de cianidina-3-glicosideo (cloreto de curomanina), cloreto de malvidina-
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3-5-di-O-diglicosideo (cloreto de malvina), cloreto de delfinidina-3-glicosideo
(cloreto de mirtilina), cloreto de malvidina-3-glicosideo (cloreto de oenina),
cloreto de peonidina-3-O-glicosideo e cloreto de petunidina-3-O-glicosideo
(cloreto de petunidina), adquiridos da Extrasynthese (Genay,France). Para cada
padrao, foram preparadas solu¢des-estoque, em metanol, e posteriormente
foram preparadas misturas dos padrdes utilizados, em 8 concentracdes

diferentes conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo das solugdes-estoque e intermedidria das antocianinas

em estudo.
Antocianinas Solucao-estoque Faixa de
(ng/mL) concentracao (ug/mL)
cloreto de pelargonidina-3-O-glicosideo 2500 0,625 - 80
cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo 2000 0,625 - 80
cloreto de cianidina-3-glicosideo 1000 0,625 - 80
cloreto de malvidina-3-5-di-O-diglicosideo 4000 1,25 - 160
cloreto de delfinidina-3-glicosideo 2500 0,625 - 80
cloreto de malvidina-3-glicosideo 5000 1,5625 - 200
cloreto de peonidina-3-O-glicosideo 1000 0,3125 - 40
cloreto de petunidina-3-O-glicosideo 1000 0,3125 - 40

Para a realizacédo das analises, aliquotas dos extratos antocianicos secos
em centrifuga a vacuo (3 ml) e de antocianinas purificadas (10mg) foram
encaminhadas em criotubos, armazenados em caixa de isopor, para O
Laboratério de Cromatografia da Embrapa Semiarido (Petrolina-PE). Para
injecdo no CLAE-DAD, os extratos e as antocianinas purificadas foram
previamente ressuspendidos em mistura (diluente) de metanol e de acido

fosforico a 0,85% (extrato seco - 3 eppendorfs com 1mL:3mL da mistura; 10 mg
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de antocianinas purificadas:4 mL da mistura) e em seguida filtradas em

membrana de nylon de 0,45 um (Allcrom-Phenomenex, EUA).

Para a quantificagdo das antocianinas, foi utilizado o sistema de CLAE
“Waters €2695 Separation Module Alliance”, dotado de bomba de solvente
quaternaria, injetor automatico e detector de arranjo de diodos (DAD, Waters
modelo 2998). Foi utilizada a pré-coluna Gemini-NX C18 coluna Gemini NX C-
18 (150 mm x 4,6 mm x 3 um) (Phenomenex, EUA), a 40 °C, onde as amostras
foram injetadas em volume de 10 pL, e a fase movel foi constituida de uma
mistura em gradientes do solvente A e B (solucdo de acido fosférico a 0,85% e
acetonitrila, respectivamente), com taxa de vazéo de 0,5 mL/min. Primariamente,
o gradiente foi iniciado com 100% do solvente A; em seguida, ajustado para 93%
de A e 7% de B, em 10 min; 90% de A e 10% de B, em 20 min; 88% de A e 12%
de B, em 30 min; 77% de A e 33% de B, em 40 min; 65% de A e 35% de B, em
45 min; e 100% de A, de 55 a 60 min.

O processamento dos dados foi realizado através do software Waters
Empower ™ 2 (Milford, EUA). O cromatograma obtido para as solu¢des padrao
das 8 antocianinas estudadas e seus respectivos tempos de retencdo estédo

dispostos na Figura 8.
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Figura 8. Cromatograma das antocianinas (solucdes padréo) e seus

respectivos tempos de retencéo (TR)
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cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo (cloreto de cianina) (TR:22,9 min); 2: cloreto de delfinidina-
3-glicosideo (cloreto de mirtilina) (TR: 25,0 min); 3: cloreto de cianidina-3-glicosideo (cloreto de
curomanina) (TR: 28,2 min); 4: cloreto de malvidina-3-5-di-O-diglicosideo (cloreto de malvina)
(TR: 29,9 min); 5: cloreto de pelargonidina-3-O-glicosideo (cloreto de calistefina) (TR: 31,8 min);
6: cloreto de peonidina-3-O-glicosideo (TR: 35,4 min); 7: cloreto de malvidina-3-glicosideo
(cloreto de oenina) (TR: 37,7 min); 8: petunidina-3-glicosideo (cloreto de petunidina-3-O-
glicosideo) (TR: 40,8 min)

3.4.2 Andlises espectrométricas

As analises espectrométricas foram realizadas no Laborat6rio de Quimica
de Produtos Naturais da Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza-CE, Brasil),
com bases nas metodologias propostas por Alves Filho et al. (2019), Silva et al.
(2017) e Capanoglu et al. (2013), Foi utilizando um sistema Acquity UPLC
(Waters, EUA) acoplado a um sistema de massa Xevo Quadrupolo e Tempo de
voo (Q-TOF, Waters, em inglés Quadrupole Time -of-flight). Uma coluna Waters
Acquity BEH C18 para a condi¢cado de separagédo (150 mm x 2,1 mm, 1,7 um)
estabelecida a 40 ° C. Um volume de inje¢do de aliquota de 5 pyL de extrato
fendlico foi submetido a um gradiente exploratorio com a fase movel composta
por 4gua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambas contendo &cido férmico (0,1%
v/ v). Os extratos foram submetidos ao gradiente exploratério da seguinte forma:
2—-95% B (23,0 min), 100% B (24,0-27,0 min) com uma vazao de 0,22 mL/min.



51

A ionizacdo no espectrometro de massas QTOF (Water, Milford, MA,
EUA) foi realizada usando uma fonte de ionizacdo por eletrospray em modo
negativo, adquirido na faixa de 110-1200Da e o0s parametros instrumentais
otimizados foram os seguintes para negativo: energia de voltagem de capilar em
2,8kV, energia de voltagem do cone de amostragem a 50 V, temperatura da fonte
a 120°C, temperatura de dessolvatacédo a 350°C, fluxo de gas do cone a 20 L/h,
fluxo do gas de dessolvatacdo a 500 L h/1. O modo de aquisi¢édo foi MSE. O
sistema foi controlado usando o software MassLynx 4.1 (Waters Corporation).

3.5. Determinagéo da atividade antioxidante
3.5.1. Sequestro do radical DPPH-

A avaliagéo da atividade antioxidante dos extratos antocianicos aquosos
e das antocianinas purificadas foi realizado pelo método de sequestro de radicais
livres usando o radical estavel DPPH+ (VERAS et al., 2020). As leituras foram
realizadas a 517nm, e a atividade antioxidante foi expressa em ug de
equivalente de Trolox por mL de extrato e em mg de equivalente de Trolox por g
de antocianinas purificadas, usando uma curva padrdo construida com
diferentes concentracdes do padrdo (31,25 - 1000 pg / mL). Todos os ensaios

foram realizados em triplicata
3.5.2 Sequestro do radical ABTS*™

A atividade antioxidante do dos extratos antocianicos aquosos e das
antocianinas purificadas pelo ensaio ABTS** foi baseada na geracéo do radical
cromoforo catibnico obtido a partir da oxidacdo do ABTS™ (DE VERAS et al.,
2019). As leituras foram realizadas a 734nm, e a atividade antioxidante foi
expressa em pg de equivalente de Trolox por mL de extrato e mg de equivalente
de Trolox por g de antocianinas purificadas, usando uma curva padrao
construida com diferentes concentracdes do padrédo (31,25 - 1000 pg / mL).

Todos os ensaios foram realizados em triplicata

3.5.3 Capacidade antioxidante total (CAT)
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A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método do
fosfomolibdénio (Prazeres et al., 2019). O ensaio foi baseado na reducado de
molibdénio *6 a molibdénio *5 pela amostra e subsequente formacdo de um
complexo fosfato esverdeado / molibdénio *5. Tubos contendo as amostras e
reagentes (acido sulfurico 0,6 M, fosfato de sodio 28 mM e molibdato de aménio
4 mM) foram incubados a 100 ° C por 90 min. Posteriormente, as absorbancias
de cada solucédo foram medidas a 695 nm contra um branco. As leituras foram
realizadas a 695nm, e a capacidade antioxidante total foi expressa em pug de
equivalente de &cido ascoérbico (AA) mL de extrato e em mg de equivalente de
acido ascorbico (AA) por g de antocianinas purificadas, usando uma curva
padrdo construida com diferentes concentracfes de acido ascorbico (31,25 -

1000 pg / mL). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.
3.5.4 Poder Redutor

O poder redutor dos extratos antocianicos aquosos e das antocianinas
purificadas foi determinado de acordo com o método de Melo-Silveira et al.
(2014). As amostras foram diluidas de metanol e misturadas com tampdo fosfato
(2,5 mL, 0,2 M, pH 6,6) e ferricianeto de potassio [CeNsFeKs] (2,5 mL, 1%); a
mistura foi incubada a 50 ° C por 20 min. As leituras foram realizadas a 700nm,
e o poder redutor foi expresso em pug de equivalente de acido galico (AG) por mL
extrato e em mg de equivalente de &cido galico (AG) por g de antocianinas
purificadas, usando uma curva padrdo construida com diferentes concentracdes
de acido gélico (31,25 - 1000 pg / mL). Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.6. Atividade antimicrobiana

3.6.1. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) — Técnica da

microdiluicdo

A técnica da microdiluicdo € uma adaptacdo da macrodiluicdo em caldo.

E denominada desta maneira porque envolve o uso de pequenos volumes de
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caldo colocados em placas estéreis de 80, 96 ou mais pogos de fundo redondo
ou chato, préprias para microdiluicdo (ALVES et al., 2008).

A diluicdo das substancias testes, que neste caso corresponderam aos
extratos antocianicos aquosos (30pL de extrato em 3 mL de agua destilada
estéril) e as antocianinas purificadas (30mg de antocianinas purificadas em 3mL
de agua destilada estéril) foi realizada em duplicata para cada microrganismo
(cada 2 colunas corresponderam a um microrganismo e substancia teste -
Colunas 1,2 para Escherichia coli e substancia teste; 3 e 4 para Staphylococcus
aureus e substancia teste; 5 e 6 para Salmonella e substancia teste; 7 e 8 para
Listeria monocytogenes e substancia teste. As linhas A até H da placa de 96
pocos corresponderam a diferentes concentracdes da substancia teste, iniciando
da mais concentrada (A) para menos concentrada (H), e a sua diluicdo foi
realizada segundo demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo das solu¢des nas colunas 1 e 2 para extratos antocianicos

aguosos e antocianinas purificadas na concentracdo méae de 10mg/mL

Pocos Caldo Substancia Inéculo  Volume Concentracéo
BHI teste (uL) (uL) Final do final da
(uL) Poco substancia
(uL) Teste
(Mg/mL)
Al A2 20 60 20 100 6000
Bl B2 30 50 20 100 5000
Cl C2 40 40 20 100 4000
D1 D2 50 30 20 100 3000
El E2 60 20 20 100 2000
F1 F2 65 15 20 100 1500
G1 G2 70 10 20 100 1000
H1 H2 80 0 20 100 500

As microplacas foram preparadas de forma que cada poco tivesse um
volume final de 100 pL, com proporgdes variadas do meio de cultura e das
substancias testes, atingindo ao final, diferentes concentragdes da substancia
teste (Tabela 2).
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A concentracao final de substancia teste é calculada pela formula:
Cfvf= Civi,

onde Cf é a concentracao final a ser descoberta; Vf é o volume final em cada
poco; Ci € a concentracdo inicial (referente a solugdo mée); e Vi= volume inicial

da substéancia teste mae (dependente do volume de cada linha analisada).

