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RESUMO

CASTILHOS, Natara D. B. Extracao e quantificagdo de antocianinas na uva Brasil.
2011. 41 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Quimica) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Paran&. Pato Branco, 2011.

Essa pesquisa apresenta o desenvolvimento da extracdo de antocianinas da uva
Brasil, que compdem o maior grupo de corantes solUveis em agua do reino vegetal,
a cor destes corantes depende da acidez encontrada no vacuolo da célula vegetal.
Realiza um teste para determinar a presenca de antocianinas extraidas. Com o
auxilio do espectrofotbmetro € mensurada a concentracdo de antocianinas como
sendo de aproximadamente 102 mg/100 g de uva in natura. Ao final do processo séo
estudadas andlises cromatograficas em HPLC e presume-se que as antocianinas
extraidas possuem um tempo de retencdo maior que 30 minutos, e que decorrente
disso podem ser glicosiladas. Além dos estudos citados, é caracterizada a uva Brasil
com relacéo a teor de umidade, teor de cinzas, pH, e sua acidez.

Palavras-chave: Uva. Extragdo. Antocianinas. Cromatograma.



ABSTRACTS

CASTILHOS, Natara D. B. Extracion and quantificacion of anthocyanins of the grape
Brazil. 2011. 41 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Quimica) —
Universidade Tecnolégica Federal do Parana. Pato Branco, 2011.

This research presents the development of the extraction of grape anthocyanins
Brazil, which make up the largest group of water soluble dyes in the plant kinfsom,
the color of these dyes depends on the acidity found in the plant cell vacuole.
Performs a test to determine the presence of anthocyanins extracted. With the help
of the spectrophotometer is mensured the concentracion of anthocyanins as being
approximately 102 mg/100 g of fresh grape. At the end of the process are studied in
HPLC chromatographic analysis and it is assumed that the extracted anthocyanins
have a retention time greater than 30 minutes, and that this result can be
glycosylated. In addition to the studies cited the grape is characterized Brazil in
relacion to moisture cintent, ash content, pH and acidity.

Keywords: Grape. Extraction. Anthocyanins. Chromatogram.
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1 INTRODUCAO

Os flavonoides sédo pigmentos naturais empregados na inddstria de
alimentos. Atualmente, constatou-se a proibicdo de muitos corantes sintéticos pelas
legislagbes da Organizacdo Mundial da Saude (FAO-OMS), Food and Drug
Administration (FDA) e Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da
Saude no Brasil, contribui para estimular a pesquisa de corantes naturais (LOPES,
2002).

Algumas funcbes atribuidas aos flavonoides, nas plantas sdo: protecdo dos
vegetais contra a incidéncia de raios ultravioletas e visiveis, de protecdo contra
insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade de polinizacao;
antioxidantes; controle da acdo de horménios vegetais; agentes alelopaticos; e
inibidores de enzimas (ZUANAZZ| e MONTANHA, 2004).

Os flavonoides sdo compostos heterociclicos contendo oxigénio na molécula
e encontrados somente em vegetais, se subdividem, posteriormente, em grupos
diversos que incluem antocianinas, flavonas, flavonoides, flavononas,
leucoantocianinas e compostos fendlicos relacionados (BOBBIO e BOBBIO, 1995;
WENZEL, 2001).

As antocianinas compdem o maior grupo de pigmentos solUveis em agua do
reino vegetal (XAVIER, 2004). A cor destes pigmentos depende da acidez
encontrada no vacuolo da célula vegetal, por exemplo, em meio acido a antocianina
é vermelha, em meio neutro é violeta e em meio béasico € azul (RIBEIRO et al, 2004).

As antocianinas evitam a peroxidacdo de lipideos, a agregacdo de
plaguetas, reduzem os teores elevados de colesterol e triacilgliceréis, prevenindo a
ocorréncia de doencas cardiovasculares, atuam como antioxidantes, evitando
doencas degenerativas, podem ser usados como anti-inflamatérios, além de
poderem evitar a ocorréncia de cataratas no globo ocular de individuos diabéticos
(RIBEIRO et al, 2004).

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos
gquando comparadas a outras frutas e vegetais (ABE et. al, 2007). As antocianinas
nas videiras acumulam-se nas folhas durante a senescéncia e sado responsaveis
pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo encontradas também na polpa de
algumas variedades de uvas. Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior
porcentagem de compostos fendlicos (MALACRIDA e MOTTA, 2005).
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Esse trabalho teve como objetivo determinar e extrair antocianina da uva
Brasil, uma das espécies disponiveis na regido para consumo in natura. O enfoque
deste estudo foi a quantificacdo da concentracdo de antocianinas na mesma, além

da caracterizacdo das amostras de uva Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PIGMENTOS NATURAIS

Os pigmentos sdo 0s compostos quimicos responséveis pelas cores das
plantas ou animais ou mesmo dos minerais. E um corante seco, geralmente um po
insoluvel (LOPES, 2011). Os pigmentos naturais em alimentos servem
primariamente para conferir cor, e hoje em dia sabe-se que estado relacionados com
a prevencao e as vezes até na cura de doencas (RGNUTRI, 2011).

A grande maioria dos pigmentos naturais presentes em alimentos possuem
estruturas quimicas complexas com diferentes grupos funcionais na molécula.
Podendo estes ser divididos em trés classes (BOBBIO E BOBBIO, 1995; WENZEL,
2001):

e Carotenoides encontrados em vegetais e animais.

e Clorofilas presentes em vegetais, e 0s heme e as bilinas encontradas nos
animais. Sao compostos heterociclicos.

¢ Flavonoides sdo compostos heterociclicos contendo oxigénio na molécula e
encontrados somente em vegetais. Os flavonoides se subdividem,
posteriormente, em um grupo diverso que inclui antocianinas, flavonas,
flavonoides, flavononas, leucoantocianinas e compostos fendlicos
relacionados.

