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(57) Resumo: PROCESSO DE OBTEN(;AO DE ANTOCIANINAS PURIFICADAS A PARTIR DE
RESIDUO DE UVA COM CAPACIDADE ANTIOXIDANTE. A presente invencéo refere-se ao processo
de obtencéo de antocianinas purificadas, a partir de residuo agroindustrial de uva, na forma de bagaco
ou po, utilizando a técnica de remolho das amostras com agua destilada, em refrigeracao, antes de
realizar a extracdo e purificacdo das antocianinas, e dispensando o uso de equipamentos como o
manifold e a bomba a vacuo comumente utilizados no processo de extracdo em fase solida. O contetido
de antocianinas presente nos residuos de uva Magna seco e Umido foram de 161,99 e 171,04 mg/L,
enquanto que os teores das antocianinas obtidas dos residuos de uva Isabel seco e imido foram de
110,41 e 124,64 mg/L, respectivamente, apresentando as amostras propriedades antioxidantes e
podendo ser utilizada elaboracdo de produtos na industria farmacéutica, de cosméticos, e de alimentos
e bebidas.
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PROCESSO DE OBTENCAO DE ANTOCIANINAS PURIFICADAS A
PARTIR DE RESIDUO DE UVA COM CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Campo da Invencéo

001. A presente invencdo refere-se ao processo de extracdo e obtencdo de
antocianinas purificadas a partir de residuo de uva (casca e semente), utilizando a
matéria prima pré-tratada (remolho), apresentando propriedades antioxidantes, com
aplicacdes na area farmacéutica, alimenticia e cosmética, em forma de aditivo, solucdes,
suspensdes, xaropes, injetaveis, pomadas, cremes, emulsfes, nano emulsdes, aerossois,

pos, capsulas, tabletes, comprimidos ou drégeas, isoladamente ou combinados.

Antecedentes da Invencdo

002. A producdo mundial anual de uvas pode se aproximar a quase 70 milhdes
de toneladas, onde cerca de 80% é destinado para a producédo de vinho, e cerca de 20%
deste fruto processado permanece como bagaco, sendo que este apresenta quantidades
elevadas de compostos fenodlicos, que reduzem seu pH e aumentam a resisténcia a

degradacéo biol6gica, podendo causar danos ambientais (KALLI et al., 2018).

003. O bagaco resultante do processamento de uvas é considerado de alto valor
nutritivo, pois contem matrizes de fibras dietéticas ricas em fenélicos e compostos com
atividades antioxidante e antibacteriana, que juntos, contribuem na prevencdo de

doencas cardiovasculares e cancer (ZHU et al., 2015).

004. No entanto, a utilizagdo de uvas em processos industriais e na producdo de
vinhos resulta na grande geracdo de uma biomassa constituida por bagaco de uva
(formada por sementes, pele e pedunculo) ou peles isoladas, e ainda caules e borras,
representa uma desvantagem atual da, em muitos paises, e a criagdo de procedimentos
para a sua valorizagdo é considerado uma questdo global, que culmina na busca de
solucBes para sua utilizagdo, de forma otimizada (MACHADO E DOMINGUEZ-
PERLES, 2017).
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005. De acordo com Kalli et al. (2018), com o aumento da preocupacao acerca
da sustentabilidade da demanda agricola e da crescente busca pelo consumo de
compostos naturais ao invés dos sintéticos, a utilizagdo 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.

006. A producdo 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).

007. A uva pode ser definida como o fruto da videira, pertencente a ordem das
Ramnidea, familia das Vitaceas, do género Vitis, e com varias espécies, onde podemos
citar a Vitis vinifera e a Vitis labrusca, como exemplos. Foi introduzida no Brasil em
1535, em varias regides, e &€ uma das frutas mais produzidas e consumidas em todo o
planeta (GUERRA et al., 2009).

008. As uvas da variedade Vitis labrusca L. que sdo produzidas no Brasil tem
sua utilizacdo destinada principalmente para a elaboragdo de sucos, e suas cultivares
representam mais de 80% do total de uvas destinadas a processamento, sendo também
empregadas na producdo de vinhos de mesa, doces, compotas e vinagres (TOALDO et
al., 2013).