A todos os pocgos foram adicionados 20 pL do indéculo microbiano. O
microrganismo foi incubado a 37°C por 24 horas e terminado o periodo de
incubacéo, foram adicionados 30 pL de resazurina em cada pogo das colunas
impares, e nos controles. A microplaca foi entdo recolocada na estufa a 37°C. A
resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) € um composto indicador
de o6xido-reducéo de cor azul que, na presenca de células viaveis, é oxidado a
resofurina, substancia de coloragcéo vermelha (PALOMINO et al., 2002). Logo, a
coloragdo azul indica auséncia de crescimento microbiano enquanto as
variacOes de rosa e roxo sdo indicadoras da presenca de células viaveis para
crescimento. Apés 1 hora foi feita a analise da mudanca de cor, e determinada
a CIM.

3.6.2. Percentual de inibicdo microbiana dos extratos antocianicos aquosos

O percentual de inibicdo do crescimento microbiano atribuido aos extratos
antocianicos em fase aquosa foi calculado com base na metodologia descrita por
Barthi et al. (2013), com modificacdes. A leitura da Densidade Otica (DO) de
cada amostra foi realizada em leitor de placas ELISA, a 492 nm, antes e depois
da incubacéo (37°C).

A DO de cada substancia teste, das réplicas, do controle (meio e
microrganismo) e do meio antes da incubacao (TO) foi subtraida da DO apoés a
incubacgéo a 37°C (T24), resultando no percentual de viabilidade de crescimento

do microrganismo frente as amostras, conforme descrito no calculo a sequir:
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DO iniciai= DOLEITUrRA(T0) — DOSUBSTANCIA TESTE (T0)
DO finai= DOLEITURA(T24h) — DOSUBSTANCIA TESTE (T24h)

DO ¢rescimento= DO final - DO inicial

DO 1o= DOLEITUrA(T0) — DO ™mEIO (TO)
DO controle= DO(T24h)— DO (TO)

DO 24n= DOLEITURA(T24h) — DO MEIO(T24h)

LOGO:.

DO controle -------- 100% viabilidade

X (% de viabilidade) =

DOcrescimento & 100

DOcontroie

DO crescimento ---- X (% de viabilidade)

Em seguida, o percentual de inibicdo de crescimento foi determinado

através da formula abaixo:

Percentual de inibicdo = 100 - x (% de viabilidade)

3.7Atividade citotoxica

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN,
1983). As linhagens de células utilizadas foram: HeLa (adenocarcinoma do colo
do atero humano), Vero (célula normal de rim de macaco verde africano) e L929
(fibroblastos de camundongo), mantidas em meio de cultura DMEM; e MCF-7
(cancer de mama humano), mantida em meio de cultura RPMI 1640. Os meios
foram suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solucédo de

antibiotico (penicilina e estreptomicina).
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As células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera Umida
enriguecida com 5 % de CO2. As células MCF-7, HelLa, Vero e L929 (10°
células/mL) foram plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas por 24h. Em
seguida, as amostras foram dissolvidas em &gua destilada estéril e
subsequentemente adicionadas aos pocos (300 e 200 pg/mL, para extratos e
antocianinas purificadas, respectivamente). O farmaco paclitaxel (10 pg/mL) foi
utilizado como padréo. Apos 72 h de reincubacao foi adicionado 25 pyL de MTT
(5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacdo, o meio de cultura com o MTT foi
aspirado e 100 pL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi
medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm. O
percentual de inibicdo e os respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foram
calculados a partir da regressdo nao linear no programa GraphPad Prism 7.0.

demo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Determinacao das antocianinas totais (AT)

O teor de antocianinas monomeéricas totais, obtidos pelo método do pH
diferencial, a partir dos residuos imido e seco de uvas cv. Isabel e Magna estdo
apresentados na Tabela 3. Para o extrato obtido a partir do residuo umido, os
teores de antocianinas monoméricas totais foram de 6,13 e 10,38 mg de
malvidina 3-glicosideo/ g de residuo fresco, para uva cv.lsabel e cv.Magna,

respectivamente.

Tabela 3. Teor de antocianinas totais presentes nos extratos antocianicos

aguosos de residuo umido e seco de uva cv. Isabel e cv. Magna.

Tipo de residuo de uva Teor de AT em residuo Teor de AT em residuo
Uumido (mg de M3G/ g seco (mg de M3G/ g
de residuo) * de residuo) *
Residuo de uva cv. Isabel 6,13+ 0,40 11,80 +1,10
Residuo de uva cv. BRS Magna 10,38 £ 1,03 22,78 £ 0,91

*Os valores apresentados referem-se a média aritmética de trés determinagdes + desvio padréo.
AT = Antocianinas totais; M3G: malvidina-3-glicosideo.

No que diz respeito a uva cv. Magna, valores menos expressivos foram
relatados por Silva et al. (2020), que ao analisarem os residuos fresco e seco do
processamento do suco deste fruto, encontraram teores de antocianinas (AT) de

124,9 e 150,7 mg em equivaléncia a cianidina / 100 g, respectivamente.

Os valores obtidos no presente estudo foram menores que os relatados
por Valls et al. (2017), que ao investigarem o conteddo de antocianinas
monomericas totais em cascas de uva cv. Lagrein (provenientes de safras,
tempos de colheita e composicdo fendlica diferentes), encontraram maiores
teores para as amostras que ndo foram submetidas ao processo de maceragao
e fermentacao inerentes ao processo de vinificacdo, com valores entre 18 a 25

mg de malvidina 3-O-glicosideo/ g de residuo fresco.
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No entanto, em analise de extratos etandlicos de bagaco de uva cv. Syrah
proveniente da producdo de vinho (composto por cascas e semente),
submetidos a diferentes condicbes de extracdo, Pereira et al. (2018)
encontraram conteldo de antocianinas monoméricas totais inferiores a do
presente estudo, que variaram entre 1,90 a 10,21 mg de malvidina 3-O-
glicosideo/ g de residuo fresco, apresentando maior teor de antocianinas em
extracdo sob temperatura de 40°C, com solvente etanol-agua (50% v/v) e pH
2,0.

Teores menores de antocianinas monomeéricas totais também foram
relatados por Valls et al. (2017), em analise de bagaco de uva cultivar Lagrein
(constituido por cascas), oriundo do processo de vinificacdo, submetido a
extracdo com diferentes solventes, que obteve valores que variaram entre 2 a 8
mg de malvidina 3-glicosideo/ g de residuo fresco, para bagaco proveniente do
mesmo tipo de uva, porém com safras, tempos de colheita, maceracao,

fermentacao e composicao fendlica diferentes.

As varia¢fes entre os conteudos de antocianinas relatados pelos autores
podem ser justificadas pelos diferentes tipos de residuos analisados, ora
oriundos de processos de vinificacdo ora ndo, bem como por caracteristicas
inerentes as cultivares analisadas, visto que Kato et al. (2012) afirmam que em
uvas as concentragbes de antocianinas sao influenciadas por diferentes
parametros, tais como clima, tipo de espécie e de cultivar, maturidade e

caracteristicas fisico — quimicos.

No que diz respeito ao extrato obtido a partir do residuo seco, os teores
de antocianinas monomeéricas totais foram de 11,80 e 22,78 mg de malvidina 3-
glicosideo/ g de residuo seco, para uva cv. Isabel e cv. Magna, respectivamente
(Tabela 3). Estes valores foram inferiores aos relatados por Cocklar (2017) ao
analisarem cascas de uva cv. Eksikara, (com solvente de extragdo por metanol
a 80% acidificado), encontraram teores de antocianinas totais de 27,24 mg de

malvidina 3-glicosideo/ g de residuo seco.

Em analise dos extratos (Agua, acetona e etanol como solvente) de

bagaco de uva Bordd advindos do processamento de suco e da vinificacao,
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Casagrande et al. (2019) encontraram valores de AT de 640 e 780 mg em

equivaléncia a cianidina-3-glicosisdeo / g de amostra, respectivamente.

Balea et al. (2018) também encontraram contetdos de antocianinas
monoméricas totais superiores a do presente estudo, ao analisarem bagaco de
uva Feteasca neagra nado fermentado, encontrando o teor de 184,84 mg
malvidin-3-O-glucoside/g de residuo seco. De acordo com estes autores as
variacfes entre o conteudo fendlico de bagacos de uva, onde estdo incluidas as
antocianinas, também esta relacionado a variedade das uvas, grau de
maturacdo, fatores ambientais e processos tecnoldgicos utilizados durante a

vinificacao.

Estas diferencas também podem ser justificadas pelo tipo de desidratacéo
que foi utilizada na secagem do residuo, visto que Cocklar (2017) e Balea et al.
(2018) utilizaram o processo de liofilizagao no tratamento da amostra, enquanto
gue o presente estudo utilizou secagem em estufa de cirulacdo forcada de ar a
47° £ 2°C.

Segundo Pereira et al. (2018), temperaturas elevadas podem reduzir a
recuperacdo de antocianinas, visto que tais compostos sdo sensiveis a
temperatura, podendo ser degradados rapidamente, em especial por processos
de oxidacao, clivagem de liga¢gBes covalentes ou ainda o aumento das reacfes

de oxidacdo, ocasionados pelo tratamento térmico.

No entanto, valores inferiores foram relatados por da Rocha e Norefa
(2020), que ao avaliarem residuo proveniente da producdo de suco de uva,
constituido por uma mistura de diferentes cultivares (70% de uva cv. Isabel, 15%
de cv. Bordd, 10% de cv. Carmem e 5% de cv. Niagara), identificaram teores de
antocianinas totais entre 2, — 3,0 mg/g e 1-1,5 mg de malvidina 3-5-glicosideo/ g
de residuo seco, utilizando para a extracdo metanol a 80% acidificado (1% HCI)
por 100 minutos, e agua acidificada com acido citrico (2%) por 24h,

respectivamente.

Variagbes entre os conteudos de antocianinas totais de residuos
provenientes de diferentes tipos de uva sdo esperados, visto que até mesmo

fatores ambientais exercem forte influéncia sobre a sintese de antocianinas
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nestes frutos, como por exemplo a altitude onde as videiras e seus frutos estao
localizados e a forma como a temperatura, exposi¢do a luz solar e déficits de
agua a que estdo expostos interferem na concentragcdo e sintese das
antocianinas (COCKLAR, 2017).

4.2. Identificac&o e quantificacdo das antocianinas
4.2.1. Analises cromatograficas — CLAE — DAD

As antocianinas podem ser definidas como uma das subclasses do grupo
dos flavonoides, e recebem esse nome quando estédo na forma de glicosideo, ao
passo que na sua forma aglicona sdo chamadas de antocianidinas. No que diz
respeito as antocianidinas, elas podem ser subdivididas em: 3-
hidroxiantocianidinas, 3-deoxiantocianidinas e antocianidinas O-metiladas; ja as
antocianinas se subdividem em glicosideos de antocianidina e antocianinas
aciladas (KHOO et al, 2017).

A andlise cromatografica permitiu a identificacdo e quantificacdo de 8 tipos
de antocianinas majoritarias nos extratos antocianicos em fase aquosa e nas
antocianinas purificadas a partir dos residuos de uva cv. Isabel e Magna,
conforme pode ser visualizado nas Tabelas 4 e 5. A estrutura bidimensional das
antocianinas majoritarias quantificadas em extratos antocianicos em fase aquosa
e em antocianinas purificadas a partir de residuo de suco integral de uvas Isabel
e Magna através de CLAE-DAD estédo representados na Figura 9.
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Tabela 4. Perfil de antocianinas majoritarias quantificadas em extratos
antocianicos em fase aquosa de residuo de suco integral de uvas Isabel e Magna
através de CLAE-DAD.