As estruturas basicas e quimicas dos flavonoides podem ser observadas nas

figuras 1 e 2, respectivamente:

Figura 1 - Estrutura basica dos flavonoides
Fonte: Autor
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Figura 2 - Estrutura quimica dos principais flavonoides
Fonte: Autor

2.2 OS FLAVONOIDES

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis e estédo
presente em abundancia em angiospermas (ZUANAZZ| e MONTANHA, 2004). Sao
compostos relacionados estdo amplamente distribuidos nos tecidos vegetais. Estes
pigmentos encontram-se nos vacuolos da célula vegetal, dissolvidos na seiva
celular. Os flavonoides tem uma estrutura basica CsC3C3 e constam de dois aneéis
benzénicos e uma cadeia tricarbonada, que, junto com o oxigénio, forma o anel
central (WENZEL, 2001).

Podem-se citas as funcbes atribuidas aos flavonoides nas plantas: (a)
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioletas e visiveis, além de
protecdo contra insetos, fungos, virus e bactérias; (b) atracdo de animais com
finalidade de polinizacdo; (c) antioxidantes; (d) controle da acdo de horménios
vegetais; (e) agentes alelopaticos; e (f) inibidores de enzimas. (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2004).

Os flavonoides sdo compostos fendlicos agindo como potentes antioxidantes
e formando quelatos com os metais (OLIVEIRA e CARVALHO, 1999). Os
flavonoides agem contra virus, bactérias, fungos e na alimentacdo, reproducéo e

desenvolvimento animal; e podem também interferir na germinacdo de sementes e
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reproducdo de mudas (OLIVEIRA e CARVALHO, 1999; ZUANAZZI e MONTANHA,
2004).

Também sdo corantes naturais presentes nos vegetais que desempenham
um papel fundamental na protecdo contra agentes oxidantes. Podendo facilmente
atuar como neutralizadores de radicais livres num meio aquoso, devido as suas
caracteristicas anfipaticas (SILVA, 2011).

Atuam como agentes terapéuticos em um elevado numero de patologias,
tais como arteriosclerose e cancro (SILVA, 2011). Os flavonoides desempenham um
papel importante na inibicAo de carcinogéneses, mutagéneses e doencas
cardiovasculares, estando esta inibic&do relacionada com a sua atividade antioxidante
in vitro. Alguns medicamentos sdo elaborados a partir de flavonoides, em patrticular,
para o tratamento de doencas circulatérias, hipertensdo e agindo como cofator da
vitamina C, foram descobertos alguns flavonoides que sao responsaveis por agéo
antitumoral consideravel, podendo ainda agir como antivirais, anti-hemorragicos,
hormonais, anti-inflamatérios, antimicrobianos e antioxidante (ZUANAZZI e
MONTANHA, 2004).

Podem ser obtidos através da ingestdo de alimentos que contenham ou
através de suplementos nutritivos. Alguns exemplos de fontes de flavonoides séo
frutas, verduras, cerveja, vinho, cha verde, cha preto e soja. Os flavonoides
presentes no vinho provem da uva, especialmente da pele, e do processo
fermentativo (SILVA, 2011).

2.3 AS ANTOCIANINAS

As antocianinas sao substancias encontradas na natureza que possuem
atividade farmacoldgica (RIBEIRO et. al, 2004) consideradas fitoquimicas (XAVIER,
2004). Estas substancias evitam a peroxidacdo de lipideos, a agregacdo de
plaquetas, reduzem os teores elevados de colesterol e triacilglicerois, prevenindo a
ocorréncia de doencas cardiovasculares, atuam como antioxidantes, evitando
doencas degenerativas, podem ser usados como anti-inflamatorios, além de
poderem evitar a ocorréncia de cataratas no globo ocular de individuos diabéticos
(RIBEIRO et al, 2004).
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Alimentos e bebidas ricos em compostos fendlicos (como as antocianinas)
sdo responsaveis pela prevencdo de doencgas, tais com cancer e doencgas
coronarianas isquémicas (MALACRIDA e MOTTA, 2005).

Nas plantas, as antocianinas sao bastante difundidas, ocorrendo ao menos
em 27 familias, 73 géneros e em inUmeras espécies (XAVIER, 2004).

A cor destes pigmentos antocianinicos, depende da acidez encontrada no
vacuolo da célula vegetal; por exemplo, em meio acido a antocianina apresenta
coloracdo vermelha, em meio neutro violeta e em meio basico azul (RIBEIRO et al,
2004).

As antocianinas sdo moléculas polares, em fungdo dos grupos substituintes
polares (hidroxilas, carboxilas e metoxilas) e glicosilas residuais ligados aos seus
anéis aromaticos. Consequentemente, elas sdo mais sollveis em agua do que em
solventes nao-polares, porém, dependendo das condi¢cdes do meio, as antocianinas
podem ser soluveis em éter (XAVIER, 2004). Estas caracteristicas ajudam na
extracdo e separacao das antocianinas.

A cor da antocianina varia com as diversas estruturas moleculares. Quando
se aumenta a oxidrilacdo, ou seja, quando o meio estd basico, aumenta-se a
tonalidade azul. A cor das antocianinas é, também, influenciada pela presenca de
outros compostos fendlicos. Outros flavonoides formam complexos com o0s
glicosideos das antocianinas mais frequentes em niveis de pH que oscila entre 2,0 e
5,0. Esta interacdo aumenta a tonalidade azulada das antocianinas (WENZEL,
2001).