009. A uva lIsabel (Vitis labrusca) tem sido considerada ha muito tempo como
matéria prima principal para a produgdo de suco de uva brasileiro, por ser uma planta
bastante fértil, que apresenta alta produtividade e boa capacidade de acimulo de agucar
(KOYAMA et al., 2014; SATO et al., 2009). Em adicéo a estes fatores, segundo Dalbd
et al. (2015), por serem rusticas, tais uvas demonstram resisténcia a determinadas pragas
agricolas, como a filoxera, além de proporcionarem diferentes formas de consumo,
qualidades estas que consolidam cada vez mais o sucesso do plantio de uva Isabel no

Brasil, em especial no sul do pais.
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010. A uva Magna (BRS Magna) foi criada em 1999, resultante do cruzamento
pelo método de reproducdo classica (com selegdo das populagBes F1) entre a "BRS
Rabea" e 'IAC 1398-21' (‘Travil'), na Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, Rio
Grande do Sul, Brasil), exibindo ciclo intermediario e larga adaptacdo 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).

011. De acordo com Ritschel et al. (2014), a uva “BRS Magna” apresenta a
possibilidade de dois ciclos produtivos por ano, em condigdes tropicais, exibindo
extensa adaptacdo climética, que permite seu cultivo em clima temperado e tropical
umido, além de oferecer perfil bioquimico interessante, como teor de acucar de 172
19°Brix, e niveis significantes de antocianinas e polifendis totais. Ainda segundo estes
autores, a "BRS Magna" apresenta 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.

012. A producdo de suco de uva é uma atividade com grande potencial de
geracdo de residuos, e durante este processamento, apesar dos compostos fenolicos
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-inflamatérias, anti-virais e antimicrobianas, que divergem

de acordo com o tipo de uva.

013. As antocianinas, pigmentos presentes em guantidades relevantes nas uvas
escuras, , pertencem ao grupo dos flavonoides, uma sub-classe do grupo dos fendlicos,
compostos que possuem forte acdo antioxidante, sdo quelantes de metais, além de atuar
como sequestradores de radicais livres, e por exibir estas atividades diversas 0s
compostos fendlicos apresentam multifuncionalidade, sendo capazes de interferir no

avanco de vérias doencas cronicas, como diabetes, doencas cardiovasculares,

Peticao 870210119085, de 21/12/2021, pag. 12/33



4/18

carcinogénicas e neurodegenerativas, além de atuar na inibicdo de reacdes alérgicas e do
envelhecimento, assim como estudos com fibroblastos dérmicos ou queratindcitos

epidérmicos sugeriram efeitos benéficos sobre a pele humana (KALLI et al., 2018).

014. Cabe destacar que em diversos casos 0s extratos polifenolicos precisam ser
preservados para uso posterior, e para permitir isto, bem como evitar efeitos negativos
associados ao armazenamento, a estocagem do extrato seco representa uma alternativa
positiva visto que apresenta 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
concentragdes precisas, na elaboracdo e desenvolvimento de novos produtos funcionais,
como por exemplo alimentos ou cosméticos (MACHADO E DOMINGUEZ-PERLES,
2017).

015. Porém, poucos estudos tem se concentrado em desenvolver métodos que
pudessem aperfeicoar os processos de extracdo e purificacdo de antocianinas advindas
de residuos de uva, bem como em avaliar a atividade antioxidante que estes compostos

obtidos a partir do bagaco da uva pudessem apresentar.

016. Atualmente, existem pedidos de patentes a partir da uva e seus subprodutos,
visando desenvolver novas técnicas de extracdo e purificacdo de antocianinas e o
desenvolvimento de novas terapias a partir destes, com foco em suas propriedades

antioxidante.