Extratos antocianicos em fase aquosa (mg / L de diluente)

Antocianinas

) Residuo de Residuo de Residuo de Residuo de
(mg /L dediluente)  ,ya Magna  uvaMagna  uva Isabel uva Isabel
seco umido seco umido
cloreto de
pelargonidina-3-O-  579+0,04 1,78+0,03 158+0,03 4,01+0,02
glicosideo?
cloreto de clanidina- 4 454001 1,24+003 107001  1,17:0,05
3,5-diglicosideo
cloretode clanidina- 5154010  160£001 1,87:0,06 2,92+0,04
3-glicosideo
cloreto de malvidina-
3-5-di-O-diglicosideo* 147,61 +1,03 32,55+0,65 20,25+0,21 19,96+0,15
cloreto de delfinidina- 28,15+0,01 11,27+0,28 3,39+0,08 9,19+ 0,06
3-glicosideo®
cloreto de malvidina- 2,90 £ 0,01 2,17 +£0,12 8,57+0,09 17,21 +0,09
3-glicosideq®
cloreto de peonidina- 2,87 + 0,10 0,11+ 0,01 3,20£0,02 7,11+£0,07
3-O-glicosideo’
cloreto de petunidina- 2,55 £ 0,03 0,42 + 0,01 1,05+£0,01 0,74+£0,01

3-O-glicosideo®

Os valores foram expressos como média de trés repeti¢cdes + desvio padrdo. Diluente: metanol
e acido fosférico a 0,85%; Tempos de retencédo (min): 1 - 31,1; 2 — 22,5 ;3 - 27,8 ;4 — 29,5;5 —
24,6 ;6 — 37,6 ;7- 35,1;8 — 40,4.
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Tabela 5. Perfil de antocianinas majoritarias quantificadas em antocianinas
purificadas a partir de residuo de suco integral de uvas Isabel e Magna através

de CLAE-DAD.

Antocianinas

Antocianinas purificadas (mg /L de diluente)

_ Residuo de Residuo de Residuo de  Residuo de
(mg /L de diluente) uva Magna  uva Magna uva Isabel uva Isabel
seco umido seco umido
cloreto de pelargonidina- ~ 5:24+0,08  608+028  632+005 744004
3-O-glicosideo?
cloreto de clanidina-3.5- 376,001  403£003  214£002  2,61+0,01
diglicosideo
cloreto de clanidina-3- 4 35,011 568+009 342£009 4,23:0,10
glicosideo
cloreto de malvidina-3-5- 143 65 + 0,24 107,50+ 151 40,87£005 40,48 £ 0,51
di-O-diglicosideo
cloreto de delfinidina-3- 37,89+0,13 40,17+0,16 21,77 +£0,18 27,72 +0,06
glicosideo®
cloreto de malvidina-3- 5,47 £ 0,05 5,43 £ 0,02 24,89 + 0,36 29,30 + 0,06
glicosideo®
cloreto de peonidina-3-O- 1,15+ 0,01 1,24 + 0,01 10,50 £0,09 12,38 +£0,03
glicosideo’
cloreto de petunidina-3-O- 0,51 + 0,02 0,82 +0,01 0,50+ 0,01 0,48 £ 0,01

glicosideo?

Os valores foram expressos como média de trés repeti¢cdes + desvio padrédo. Diluente: metanol
e acido fosforico a 0,85%; Tempos de retencdo (min): 1 —31,1; 2 - 22,5;3 - 27,8 ;4 — 29,55 —
24,6 ;6 — 37,6 ;7- 35,1;8 — 40,4.
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Figura 9. Estrutura das antocianinas majoritarias quantificadas em extratos
antocianicos em fase aquosa e em antocianinas purificadas a partir de residuo
de suco integral de uvas Isabel e Magna através de CLAE-DAD.

Fonte: SigmaAldrich (URL: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/search/). 1 - pelargonidina-3-O-

glicosideo;2- cianidina-3,5-diglicosideo; 3 -cianidina-3-glicosideo; 4 - malvidina-3-5-di-O-
diglicosideo;5 -delfinidina-3-glicosideo; 6- malvidina-3-glicosideo; 7 - peonidina-3-O-glicosideo;

8 - petunidina-3-O-glicosideo

A partir dos resultados obtidos, foi possivel constatar que o contetdo de
antocianinas dos extratos de residuos de uva Magna seco e umido foi de 202,42
e 51,42 mg/L, respectivamente, enquanto que os teores encontrados no residuo

de uva Isabel seco e umido foram de 40,98 e 62,31 mg/L, respectivamente
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(Tabela 4). Com relacdo as antocianinas purificadas obtidas dos residuos de uva
Magna seco e umido, os valores encontrados foram de 161, 99 e 171, 04 mg/L,
engquanto que os teores das antocianinas obtidas dos residuos de uva Isabel

seco e umido foram de 110,41 e 124,64 mg/L, respectivamente (Tabela 5).

No que diz respeito as antocianinas identificadas nos extratos (Tabela 4),
o cloreto de malvidina-3-5-di-O-diglicosideo correspondeu a antocianina
predominante em todos os residuos (147,61 e 32,55 mg/L; 20,25 e 19,96 mg/L,
encontrados nas uvas Magna e Isabel, seco e umido, respectivamente), dentre

as que foram identificadas.

Valores expressivos de cloreto de delfinidina-3-glicosideo (28,15 mg/L, no
residuo de uva Magna seco) e cloreto de malvidina-3-glicosideo (17,21 mg/L, no
residuo de uva Isabel umido) ainda foram encontrados, enquanto que 0s
menores teores foram de cloreto de peonidina-3-O-glicosideo e de petunidina-3-

O-glicosideo (0,11 e 0,42 mg/L, no residuo de uva Magna umido).

Os cromatogramas, oriundos da anélise em CLAE, registrados a 520 nm,
apresentam o perfil de antocianinas encontradas nestes subprodutos, e estdo
apresentados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10. Cromatogramas (CLAE- DAD, 520 nm) dos extratos antocianicos em
fase aquosa obtidos a partir dos residuos (casca e semente) do processamento

de suco integral de uva cv. Isabel e Magna.
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Extratos: | — farinha de residuo de uva Magna; residuo Umido de uva Magna; Il — farinha de
residuo de uva Isabel; IV - residuo Umido de uva Isabel.

Antocianinas: 1 — cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo; 2 — cloreto de delfinidina-3-glicosideo; 3
— cloreto de cianidina-3-glicosideo; 4 - cloreto de malvidina-3,5-di-O-glicosideo; 5 - pelargonidina-
3-O-glicosideo; 6 - peonidina-3-O-glicosideo; 7 - malvidina-3-glicosideo; 8 - petunidina-3-
glicosideo.
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Figura 11. Cromatogramas (CLAE- DAD, 520 nm) das antocianinas purificadas
obtidas a partir dos residuos (casca e semente) do processamento de suco

integral de uva cv. Isabel e Magna.
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Antocianinas purificadas a partir de: | — farinha de residuo de uva Magna; residuo imido de uva
Magna; lll — farinha de residuo de uva Isabel; IV - residuo Gmido de uva Isabel. Antocianinas: 1
— cloreto de cianidina-3,5-diglicosideo; 2 — cloreto de delfinidina-3-glicosideo; 3 — cloreto de
cianidina-3-glicosideo; 4 - cloreto de malvidina-3,5-di-O-glicosideo; 5 - pelargonidina-3-O-
glicosideo; 6 - peonidina-3-O-glicosideo; 7 - malvidina-3-glicosideo; 8 - petunidina-3-glicosideo.

Os resultados obtidos nesta pesquisa vém reforcar o potencial biol6gico
dos extratos e antocianinas purificadas obtidas a partir dos subprodutos de uvas
Magna e Isabel, visto que s&o ricos em antocianinas, de diferentes constituicbes
quimicas. O teor de antocianinas em amostras de residuos de uva tem sido
estudado via CLAE, e resultados diversos quanto a este atributo tem sido

relatados na literatura.

Embora apresentem unidades de medida diferentes do presente estudo,

valores acerca do perfil de antocianinas de frutas escuras e seus residuos tem
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sido divulgados, e evidencia um potencial destas amostras como fonte destes

flavonoides bioativos.

Em analise de residuos fresco e seco de uva cv. Magna, Silva et al. (2020)
encontraram 0s mesmos tipos de antocianinas relatadas no presente estudo
para esta cultivar, porém em faixas de concentracdo que variaram de 2,6 a 536,9

mg / kg da amostra.

Peixoto et al. (2018), ao avaliarem extrato hidrometandlico de bagaco de
uva fermentado (constituido por cascas e sementes, advindo da vinificagdo),
encontraram sete tipos de antocianinas (derivados de malvidina, delfinidina,

petunidina e peonidina), porém com valores entre 0,72 e 0,048 ug /g de extrato.

Em avaliacdo do extrato hidrometandlico de bagaco de mirtilo colombiano
(Vaccinium merdionale Swartz) liofilizado, Garzéon et al. (2020) reportaram
conteddo total de antocianinas nestes extratos de 747,6 mg / 100g, com
derivados de cianinidina, delfinidina e malvidina, composicdo esta comum a

deste estudo.

A caracterizacéo fitoquimica do extrato etandlico de mirtilo (frutos inteiros)
foi realizada por Silva et al. (2016), que obtiveram teores de antocianinas totais
de 184,7 yug / mg, e assim como no presente estudo, encontraram diferentes
derivados glicosilados de delfinidina, cianidina, malvidina e petunidina, em
concentracdes que variaram de 4 a 62 ug / mg. Esse estudo ainda revelou que
os glicosideos de malvidina também foram as antocianinas majoritarias na
amostra (53,7%).

Em relacdo as amostras de antocianinas purificadas (Tabela 5), o cloreto
de malvidina-3-5-di-O-diglicosideo destacou-se novamente como a antocianina
predominantemente presente em todos os residuos dentre as que foram
identificadas (103,62 e 107,59 mg/L; 40,87 e 40,48 mg/L, de uvas Magna e
Isabel, seco e umido, respectivamente), seguida do cloreto de delfinidina-3-
glicosideo (37,89 e 40,17 mg/L, no residuo de uva Magna, seco e Umido) e
cloreto de malvidina-3-glicosideo (24,89 e 29,30 mg/L, no residuo de uva Isabel,

seco e umido).
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Ainda na Tabela 5, constata-se que o cloreto de petunidina-3-O-glicosideo
foi a antocianina encontrada em menor quantidade em todos os residuos
avaliados (0,51 e 0,82 mg/L; 0,50 e 0,48 mg/L, de uvas Magna e Isabel, seco e

amido, respectivamente).

Os resultados obtidos estdo em conformidade com o que afirma Sirohi et
al. (2020), que entre os diferentes tipos de antocianinas conhecidas os mais
frequentemente presentes, em ordem decrescente, nas cascas de uvas sdo 0s

3-O-glicosideos de malvidina, petunidina, cianidina, peonidina e delfinidina

Estes resultados também corroboram com o estudo de Peixoto et al.
(2018), que ao analisarem extrato hidrometandlico de bagaco de uva Vitis
vinifera L. identificaram diferentes compostos antocianicos, porém os derivados

de malvidina corresponderam as antocianinas majoritariamente presentes (1,124

pg/ mL).

As diferencas entre os resultados encontrados na literatura e os do
presente estudo sdo justificaveis visto que, segundo Restuccia et al. (2017),
fatores como area de plantio, safra, tamanho e tipo da fruta analisada exercem

influéncia sobre o contetdo de antocianinas de uvas e seus subprodutos.

Além disso, Sirohi et al. (2020) ressaltam que as antocianinas sofrem
interferéncia de diferentes variaveis, onde entre elas podemos citar a luz,
temperatura, pH, oxigénio, presenca de ions metalicos e acao de alguns tipos de

solventes, e isto influencia em sua quantificagéo.

A quantificacdo destas antocianinas glicosiladas corrobora com a
afirmacéo de Khoo et al. (2017), de que as antocianidinas malvidina, peonidina
e petunidina dificilmente sdo encontradas em pequenos frutos de cor vermelha
e roxa, visto que estdo na forma metilada e por esta condi¢cdo oferecem pouca
capacidade de pigmentacdo vermelha quando comparadas com aquelas sem

metilacdo, sendo assim mais presentes em frutos de tons de coloragéo azuis.

