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RESUMO - As antocianinas sdo pigmentos naturais sensiveis ao processamento como mudancas de pH. Devido essa
caracteristica, podem ser usadas como indicador de pH. O objetivo deste estudo foi avaliar 0 comportamento do extrato
rico em antocianinas dos residuos de vinificagcdo sobre a atividade antioxidante e estabilidade da cor em diferentes pH. O
extrato foi obtido com o uso de etanol acidificado. O extrato rico em antocianinas do residuo da vinificacdo apresentou
0,55 £ 0,07 mg EAG/mL de compostos fenolicos, 75,515 + 13,76% de inibi¢do de DPPH e 1591 + 22,41 pmol de sulfato
ferroso/L por FRAP, indicando, dessa forma, boa atividade antioxidante. O teor de antocianinas foi de 26 + 0,01 mg/L
para antocianinas cyanidin-3-glucoside e 190 + 0,01 mg/L de pelargonidin 3-O-glucoside, influenciando diretamente na
sua coloracdo. O comportamento dos espectros UV de absor¢do maxima dos extratos estavam na faixa de comprimento
de onda de 250-300 nm para forma &cida (pH 1, 2 e 3), apresentando pico de absorcdo na faixa de 500-550 nm (pH 1, 2
e 3), e na forma bésica (pH 10, 11 e 12) houve absor¢do na faixa de comprimento de onda entre 350-400 nm. Os extratos
contendo antocianinas derivados do residuo da vinificagdo apresentaram significativa mudanca de cor em diferentes pHs,
mantendo o padrao de conversao de cations flavilio em pH acido em pseudobase de carbinol em pH basico. Portanto, os
extratos obtidos neste trabalho podem ser empregados como indicadores de pH, pois alteram seu comportamento em
diferentes meios em que sdo submetidos.

Palavras-chave: Extrato rico em antocianinas. Indicadores de pH. Residuo da vinificacao.

1 INTRODUCAO

As antocianinas sdo pigmentos naturais, responsaveis por varias cores de vegetais e frutas, estando presente em
batata-doce, repolho roxo, uvas, berinjela, morango, entre outros (GUEDES, 2004; RAWDKUEN et al., 2020). Ainda,
sdo metabolitos secundarios pertencentes a classe dos flavonoides com pigmentos soltveis em 4gua (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009). Devido as preocupacdes dos consumidores com corantes sintéticos, 0os pigmentos naturais, e
particularmente as antocianinas, ganharam crescente interesse na indudstria de alimentos. As cascas de uva obtidas como
subproduto do processo de vinificacdo sdo atualmente uma importante fonte para a extragdo de antocianinas e outros
compostos polifendlicos (MA e WANG, 2016), em razéo da abundéancia de diferentes componentes que sdo extraidos
(pelo menos parcialmente) durante a vinificagdo. Além disso, servem como uma boa fonte de fitoquimicos e pigmentos.

Os flavonoides, grupo que se encontram as antocianinas, séo polifenois encontrados na maioria dos alimentos e
sdo considerados fortes antioxidantes (SOOBRATTE et al., 2005) que atuam como filtro das radia¢Ges ultravioleta nas
folhas em algumas espécies (PAES, 2016). Varios estudos sugerem que a atividade antioxidante proporciona um efeito
protetor contra doencas degenerativas e cronicas na salide humana (RECORD et al., 2001). Ja nos alimentos possui um
grande efeito retardando a oxidacao lipidica e a peroxidagdo (PAES, 2016). A adicao e incorporacdo de extratos ricos em
antocianinas em filmes promove atividade antioxidante. Assim, embalagens com propriedades antioxidantes pode
prevenir processos oxidativos e prolongar a vida Util de produtos alimenticios (FANG et al., 2017).