Antocianinas tem cor vermelha intensa a valores de pH baixo devido a
estrutura do ion flavilium, presente nas solucbes com valor de pH abaixo de 3,0,
portanto, a medida em que o pH aumenta a estrutura do ion flavilium passa a uma
estrutura quindénica de cor violeta (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Das antocianinas conhecidas as mais comuns em alimentos derivam das

agliconas, como pode ser observado na Tabela 1:



Tabela 1 - Estrutura, nome e localizacao das principais antocianinas

Estrutura do Estrutura do Nome Glicosidio
cation flavilium anel B encontrado em
OH | pelargonidina | Morango,
amora vermelha,
OH bananeira
OH | Cianidina Jabuticaba, figo,
cereja, uva, cacau
OH ameixa, jambolao
— amora
\ / OH | Delfinidina Berinjela,
= roma e maracuja
i OH
e
N -
HO s iR
OH OH | Malvidina Uva, feijao
OMe
OMe
\ / OH | Peonidina Uva, cereja
OMe
OH | Petunidina Frutas diversas,
petunias
OH

Fonte: Bobbio e Bobbio, 2001.

2.4 ANTOCIANINAS COMO CORANTES NATURAIS

18

A proibicdo do vermelho amaranto e de alguns corantes azuis, assim como

uma restricdo progressiva a que estdo sujeitos muitos corantes sintéticos pelas

legislacbes da FAO-OMS, FDA e Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria do

Ministério da Saude do Brasil contribuiu para estimular a pesquisa de corantes

naturais, nao toxicos (LOPES, 2002).

Existe uma grande demanda de pesquisa para desenvolver corantes

alimenticios a partir de fontes naturais, para diminuir (ou eliminar), gradativamente, a

dependéncia do uso de corantes alimenticios sintéticos no processamento de

alimentos (XAVIER, 2004).
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Atualmente, sdo empregados pigmentos antocianinicos responsaveis pela
cor vermelha de sucos de frutas, de vinhos e doces de confeitaria.

Dentre as frutas que contém pigmentos antocianinicos, estdo incluidas as
amoras, as framboesas vermelhas e pretas, os arandos, as cerejas, as groselhas, as
uvas Concord e outras uvas vermelhas, as romas, as groselhas maduras, as macas
de casca vermelha, pétalas de flores vermelhas, etc. A cor das antocianinas varia
com a estrutura molecular: aumentando o grau de hidroxilagdo, aumenta a coloracao
azul (WENZEL, 2001).

As antocianinas comp&em o maior grupo de corantes sollveis em agua do
reino vegetal (XAVIER, 2004). Os corantes de antocianinas sao considerados como
aditivos eficazes e seguros na industria alimentar, ndo sendo empregados em
grande escala em razdo de sua instabilidade decorrente de diferentes fatores fisicos
(como luz, pH, por exemplo), dificuldades de purificacdo e de sintese, e as possiveis
reacBes com o didxido de enxofre, muito empregado como conservante de alimentos
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2004).

A principal desvantagem das antocianinas frente aos corantes sintéticos
deve-se a mudanca de coloracdo decorrente de reacdes quimicas dos produtos
alimenticios (XAVIER, 2004).

As antocianinas que possuem dois grupos oxidrilicos adjacentes, nédo
substituidos, reagem com ions de ferro, de aluminio ou de estanho para formar
complexos cinzentos, azulados ou de cor de arddsia (WENZEL, 2001). Essa reacao
torna o alimento pouco atrativo.

Uma vez que estes pigmentos reagem com ions metalicos, os alimentos que
contém antocianinas sao processados em recipientes esmaltados. Os alimentos que
contém antocianinas podem provocar perfuracdes na lata (WENZEL, 2001).

Além dos fatores ja citados, uma alta temperatura de armazenamento, um
pH alcalino, presenca de oxigénio no espac¢o da cabeca do recipiente e a presenca
de acucares e do acido ascorbico favorecem a destruicdo do pigmento antocianinico
(WENZEL, 2001).
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2.5 A ACAO ANTIOXIDANTE

O oxigénio atmosférico (0O,) € o principal agente responsavel pela
deterioracdo de materiais organicos e alimentos expostos ao ar. Diversas classes de
moléculas sdo susceptiveis ao ataque de O, incluindo proteinas, aminoécidos,
lipidios, além de acidos graxos poli-insaturados, que também reagem com
0., formando hidroperéxidos (OLIVEIRA et. al, 1999).

Com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacao lipidica de dleos, gorduras
e alimentos gordurosos, sdo empregados compostos quimicos conhecidos como
antioxidantes (RAMALHO e JORGE, 2006).

O oxigénio, indispenséavel a vida de organismos aerobicos, é essencial como
aceptor de elétrons para uma producédo eficiente de energia (SILVA, 2011). O
oxigénio, envolvido no processo respiratorio, em certas condi¢cdes, no organismo,
pode ser transformado em anion superoxido, radical hidroxila, oxigénio singlete e
peréxido de hidrogénio, e todas essas variacfes estdo envolvidas na toxicidade de
oxigénio. A geracdo de tipos téxicos de oxigénioocorre em circunstancias
patologicas, incluindo reacdes inflamatérias (OLIVEIRA et al, 1999).

Desequilibrio entre a formacdo de espécies com poder oxidante e sua
destruicdo denomina-se por stress oxidativo e pode conduzir a um metabolismo
anormal, a perda de funcdes fisiologicas, a doencas e, inclusive, a morte (SILVA,
2011).

Um forte oxidante é o oxigénio, tornando-se impossivel impedir oxidacdes
secundarias promovidas por esta molécula, que podem ter consequéncias graves se
0s seus produtos ndo forem neutralizados por um sistema antioxidante eficiente
(SILVA, 2011).

Existem duas classes de compostos responsaveis pela situacdo de stress
oxidativo: a primeira os radicais livres (espécies que possuem pelo menos um
elétron desemparelhado, sendo bastante instavel e promovendo transferéncias
eletrbnicas rapidas), e a segunda as espécies reativas de oxigénio — ROS
(intermediarios instaveis que derivam do oxigénio molecular) (SILVA, 2011).

Ensaios in vitro demonstraram que os flavonoides possuem atividade
antioxidante e antimutagénica (XAVIER, 2004).