Estes resultados contribuem para reforcar o potencial biotecnologico dos
residuos analisados, confirmando a presenca de antocianinas em sua

composicao, visto que em diversos casos 0s extratos polifendlicos precisam ser
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preservados para uso posterior, e para permitir isto, bem como evitar efeitos
negativos associados ao armazenamento, a estocagem do extrato seco
representa vantagens como maior estabilidade de fitoquimicos ativos e menores
custos de armazenamento, além de versatilidade para serem processados
visando o isolamento e purificagdo de compostos ou ainda para serem
integrados, em concentracfes precisas, na elaboracdo e desenvolvimento de
novos produtos funcionais, como por exemplo alimentos ou cosmeéticos
(MACHADO E DOMINGUEZ-PERLES, 2017).

4.2.2. Analises espectrométricas

As analises espectrométricas no presente estudo foram realizadas para a
caracterizacdo de substancias que ndo puderam ser identificadas nas andlises
cromatograficas, por comparacdo dos tempos de retencdo com padrbes e
espectros de UV-visivel.

A identificacdo de compostos fendlicos e antocianicos € tradicionalmente
realizada por ESI em modo positivo, porém de acordo com Ongkowijoyo et al.
(2018) a diferenciacéo desses compostos é mais eficaz quando se utiliza o modo
negativo. Na Figura 12 e 13 estéo disponiveis os cromatogramas por intensidade
do pico base (BPI) (modo negativo e positivo, respectivamente) dos extratos
antocianicos em fase aquosa obtidos a partir dos residuos (casca e semente) do

processamento de suco integral de uva cv. Isabel e Magna via QTOF-MS.
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Figura 12. Cromatogramas por intensidade do pico base (BPI) (modo negativo)
dos extratos antocianicos em fase aquosa obtidos a partir dos residuos (casca e
semente) do processamento de suco integral de uva cv. Isabel e Magna via
QToF-MS.
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Figura 13. Cromatogramas por intensidade do pico base (BPI) (modo positivo)

dos extratos antocianicos em fase aquosa obtidos a partir dos residuos (casca e

semente) do processamento de suco integral de uva cv. Isabel e Magna via

QToF-MS.
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Na Tabela 6 podem ser visualizados os dados espectrométricos dos compostos identificados acerca dos compostos

identificados nos extratos antocianicos em fase aquosa obtidos a partir dos residuos (casca e semente) do processamento de suco

integral de uva cv. Isabel e Magna via QToF-MS.

Tabela 6. Dados qualitativos dos compostos identificados nos extratos antocianicos em fase aquosa obtidos a partir dos

residuos (casca e semente) do processamento de suco integral de uva cv. Isabel e Magna via QToF-MS.

Substancia Tr

(n°)

(min)

1,48
1,58
2,04
2,06

4,10

Modo
(lon)

[M-H]

(m/z)

341,1084
149,0091
169,0135

657,1627

577,1356

[M-HJ
calculado
(m/z)

341,1084
149,0086
169,0137

657,1608

577,1346

Fragmentos
de lons (m/z)

179

125

323

451, 425,
407, 289

Férmula
molecular

C12H22011

C4HeOs

C7H60s

Css5H29013

C30H26012

Nome
atribuido

Sacarose

Acido Tartarico

Acido Galico

Desconhecido

Dimero de

Procianidina B

Extratos de residuo de uva

Farinha
de uva
Isabel

X X
X X
X X
X X
X X

Farinha
de uva
Magna

Residuo Residuo
Umido de Umido de
uva Isabel uva

Magna
X -
X X

x (9.z.) x (9.z.)
X X
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11

12

13

14

4,45

4,64

4,66

4,68

4,74

4,86

6,07

6,46

7,08

289,0709

463,1243

493,1347

865,1965

865,2002

289,0714

477,0679

577,1358

207,0138

289,0712

463,1240

493,1346

865,1980

865,1980

289,0712

477,0669

577,1346

207,0141

245

301

331

739, 577,
425, 407,
289

739, 577,
425, 407,
289

245

301, 300

451, 425,
407, 289

143

C15H1406

C22H23011

C23H25012

CssH3801s8

Cas5H38018

C15H1406

C21H18013

C3o0H26012

CeHsOs

Catequina

Peonidina 3-O-
glicosideo

Malvidina 3-O-
glicosideo

Trimero de
Procianidina B

Trimero de
Procianidina B

Epicatequina

Quercetina O-
glicuronideo

Dimero de
Procianidina B

Desconhecido

x(g.z.)

x(g.z.)

x (q.z.)

x (q.z.)

75

x(g.z.)

x(g.z.)

x (q.z.)

x (q.z.)
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7,28 - 315,0860

315,0869

C17H1606

Desconhecido

X

76

Tr — Tempo de retenc¢do; g.z. — quase zero
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O cromatograma da substancia 1 mostrou o ion [M-H]- em m/Z 341,1084
e sua fragmentacao produziu um ion de m/Z 179, possivelmente da clivagem da
molécula de sacarose, um dissacarideo, ndo encontrado apenas no extrato de
residuo umido de uva Magna. As substancias 2 e 3 apresentaram massas
molares condizentes com 2 tipos de acidos, correspondentes ao tartarico (ion
pseudomolecular de m/z 149,0086) e ao galico (ion pseudomolecular de m/z de
169,0137, fragmento de ion de m/z 125), acidos organico e fendlico,

respectivamente, encontrados em todos os extratos (Figura 13).

Ainda com base nos dados obtidos nos espectros de massa, flavan-3-ois
e seus oligbmeros também foram encontrados nas amostras analisadas. O ion
precursor [M-H]: de m/Z 577,1346 das substancias 5 e 13 e os fragmentos
observados de m/Z 451, 425, 407 e 289 sugeriram que essas substancias
correspondem a dimeros de procianinidina B, presentes nos extratos obtidos das

farinhas das 2 uvas e em todos 0s extratos, respectivamente (Figura 13).

A substéncia 6 (ion pseudomolecular de m/z 289,0712, fragmento de ion
de m/z 245) exibiu massa molar condizente com a da catequina; e as substancias
9 e 10 (ion pseudomolecular de m/z 865,1980) exibiram fragmentos de ion (m/z
739, 577, 425, 407 e 289) correspondentes a trimeros de procianidina B,

encontrados em todas as amostras analisadas (Figura 13).

Antocianinas glicosiladas e flavonois também foram identificados em
todas os extratos de residuo de uva analisados via QToF-MS: as substancias 7,8
e 12 (ion pseudomolecular de m/z 463,1240, 493,1346 e 477,0669,
respectivamente) apresentaram fragmentos de ion (m/z 301, 331, e 301 e 300,
respectivamente) permitiram chegar a identificacéo de peonidina 3-O-glicosideo,
malvidina 3-O-glicosideo e quercetina O-glicuronideo, respectivamente (Figura
13 e 14).

Na Figura 14 podem ser visualizadas as estruturas quimicas dos
compostos encontrados nos extratos antocianicos em fase aquosa obtidos a
partir dos residuos (casca e semente) do processamento de suco integral de uva

cv. Isabel e Magna via QToF-MS.
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Figura 14. Estruturas quimicas dos compostos encontrados nos extratos
antocianicos em fase aquosa obtidos a partir dos residuos (casca e semente) do

processamento de suco integral de uva cv. Isabel e Magna via QToF-MS.

Sacarose Acido tartarico Acido galico

Peonidina 3-O-glicosideo

Fonte: Adaptado de Flamini et al. (2013); Pubchem (URL: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/.)
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Os dados obtidos corroboram com o que afirma Flamini et al. (2013), de
gue dentre os principais tipos de compostos polifenolicos encontrados em uvas
estéo os flavan-3-ois, tais como a catequina e a epicatequina, e seus oligbmeros,
a exemplo das procianidinas do tipo B, localizadas nas cascas e sementes do
fruto, principais materiais constituintes do residuo agroindustrial avaliado neste

estudo.

Diferentes estudos também tém avaliado frutos e vegetais escuros e seus
subprodutos a partir da espectrometria de massas, e encontrado uma
variabilidade de compostos orgéanicos, dentre eles os compostos fendlicos,

incluindo diferentes tipos de antocianinas.

O extrato aquoso de bagaco de uva Lachryma Christi (cascas e sementes)
foi avaliado por Aguilar et al. (2018), e exibiu diferentes compostos bioativos em
sua constituicdo, dentre eles: antocianinas, tais como derivados de peonidina
malvidina, delfinidina e petunidina glicosiladas (com ions pseudomoleculares de
m/z entre 463 e 535, e os fragmentos de ions de m/z entre 286 e 333); flavonais,
como os derivados de quercetina, miricetina e isorametina (com ions
pseudomoleculares de m/z entre 447 e 609, e os fragmentos de ions de m/z
entre 151 e 317); acidos fendlicos, entre eles o galico e ferulico (com ions
moleculares de m/z de 331 e 355, e os fragmentos de ions de m/z entre 125 e
271); e flavan-3-ois, como a catequina e a epicatequina (com ions moleculares

de m/z 289, e os fragmentos de ions de m/z entre 109 e 245).

Amostras de antocianinas purificadas a partir do extrato metandlico de
residuo de uva Merlot advindo da vinificacao apresentaram diferentes derivados
de peonidina, malvidina, cianidina, pelargonidina, delfinidina e petunidina,
pertencentes ao grupo das antocianinas glicosiladas, com valores de m/z entre
463 a 639,1 para os ions moleculares e de 287 a 331,1 para os seus fragmentos
(ZHAO et al., 2019).

O extrato etandlico de residuos advindos da prensagem de mirtilo e
groselha para a producédo de suco foram analisados por Klavins et al. (2018),

que registraram diferentes antocianinas glicosiladas, derivadas de peonidina,
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malvidina, cianidina, pelargonidina, delfinidina e petunidina, com valores de m/z

entre 419,1 a 493,1 para os ions moleculares.

Ao avaliarem extratos metandlicos de morango (polpa, casca e semente),
Enomoto et al. (2018) observaram a presenca de derivados de pelargonidina,
delfinidina e cianidina (m/z do ion molecular entre 433,1 a 579,1, e de seus
fragmentos entre 271 a 303), além da sacarose (ion molecular de m/z de 381, e
os fragmentos de ions de m/z de 201 e 219) e do acido citrico (sacarose (ion

molecular de m/z de 230,9).

Em andlise de amostras de antocianinas purificadas de residuos de amora
advindos da vinificacdo, Zhang et al. (2018) identificaram a presenca de
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo (m/z de 449 e 287, e de 595

e 287, para o ion molecular e seus fragmentos, respectivamente)

Abdel-Aal et al. (2018) ao analisarem extrato etandlico de farelo de trigo
roxo, encontraram derivados de peonidina, malvidina, cianidina, pelargonidina,
delfinidina e petunidina, com valores de m/z entre 449 a 639 para 0s ions

moleculares e de 271 a 331 para os seus fragmentos.

Os resultados obtidos a partir da espectrometria de massa contribuiram
para aprofundar o conhecimento acerca do perfil fitoquimico dos residuos
agroindustriais de uva analisados. Disparidades entre o perfil de compostos
fendlicos encontrados no presente estudo frente aos das pesquisas supracitadas
sdo esperados, visto que segundo Klavins et al. (2018) a constituicdo e
distribuicdo destes fitoquimicos nos vegetais é diretamente influenciada pela
espécie de planta avaliada, e assim as condi¢cdes de extracdo também interferem
sobre este conteudo, e, portanto, devem ser otimizadas individualmente para

cada tipo de material vegetal analisado.