017. Através de uma busca por patentes a partir de processos para extracao e
purificacdo de antocianinas a partir de diferentes matérias primas, é possivel identificar
no Google Patents diversos depdsitos de patentes de invencdo no Google Patents,
entretanto divergem do processo proposto desta invencao, tais como os registros: US
6.544.581.B1, intitulado “PROCESS FOR EXTRACTION, PURIFICATION AND
ENRICHMENT OF POLYPHENOLIC SUBSTANCES FROM WHOLE GRAPES,
GRAPE SEEDS AND GRAPE POMACE”, que para a extragdo utiliza agua quente,
tratamento do pH dos extratos e o uso de um copolimero de trimetacrilato de
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trimetilolpropano como uma resina adsorvente para maximizar a concentracdo e
purificacdo; US 2012/0164089 Al, intitulado por ” ANTHOCYANIN PIGMENT/DYE
COMPOSITIONS AND SOLUTIONS THROUGH CORN EXTRACTION”, que
realiza a extracdo das antocianinas em fase aquosa e através de agitacdo em temperatura
acima de 35°C; WO 2007/038685 A2, intitulado por “GRAPE EXTRACT, DIETARY
SUPPLEMENT THEREOF, AND PROCESSES THEREFOR”, que utiliza enzimas
para maximizar o processo de extracdo e tem como foco a obtencdo de procianidinas
monomeéricas e oligoméricas; WO 2010/009667 Al, intitulado por “METHOD FOR
PRODUCING AN EXTRACT OF VITIS VINIFERA HAVING HIGH ORAC
VALUES AND THE EXTRACT PRODUCED BY SAID METHOD”, no qual a
extracdo ocorre por maceracdo em etanol e com posterior filtragdo em resinas
macroporosas; WO 2012/066144 Al, intitulado por “PROCEDE D'EXTRACTION DE
MOLECULES D'INTERET A PARTIR DE TOUT OU PARTIE D'UNE MATRICE
VEGETALE”, que para a extragéo realiza o processamento da matriz vegetal por meio
de pulso elétrico e a difusdo das moléculas de interesse em um solvente hidroalcéolico
e/ou em um solvente incluindo acetato de etila; e WO 2013/021076 Al, intitulada por “
GRAPE EXTRACT, NUTRITIONAL SUPPLEMENT COMPRISING GRAPE
EXTRACT, AND THE USE THEREOF AS A FUNCTIONAL INGREDIENT”, que
utiliza residuos de uva advindos da vinificacdo, os quais sdo submetidos a um processo
de extracdo solido-liquido por difusdo em contracorrente continua, e o liquido resultante
é submetido a secagem por liofilizacdo ou atomizacdo (spray - dryer) para obtencdo do

extrato.

018. No banco nacional de patentes do INPI foi possivel obter apenas o0s
seguintes depodsitos: Pl 0308698-4 A8 intitulado "PROCESSO PARA A EXTRACAO
DE ANTOCIANINAS DE ARROZ PRETO E COMPOSIQAO DESTE"; P1 0107227-7
A2, intitulado "PROCESSO DE EXTRACAO ALCOOLICA ACIDIFICADA DE
ANTOCIANINAS DOS FRUTOS DAS PALMEIRAS DO GENERO EUTERPE"; e
BR 10 2018 076045 9, intitulado “PROCESSO DE OBTEN(;AO DE CORANTE EM
PO A PARTIR DE ANTOCIANINAS EXTRAIDADAS DE REPOLHO ROXO”.
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No entanto, ndo foi possivel obter nenhum pedido ou deposito que apresente 0 método
de extracdo e purificacdo, e nem a matéria prima utilizada na referida invencéao

proposta.

019. Em relagdo a extracdo e purificacdo de antocianinas presentes em residuos
de uvas, foi possivel encontrar os seguintes depdsitos de patentes: CN110643196A,
intitulado  por “EXTRACTION AND SEPARATION METHOD OF
ANTHOCYANIN”; e CN111825730A, intitulado por “METHOD FOR EXTRACTING
AND SEPARATING 14 ANTHOCYANIN MONOMERS FROM GRAPE SKIN
RESIDUES OR FRESH FRUIT PEELS”. Contudo, nenhum depdsito foi encontrado
que utilizasse o remolho das amostras em refrigeracdo por 24 horas, antes de submeté-
las a extracdo, de forma a facilitar a separacdo das fases polar e apolar, e posterior

purificagdo das antocianinas.

020. Ainda sobre a extracdo e purificagdo de antocianinas presentes em residuos
de uvas, foi possivel encontrar os seguintes depositos de patentes: Pl 2015703087,
intitulado por “METHOD OF PREPARING A MUSCADINE POMACE EXTRACT”,
mas este método ndo utiliza o remolho prévio da amostra, ndo realiza a purificacdo das
antocianinas e utiliza matérias primas diferentes, ndo advindas do processamento
industrial; EP1328282B1, intitulado por “EFFICIENT METHOD FOR PRODUCING
COMPOSITIONS ENRICHED IN ANTHOCYANINS”, que, no entanto, ndo utiliza
residuos agroindustriais de uva e 0 método de extracdo e purificacdo de antocianinas
ndo é precedido do remolho por 24 horas, sob refrigeracdo; ES2593258B1, intitulado
por “EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOLOGICAMENTE ACTIVOS A
PARTIR DE RESIDUOS DE LA INDUSTRIA DE LA VINIFICACION” que apesar
de utilizar residuos de uva, ndo os obtém da producdo de suco, e ndo realizaram
processos de purificagdo de antocianinas; e WQ02020/219686A1, intitulado por
“ANTHOCYANIN EXTRACTION METHODS”, que apesar de extrair antocianinas de
residuos de uva, o método de extragdo ndo é precedido do remolho por 24 horas, sob
refrigeracdo, ndo ha a purificacdo de antocianinas, e nem deteccdo da atividade