A sensibilidade ao pH é uma das principais caracteristicas no processamento e utilizacdo das antocianinas,
afetando a cor e a estabilidade quimica. Em solucédo &cida, a antocianina é vermelha em fungdo do cétion flavilio (Levi et
al., 2004). Em solucdo alcalina, a cor azul é obtida através da liberacéo da anidrobase quinoidal azul/roxa, sendo instavel
(HALASZ e CSOKA, 2018). J4, os residuos da fabricacdo do vinho tornam-se rosa na exposicéo a pH écido (2-4) e verde
na exposicdo a pH alcalino (10-12) (CHI et al., 2020; MA et al., 2017).

As antocianinas, por serem sensiveis ao pH, podem ser bons componentes em filmes inteligentes. Através desta
caracteristica executam a funcdo de identificar quando o produto embalado pelo filme podera estar estragado ou em
processo de deterioracdo, o que podera ser observado pela mudanga de cor do indicador conforme muda o bruscamente
pH do produto (RAWDKUEN et al., 2020). Nos residuos agroindustriais da produgdo de vinho e suco de uva, ha grande
quantidade de cascas que sobram ao final do processo industrial. Estas cascas podem ser usadas para a extragdo de
antocianinas, e assim, serem aplicadas como indicador de pH (BOCANEGRA et al., 2019).

O objetivo deste estudo foi avaliar o comportamento do extrato rico em antocianinas dos residuos de vinificagéo
como indicadores de pH. Para isso, (I) avaliamos a atividade antioxidante dos extratos obtidos, (II) apuramos a
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concentragdo das principais antocianinas presentes nas uvas, e (111) verificamos as mudancas colorimétricas em dif
pHs das antocianinas extraidas do residuo de vinificagdo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Os subprodutos da uva niagara rosada (Vitis vinifera L.) da producdo de vinho por vinicultores caseiros foram
coletadas durante o primeiro semestre de 2020, na cidade de Pont&o, Rio Grande do Sul.

2.2 Extracao das antocianinas

A extracao das antocianinas foi realizada de acordo Francis (1982). Para tal, as antocianinas foram extraidas com
etanol acidificado (85 mL de etanol P.A. e 15 mL de HCI 1,5 mol/L), utilizando 3 g de amostra e 30 mL de etanol
acidificado, deixando sob agitacdo constante durante 1 h. Ap6s, o sobrenadante foi retirado e adicionado na amostra 20
mL de etanol acidificado, deixando novamente sob agitacdo constante durante 30 min. O pH do extrato foi corrigido para
pH 5 com NaOH 1M.

2.2.1 Determinacdo do teor de antocianinas

O teor de antocianinas foi determinado conforme adaptacfes dos métodos relatados por He et al. (2017) e Ge et
al. (2018). O extrato (1 mL) foi diluido em tamp®&es aquosos (5 mL) de pH 1 (0,025 M) e pH 4,5 (0,4 M), sendo verificadas
as absorbancias nos comprimentos de onda de 520 e 700 nm para cyanidin-3-glucoside e 500 e 700 nm para pelargonidin
3-O-glucoside. O teor de antocianinas foi calculado conforme a seguinte equacéo (Equacdo 1):

(Abs,yy — Absppas) . Mw . DF
e. 1

1)

Conteudo de antocianina (g.L™1) =

Onde Absph1 = (AbSs20nm- AbS700nm)PHL € AbSpras= (AbSs2onm- AbS7o0nm) para cyanidin-3-glucoside, e Abspri = (AbSsoonm-
Abs7oonm)pHL ou ABSphas = (AbSsoonm- AbSzoonm) para pelargonidin 3-O-glucoside; Mw é massa molecular (g/mol) da
cyanidin-3-glucoside (449,2) e da pelargonidin 3-O-glucoside (468,8); ¢ é o coeficiente de extin¢do, 26900 L/mol x cm
para a cyanidin-3-glucoside e 15600 L/mol x cm para pelargonidin 3-O-glucoside) e | ¢ o comprimento da cubeta (1 cm).