Diante disto, apesar de algumas antocianinas previamente identificadas
na CLAE-DAD néo terem sido detectadas isto pode ter ocorrido em funcao das
diferentes técnicas de analise utilizadas, visto que segundo Ongkowijoyo et al.
(2018) tal questéo ainda representa um problema a ser solucionado, que requer
otimizagdo de parametros ideais que contribuiriam para aumentar a seletividade

de antocianinas e sua estabilidade quimica.
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Ademais, os dados provenientes da espectrometria de massas também
contribuem para destacar o potencial biotecnldgico dos residuos agroindustriais
de uva Isabel e Magna, pois confimam a presenca de fitoquimicos com potenciais
bioativos diversos, dentre eles a atividade antioxidante, nestes subprodutos,
corroborando por exemplo com o que observaram Klavins et al. (2018), de que
os residuos da prensagem para producao suco de frutos escuros, como mirtilo e
groselha, apresentavam diferentes antocianinas em sua composicéo, inclusive

em quantidades superiores a dos frutos inteiros.

4.3 Determinagéo da atividade antioxidante

Os dados relacionados a capacidade antioxidante dos extratos
antocianicos aquosos (EAA) obtidos a partir do residuo de uva cv. Isabel e cv.
BRS Magna estéo apresentados na Tabela 7.

Nos extratos obtidos a partir dos residuos umidos, os valores referentes a
atividade antioxidante foram: para a uva cv. Isabel, de 63 e 85 ug EQ Trolox/ mL
frente aos radicais DPPH e ABTS, 120 ug EQ Acido Ascorbico (AA)/ mL para a
Capacidade Antioxidante Total (CAT), e 36 pg EQ Acido galico (AG)/ mL para o
Poder Redutor (PR); e no residuo de uva cv. Magna foi de 41 e 92 ug EQ Trolox/
mL frente aos radicais DPPH e ABTS, 180 ug EQ AA/ mL para a CAT, e 42 ug
EQ AG/ mL para o PR.
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Tabela 7. Atividade antioxidante dos extratos antocianicos aquosos (EAA) de
residuo umido e seco de uva cv. Isabel e cv. Magna, determinada pela
capacidade de sequestro dos radicais DPPH' e ABTS™, Capacidade
Antioxidante Total (CAT) e Poder Redutor (PR).

DPPH: ABTS™ CAT PR
Amostras (ug EQ Trolox/ (g EQ (g EQ AN (Mg EQ AG/
mL de extrato) Trolox/mL. de mi de mL de extrato)
extrato) extrato)

Residuo de

uva Isabel 63 + 2,00 85+ 5,00 120 £ 15,00 36 +1,00
amido

Residuo de

uva Isabel 153 £ 5,00 107 £ 3,00 220 + 10,00 139 £ 9,00
seco

Residuo de

uva Magna 41+ 2,00 92 + 3,00 180 + 12,00 42 + 4,00
amido

Residuo de

uva Magna 174 + 1,00 125+ 12,00 360 + 35,00 115+ 5,00
seco

Valores descritos em média + desvio padrdo (n = 3). DPPH: 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo radical;
ABTS: radical 2',2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato); PR: Poder redutor; CAT:
Capacidade Antioxidante Total.

No que diz respeito aos extratos obtidos a partir dos residuos secos, 0s
valores referentes a atividade antioxidante (Tabela 6) foram: na uva Isabel, de
153 e 107 pug EQ Trolox/ mL frente aos radicais DPPH* e ABTS™, 220 ug EQ AA/
mL para a CAT, e 139 ug EQ AG/ mL para o PR; e na uva Magna, de 174 e 125
ug EQ Trolox/ mL frente aos radicais DPPH* e ABTS™, 360 ug EQ AA/ mL para
a CAT, e 115 ug EQ AG/ mL para o PR.

De acordo com Shimamura et al. (2014), maiores valores de TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao Trolox) representam um maior potencial

de eliminag&o dos radicais livres. Desta maneira, os valores obtidos nos residuos



83

secos de cv. Isabel e Magna, demonstram que estes subprodutos oriundos da
producdo de suco de uva possuem compostos bioativos, dentre eles as
antocianinas que sdo comuns em residuos de uvas, que apresentam capacidade

antioxidante, frente a diferentes métodos de avaliacao.

Isto corrobora com a afirmacéo de Restuccia et al. (2017), acerca de que
0os compostos fendlicos demonstram diferentes atividades biologicas, em
especial a atividade antioxidante, podendo atuar no impedimento da ocorréncia
de danos oxidativos por parte das biomoléculas, por meio de reacdes mediadas
por radicais livres, interferindo na inibicdo das reacbes oxidantes em cadeia
oxidante de diversas formas, como a mitigacdo direta de espécies reativas de

oxigénio, inibicdo de enzimas e quelacéo de ions metalicos.

A atividade antioxidante dos residuos secos foi superior a dos extratos
obtidos a partir dos residuos Umidos de uva cv. Isabel e Magna, em todas as
metodologias empregadas, 0 que sugere que 0 processo de secagem e

desidratacéo potencializa os efeitos antioxidantes destes subprodutos.

De acordo com Chikwanha et al. (2018), o tipo de uva e o método de
secagem ao qual os seus residuos sdo submetidos exercem grande influéncia
no perfil bioativo e nas atividades biolégicas destes subprodutos. De acordo com
estes autores, a atividade antioxidante sofre ainda influéncia do contetudo e da
composicao fendlica total, que por sua vez sdo determinadas principalmente pela
variedade da uva.

Resultados promissores também foram encontrados frente as analises de
Capacidade Antioxidante Total (CAT) e quanto ao Poder Redutor (PR), onde
todas os extratos analisados apresentaram atividade antioxidante frente as
metodologias avaliadas, com faixas de concentracdo que variaram de 36 a 360

pug/ mL (em equivaléncia ao acido ascorbico e galico, respectivamente).

Segundo Rubio et al. (2016), os testes para avaliar a Capacidade
antioxidante Total (CAT) de uma amostra podem ser realizados de forma direta,
e tem por principio basico medir o potencial de inibicdo da substancia frente a
processos de oxidacdo. Ademais, quando o composto é eficaz na reducao do

molibdénio, ha um indicativo de que a amostra exibe atividade antioxidante
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elevada, apresentando valores expressivos de CAT (MELO-SILVEIRA et al.,
2014)

De acordo com Gaafar et al. (2019) e Melo- Silveira et al. (2014), o poder
redutor demonstrado por compostos fitoquimicos esta diretamente ligado a sua
eficicia na transferéncia de elétrons, visto que no ensaio de poténcia redutora,
a atividade antioxidante presente nos extratos da planta enriquece 0 processo
de reducédo do complexo de ferrocianeto para a forma ferrosa através da doacéo

de elétrons (reducéo do Fe*3 para Fe*?).

Segundo Melo-Silveira et al. (2014), quanto maior o PR, maior o potencial
de doacéao de elétrons, e desta forma, a capacidade redutora apresentada pelos
extratos analisados evidencia seu potencial antioxidante em ambientes com
acidez atenuada, apresentando capacidade de doacao de elétrons de &tomos de

ferro.

A utilizacao de diferentes ensaios que analisem a atividade antioxidante é
extremamente positiva, pois contribui para uma maior aproximag¢do com
ambientes e situa¢gdes que podem ser encontradas em sistemas in vivo, € como
as metodologias diferem quanto a seus componentes quimicos, uma substancia
pode ser promissora quanto a este potencial em um método, enquanto em outros
ndo (MELO-SILVEIRA et al., 2014).

Os resultados expressivos obtidos para todas as amostras e tipo de
ensaios analisados, com destaque para os residuos secos, trazem a tona mais

uma vez o potencial antioxidativo do residuo agroindustrial de uva.

Extratos ricos em antocianinas e fracdes desta molécula purificadas tem
sido avaliadas quanto a sua atividade antioxidante, usando diferentes
parametros, dentre eles o que determina a Clso, que conforme descrito por Amico
et al. (2008), é a concentracdo de extrato capaz de eliminar 50 % das
concentrac0es iniciais do radical DPPH®, em condi¢cGes experimentais. O valor
de Clso € inversamente proporcional a capacidade antioxidante, ou seja, quanto
menores, maior sera a atividade antioxidante (GUL et al., 2013; BRAND-
WILLIAMS et al., 1995).
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E importante também a premissa que discorre que a TEAC frente aos
radicais DPPH* e ABTS™, conforme parametro utilizado neste estudo, pode ser
calculada através da razéo entre a Clso do Trolox e da amostra analisada (ug/
mL), (SHIMAMURA et al., 2014).

Com base nas afirmativas acima descritas, potenciais antioxidantes
menos expressivos foram relatados na literatura, a partir das andalises de extratos
que apresentam antocianinas em sua composi¢cao, mas que, no entanto, vem
mais uma vez corroborar para destacar o potencial bioativo deste tipo de

amostra.

Em andlise dos extratos de residuos fresco e seco da producéo de suco
de uva cv. Magna, Silva et al. (2020) encontraram maior atividade de sequestro
do radical DPPH*™* para a amostra que nao foi desidratada, com Clso 1,3 e 3,8 pg/

mL, respectivamente, um efeito oposto ao do observado no presente estudo.

Ao avaliarem o potencial antioxidante de extratos (agua, acetona e etanol
como solvente) de bagaco de uva Bordd advindos do processamento de suco e
da vinificagdo, Casagrande et al. (2019) identificaram valores de Clso de 349,03

e 488,92 ug / mL, respectivamente.

Ao analisarem a atividade antioxidante de extratos hidrometandlicos de
farinhas de bagaco de uvas tintas cv. Niagara, Maximo, Bordd e Violeta, Monteiro
et al. (2021) encontraram valores de 255,4, 343,7, 332,9 e 358 mg TEAC/ kg
frente ao radical DPPH?®, respectivamente, e de 250,2, 401,4, 329,3 e 470,3 mg

TEAC / kg em relacdo ao ABTS™, de forma respectiva.

Em analise de extratos hidroacetdnicos da farinha de bagaco de uva cv.
Bordeaux proveniente da producdo de suco integral, Karnopp et al. (2017)
discorreram que para a analise da capacidade antioxidante através do método
DPPH", obtiveram valores de 1574,26 mg EAA / 100 g da amostra.

A atividade de sequestro do radical DPPH do extrato etandlico das cascas
de uva Cabernet Sauvignon oriundas de processo de vinificagéo foi avaliada por
BurCova et al. (2019), que encontraram valores de Clso de 66,78 pg/ mL,



86

concentracdo duas vezes maior que a da quercetina, um antioxidante padr&o
(31,20 pg/ mL).

Peixoto et al. (2018), que ao avaliarem extrato hidrometandlico de bagaco
de uva fermentado seco (constituido por cascas e sementes, advindo da
vinificagcéo), encontraram valores de Clso de 123 e 262 pg/ mL frente ao radical
DPPH e o Poder redutor, respectivamente, enquanto que com relacdo ao Trolox,

os resultados foram de 62,98 e 45,71 ug/ml, respectivamente

Balea et al. (2018), ao analisarem a capacidade de sequestro do radical
DPPH* do extrato etandlico do bagaco de uva Feteasca neagra liofilizado,
encontraram valores de ICso de 36,99 pg equivalente ao Trolox (TE)/ mL do
extrato, e de 11,18 ug/ml para o Trolox. No entanto, de acordo com os autores,
este resultado € bastante positivo visto que um composto que apresenta Clsp <
50 ug TE/mLI é considerado detentor de uma atividade antioxidante alta.

A atividade antioxidante de diferentes extratos (aquoso, hidroetanolico e
hidroacetdnico) de bagaco de uva vermelha cv. Romy desidratado foi avaliada
por Gaafar et al. (2019), que identificaram que aquele a base de agua apresentou
os melhores valores de Clso frente ao radical DPPH* e para o PR (2,67 e 59,45
ug/ mL; BHT, 7,61 e 11,01, respectivamente), enquanto que o extrato aceténico
apresentou o resultado mais relevante em relacéo a capacidade de sequestro do
radical ABTS™ (Clso de 16,32; Trolox, 4,28 ug/mL).