Esses agentes antioxidantes organicos seriam 0s responsaveis por evitar,

entre outras doencgas, a oxidagéo do colesterol LDL (SALINAS, 2002).
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Em termos gerais, o fator que determina o carater antioxidante de um dado
flavonoide sera a estabilidade redox do radical formado a partir do flavonoide original
(SILVA, 2011).

2.5.1 Capacidade Antioxidante da Uva

As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos
guando comparadas a outras frutas e vegetais (ABE et. al, 2007).

Os compostos fendlicos das uvas podem ser classificados em flavonoides e
nao-flavonoides. Os do primeiro grupo fazem parte os flavanois (catequina,
epicatequina e epigalocatequina), flavonois (caempferol, quercetina e miricetina) e
antocianinas, e ao segundo grupo pertencem os acidos fendlicos, hidroxibenzdicos e
hidroxicinamicos (ABE et. al, 2007).

As antocianinas nas videiras acumulam-se nas folhas durante a senescéncia
e sao responsaveis pela coloracdo das cascas das uvas tintas, sendo encontradas
também na polpa de algumas variedades de uvas (MALACRIDA e MOTTA, 2005).

Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior porcentagem de
compostos fendlicos. As principais antocianinas de uvas sdo a cianidina, peonidina,
delfinidina, petunidina e malvidina (ABE et. al, 2007; RIBEIRO et. al, 2004).

O conteudo de antocianinas certamente varia de acordo com a coloragéo da
uva, pois as cultivares de uvas mais escuras apresentaram oS maiores teores de
antocianinas, seguidas pelas uvas rosadas e sendo ausentes em uvas brancas (ABE
et. al, 2007).

Nos EUA, nos anos 80, foi realizada uma pesquisa através da cura pela uva.
Foi incorporado um sistema de cura natural do Dr. Benedict Lust, em Youngborn,
Butler, New Jersey, e também na Flérida, os pacientes tinham todas as vantagens
no sentido de poderem fruir um esplendoroso cenario natural, banhos de sol e
tratamento hidroterdpico, enquanto adotavam uma dieta exclusiva de uvas.
Decorrido o tempo de tratamento os pacientes eram curados das piores doencas,
como gastrite, canceres de garganta, infeccdo de pele, entre outras. A ciéncia,
contudo, ndo sabia ainda dizer quais sdo os elementos contidos na uva que

destruiam os tumores malignos (BRANDT, 2011).
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A Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) constatou que, em certas regides
da Franca, onde havia maior consumo de vinhos, embora os individuos
continuassem a ingerir altas quantidades de alimentos ricos em gorduras saturadas
de origem animal, a populacdo apresentava baixos indices de doencas
cardiovasculares quando comparados com individuos de outras nagdes europeias.
Verificou-se que a Unica diferenca entre as dietas destes povos era o habito que
possuiam de ingerir regularmente vinho tinto. Foi comprovado que flavonoides
(antocianinas), presentes no vinho sdo os responsaveis pela atividade antioxidante
da bebida (LOPES, 2002).

O consumo de suco de uva como fonte de compostos fendlicos pode
apresentar vantagem com relacdo ao do vinho, ja que a auséncia de alcool permite
gue o suco seja consumido pela maioria das pessoas. A extracdo a quente contribui
para uma maior concentracdo de fendlicos no suco, mas o aquecimento durante o
processamento e a estocagem pode ser uma das principais causas de degradacao
das antocianinas, formando pigmentos poliméricos mais estaveis, esses pigmentos
sdo responsaveis por mudancas no aroma, cor e sabor do suco (MALACRIDA e
MOTTA, 2005).

2.6 UVA BRASIL

Esta variedade nacional da uva Itdlia possui coloracdo negra na casca e
roxa nas bagas. Surgiu por mutacado natural a partir da uva Italia mantendo o sabor e
a textura (SCHMIDT, 2011).

2.6.1 Caracterizagdo Fisico-quimica das Uvas

Caracterizar um alimento envolve analisar a sua constituicdo quimica,
caracteristicas fisicas e sensoriais (PARK e ANTONIO, 2006).

A determinacdo de umidade estd relacionada com sua estabilidade,
qualidade e composicdo, e pode afetar as seguintes caracteristicas do produto:

estocagem, embalagem e processamento. A umidade € o principal fator para os

processos microbioldgicos, como o desenvolvimento de fungos, leveduras e
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bactérias, e também para o desenvolvimento de insetos. A agua pode estar presente
na amostra sob duas formas: 4gua livre e 4gua ligada. Dependendo da natureza da
amostra, requer temperaturas diferentes para a sua remocao, que frequentemente
nao é total e em alguns casos nao € eliminada nem a temperaturas que carbonizem
parcialmente a amostra (PARK e ANTONIO, 2006).

Segundo pesquisadores a porcentagem de agua na uva é de 81,3%, nas
partes comestiveis (BRAZILIANFRUIT, 2011).

A cinza de uma amostra de alimento € o residuo inorganico que permanece
ap6s a queima de matéria organica de uma amostra. E constituida principalmente de
grandes quantidades de K*, Na*, Ca™ e Mg*"*; pequenas quantidades de AI**, Fe®*,
Ccu®*, Mn* e Zn*" e tracos de Ar, I', F e outros elementos. A cinza obtida ndo é
necessariamente da mesma composicdo que a matéria mineral presente
originalmente no alimento, pois pode haver perda por volatilizagdo ou alguma
interac&o entre os constituintes da amostra (PARK e ANTONIO, 2006).

A quantidade de cinzas em 100 g de uva € 0,57g (BRAZILIANFRUIT, 2011).

A determinacdo do pH é uma determinacdo eletrométrica que avalia a
concentracdo de ions hidrogénio em uma amostra. O valor do pH determina o
tratamento térmico o qual o alimento devera ser submetido e também interfere na
textura de alimentos e ponto de gelificagéo de frutas (PARK e ANTONIO, 2006).