antioxidante, como na presente invencgéo.
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021. O teor e o tipo de compostos responsaveis pela atividade antioxidante em
frutos, como os compostos fenolicos, podem variar em funcdo da cultivar, estagio de
maturacdo do fruto, tipo e condigOes de cultivo (FREIRE et al., 2012). Pesquisas tém
investigado a capacidade antioxidante de uvas e seus subprodutos, matérias primas estas
ricas em antocianinas, e em andlise da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH
de farinha de residuo de uva cv. Okiizg6zii e de uva tinta, Gul et al. (2013) e Zhao et al.
(2015) encontraram valores significativos. Lopes et al. (2014), Balestro et al. (2011) e
Maieves et al. (2015) investigaram a capacidade de sequestrar o radical ABTS para a
farinha do residuo de uva cv. Concord, cv. Bordd e pseudofruto de Hovenia dulcis

Thunberg (uva japonesa) liofilizado, encontrando também valores expressivos.

022. Estudos também tém se dedicado a andlise do potencial antioxidante de
antocianinas obtidas através do processo de purificacdo de diferentes extratos. Yang et
al. (2019) ao investigarem a atividade antioxidante de antocianinas purificadas de frutos
inteiros (polpa, casca e sementes) de groselha negra e amora negra silvestre, obtidas a
partir de extracdo hidroetanolica (a 50%, pH 2), 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.

023. Zhou et al. (2020) investigaram a atividade antioxidante de antocianinas
purificadas provenientes de extratos etanolicos acidificados (a 80%, 0,1% de acido
férmico) de mirtilo (frutos frescos inteiros), e encontraram valores de ECso de 26,44 e
14,99 ug EQ AA/ mL, para as capacidades de sequestro dos radicais DPPH e ABTS,
respectivamente, que apesar de utilizar forma de expressdo distinta do presente estudo,

reforca a capacidade antioxidante de antocianinas submetidas a purificagéo.

024. Outros pesquisadores tem investigado o potencial antioxidante de
antocianinas purificadas obtidas a partir de residuos desidratados, e relatam resultados
promissores. Ao investigar a atividade antioxidante da fracdo de antocianinas
purificadas do residuo proveniente da produgéo de suco do fruto Nitraria tangutorum
Bobr. (cascas e sementes), Zhang et al. (2017) encontraram valores de ECso de 5.23ug/
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mL frente a capacidade de eliminagéo do radical DPPH, além de bom Poder Redutor em
concentracdes de 120 pg/ mL, o que de acordo com os autores indica uma boa atividade

antioxidante das antocianinas provenientes deste residuo.

025. Ao analisarem antocianinas purificadas obtidas a partir de frutos secos
inteiros de Lycium ruthenicum Murray, submetidos a extracdo com etanol a 80%
acidificado (com HCI, a pH 2,5), 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

devido ao hidrofilismo, de acordo com os autores.

026. Sobre as propriedades antioxidantes de diferentes extratos de residuos de
uva, foi possivel encontrar os seguintes depdsitos de patentes: US 2013 O184228A1,
intitulado por “MUSCADINE COMPOSITIONS WITH ANTI-OXIDANT
ACTIVITY?”, que embora investigue a atividade antioxidante de bagago de uva, utiliza
método de extracdo diferente do da presente invencdo, bem como ndo realiza a
purificagdo das antocianinas e, consequentemente, ndo verifica sua atividade
antioxidante; WO2004/089891A1, intitulado por “PROCESS FOR ISOLATING
ANTIOXIDANTS FROM PLANT WASTE MATERIAL, AND THEIR USE AS
FOODSTUFF SUPPLEMENT”, que apesar de extrair compostos fenolicos de residuos
de uva e verificar sua atividade antioxidante, 0 método de extracdo nédo € precedido do
remolho por 24 horas, sob refrigeracdo, e ndo ha a purificagdo de antocianinas, como na
presente invencdo; e ES2779984A1, intitulado por “PROCEDIMIENTO PARA
IDENTIFICAR PROPIEDADES DE UN EXTRACTO DE UVA”, que apesar de
investigar a atividade antioxidante de um extrato de residuo de uva, utiliza método de
extracdo diferente do da presente invengdo, bem como néo realiza a purificacdo das

antocianinas e, consequentemente, ndo verifica sua atividade antioxidante.