Em estudo com residuos fermentados desidratados de diferentes tipos de
uva (cultivares Merlot , Cabernet Sauvignon , Busuioaca de Bohotin, Feteasca
Neagra e Traminer), advindos do processo de vinificacdo, Luchian et al. (2019)
analisaram a capacidade de sequestro do radical DPPH* de extratos produzidos
com estas amostras, obtendo melhores valores de Clso nos extratos etanolicos,
entre 20,59 a 34,60 pg/mL, do que para os produzidos com metanol, que
apresentaram teores entre 98,142 a 144,9 ug/ mL (Clso de 5,59 e 15,88 para
quercetina e BHT, respectivamente).

Uma possivel justificativa para tais diferencas entre os autores pode ser
atribuida ao uso de diferentes concentracdes de fendlicos nos ensaios, e ao fato

da intensidade da acdo antioxidante destes fitoquimicos estar associada a
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estrutura quimica do composto presente na matéria prima, ou seja, a posicéo e
namero de hidroxilas presentes na molécula (LUCHIAN et al., 2019). Vale
ressaltar que o conteudo de fendlicos em uma amostra também pode ter tido
influéncia do processo empregado para a extracao destes fitoquimicos (PORTO
et al., 2013) e grau de maturacéo do fruto (MAIEVES et al., 2015).

Na Tabela 8 estdo apresentados os dados relacionados a atividade
antioxidante das antocianinas purificadas (ACIP) obtidas a partir do residuo de

uva cv. Isabel e cv. BRS Magna.

Tabela 8. Atividade antioxidante das antocianinas purificadas (ACIP) de residuo
umido e seco de uva cv. Isabel e cv. Magna, determinada pela capacidade de
sequestro dos radicais DPPH* e ABTS™, Capacidade Antioxidante Total (CAT) e
Poder Redutor (PR).

DPPH™ ABTS™
A ( EQ Trol ( EQ CAT °R
mostras m rolox m
J J (mg EQ AA/g  (mg EQ AG/g
(ACIP) /g extrato Trolox /g
extrato seco)  extrato seco)
seco) extrato seco)

Residuo de uva
) 31.070 = 250 14.670 £ 10 50.730 + 910 4.880 + 240
Isabel umido

Residuo de uva
48.440 + 200 24.280+170 69.060 + 1120 6.500 + 180
Isabel seco

Residuo de uva
o 33.280 + 590 16.360 £+ 20 61.860 + 1140 3.720+ 30
Magna umido

Residuo de uva
44,410 + 420 22.170 + 30 72.330 + 780 5.930 + 140
Magna seco

Valores descritos em média + desvio padréo (n = 3). DPPH": 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo radical;
ABTS™: radical 2',2-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato); PR: Poder redutor;CAT:
Capacidade Antioxidante Total.

Conforme demonstrado na Tabela 8, as antocianinas purificadas obtidas
a partir dos residuos umidos apresentaram acéo antioxidante com valores de: da
uva Isabel, de 31070 e 14670 mg EQ Trolox/ mL frente aos radicais DPPH" e
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ABTS™, 50730 mg EQ AA/ mL para a Capacidade Antioxidante Total (CAT), e
4880 mg EQ AG/ mL para o Poder Redutor (PR); e na uva Magna, de 33280 e
16360 mg EQ Trolox/ mL frente aos radicais DPPH* e ABTS®™, 61860 mg EQ AA/
mL para a CAT, e 3720 mg EQ AG/ mL para o PR.

Em relacdo as antocianinas purificadas obtidas a partir dos residuos
secos, os valores referentes a atividade antioxidante foram: de 48440 e 24280
mg EQ Trolox/ mL frente aos radicais DPPH* e ABTS™, 69060 mg EQ AA/ mL
para a Capacidade Antioxidante Total (CAT), e 6500 mg EQ AG/ mL para o
Poder Redutor (PR), no que se refere a uva Isabel; e de 44410 e 22170 mg EQ
Trolox/ mL frente aos radicais DPPH* e ABTS™, 72330 mg EQ AA/ mL para a
CAT, e 5930 mg EQ AG/ mL para o PR, no que se refere a uva Magna.

Os resultados encontrados reforcam mais uma vez que a utilizacdo do
residuo de uvas Isabel e Magna € bastante promissora, em fun¢éo da atividade
antioxidante que apresentou ser bastante elevada nos diferentes ensaios
utilizados, em especial para as amostras desidratadas, que apresentaram 0s

maiores valores em todas as metodologias utilizadas.

Além de corroborarem para reforcar a importancia da utilizacdo de
subprodutos de uva, devido ao seu alto poder antioxidante, tais valores
demonstram que o processo de secagem dos residuos potencializa os efeitos

anti-oxidativos, das antocianinas purificadas obtidas a partir destas amostras.

O uso de diferentes ensaios para analise da atividade antioxidante neste
estudo corrobora com o que relata Han et al. (2015), que discorre sobre o fato
de que diferentes estimativas, incluindo o valor equivalente do Trolox (TE), tém
sido utilizadas com frequéncia para descrever o potencial antioxidante de
alimentos, bebidas e suplementos, em funcéo das dificuldades na medicao deste
potencial atrelado aos compostos individuais inseridos em uma mistura

complexa.

Com base nos parametros ja discutidos anteriormente, resultados menos
promissores que o0s do presente estudo estdo disponiveis na literatura acerca da
atividade antioxidante das antocianinas. Ao investigarem a atividade antioxidante

da fracdo de antocianinas purificadas do extrato hidroetanolico do residuo
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proveniente da producao de suco do fruto Nitraria tangutorum Bobr. (cascas e
sementes), Zhang et al. (2017) encontraram valores de Clso de 5,23 e 5,22 ug/
mL, frente a capacidade de eliminacdo do radical DPPH® e para o PR,
respectivamente (Clso do &cido ascorbico de 5,58 pg/ mL), além de CAT de
247,58 mg TE / g de amostra.

Segundo Melo-Silveira et al. (2014), resultados significativos acerca da
CAT e do PR podem demonstrar que o composto analisado exibe potencial de
doacao de prétons, bem como pode contribuir para a inibicdo de radicais livres

e para reduzir a iniciagdo de mecanismos de oxidacao celular.

Zhou et al. (2020) analisaram a atividade antioxidante de antocianinas
purificadas provenientes de extratos etanolicos de mirtilo (frutos frescos inteiros),
e encontraram valores de Clso de 26,48 e 14,99 ug / mL, com relagdo as
capacidades de sequestro dos radicais DPPH* e ABTS™*, respectivamente (Clso
do acido ascorbico de 62,44 e 18,75 pug / mL), que apesar de utilizar forma de
expressado distinta do presente estudo, contribui para destacar a capacidade
antioxidante de antocianinas submetidas a purificagcdo a partir de matérias-

primas residuais.

Yang et al. (2019), ao estudarem a atividade antioxidante de antocianinas
purificadas de frutos inteiros (polpa, casca e sementes) de groselha negra e
amora negra silvestre, obtidas a partir de extra¢ao hidroetanolica, encontraram
valores entre 350 — 400 e de ~500 mg TE/ g para a atividade de sequestro do
radical DPPH*, e de ~200 e 200-250 mg TE/ g no que diz respeito ao Poder

Redutor das amostras provenientes destes frutos, respectivamente.

Ao analisarem antocianinas purificadas obtidas a partir de frutos secos
inteiros de Lycium ruthenicum Murray, submetidos a extracdo hidroetanolica,
Tang et al., (2017), encontraram valores de ECso de 106,53 e 82,14 pg/ mL para
a capacidade de sequestro dos radicais DPPH* e ABTS™, respectivamente,
sendo a capacidade antioxidante maior frente ao segundo radical, de acordo com
os autores, devido ao hidrofilismo.

As disparidades entre os resultados deste estudo com os relatados na

literatura sdo esperados, pois além de se tratarem de frutos diferentes, existe o
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fato de que os compostos aos quais estdo geralmente associadas as atividades
antioxidantes apresentada pelas frutas, dentre eles os fendlicos, apresentam
variacfes quanto a concentracao e tipo de fitoquimico encontrado, influenciada
principalmente por fatores como grau de maturagdo, condicbes de plantio e
cultivar analisada (FREIRE et al., 2012).

No entanto, o potencial antioxidante das antocianinas purificadas frente a
todas as metodologias avaliadas contribui para futura utilizacdo dos subprodutos
de uvas cv. Magna e Isabel provenientes da producdo de suco, pois segundo
Balea et al. (2018) a busca pela reducéo do estresse oxidativo a partir do uso de
suplementos obtidos a partir de ervas ou de alimentos funcionais ricos em

antioxidantes naturais é bastante atual.

De acordo com Yang et al. (2019), as antocianinas apresentam forte
potencial antioxidante e de eliminacdo de radicais livres, e a suplementagcédo do
organismo a partir destes compostos traz grandes beneficios a saude, visto que
a poluicdo ambiental, residuos de pesticidas e habitos prejudiciais ocasionam
producdo de radicais livres em demasia pelo corpo humano, que nédo sao
eliminados rapidamente, podendo causar danos a tecidos e células, e ocasionar

diferentes tipos de doencas.

Adicionalmente, nos dias atuais, é reconhecido que o valor nutricional de
alimentos escuros, como mirtilo, uva roxa e feijdo preto, é superior ao de
alimentos de cor clara, e ainda apresentam caracteristicas positivas como boa
acao anti-envelhecimento, anti-inflamatoéria e antibacteriana, além de contribuir
para a protecdo do sistema cardiovascular e cerebrovascular, com tais fatores

atrelados ao alto conteudo de antocianinas (YANG et al, 2019).

4.4 Atividade antimicrobiana

Os valores referentes a atividade antimicrobiana dos extratos antocianicos
aguosos obtidos a partir dos residuos de uva Isabel e Magna estéo apresentados
na Tabela 9. A Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) obtida para estas amostras
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foram entre 3 e 6 mg/mL frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Salmonella sp. e Listeria monocytogenes.

Tabela 9. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos antocianicos

aquosos obtidos a partir de residuos de uva cv. Isabel e Magna.

CIM dos extratos antocianicos aquosos dos residuos de
uva (mg/mL)

Cepas
Residuo de Residuo de Residuo de Residuo de
uva cv. uva cv. uva cv. uva cv. Isabel
Magna seco Magna umido Isabel seco umido
3,00 3,00
Escherichia coli 5,00 3,00
N.D N.D
Staphylococcus aureus 6,00 N.D
3,00 3,00
Salmonella 5,00 3,00
5.00 3.00 3,00 3,00

Listeria monocytogenes

N.D. — N&o detectado
A andlise foi realizada em duplicata. A CIM foi determinada através do método da
macrodiluicdo (mg/mL).

Com base nos resultados acima descritos, foi possivel encontrar
potenciais antimicrobianos menos relevantes que os do presente estudo, onde
concentracbes maiores de extratos ricos em antocianinas de frutos diversos

foram necessarias para inibir o crescimento de diferentes microrganismos.

Trost et al. (2016), ao avaliarem a atividade antimicrobiana dos extratos
hidrometandlicos de bagacos de uvas Pinot Noir e Merlot, encontraram valores

de CIM de 6,4 € 8,9 g/ L frente a L. monocytogenes, de forma respectiva.

Em andlise de extratos hidroacetdnicos de bagaco de uvas escuras
Carbenet Franc e Chambourcin (provenientes da vinificagdo), Xu et al. (2016)
encontraram valores de CIM de 4,69 e 18,8 mg/ mL frente a L. monocytogenes

e de 75 mg /mL em relagéo ao S. aureus.
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Peixoto et al. (2018) ao avaliarem extrato hidrometandlico de bagaco de
uva fermentado (constituido por cascas e sementes, advindo da vinificacéo),
encontraram valores de CIM de 20, 20 e 10 mg/mL frente ao crescimento de

E.coli, L. monocytogenes e S. aureus, respectivamente.

Diferencas quanto a CIM deste estudo e de outros autores ainda podem
ocorrer em funcdo da cultivar analisada visto que, segundo Lima et al. (2019),
esta caracteristica exerce influéncia sobre a atividade antimicrobiana de extratos
de frutas que apresentam niveis elevados de compostos fendlicos em sua

constituigao.