O valor do pH em uvas varia de 3,5 a 4,5 e € um dos responsaveis pelas
caracteristicas organolépticas e coloracdo de vinhos e sucos, juntamente com
acidez total e outros compostos relacionados (SANTANA et al, 2008)

A acidez titulavel encontrada na cultivar Patricia é de 0,8 g de &cido
tartarico/100 mL de suco, em outras variedades de uva € 0,91 g de &cido
tartarico/100 mL de suco. A acidez titulavel possui relacédo direta com a temperatura.
Temperaturas elevadas favorecem baixa acidez, valores de acidez, para uva, acima
de 1,5% considera-se acidez elevada (SANTANA et al, 2008).

2.7 LIOFILIZACAO

A liofilizacdo consiste em um processo de separacédo por sublimacédo, onde a
agua ou a substancia aquosa é retirada como vapor do produto congelado passando
da fase solida para a fase gasosa (BORTOLATTO e LORA, 2011). A figura 3
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apresenta um diagrama de fases, na qual a curva vermelha representa a passagem

da fase sélida para a gasosa, como ocorrido no processo de liofilizagéo.

solido

Pressao, P

liquido

Temperatura, T

Figura 3 - Diagrama de fases
Fonte: QUIMICA DE “A” A “Z”, 2011.

Liofilizacdo ou criodessecacdo (freeze drying) € um processo de
desidratacdo usado para preservar alimentos, onde estes sdo congelados e a agua
€ retirada, por sublimacdo (PORTALEXTREMO, 2008).

A liofilizacdo trabalha com a producdo de vacuo e aumento gradativo da
temperatura, reduzindo-se deste modo a pressdo circunvizinha, o que permite a
agua congelada no material passar diretamente da fase sélida a fase gasosa, sem
destruir as propriedades nutritivas do alimento, pois mantém intacta as paredes
celulares, que seriam destruidas na evaporacao (CLEEF et al, 2007).

A agua interfere na alteracdo dos alimentos, mas a quantidade de agua por
si s6 ndo causa a deterioracdo dos mesmos, e sim a atividade de agua que esta
disponivel para o crescimento de microrganismos e para a realizacao de diferentes
reacBes quimicas e bioquimicas (BORTOLATTO e LORA, 2011).

A liofilizagcdo ndo causa, geralmente, o encolhimento ou endurecimento do
material que esta sendo desidratado, e os sabores/cheiros permanecem, também,
virtualmente inalterados (PORTALEXTREMO, 2008).

Produtos que tenham elementos sensiveis ao calor, como proteinas e

vitaminas, a liofilizacdo conserva as propriedades nutritivas, pois as membranas das
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células ndo se rompem com a perda do vapor de agua. (SUPERINTERESSANTE,
1989).

Os produtos liofilizados, por apresentar no seu processo caracteristicas de
preservacdo dos nutrientes, sdo de grande interesse para a conservacdo de
alimentos (BORTOLATTO e LORA, 2011).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS

As amostras de Uva Brasil foram coletadas em um estabelecimento
comercial no municipio de Pato Branco — Parana. Nos processos de caracterizacao
determinacao qualitativa e quantitativa de antocianinas as amostras foram avaliadas

em triplicatas.

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS AMOSTRAS

Primeiramente, classificam-se os grdos de uva Brasil a serem utilizados,
lava-se com agua corrente e seca-se com papel absorvente. E entfo, realizado o
preparo do produto, corta-se a fruta para que a casca nao seja uma barreira fisica
para a saida de agua. Pesa-se a amostra. Separam-se em cinco potes e fazem-se
pequenos furos na tampa, para que a agua que fosse retirada no processo de
sublimacdo da amostra tivesse por onde escoar. O processo de liofilizagao utilizado
foi proposto por Rodrigues (2008), o qual consiste em pré-congelar a amostra em
menos de 0°C com posterior liofilizagdo. Com o equipamente Liofilizador L101, pré-
congela-se a amostra por 19 horas a uma temperatura de -57° C. Em seguida, troca-
se o compartimento onde a amostra se encontrava, coloca-a na regido de vacuo do
Liofilizador L101. Nesse local, a amostra permaneceu por 30 horas a uma
temperatura de -47° C. No fim do processo pesou-se a amostra. Utiliza-se o
multiprocessador para reduzir a granulometria da amostra.

A determinacgdo do percentual de umidade e cinzas foi realizada pelo método
de calcinacao proposto por Kiehl (1985).

O valor do pH da amostra foi medido por meio do método potenciométrico,
seguindo a metodologia imposta pelo Instituto Adolfo Lutz (LUTZ, 2008).

A acidez titulavel foi ordenada por potenciometria, segundo metodologia
proposta por Santana (2008). O método baseia-se na titulagdo potenciométrica da
amostra com solucédo de hidréxido de sédio (0,1 mol.L™), o qual se determina o

ponto de equivaléncia até o pH 8,2.



3.3 DETERMINACAO QUALITATIVA DE ANTOCIANINAS NA AMOSTRA

3.3.1 Preparacéao dos Extrato Hidrofilico
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E seguida a metodologia proposta por Matos (1997), com utilizacdo de

solvente hidrofilico agual/etanol (30:70), extrai-se o material

agitando-se

frequentemente, aquece-se a mistura em banho-maria e faz-se a filtracdo do extrato

a guente. Primeiramente, grosseiramente, através de um algoddo, e em seguida

com um filtro de papel.

Ao alterar-se o pH da solugcéo observa-se o aparecimento das cores diversas

e analisa-se a tabela sugerida por Matos (1997).