027. Qutros depdsitos de patentes também se dedicaram ao estudo das
antocianinas e suas propriedades, porém com diferencas quanto a esta invencdo, como:
USO06544581B1, intitulado por “PROCESS FOR EXTRACTION, PURIFICATION
AND ENRICHMENT OF POLYPHENOLIC SUBSTANCES FROM WHOLE
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GRAPES, GRAPE SEEDS AND GRAPE POMACE” , que embora realize a extracédo e
purificacdo de antocianinas de residuos de uva, faz uso de métodos de extracéo dispares
ao desta invencdo, além de ndo quantificar a atividade antioxidante dos compostos
obtidos; e o US 20200017690A1, intitulado por “METHODS FOR OBTAINING
NATURAL COLOURANTS FROM PLANT BASED MATERIALS” , que embora
faca a extragdo e purificagdo de antocianinas, ndo utiliza como matéria prima residuos
de uva, ndo analisa a atividade antioxidante das antocianinas purificadas, além do
método de extracdo e purificacdo de antocianinas ndo ser precedido do remolho por 24

horas, sob refrigeracdo, como na presente invencao.

Vantagens da Invencéo

028. A extracdo e purificacdo de antocianinas realizada através do residuo
agroindustrial proveniente da producao de suco de uva integral, na forma de bagaco e de
farinha, destaca-se por obter antocianinas purificadas que apresentam atividade

antioxidante.

029. Além de apresentar-se como uma alternativa natural para o controle do
estresse oxidativo (atividade antioxidante), as antocianinas purificadas na presente
invencdo sdo provenientes de dois subprodutos que apresentam quase ou nenhum uso
por parte dos produtores, mas que apresentam quantidades relevantes de compostos
bioativos benéficos a salde humana em sua composicao, diminuindo assim os impactos
ambientais caso eles fossem descartados de forma incorreta além de agregar valor
econbmico a estas matérias primas antes subutilizadas ou desprezadas, com a geragédo

de novos produtos.

030. Neste processo, com a utilizacdo do residuo, a purificacéo € viavel apenas a
partir da aplicagdo do remolho em refrigeracdo (com agua destilada) por 24 horas destas
matérias primas, diferente dos métodos tradicionais que por utilizar polpa ou suco de
frutas ndo precisa deste remolho. Outra diferenca é que, ao contrario das metodologias
tradicionais, este método dispensa o uso de equipamentos como o manifold e a bomba a

vacuo comumente utilizados no processo de extragdo em fase sélida de amostras,
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substituidos pela utilizacdo de seringas e vidrarias de laboratorio (béqueres, baldes
volumeétricos, etc), o que torna bastante viavel sua aplicacdo em laboratérios de

pesquisa, em funcgéo do custo de sua execugdo ser reduzido.

Breve descricdo da Invencao

031. A presente invencdo refere-se ao processo de obtencdo de antocianinas
purificadas a partir de residuo (cascas e sementes) obtidas da producédo de suco integral
de uva cultivar Isabel (Vitis labrusca L.) e Magna (BRS Magna) com propriedades

antioxidante, com diversas aplicacdes na area farmacéutica, alimenticia e cosmética.

Descricdo detalhada da invencao

032. O residuo 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 Sdo Francisco, em Petrolina-PE (Latitude Sul 09° 21"; Longitude
Oeste 40° 407). O residuo de uva Isabel e Magna Umido (consistiu no bagaco (casca e
semente) bruto, da forma como foi coletado na industria, onde apds quarteamento da
amostra foram separados em sacos plasticos, contendo 100 g cada, armazenados em
local protegido da luz sob congelamento a -18 °C.

033. Para a producdo de residuo de uva Isabel e Magna em pd, apds
descongelamento sob refrigeracdo (5 °C por 24 horas), o residuo foi desidratado em
estufa de circulacdo de ar a 47° + 2°C, por 8 horas, até atingir um teor de umidade
abaixo de 10 %. Em seguida, foi triturado para a obtencdo do RUIP e do RUMP, que
apos ser peneirado utilizando uma peneira de 80 mesh para obter uma granulometria
uniforme, foi acondicionado em sacos plasticos e armazenado em temperatura de

congelamento de -18°C.