As diferencas entre o potencial antimicrobiano dos residuos avaliados
neste estudo e os extratos de diferentes frutos ricos em antocianinas disponiveis
na literatura também podem ser justificadas pelo fato de que, em geral, as
antocianinas estéo localizadas nas organelas intracelulares das plantas, e desta
forma, tornam-se disponiveis em funcédo da integridade destas e da acédo do
solvente utilizado em relacdo a tais compartimentos. Assim, embora seja
necessario considerar a natureza quimica das antocianinas alvo, a extracdo
destes compostos pode ser facilitada e mais eficiente quando ocorre um pré-
tratamento dos tecidos vegetais (SILVA et al., 2017b), fenbmeno este ocorrido

nos residuos analisados.

Em analise do extrato hidroetandlico do epicarpo de jabuticaba,
Albuquerque et al. (2020) observaram que a amostra inibiu o crescimento de
diferentes microrganismos, dentre eles E. coli, L. monocytogenes e S. aureus
resistente a meticilina, com valores de CIM de 20, 10 e 10 mg/mL,
respectivamente, valores estes duas ou trés vezes maiores do que os relatados

no presente estudo.

Resultados mais relevantes que os desta pesquisa também podem ser
encontrados, evidenciando a capacidade de extratos que apresentam
antocianinas em sua composicdo de atuarem contra o desenvolvimento de
microrganismos. O potencial antimicrobiano do extrato etandlico de mirtilo (frutos
inteiros) foi estudado por Silva et al. (2016), que identificaram valores de CIM de

500 pg / mL frente ao S. aureus.
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Em avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato hidrometanélico de
bagaco de mirtilo colombiano (Vaccinium merdionale Swartz) liofilizado, Garzén
et al. (2020) encontraram valores de Clso de 126,14 ug EAG/mL, para S. aureus,
e de 334, 18 e 528,28 yg EAG/mL para dois tipos de E. coli testados (OI57:H7 e
ATCC 25922, respectivamente).

Também foi possivel verificar que, apesar da maioria dos extratos néo
apresentarem CIM frente ao Staphylococcus aureus, eles exibiram percentuais
de inibicao frente a este microrganismo, de forma dependente da concentracao,
com valores entre 7,5 a 89,3% (3 a 6 mg/mL da amostra), conforme descrito na
Tabela 10.

Tabela 10. Percentual de inibicdo do crescimento de S. aureus dos extratos

antocianicos aquosos obtidos a partir de residuos de uva cv. Isabel e Magna.

Percentuais de inibicdo do crescimento obtidos a partir dos

extratos antocianicos aquosos dos residuos de uva (%)

Cepas Concentracbes  Residuode  Residuode  Residuode Residuo de
uva cv. uva cv. uva cv. uva cv.
(mg/ mL)
Magna seco Magna umido Isabel seco Isabel imido
6,0 100,0 89,3 57,1 53,3
Staphylococcus 5,0 41,9 60,0 55,3 42,8
aureus 4,0 7,5 54,4 38,8 38,1
3,0 0,0 46,2 25,2 30,1

A analise foi realizada em duplicata. O percentual de inibicdo foi determinado através do método
da macrodiluigdo (mg/mL).

Estes dados quanto ao S. aureus séo bastante promissores visto que,
segundo Alvarez-Martinez et al. (2020), este microrganismo é associado a taxas
elevadas de resisténcia a diversos antibitticos, além de estar repetidamente

correlacionado a infec¢des de demasiada gravidade.
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Os valores referentes a atividade antimicrobiana, com base na
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das antocianinas purificadas (ACIP)
obtidas a partir dos residuos de uva cv. Isabel e cv. Magna estéo disponiveis na
Tabela 11. A Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) obtida para estas amostras
foram entre 3 e 4 mg/mL frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella e Listeria monocytogenes, o que indica que as ACIP a partir de todos
os residuos analisados exibem potencial antimicrobiano frente a bactérias Gram

positivas e negativas testadas.

Tabela 11. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das antocianinas purificadas

(ACYP) obtidas a partir de residuos de uva cv. Isabel e Magna.

CIM das ACIP dos residuos de uva (mg/mL)

ACIP ACIP ACIP ACIP
Cepas Residuo de Residuo de Residuo de Residuo de
uva cv. uva cv. uva cv. Isabel uva cv. Isabel
Magna seco Magna umido seco umido
Escherichia coli 3,00 3,00 4,00 4,00
Staphylococcus 3,00 3,00 4,00 4,00
aureus
Salmonella 4,00 4,00 3,00 4,00
Listeria 4,00 4,00 4,00 4,00
monocytogenes

A andlise foi realizada em duplicata. A CIM foi determinada através do método da
macrodiluicdo (mg/mL).

Valores mais promissores quanto a CIM de antocianinas purificadas a
partir de diferentes frutos, e ndo de residuos, foram relatados na literatura. No
entanto, além de evidenciarem o potencial antibacteriano das antocianinas, a
superioridade destes resultados pode ser justificada pelo fato de que o presente
trabalho utiliza um subproduto do processamento de suco de uva que, segundo
Haas et al. (2020), apesar de apresentar uma quantidade elevada de compostos

fendlicos, muitos destes sao transferidos para a bebida produzida.
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FracOes de antocianinas purificadas a partir do extrato metandlico de
mirtilo foram analisadas por Sun et al. (2018b), que obtiveram valores de CIM de
0,27, 0,53 e 0,21 mg / mL para os microrganismos L. monocytogenes,

Salmonella enteritidis e S. aureus, respectivamente.

Antocianinas purificadas a partir de extrato aquoso de frutos de Aronia
melanocarpa desidratados foram avaliados por Denev et al. (2019), quanto a sua
atividade antimicrobiana, e as fragdes purificadas com 40% de antocianinas,
apresentaram CIM de 1,25, 0,32 e 0,16 mg/mL para as cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 6538P, Staphylococcus aureus ATCC 25093 e Proteus vulgaris G,

respectivamente.

Ao investigarem a atividade antibacteriana de antocianinas purificadas e
de 5 mondmeros isolados de antocianinas baseadas em peonidina a partir de
extrato de batata doce roxa, Sun et al. (2018a) encontraram valor de CIM de 0,50
e entre 0,25 a 0,75 mg/ mL, respectivamente, frente aos microrganismos

Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium.

Em vista do fato de que a resisténcia a antibidticos € um problema atual
de saude publica, com tendéncia de crescimento em escala global, aliado a
guestado de que héa poucas alternativas para o tratamento de doencas causadas
por bactérias de alta gravidade (ALVAREZ-MARTINEZ et al., 2020), os
resultados obtidos neste estudo acerca da atividade antimicrobiana, para os
extratos e antocianinas purificadas a partir dos residuos de uva cv. Isabel e
Magna, mostram-se promissores quanto ao aproveitamento destes subprodutos

na resolucao de problemas relacionados a manutencao da satude humana.

4.5 Atividade citotoxica

Os resultados obtidos acerca do percentual de inibicdo do crescimento
celular (Cl%) dos extratos antocianicos aquosos, na concentracao inicial de 300
pg/mL, obtidos a partir de residuos de uva cv. Isabel e Magna em linhagens
celulares cancerigenas e nao cancerigenas, apés 72 h de incubacéo, estédo

descritos na Tabela 12.
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Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotoxico
dos extratos, com base nas categorias descritas por Almeida et al. (2014), que
discorrem que o composto é considerado: sem atividade, com Cl% <1%; de
pouca atividade, com Cl% entre 1 e 50 %; atividade moderada, com Cl% entre
50 e 75 %; e de alta atividade, com CI % entre 75 e 100 %.

Os resultados obtidos demonstraram que nenhum dos extratos
apresentou efeito inibitério frente as células cancerigenas MCF-7. Também foi
possivel observar que o extrato do residuo de uva cv. Isabel seco apresentou
atividade citotoxica moderada frente a linhagem HelLa, com percentual de
inibicdo do crescimento de 65,83%. No entanto € importante destacar que este

mesmo extrato nado inibiu a linhagem de células nédo cancerigena L929.

No que diz respeito a L929, os extratos de residuos umidos de uva Magna
e Isabel apresentaram pouca atividade citotoxica (10,99 e 7,79%,
respectivamente), fendmeno este comum a todos as substancias analisadas no
que diz respeito a Vero, outra linhagem ndo cancerigena avaliada (percentuais
de 11,89 a 29,19%).

Diante do exposto, € possivel observar que os extratos analisados néo
foram téxicos frente as linhagens ndo tumorais avaliadas, o que pode contribuir
positivamente para sua utilizacdo em diferentes segmentos industriais, como de

farmacos, cosméticos e alimentos.
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Tabela 12 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (Cl %) dos extratos
antocianicos aquosos (300 pug/ml) obtidos a partir de residuos de uva cv. Isabel

e Magna em linhagens celulares cancerigenas e ndo cancerigenas (72 h de

incubacéo).

Linhagens
celulares

Percentual de inibicdo dos extratos antocianicos aquosos dos residuos de
uva (Cl % + EPM %)

cancerigenas e

Residuo de Residuo de Residuo de Residuo de Paclitaxel

nao
cancerigenas uva cv. uva cv. uva cv. Isabel uva cv. Isabel
Magna seco Magna umido seco umido
27,44 £2,03 24,73 +2,12 6583 +2,17 7,41+0,41 96,38+0,58
Hela
0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 253+1,05 89,4+0,23
MCF-7
0,00+0,00 10,99+0,45 0,00+0,00 7,79+0,21 9513+1,11
L929
25,85+0,39 13,62+1,46 29,19+2,04 11,89+1,07 94,43+0,28
Vero

Paclitaxel: farmaco padréo, a 10 pg/mL; EPM %: Erro Padrao Médio da Cl%; Potencial citotoxico:
sem atividade, com CIl% <1%; de pouca atividade, com Cl% entre 1 e 50 %; atividade moderada,

com Cl% entre 50 e 75 %; e de alta atividade, com Cl % entre 75 e 100 %.

Estudos tem demonstrado o potencial citotoxico de extratos ricos em
antocianinas frente a diferentes tipos de canceres. Em analise de acerca da
atividade citotoxica de sedimento sem bagaco liofilizado (gerado apoés a
centrifugacdo do suco de uva, durante sua clarificacdo) de uvas cv. Bordd e
Isabel (200 pg/mL), Haas et al. (2020) verificaram que estes residuos nao
apresentaram percentuais de inibicdo da viabilidade celular significativos frente
a diferentes linhagens de adenocarcinoma gastrico humano (ACP02 e ACPO03).

Estes subprodutos, de acordo com os autores supracitados, foram
capazes de atuar contra a proliferacédo de células de adenocarcinoma colorretal
humano (Caco-2), onde o0s niveis de sua viabilidade celular atingiram
percentuais 86,04 e 79,38% (500 ug/mL, DMSO a 0,05%), respectivamente.



98

O desenvolvimento das linhagens de células HelLa foi reduzido quando
submetidas a extratos derivados da uva Arcas e suas sementes, cascas,
bagacos e vinho (fonte de antocianinas), sendo esta diminuicdo maior no
primeiro extrato, sugerindo que esta reducéo é dependente da origem do extrato
e em funcdo do impacto negativo na sintese de proteinas e mitose, bem como
da diminuicdo da viabilidade celular (NECHITA et al., 2012).

Extratos de lentilha preta, sorgo e uva vermelha (1 e 2,5 mg / mL)
apresentaram porcentagens de inibicdo significativas (62,2%, 52,9% e 35,2%,
respectivamente) contra células de cancer de célon humano (HCT-116) e
também para HT-29 (87,5 %, 84,3% e 83,3%, de forma respectiva), mas o0s
autores destacaram que outros compostos além das antocianinas presentes no

extrato também podem estar associados a esse efeito (MAZEWSKI et al, 2018).