Tabela 2- Teste para antocianinas e antocianidinas

Constituintes Cor em meio
Acido (3) Alcalino (8,5) Alcalino (11)
Antocianinas e Vermelho Lilas Azul parpura

Antocianidinas
Flavonas, Flavonois e - -
Xantonas
Chalconas e Auronas Vermelho -

Flavonoéides - -

Amarelo

Vermelho puarpura

Vermelho laranja

Fonte: Matos, 1997

3.3.2 Preparacéao dos Extratos Lipofilico

Em um cartucho para Soxhlet coloca-se a amostra e faz-se a extracao a

guente com éter etilico por 3 horas. Ao alterar-se o pH da solucdo observa-se o

aparecimento das cores diversas e analisa-se com 0s valores da Tabela 2 sugerida

por Matos (1997).
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3.4 DETERMINACAO QUANTITATIVA DE ANTOCIANINAS NA AMOSTRA

3.4.1 Preparacéao dos Extratos

A extracdo dos pigmentos foi realizada de acordo com Teixeira et al (2008).
O diferencial é a utilizacdo de matérias liofilizadas e nao trituradas. Posteriormente,
o extrato foi purificado, extraindo-se (trés extracdes sucessivas de 10 mL cada) o

conteudo de clorofila.

3.4.2 Andlise Espectrofotométrica de Absorcédo Atdmica

As substancias antocianinicas possuem uma caracteristica particular que
permitem quantifica-las por método espectrofotométrico UV, na regido de 520nm e
700 nm. Segundo Teixeira et al (2008), através da variacdo de pH observa-se
diferenca direta de absorbéancia que permite estimar a fracdo real de antocianinas
presentes.

3.4.3 Andlise Cromatografica

Os extratos obtidos foram injetados em triplicata, 10 amostras, no sistema
HPLC, para a pesquisa em uC18 e 20 com absorcao de energia na regido do visivel.
O equipamento empregado foi um Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC).
Tendo como gradiente de eluicdo acido acético 0,1% / acido acético 0,1% em
acetonitrila (30:70). A temperatura da coluna durante a corrida cromatogréafica foi de
40°C. Os comprimentos de ondas investigados foram 520 e 700nm (BARRETO et al,
2005). Com o objetivo de amenizar as dificuldades sobre a falta de padrdes, Marcgo e
Poppi (2008) citam um método para a identificacdo de antocianinas baseado no
tempo de retencdo. Na metodologia proposta, observa-se o tempo de retencao de
uma antocianina que esta presente na maioria das frutas vermelhas: a cianidina-3-

glucosideo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS AMOSTRAS

As médias dos resultados obtidos na caracterizagdo fisico-quimica das
amostras de uva estdo apresentadas na Tabela 3. Estes resultados foram
comparados com parametros obtidos por outros pesquisadores.

As caracteristicas das amostras podem variar com o periodo do ano, a

temperatura e o clima da regiao.

Tabela 3 - Médias na Caracteriza¢cdo Fisico-Quimica das Amostras de Uva Brasil

Parametros Resultados Pardmetros de comparacéo
Umidade (%) 91,10+ 1,40 81,3 Brazilianfruit (2011)
Cinzas (%) 0,48 + 0,07 0,57 Brazilianfruit (2011)
pH 3,16 £ 0,17 Entre 35 e 45 Park e
Antonio (2006)
Acidez Titulavel (%) 0,88+ 0,12 0,8 Santana et al (2008);
0,91 Souza-Ledo & Pereira
(2001)

As cinzas produzidas no processo de calcinacdo podem ser o residuo
inorganico remanescente da queima da matéria organica, sem residuo de carvao.
Geralmente, a cinza contém calcio, magnésio, ferro, fésforo, so6dio e outros
componentes minerais e a umidade de um alimento esta relacionada com sua
estabilidade e qualidade e composicdo (VICENZI, 2011). As médias dos valores de
umidade e cinzas das uvas obtidas nos experimentos estdo de acordo com
Brazilianfruit (2011), no qual foi determinado teor de cinzas e umidade de 0,57% e
81,3%, respectivamente.

A média de teor de umidade de 91,10% foi encontrada a partir da liofilizacao
da uva Brasil, esse método emprega a producédo de vacuo e aumento gradativo da
temperatura, 0 que permite a agua congelada no material passar diretamente da
fase soélida ao gas, sem destruir as propriedades nutritivas do alimento, pois mantém
intactas as paredes celulares, que seriam destruidas na evaporacdo (CLEEF et al,
2007).
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A amostra liofilizada apresentou sabor caracteristico (acido e doce) e odores
volateis tipicos de uva. Como pode ser observada na figura 4, a amostra apresenta o
formato de meia esfera condicionada pelo tratamento da amostra, onde antes do

congelamento a fruta foi cortada ao meio.

Figura 4 — Uvas Brasil liofilizadas

O valor do pH apresenta o grau de maturacdo dos produtos, além de estar
interligado com a sua qualidade (VICENZI, 2011). A média dos valores de pH
obtidos nos experimentos (3,16 + 0,17) se apresentam abaixo dos valores
determinados por Park e Antonio (2006), valores entre 3,5 e 4,5. Porém a diferenca
nao € significativa, uma vez que o valor do pH da fruta pode ser influenciado pelo
tipo de solo e clima da regiéo.

A acidez total titulavel é a quantidade de &cido de uma amostra que reage
com uma base de concentracdo conhecida, e se tratando de uva, o acido de maior
concentracdo é o tartarico. A proporcao relativa de 4cidos organicos presentes em
frutas e vegetais varia de acordo com o grau de maturacdo e as condi¢cbes de
crescimento (VICENZI, 2011). As amostras de uva apresentaram acidez titulavel
média de 0,88 = 0,12%, valores préximos dos determinados por Santana et al (2008)
0,8%, e Souza-Ledo & Pereira (2001), 0,91%.