034. Para extracdo das antocianinas, 100g de cada um dos residuos imidos e em
po de uvas cv. Isabel e cv. Magna, obtidos a partir do processamento de suco de uva,
foram submetidos a remolho por 24 horas, sob refrigeracdo, com &gua destilada, e em

seguida extraidos, com acetona acidificada (0.01% HCI) e logo em seguida filtrados até
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a remocgdo completa das antocianinas. Os sobrenadantes resultantes foram submetidos a
particdo com dois volumes de cloroférmio e armazenados a 4°C + 1°C pelo periodo de
uma noite, a fim de possibilitar a separacdo das fases apolar e polar. A fase aquosa foi
recolhida e submetida ao evaporador rotatorio (38°C + 2°C, sob vacuo) para a remocao
total da acetona residual, e 0s extratos aquosos obtidos foram armazenados a -18°C +
1°C em frascos ambar para uso em analises posteriores (RODRIGUEZ-SAONA,;
WROLSTAD, 2001).

035. A purificagdo dos extratos antocianicos aquosos obtidos foi realizada por
meio de extracdo em fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction), utilizando cartuchos de
C18 600mg, baseado na metodologia descrita por Rodriguez-Saona e Wrolstad (2001)

visando a remocao de agucares, acidos e outros compostos fenoélicos ndo antocianicos.

036. Com o auxilio de seringas de plastico (5 mL), o cartucho foi previamente
condicionado com 2 volumes de metanol, e em seguida com 3 volumes de &gua
acidificada (HCI, a 0.01%). Posteriormente, o extrato aquoso foi passado pelo cartucho,
e depois 2 volumes de acetato de etila foram utilizados para lava-lo (para este solvente
foi utilizada seringa de vidro, pois quando utilizado material plastico ocorrem
dificuldades quanto ao manuseio). Por fim, as antocianinas retidas no cartucho foram

eluidas com metanol acidificado (HCI, a 0.01%) e recolhidas em baldo volumétrico.

037. O extrato metandlico resultante foi concentrado a vécuo, em rota-
evaporador (38°C + 2°C), até a obtencdo de um residuo seco ao qual foi adicionado éter
dietilico, com o objetivo de precipitacdo dos pigmentos (ESPIN et al., 2000). As
antocianinas em po6 obtidas a partir de ambos residuos foram armazenadas sob

congelamento (-18°C + 1°C) em frascos ambar até o momento de sua utilizag&o.

038. A gquantificacdo 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 padrdes 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-3-5-di-O-diglicosideo (cloreto de malvina), cloreto

Petica0 870210119085, de 21/12/2021, pag. 20/33



12/18

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 padrédo, foram preparadas solucBes-estoque, em metanol, e posteriormente foram
preparadas misturas dos padrdes utilizados, em 8 concentracfes diferentes (Figura 1 -

Concentracdo das solucgdes-estoque e intermediaria das antocianinas em estudo).

039. O cromatograma obtido para as solucGes padrdo das 8 antocianinas
estudadas e seus respectivos tempos de retencdo estdo disponiveis na Figura 2 (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).

040. A anélise cromatografica permitiu a identificacdo e quantificacdo de 8 tipos
de antocianinas majoritarias presentes nas antocianinas purificadas a partir dos residuos
de uva cv. Isabel e Magna (Figura 3). A partir dos resultados obtidos, foi possivel
constatar que o conteudo de antocianinas presente na fracdo de antocianinas purificadas
obtidas dos residuos de uva Magna seco e Umido foram de 161, 99 e 171, 04 mg/L,
enquanto que os teores das antocianinas obtidas dos residuos de uva Isabel seco e imido
foram de 110,41 e 124,64 mg/L, respectivamente (Figura 3 - Perfil de antocianinas
majoritarias quantificadas em antocianinas purificadas a partir de residuo de suco

integral de uvas Isabel e Magna através de CLAE-DAD).