Em um estudo focado no tratamento de células de cancer de colon
humano (SW480) com extratos de batata-doce “P40” roxa, ricos em antocianina
(concentracéo de 0 - 40 uM equivalente a peonidina 3-glicosideo, por 48 h), Lim
et al. (2013) observaram uma diminuicdo dependente da dose na viabilidade
celular. Segundo os autores, isso mostra que a presenca de antocianinas
aciladas no extrato ou mesmo uma possivel sinergia com outros metabdlitos

pode ter causado esse efeito.

O potencial citotéxico do extrato de uva Isabel avaliado neste estudo,
detentor de antocianinas em sua composi¢ao, ocorre em consonancia ao que
discorre Kochling et al. (2013), acerca de que estes flavonoides sdo compostos
fendlicos amplamente disponiveis em frutas e vegetais, e tém ampla atividade
biolégica, incluindo acdo antimutagénese e anticarcinogénese, mecanismos que
contribuem para atividade anticancer. Importante também destacar que tais
autores sugerem que a maior atividade antileucémica apresentada pelo extrato
rico em antocianinas é baseada na atividade sinérgica de diferentes antocianinas

ou pro-antocianidinas, em vez de uma uUnica substancia.

Os resultados acerca do percentual de inibigao do crescimento celular (Cl
%) das antocianinas purificadas obtidas a partir de residuos de uva cv. Isabel e

Magna, na concentracdo inicial de 200 pg/mL, em linhagens celulares
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cancerigenas e ndo cancerigenas apos 72 h de incubacéo, estdo descritos na
Tabela 13.

Tabela 13. - Percentual de inibicdo do crescimento celular (Cl %) das
antocianinas purificadas (ACIP, 200 ug/ml) obtidas a partir de residuos de uva
cv. Isabel e Magna em linhagens celulares cancerigenas e ndo cancerigenas (72

h de incubacéo).

Linhagens Percentual de inibicdo das ACIP dos residuos de uva (Cl % + EPM %)
celulares ACIP ACIP ACIP ACIP Paclitaxel
cancerigenas €  Residuo de Residuo de  Residuode Residuo de
nao uva cv. uva cv. uva cv. uva cv. Isabel
cancerigenas  \jagnaseco Magna Gmido Isabel seco Gmido
HelLa 74,14 +659 71,39 +2,14 7193+0,97 78,37 +1,38 96,38 +0,58
MCF-7 0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 97,27 + 0,07
L929 21,78 0,74 0,00 £ 0,00 61,69+4,47 69,14 +4,18 95,13+1,11
Vero 42,49 + 1,47 27,92 +0,40 57,24+293 68,87 +6,16 94,43+0,28

Paclitaxel: farmaco padréo, a 10 pg/mL; EPM %: Erro Padrao Médio da Cl%; Potencial citotoxico:
sem atividade, com CIl% <1%; de pouca atividade, com Cl% entre 1 e 50 %; atividade moderada,

com Cl% entre 50 e 75 %; e de alta atividade, com CI| % entre 75 e 100 %.

As antocianinas purificadas a partir do residuo Uumido de uva lIsabel
exibiram alta atividade citotoxica (78,37 %) frente a linhagem cancerigena Hela,
engquanto que para as antocianinas obtidas a partir dos demais residuos essa
atividade foi considerada moderada, porém apresentando percentuais acima de
70%. Assim como observado para os extratos, as antocianinas purificadas nao

inibiram o crescimento de células da linhagem cancerigena MCF-7.

Cabe ressaltar que para a linhagem de células Vero, que ndo sao
cancerigenas, as antocianinas purificadas obtidas a partir dos residuos de uva
Magna seco e umido apresentaram pouca atividade (42,49 e 27,92 %,
respectivamente), enquanto que as obtidas a partir dos residuos de uva Isabel

seco e Umido exibiram atividade moderada tanto para esta linhagem quanto para
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a de L929, outra nado-cancerigena (57,2 e 68,87; 61,69 e 69,14%,

respectivamente).

Em andlises realizadas com cianidina 3-glicosideo proveniente de
amoras, Cho et al. (2017) constataram que houve aumento da morte celular das
células de cancer de mama (MDA-MB-453), de forma dependente do tempo e
da dose, com maiores niveis de citotoxicidade na concentracdo de 200 pg / mL
em 72 horas, atingindo percentuais de viabilidade celular abaixo de 60 % quando

comparados ao tratamento de 48 h.

O extrato contendo uma mistura de 17 antocianinas purificadas de mirtilos
(Vaccinium myrtillus) e groselha preta (Ribes nigrum) induziu uma reducao
significativa dependente da dose na proliferacdo de células cancerosas Caco-2,
reduzindo a quantidade de células viaveis em concentra¢cfes entre 50 - 500 ug /
mL em 24 h e 48 h de tratamento (ANWAR et al., 2016).

Diante dos resultados obtidos a partir do percentual de inibicdo até o
presente momento, foram selecionados para determinacédo da Clso somente as
linhagens de células que apresentaram inibicdo maiores ou iguais a 65%. Os
valores obtidos de Clso para estes compostos estéo representados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores de Clso (ug/mL) e intervalo de confianga (Cl 95%) dos
extratos antocianicos aquosos e antocianinas purificadas obtidos a partir de
residuos de uva cv. Isabel e Magna em linhagens celulares cancerigenas e nao

cancerigenas (72 h de incubacéo).

Linhagens celulares cancerigenas e nao

Amostras cancerigenas

Clso (ug/mL) /Intervalo de confianga

HelLa Vero
Antocianinas purificadas de residuo 74,4 136,2
Umido de uva cv. Isabel (61,34 + 90,25) (112,10 + 165,40)
0,10 4,75
Paclitaxel
(0,05 + 0,16) (3,99 - 5,67)

Paclitaxel: farmaco padréo, a 10 pg/mL

Os dados obtidos no presente estudo demonstraram que as antocianinas
purificadas a partir do residuo Uumido de uva Isabel exibiram valores de Clso
menores frente a linhagem cancerigena HelLa (Adenocarcinoma de cérvix
humana) do que para a Vero (rim de macaco verde africano), uma linhagem nao
cancerigena, com resultados de 74,4 e 136,2 pg/mL, respectivamente. Estes
resultados ressaltam o maior potencial citotéxico deste subproduto frente as
células deste tipo de cancer de célon, ao passo que exibe menor citotoxicidade

para as células normais.

Resultados menos expressivos acerca da Clso (concentracdo da amostra
gue inibe 50% do crescimento em relacao ao controle) de extratos e antocianinas
obtidas a partir de diferentes vegetais frente a linhagens cancerigenas diversas

podem ser encontrados na literatura vigente.

Peixoto et al. (2018), ao analisarem a atividade citotoxica do extrato
hidrometandlico (8mg / mL) de bagaco de uva fermentado seco (constituido por
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cascas e sementes, advindo da vinificagao), encontraram valores de Clso de 352
ug/mL para a linhagem MCF-7 e maior que 400 ug/mL para as células de Hela,
NCI-H460 (carcinoma de pulmdo humano) e HepG2 (carcinoma hepatocelular

humano).

Albuquergue et al. (2020) ao avaliarem extrato hidroetanélico do epicarpo
da jabuticaba, identificaram atividade antiproliferativa frente as linhagens de
células HeLa e MCF-7, com Clso de 278 e 300 ug/mL, respectivamente. O
potencial citotoxico do extrato etanodlico produzido a partir bagaco de uva
liofilizado foi avaliado por Milutinovi¢ et al. (2019), que encontraram valores de
Clso acima de 500 pg / mL para a linhagem de adenocarcinoma de colon humano
(SW-480), apds 24h e 72h de tratamento.

Ombra et al. (2016) realizaram um estudo que identificou a presenca de
antocianinas em feijdo, e como resultado as espécies Zampognaro (Z) e Nero di
Caposele (NC) que nao foram submetidas ao cozimento, demonstraram
atividade de inibicdo da proliferacdo celular em células de: cancer de mama
humano (MCF-7), com Clso de 185,44 e 119,02 pg de EAG / mL; adenocarcinoma
de pulméo humano (A549), com Clso de 177,96 e 118,3 uyg GAE / mL; e
adenocarcinoma colorretal humano (Caco-2), com Clso de 49,85 e 73,53 ug GAE

/ mL, respectivamente.

Guimaréaes et al. (2013) demonstraram que o extrato enriquecido com
antocianina (EA) obtido das espécies Arbutus unedo, Prunus spinosa, Rosa
micrantha e Rosa canina exibiu atividade antineoplasica contra linhagem tumoral
humana de adenocarcinoma do colo do utero (HeLa), e nenhum efeito citotéxico
contra células ndo tumorais, como proteina proteolipidica 2 (PLP2) em diferentes
concentracdes (variando de 400 - 25 pg / mL), com Clso entre 149 a > 400 pg /

mL para estes tipos de extratos.

No entanto, os autores acima referidos também relatam que o extrato
enriquecido com composto fendlico ndo antocianicos (EF) obtido das espécies
estudadas apresentou melhores taxas de inibicdo em relagdo as linhagens

tumorais testadas. Os compostos fenolicos sédo conhecidos por ter uma potente
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atividade antioxidante, que esta associada ao potencial anticancerigeno do EF
(GUIMARAES et al., 2013).

Os efeitos das antocianinas da fruta L. caerulea 'Beilei' na proliferacéo de
células de hepatocarcinoma humano (SMMC-7721) foram estudados por Zhou
et al. (2018), onde a cianidina-3-glicosideo apresentou o maior efeito
antiproliferativo nessas células (sendo a antocianina em maior quantidade no

extrato), atingindo valores de Clso menores que 0,2 mg/ mL

Desta forma, os resultados obtidos acerca do potencial anticancer dos
extratos e antocianinas purificadas obtidos a partir dos residuos de uvas Isabel
e Magna podem ser considerados bastante relevantes, visto que segundo Haas
et al. (2020), a utilizacdo de polifendis tem se apresentado como uma forte
tendéncia quanto a seu uso na prevencado de doencas, e em conformidade com
este fenbmeno, a extracdo destes compostos bioativos a partir de residuos
industriais se mostra como uma alternativa sustentavel, tanto no &ambito
econdbmico como ambiental, para obtencdo de fitoquimicos de elevado valor

biolégico para a saiude humana.
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5. CONCLUSAO

Os extratos e antocianinas purificadas a partir dos residuos de uvas cv.
Isabel e Magna provenientes da producéo de suco de uva integral apresentaram
consideraveis teores de antocianinas com variabilidade quanto a sua estrutura
quimica, atividade antioxidante relevante a partir de metodologias variadas
(DPPH*, ABTS™, CAT e PR), além de atividade antimicrobiana expressiva frente
a diferentes cepas microbianas (S. aureus, L, monocytogenes, Salmonella e E.

coli).

Adicionalmente, nenhum dos extratos e antocianinas purificadas
analisados exibiram alta atividade citotéxica frente as linhagens néo-
cancerigenas testadas (L929 e Vero) enquanto que frente a linhagem
cancerigena Hela todas as antocianinas purificadas exibiram atividade (de
moderada a alta), assim como o extrato de residuo de uva Isabel seco, que

apresentou potencial citotoxico moderado frente a estas células.

Diante do exposto, 0 reaproveitamento destes subprodutos apresenta
potencial biotecnoldgico, que pode vir a contribuir para o desenvolvimento de
novos farmacos isolados advindos de residuo agroindustrial de uva, sendo ainda
necessario verificar a possivel seguranca na utilizacdo destes produtos, seja
como antibiodtico e/ou no tratamento do cancer, a fim de garantir sua eficacia
farmacoldgica e efeitos adversos reduzidos, e também colaborar para promover
a utilizacdo de ingredientes obtidos a partir desta matéria prima residual na
indUstria cosmética ou de alimentos, implicando na promocédo do crescimento

econdmico e na reducédo do descarte destes subprodutos no meio ambiente.
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