Em uvas, valores de acidez acima de 1,5% considera-se uma acidez
elevada. A acidez nessa fruta esta diretamente relacionada com a temperatura da
regido de plantio, quanto maior a temperatura ambiente maior a acidez titulavel da
fruta (SOUZA-LEAO & PEREIRA, 2001).
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4.2 DETERMINACAO QUALITATIVA DE ANTOCIANINAS NA AMOSTRA

De acordo com a metodologia de Matos (1997), amostras que contém
antocianinas em meio lipofilico e hidrofilico acarretara a uma extracdo de
constituintes. E ao alterar o valor do pH do meio apresentara cores variadas. A
Tabela 4 apresenta as coloracbes das amostras de uva Brasil para diferentes

valores de pH

Tabela 4 - Coloracao com ainfluéncia do pH sobre extrato de uva

pH Solvente Hidrofilico Solvente Lipofilico
etanol/agua (70:30) éter etilico

3,0 Vermelho Verde brilhante

8,5 Verde musgo Verde brilhante

11,0 Azul escuro Verde brilhante

As figuras 5 e 6 apresentam a coloracao formada com a variacao de pH, da

esquerda para a direita, em ambas as imagens, tem-se pH de 3,0; 8,5 e 11,0.

Figura 5 - Extrato de uva Brasil com
influéncia do solvente hidrofilico, com pH
diferentes (da esquerda para a direita, tem-
se valores de pH de 3,0; 8,5e 11,0)
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)

-
NI 2

com influéncia do solvente

lipofilico, com pH diferentes (da
esquerda para a direita, tem-se
valores de pH de 3,0; 8,5 e 11,0)

Segundo Matos (1997), caso a solucdo com solvente hidrofilico alterasse
sua coloracao para vermelho (pH = 3,0), lilds (pH = 8,5) e azul-parpura (pH = 11,0) a
mistura possuiria antocianinas e antocianidinas. A colora¢do obtida foi positiva para
os valores de pH igual a 3,0 e 11,0.

Caso a coloracao da mistura lipofilica também alterasse sua coloracéo para
vermelho (pH = 3,0), lilds (pH = 8,5) e azul-purpura (pH = 11,0), esse resultado
positivo poderia indicar a presenca de um ou mais dos seguintes constituintes:
fendis simples, catequinas e flavonoides, mas que para comprova-los precisar-se-ia
fazer testes especificos. Como se sabe, as substancias que pretende-se qualificar
séo as antocianinas, as quais pertencem ao grupo flavonoides.

Essa mudanca na coloracdo das solucdes pode sofrer influéncia de outras
substancias. Segundo Matos (1997), a presenca de um constituinte pode mascarar a
cor indicativa da presenca de outro. O que pode ter acontecido com a solucéo
hidrofilica no pH igual a 8,5, 0 qual se apresentou verde musgo ao invés de lilas.

Pode-se observar que as antocianinas sdo extraidas com solventes
hidrofilicos, ou seja, polares. Ao proceder-se as analises utilizou-se uma solugéo de
etanol/agua (70:30) (TEIXEIRA et al, 2008), que sdo substancias que se misturam
completamente formando uma solu¢cdo homogénea e incolor. As antocianinas por
possuirem grupos —OH (apresentados na Tabela 1) se solubilizam nesse solvente. A

polaridade da solucéo é compativel com a das antocianinas.



33

4.3 DETERMINAGCAO QUANTITATIVA DE ANTOCIANINAS NA AMOSTRA

As amostras foram resfriadas por 24 horas (T: 5° C), juntamente com o
solvente etanol/agua (70:30).

As amostras poés-resfriamento foram filtradas em papel de filtro, separadas
da clorofila por extracéo éter etilico/éter de petréleo (1:1) e centrifugadas a 2000 rpm
por um tempo de 10 minutos, o sobrenadante foi utilizado para a analise
espectrofotométrica e cromatografica.

A figura 7 apresenta a matéria organica que restou da filtragdo a vacuo,
pode-se observar uma auséncia de coloracdo na mesma devido a extracdo de seus
corantes (antocianinas), pois estes estavam contidos na solucao extratora.

A figura 8 mostra a extracdo de clorofila em uma mesma amostra, pode-se
notar que h4 um decréscimo na coloracdo, devido a primeira extracdo ser a que
mais retira os pigmentos clorofilados das amostras ela possui maior coloragéo

amarela, a seguir a segunda, e por ultimo a terceira a extracao.

Figura 7 - Residuo remanescente da
filtracdo a vacuo da soluagdo de uva Brasil
liofilizada

Figura 8 - Separacao da clorofila do filtrado
de uva Brasil liofilizada por extracdo com
solvente éter etilico/éter de petréleo
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4.3.1 Analise Espectrofotométrica de Absorcdo Atdmica

A andlise quantitativa de antocianinas, foi estudada pelo método de pH
diferencial segundo Barreto et al (2005).

O espectro de absorcdo das antocianinas situa-se na faixa de 520-530 nm.
De acordo com a figura 9 o comprimento de onda de 520 nm proporciona um pico
maximo de absorbancia para antocianinas.

O comprimento de onda de 700 nm serve para descontar a turbidez da
amostra (ABE et al, 2007).

Estudaram-se os comprimentos de onda de 520 nm e 700 nm (TEIXEIRA et
al, 2008). As médias dos valores das absorbancias e a concentracdo de

antocianinas nas amostras sdo apresentadas na Tabela 5 e 6, respectivamente.
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Figura 9 - Espectro de varredura para antocianinas
Fonte: LOPES, 2002.

A amostra A € a média da triplicata de amostras contendo clorofila, as
amostras B, C e D sdo o material que passou pela metodologia de extracdo de
clorofila e a amostra B-C-D € uma média das referentes amostras.

Fez-se o estudo com amostras contendo clorofila, amostra A, para ter-se
base do quanto essa substancia influenciaria na espectrofotometria. No
comprimento de onde de 520 nm, a interferéncia que a clorofila causa é de 1,022
UA, ja em 700 nm a interferéncia é registrada como sendo 0,018 uA. Ao analisar-se

a amostra A nos valores de pHs de 1,0 e 4,5 ndo sO as substancias antocianinas
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mudavam sua coloracdo, mas também as clorofilas. Para que a andlise ter uma

maior proximidade com seu valor real & necessario retirar a clorofila do meio.