2.2.2 Analise de cor e espectro UV dos extratos em diferentes pHs

A andlise de sensibilidade dos extratos foi avaliada conforme as mudancas da coloragéo dos extratos ricos em
antocianinas em diferentes pHs conforme metodologia descrita por Rawdkuen et al. (2020). Utilizou-se em 5 mL do
extrato rico em antocianina foi adicionado em 20 mL solucéo tampéo ajustados para o pH 1 até pH 12 usando HCI 1 M e
NaOH 1 M. Por fim, as amostras foram avaliadas em colorimetro (Color Quest Il, Hunter Lab, Estados Unidos) e
fotografadas.

A andlise de espectro UV dos extratos em diferentes pHs foi realizada com adaptacGes a metodologia de
Rawdkuen et al. (2020). Utilizou-se espectrofotdmetro UV-Vis (Eppendorf BioSpectrometer kinetic) nos comprimentos
de onda na faixa de 200 a 800 nm para montar a curva de absorbancia x comprimento de onda (nm) dos extratos em
diferentes pHs.

2.2.3.1 Compostos fendlicos totais

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada através da determinacdo do teor de compostos fendlicos por
metodologia descrita na literatura por Singleton et al., (1999) e Rodrigues et al., (2020). Usou-se &cido galico como
composto fenolico padrdo. No procedimento, as amostras do extrato foram misturadas em 50 pL de reagente de Folin por
5 min. Apds, alcalinizou-se o meio com 200 pL solugdo de carbonato de sédio (20% v/v) com a reagdo ocorrendo por 15
min em ambiente fechado (escuro). Por fim, leu-se as absorbancias em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos
em miligrama equivalente de acido galico por mL de amostra a partir da curva padréo.

2.2.3.2 Método DPPH

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pela capacidade de eliminacdo dos radicais livres DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) através de metodologia descrita por (YONG, et al., 2019; TONG, et al., 2020). As amostras de
extrato foram adicionadas a 2 mL de solucéo de metanol DPPH 0,06 mM e posteriormente colocadas para reagir no escuro

] ”
p FEAR - Faculdade de

U PF Engenharia e Arquitetura

ENGENHARIA DE ALIMENTOS



Producado de alimentos, saudabilidade
e sustentabilidade ambiental

ISSN 2236-0409
v. 11 (2021)

em recipientes fechados por 60 min. Durante os 60 min, realizou-se leituras das absorbancias a cada 15 min das ame
em espectrofotdmetro. A taxa de inibicdo (%) de eliminagdo de radicais livres DPPH foi calculado através da seguis
equacdo (Equagdo 2).

1 — AbScom;
Inibicio (%) = T‘”’"’" .100 )
omin

Onde Abs o min € a leitura da absorbancia no tempo 0 min e Abs g min é a leitura da absorbancia no tempo de 60
min.

2.2.3.3 Método FRAP

A atividade antioxidante dos extratos foi utilizando o método de reducdo de ferro (FRAP) descrito na literatura
por Benzie e Strain (1999). Utilizou-se um reagente preparado com tampdo acetato 300 mM, pH 3,6, TPTZ 10 mM e
FeCl 20 mM na proporc¢do de 10:1. As amostras dos extratos foram misturadas com o reagente e incubados a 37°C por
30 min. Posteriormente, leu-se a absorbancia em espectrofotdbmetro. Ainda, a curva padréo foi criada a partir de uma
concentragdo de solugdo de sulfato ferroso variando 0 a 1000 pM, e os resultados demonstrados em pumol de sulfato
ferroso/L.

2.3 Analise estatistica
As determinacgdes foram realizadas no minimo em triplicata, e as médias + desvio padrdo foram reportados. Os

dados das anélises foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA), verificando as médias dos resultados quanto
ao nivel de significancia de 5% em teste de Tukey. Utilizou-se o programa Statistica versao 12

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antioxidante e teor de antocianinas dos extratos do residuo de vinificacao

A atividade antioxidante e o teor de antocianinas do extrato de residuo de uva estdo apresentados na Tabela 1. O
conteudo de compostos fendlicos totais nos extratos ricos em antocianinas do residuo de vinificacéo foi de 0,55 + 0,07
mg EAG/mL (Tabela 1). Segundo Lenquiste et al. (2015), os compostos fendélicos totais estdo relacionados ndo sé pelo
tipo de fruta e sua variedade, além da espécie e sazonalidade, como também pelo modo de extragdo, o tipo de solvente
usado, 0 uso de temperatura ou agitacdo, entre outros.