041. A capacidade antioxidante total (CAT) foi determinada pelo método do
fosfomolibdénio (PRAZERES et al., 2019). O ensaio foi baseado na reducdo de
molibdénio + 6 a molibdénio + 5 pela amostra e subsequente formagdo de um complexo

fosfato esverdeado / molibdénio + 5. A capacidade antioxidante total foi expressa em
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mg de equivalente de acido ascorbico (AA) por g de antocianinas purificadas, usando
uma curva padrdo construida com diferentes concentracdes de acido ascorbico (31,25 -
1000 pg / mL). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Quanto a CAT, as
antocianinas purificadas a partir do residuo Umido de uva cv. Isabel e cv. Magna
apresentaram valores de 50730 mg EQ AA/ mL e 61860 mg EQ AA/ mL,
respectivamente, enquanto para as provenientes do residuo seco os valores foram de
69060 mg EQ AA/ mL e 72330 mg EQ AA/ mL, também de forma respectiva (Figura 4
- Atividade antioxidante das antocianinas purificadas de residuo Umido e seco de uva
cv. Isabel e cv. Magna, determinada pela capacidade de sequestro dos radicais DPPHe e

ABTSe+, Capacidade Antioxidante Total — CAT e Poder Redutor - PR).

042. A avaliacdo da atividade antioxidante das antocianinas purificadas também
foi realizada pelo método de sequestro de radicais livres usando o radical estavel DPPH
(2,2- difenil-1-picril-hidrazil) (VERAS et al., 2020). A atividade antioxidante foi
expressa em pg 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 concentracfes do padrdo (31,25 — 1000 pg / mL). Todos os ensaios foram
realizados em triplicata. Quanto a atividade antioxidante frente ao radical DPPH, as
antocianinas purificadas a partir do residuo Umido de uva cv. Isabel e cv. Magna
apresentaram valores de 31070 mg EQ Trolox/ mL e 33280 mg EQ Trolox/ mL,
respectivamente, enquanto para as provenientes do residuo seco os valores foram de
48440 mg EQ Trolox/ mL e 44410 mg EQ Trolox/ mL, também de forma respectiva
(Figura 4).

043. A atividade antioxidante das antocianinas purificadas pelo ensaio ABTS
(&cido 2,2’-azino-bis 3- etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi baseada na geracdo do
radical cromdforo cationico obtido a partir da oxidacdo do ABTS (DE VERAS et al.,
2019). A atividade antioxidante foi expressa em g de equivalente de Trolox por mL de

extrato e mg de equivalente de Trolox por g de antocianinas purificadas, usando uma
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curva padrdo construida com diferentes concentragdes do padrdo (31,25 - 1000 pg /
mL). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Quanto a atividade antioxidante
frente ao radical ABTS, as antocianinas purificadas a partir do residuo umido de uva cv.
Isabel e cv. Magna apresentaram valores de 14670 mg EQ Trolox/ mL e 16360 mg EQ
Trolox/ mL, respectivamente, enquanto para as provenientes do residuo seco os valores
foram de 24280 mg EQ Trolox/ mL e 22170 mg EQ Trolox/ mL, também de forma

respectiva (Figura 4).

044. O poder redutor (PR) 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
potéssio [CsNe FeKz] (2,5 mL, 1%); a mistura foi incubada a 50 ° C por 20 min. O
poder redutor foi expresso em pg de equivalente de acido galico (AG) por mL extrato e
em mg de equivalente de acido galico (AG) por g de antocianinas purificadas, usando
uma curva padrdo construida com diferentes concentrages de acido galico (31,25 -
1000 pg / mL). Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Quanto ao Poder
Redutor, as antocianinas purificadas a partir do residuo Umido de uva cv. Isabel e cv.
Magna apresentaram valores de 4880 mg EQ AG/ mL e 3720 mg EQ AG/ mL,
respectivamente, enquanto para as provenientes do residuo seco os valores foram de
6500 mg EQ AG/ mL e 5930 mg EQ AG/ mL, também de forma respectiva (Figura 4).
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REIVINDICAGOES

1) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, caracterizado por obter e
purificar antocianinas, a partir de residuo agroindustrial de uva, na
forma de bagaco (casca e semente) ou po.

2) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, citado na Reivindicacao 1,
caracterizado por utilizar técnica de remolho dos residuos com agua
destilada, sob refrigeracao, por 24 horas.

3) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, citado nas Reivindicacoes 1 e 2,
caracterizado por dispensar o uso de equipamentos, como o manifold e
a bomba a vacuo, comumente utilizados no processo de extracao em
fase solida de amostras.

4) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, citado nas Reivindicacbes 1, 2 e 3,
caracterizado por apresentar teores de 161,99 e 171,04 mg/L de
antocianinas, nos residuos de uva Magna seco e Umido,
respectivamente, e teores de 110,41 e 124,64 mg/L de antocianinas,
nos residuos seco e Umido de uva Isabel, respectivamente.

5) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, citado nas Reivindicacoes 1, 2, 3 e
4, caracterizado por apresentar antocianinas dos tipos cloreto de
pelargonidina-3-0-glicosideo (cloreto de calistefina), cloreto de
cianidina-3,5-diglicosideo (cloreto de cianina), cloreto de cianidina-3-
glicosideo (cloreto de curomanina), cloreto de malvidina-3-5-di-O-
diglicosideo (cloreto de malvina), cloreto de delfinidina-3-glicosideo

(cloreto de mirtilina), cloreto de malvidina-3-glicosideo (cloreto de
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oenina), cloreto de peonidina-3-0-glicosideo e cloreto de petunidina-3-
O-glicosideo (cloreto de petunidina), nos residuos seco e Umido de uva
Isabel e uva Magna.

6) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, citado nas Reivindicacoes 1, 2, 3,
4 e 5, caracterizado por apresentar propriedade antioxidante.

7) Processo de obtencao de antocianinas purificadas a partir de residuo
de uva com capacidade antioxidante, citado nas Reivindicacoes 1, 2, 3,
4, 5 e 6, caracterizado por apresentar atividade antioxidante, podendo
ser utilizada na elaboracao de produtos da indUstria farmacéutica, de

cosmeéticos e de alimentos e bebidas.
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Figura 1

1/3

Antocianinas

Solucdo-estoque

Faixa de

{pg/mL) concentragdo (pg/mL)
cloreto de pelargonidina-3-0O-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-3-0-glicosideo 1000 0,3125-40
cloreto de petunidina-3-O-glicosideo 1000 0,3125 - 40
Figura 2.
.
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Figura 3.

213

Antocianinas

Antocianinas purificadas (mg /L de diluente)

glicosideo®

] Residuo de Residuo de Residuo de Residuo de
(mg /L de diluente) uva Magna  uva Magna uva Isabel uva Isabel
Sseco umido seco umido
cloreto de pelargonidina- 5,24 £ 0,08 6,08 £ 0,28 6,32 £ 0,05 7,44 £ 0,04
3-O-glicosideo?
cloreto de cianidina-3,5-
diglicosideo? 3,76 £ 0,01 4,03 +0,03 2,14+ 0,02 2,61+ 0,01
cloreto de clanidina-3- 4 35,011 568£009 342£009 4,23£0,10
glicosideo
cloreto de malvidina-3-5- 1453 65 + 024 107,59+ 1,51 40,87£0,05 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
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Figura 4.
. PR
DPPH"* ABTS™
Amostras (mg EQ Trolox (mg EQ (mg EgTAA/g (T\% FgQ
(ACIP) /g extrato Trolox /g extrato seco) extrato
seco) extrato seco) seco)

Residuo de uva
Isabel tmido

Residuo de uva
Isabel seco
Residuo de uva
Magna umido
Residuo de uva
Magna seco

31.070 £ 250 14670+10 50.730+910 4.880 240

48.440 + 200 24.280+170 69.060 +1120 6.500 + 180

33.280 + 590 16.360+20 61.860 +1140 3.720+ 30

44.410 + 420 22.170+ 30 72.330+780 5.930 + 140
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RESUMO

PROCESSO DE OBTENCAO DE ANTOCIANINAS PURIFICADAS A PARTIR DE
RESIDUO DE UVA COM CAPACIDADE ANTIOXIDANTE.

A presente invencao refere-se ao processo de obtencdo de antocianinas purificadas, a
partir de residuo agroindustrial de uva, na forma de bagaco ou pd, utilizando a técnica
de remolho das amostras com &gua destilada, em refrigeracdo, antes de realizar a
extracdo e purificacdo das antocianinas, e dispensando o uso de equipamentos como 0
manifold e a bomba a vacuo comumente utilizados no processo de extracdo em fase
solida. O conteudo de antocianinas presente nos residuos de uva Magna seco e Umido
foram de 161,99 e 171,04 mg/L, enquanto que os teores das antocianinas obtidas dos
residuos de uva Isabel seco e imido foram de 110,41 e 124,64 mg/L, respectivamente,
apresentando as amostras propriedades antioxidantes e podendo ser utilizada elaboragéo

de produtos na industria farmacéutica, de cosméticos, e de alimentos e bebidas.
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