Tabela 5 - Absorbéncia encontrada para o extrato de uva Brasil em 520 nm

Amostra pH=1,0-520 nm pH=4,5-520 nm Diferenca direta Concentragéo
A 1,909 uA 0,533 UA 1,376 UA 511x10°g.L"

B 0,398 UA 0,274 UA 0,124 uA 4,61x10°g.L"

C 0,154 uA 0,083 UA 0,071 uA 2,64x10°g.L"

D 0,262 uA 0,206 UA 0,056 UA 2,08x10°g.L"
B-C-D 0,542 uA 0,188 UA 0,354 uA 1,32 x 10°g.L*

Tabela 6 - Absorbancia encontrada para o extrato de uva Brasil em 700 nm

Amostra pH=1,0-700 nm pH 4,5 - 700 nm Diferenca direta Concentracéo
(@Lh

A 0,161 uA 0,097 uA 0,064 UA 2,38x10°g.L"

B 0,145 uA 0,104 uA 0,041 uA 1,52 x 10°g.L*

C 0,041 uA 0,011 uA 0,030 UA 1,11 x 10°g.L*

D 0,117 uA 0,049 UA 0,068 UA 2,53x10°g.L"

B-C-D 0,101 uA 0,055 uA 0,046 UA 1,71 x 10°g.L*

Quando se eleva valor do pH para 4,5 do extrato que continha antocianinas,
este passa a se apresentar em condicbes que praticamente ndo apresentam
coloracdo, ou seja, apresentam menor absorcao de energia. Por outro lado, quando
reduz o pH para 1,0, os pigmentos antocianinicos, exibem coloracdo vermelha
intensa, sendo sua absorbancia maxima (TEIXEIRA et al, 2008)

A diferenca de absorbancia observada possibilita, por diferenca direta,
estimar a fragcdo de antocianinas presentes.

As concentracdes, apresentada nas Tabelas 5 e 6, foram geradas de acordo
com a Lei de Beer-Lambert, e o coeficiente de absortividade molar foi utilizado como
sendo 26.900 L.cm™.mg™* (MOTA, 2006).

Em comprimento de onda de 520 nm, a concentragdo de antocianinas no
extrato de uva foi de aproximadamente 117 mg/100g de uva in natura, € em 700 nm
15mg/100g de uva in natura. Portanto, Ao considerar-se o valor encontrado em 700
nm como sendo a turdibez, a concentracdo de antocianinas é de 102 mg/100g de
uva in natura. A concentracdo maxima de antocianinas totais obtidas por Valduga et
al (2008) foi de 300 mg/100 g de bagaco de uva, um numero 2,94 vezes maior que 0

calculado pelo experimento.
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Esse valor encontrado esté a baixo do comparado com a literatura, devido o
Valduga et al (2008) ter utilizado somente o bagaco da fruta, sendo na uva o
epicarpo (a casca) a parte que contém maior pigmento, e por consequéncia maior

concentracdo de antocianinas.

4.3.2 Analise Cromatografica

Ao utilizar-se o tempo de retencdo (TR) como parametro comparativo para
quantificacdo de antocianinas convém ressaltar que para moléculas com
hidrofobicidade o TR € influenciado pelo grau de glicosilacdo e pela natureza dos
acucares presentes nesses pigmentos. Devido essa caracteristica o tempo dentro da
coluna é prolongado para antocianinas com &cidos acilados, pois aumenta sua
afinade com a fase estacionario (FE) (LIMA et al, 2006).

Os resultados obtidos por Favaro e Rossi (2007) com o padrdo de ci-3-gli
(presente na maioria de frutas vermelhas) em equipamento HPLC possuem TR de
aproximadamente 11 minutos.

Os estudos de Sampaio e Rossi (2007) encontraram aproximadamente 24
minutos para cianidina-3-rutinosideo e aproximadamente 15 minutos para
delfinidina-3-rutinosideo.

O TR indicado para separacdo de antocianinas aciladas em HPLC, utilizando
coluna C18 de fase reversa é de 70 minutos. Na pesquisa de Lima et al (2006) os
cromatogramas obtidos possuem picos registrados antes de 15 minutos, ou seja, 0S
pigmentos estudados ndo possuiam acidos em suas moléculas.

Os resultados obtidos com a extracdo da uva Brasil com etanol/agua (70:30)
com posterior extracao de clorofilas e estudo cromatografico gera a figura 10, que é
a representacao grafica contendo os picos gerados com o equipamento HPLC.
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Figura 10 - Cromatografo de extrato de uva Brasil em 520 nm

Pode-se observar que ndo ha pico consideravel para o estudo de
antocianinas. Os primeiros picos formados até 6 minutos sdo decorrentes da fase
movel e depois desse valor nenhum outro pico é formado até 30 minutos. As
amostras estudadas, ou seja, os demais cromatogramas gerados decorrentes das
triplicatas possuem essa mesma caracteristica de auséncia de pico.

De acordo com as analises de Lima et al (2006) antocianinas glicosiladas
possuem um TR mais elevado em relacdo as antocianinas aglicolicas. Pode-se
presumir que as antocianinas em questao possuiam um TR maior que 30 minutos, e

gue decorrente disso podem ser glicosiladas.
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CONCLUSOES

As caracterizacdes fisico-quimicas das amostras de uva Brasil encontram-se
entre a faixa de valores literarios, apresentando insignificantes variacbes que sao
causadas pelas condi¢Bes climéaticas da Regido e nutricionais do solo utilizado para
a cultura. Com a determinacao qualitativa pode-se concluir que existem antocianinas
presentes na uva Brasil. Com a andalise quantitativa, com o auxilio do
espectrofotometro, tem-se a capacidade de mensurar a concentracdo de
antocianinas como sendo de aproximadamente 102 mg/100g de uva in natura,
concentragcdo cabivel comparada ao referencial. Ao utilizar-se o HPLC presume-se
gque as antocianinas extraidas possuiam um tempo de retencdo maior que 30

minutos, e que decorrente disso podem ser glicosiladas.
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