Tabela 1: Atividade antioxidante e teor de antocianinas dos extratos de casca de uva

Pardmetros Extrato
Compostos fendlicos (mg EAG/mL) 0,55 £ 0,07
DPPH (Inibicéo %) 75,52+ 13,76
FRAP (umol de sulfato ferroso/L) 1591 + 22,41
Antocianinas Cianidinas (mg/L) 126+ 0,01
Antocianinas Pelargoninas (mg/L) 190+ 0,01

Fonte: Elaborado pelos autores (2020)

O radical DPPH é um radical livre estavel centrado em nitrogénio. A analise de eliminacdo do radical DPPH é
fundamentado na capacidade dos antioxidantes em sequestrar o radical DPPH (SIRIPATRAWAN e HARTE, 2010). Os
extratos ricos em antocianinas do residuo de vinificacdo apresentaram atividade de inibi¢do do radical DPPH de 75,515
% (Tabela 1). Segundo Jayaprakasha et al. (2001), o extrato de semente de uva possui atividade antioxidante, apresentando
taxas de inibicdo 65% a 90%. Os valores proximos de inibicdo do radical DPPH pode ser em decorréncia de que nos
subprodutos da uva da producdo de vinho continham cascas, bagaco de uva e sementes.

A capacidade antioxidante dos extratos ricos em antocianinas dos residuos de vinificagdo expressa em termos de
poder antioxidante redutor férrico (FRAP) foi de 1591 + 22,41 umol de sulfato ferroso/L (Tabela 1). Segundo Rigolon
(2017), extratos brutos de amora, mirtilo e jabuticaba demonstraram conter 99,18, 101,26 e 906,76 umol de sulfato
ferroso/L de extrato, respectivamente. O extrato das dos residuos de vinificagdo demonstrou possuir boa capacidade
antioxidante por FRAP em comparacdo a espécies de Myrtaceae. A maior capacidade antioxidante pode ser em
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decorréncia maior concentragdo no residuo das cascas das bagas das uvas, regido da uva com maior concentragd
pigmentos. Efeito semelhante foi percebido no estudo de Paludo (2013), no qual cascas de jabuticaba sabard (Myrcia®
jabuticaba) apresentaram maior atividade antioxidante por FRAP do que na fruta, polpa, semente e geleia.

As anélises de avaliacdo da atividade antioxidante foram determinantes para aferir a atividade antioxidante no
extrato rico em antocianinas. Dessa forma, podemos interpretar tais resultados que para embalagens biodegradaveis isso
pode ser um fator benéfico, pois ha componentes ativos para exercer funcdo antioxidante. Além disso, € interessante que
0 extrato esteja aderido ao sistema polimérico e ndo seja liberado, e suas hidroxilas fendlicas estejam disponiveis para
exercer sua acao antioxidante (RODRIGUES et al., 2020).

O teor de antocianinas do extrato dos residuos de vinificacdo foram 126+0,00017 mg/L para antocianinas
cyanidin-3-glucoside e 190+0,00661 mg/L de pelargonidin 3-O-glucoside. Um grande fator para quantificacdo de
antocianinas é o método e o solvente utilizados. Por exemplo, no estudo de Kato et al. (2012), utilizando antocianinas de
uvas (Vitis Vinifera L.), obteve-se diversas concentracdes de antocianinas (de 3,6 até 203,7 mg/100g de uvas) em
diferentes solventes (etanol e metanol/etanol), e pHs (2. 3 e 4), sendo a extracdo em pH 2 e solvente de etanol obteve-se
a maior concentragdo. Ja no estudo de Leidens (2011), obteve-se 2,7, 2,40 e 2,07 mg/L de cyanidin-3-glucoside em
corrente de concentrado em experimentos com membranas de 10, 30 e 50 kDa, respectivamente, com bagaco de uva.
Ainda, no estudo de Rombaldi et al. (2004), foi quantificado 345 e 427 mg/L de antocianinas totais de uvas bord6. A
partir disso, ressaltamos que as concentracfes obtidas neste estudo podem ser em decorréncia do pré-processamento e da
composic¢do do subproduto da producdo de vinho, onde haviam cascas, sementes e até a fruta em sua totalidade.

3.2 Sensibilidade de cores em relacdo ao pH e espectro UV dos extratos ricos em antocianinas

A mudanca de coloragdo das solucfes do extrato rico em antocianinas em diferentes pHs estdo apresentados na
Figura 1. A cor dos extratos mudou de uma colora¢do com tons avermelhados em pH &cido, indicando conformidade com
a teoria que diz que em pH &cido cétions flavilicos sdo formados, enquanto tons verdes terrosos sao visualizados em pH
bésico (Figura 1). Em pH préximo do bésico (pH 6, 7 e 8) houve uma diminuicdo da tonalidade das cores. Efeitos e cores
semelhantes foram obtidos no estudo de Rawdkuen et al. (2020) com a utilizac&o de antocianinas de batata-doce. Além
disso, segundo Islam (2006), a cyanidin-3-glucoside é a principal antocianina da batata-doce e também da uva, juntamente
com a pelargonidin 3-O-glucoside (MEZAROBA, 2001). Por fim, através da sensibilidade de cores dos extratos ao pH,
as antocianinas da casca de uva sdo potenciais fontes para indicar as condi¢des de pH em embalagens inteligentes
biodegradaveis.

Figura 1: Cor do extrato em diferentes pHs
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Fonte: Elaborado pelos autores —(2020)

Os espectros de absor¢do méaxima dos extratos ricos em antocianinas das cascas de uva estavam na faixa de
comprimento de onda de 250-300 nm para forma &cida (pH 1, 2 e 3) (Figura 2), apresentando pico de absorcao na faixa
de 500-550 nm (pH 1, 2 e 3) (Figura 3). Para os extratos na forma basica (pH 10, 11 e 12) houve absorc¢do na faixa de
comprimento de onda entre 350-400 nm (Figura 2).
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020)

Figura 3: Espectro UV em comprimento de onda de 500-550 nm do extrato em diferentes pHs
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Fonte: Elaborado pelos autores (2020)

Segundo Levi et al. (2004), o deslocamento dos espectros pode ser em decorréncia da conversdo de formas
quimicas (cations flavilio em pseudobase de carbinol) como resposta da mudanca das cores das solucbes, de tons de
vermelho para tons verdes terrosos (Figura 2). Ainda, segundo Rawdkuen et al. (2020), o aumento nos valores de pH
altera o pico maximo de absor¢do das solu¢des de antocianinas de Clitoria ternatea (ervilha borboleta). Anteriormente,
Ma e Wang (2016) perceberam o mesmo comportamento em cascas de uva e Choi et al. (2017) em batata-doce roxa.

4 CONCLUSAO

O extrato obtido do residuo de vinificagdo apresentou ser ricos em antocianinas além de boa atividade
antioxidante. Além disso, o teor de antocianinas foi de 26+0,00017 mg/L para antocianinas cyanidin-3-glucoside e
190+0,00661 mg/L de pelargonidin 3-O-glucoside

O comportamento dos espectros UV de absor¢do maxima dos extratos ricos em antocianinas do residuo de
vinificagdo estava na faixa de comprimento de onda para condicédo de pH &cido e pH basico, conforme ocorria a converséo
de cations flavilio em pseudobase de carbinol. Por fim, os extratos contendo antocianinas derivados de subprodutos
vinicolas apresentaram significativa mudanca de cor em relagdo ao pH em que eram submetidos. Portanto, os extratos
obtidos neste trabalho podem ser empregados como indicadores de pH, pois alteram seu comportamento em diferentes
meios em que sdo submetidos.
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