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RESUMO

A uva e seus derivados sdo fontes importantes de minerais e polifendis
com propriedades bioativas. A principal razdo para 0 interesse em
estudar os polifendis sdo suas propriedades antioxidantes e seu papel
postulado na prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo,
como céncer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas. Durante a
producdo do suco de uva ocorre a geracao de residuos e a caracterizacao
quimica deste material torna-se imprescindivel para sua valorizagdo e
utilizaco tecnoldgica, além de contribuir para a sustentabilidade do setor
produtivo. O residuo de uva investigado neste estudo foi obtido da etapa
de clarificacdo do suco de uva, onde ocorre a remogao dos sélidos que
estavam suspensos (4 a 8%) em uma centrifuga decanter. Estudos que
avaliem o perfil fendlico, elementar, bioacessibilidade dos fitoquimicos
e propriedades bioativas do residuo de uva obtido da centrifugacdo do
suco sdo escassos, 0 que dificulta sua valorizagdo e consequente
aplicagdo industrial. O objetivo deste estudo foi caracterizar o residuo
obtido do processamento do suco de uva da variedade Bordd e Isabel
(Vitis labrusca L.) quanto ao perfil fendlico, bioacessibilidade dos
fendlicos e minerais apds simulacdo gastrointestinal in vitro, e avaliar a
atividade antiproliferativa in vitro. A analise de compostos fenolicos foi
realizada utilizando espectrofotdmetro UV-Vis e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE-DAD). A composicao mineral foi avaliada por
espectrometria de emissdo Optica de plasma indutivamente acoplado
(ICP OES). A atividade antiproliferativa in vitro do residuo de uva e das
fracdes bioacessiveis foram avaliadas em células saudaveis (Raw 264.7
e Mn01) e cancerigenas (Caco-2, ACP02, ACP03, HepG2) utilizando o
método MTT  [brometo de  3-(4,5-dimetiliazol-2- il)-2,5-
difeniltetrazélio]. A caracterizacdo do perfil fendlico do residuo
de uva foi realizada ap6s a otimizacdo do método de
extracdo, um método simples e rapido foi otimizado para extracdo de
antocianinas. Os pardmetros de extracdo utilizados foram: relagdo
s6lido:liquido de 1:10 (p/v), tempo de extracdo de 5 min e concentracédo
de solvente metanol:agua de 85:15 v/v. O residuo de uva Bordd e Isabel
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para todos os compostos
fendlicos avaliados. As analises cromatograficas revelaram a presenca de
antocianinas mono e diglicosiladas em ambos os residuos de uva.A
catequina, epicatequina, acido ferdlico, acido caféico e trans-resveratrol
sdo potentes antioxidantes e foram encontrados em altas concentracfes
nos residuos de uva. A bioacessibilidade dos polifendis e minerais foi
avaliada ap6s a digestdo in vitro do residuo de uva (fase oral, gastrica e



intestinal). Apos a simulacdo da digestdo as fragdes bioacessiveis foram
analisadas quanto a bioacessibilidade dos compostos fenolicos e
minerais. Durante a digestdo in vitro, mudancas importantes foram
observadas nas concentracOes de polifendis e minerais apds a passagem
pelas fases gastrica e entérica. O trans-resveratrol, catequina e
epicatequina apresentaram altos indices de bioacessibilidade. A
concentracdo de polifendis e minerais foi reduzida significativamente
(p<0,05) ao final da fase intestinal. Independentemente da variedade da
uva, 0s constituintes dos residuos apresentaram maior atividade
antioxidante na fase gastrica, o que foi relacionada a alta concentracédo
de polifenois nesta etapa. Os elementos Ca, Mg, Cu, Fe, Sr, Mn, Zn, Al,
Ni e Pb ndo foram detectados na ultima fase de digestdo, sendo pouco
bioacessiveis.O residuo de uva Bordd e Isabel inibiram a proliferacdo de
células de adenocarcinoma do cdlon, e a fracdo bioacessivel destes
residuos aumentou a viabilidade celular de macréfagos murinos (Raw
264.7), linhagem que apresenta importantes funcGes de regulacdo
imunolégica. A caracterizagdo fendlica e a bioacessibilidade in vitro dos
compostos fendlicos e minerais, bem como estudos com cultura de
células, visam a valorizacdo deste residuo da vitivinicultura brasileira
sugerindo a sua aplicacdo no desenvolvimento de produtos com
propriedades funcionais e nutracéuticas.

Palavras-Chave: Residuo de uva. Polifendis. Minerais.
Bioacessibilidade. Atividade antiproliferativa.



ABSTRACT

The grape and grape derivatives are important sources of minerals and
polyphenols with bioactive properties. The main reason for the interest
in polyphenols is their antioxidant properties and their postulated role in
the prevention of diseases associated with oxidative stress, such as
cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases. During the
production of grape juice, the generation of residues occurs and the
chemical characterization of this material becomes essential for its
valorization and technological use, in addition to contributing to the
sustainability of the productive sector. The grape residue investigated in
this study is obtained from the step of clarification of grape juice, where
it occurs to the removal of suspended solids (4 to 8%), this process is
carried out in a decanter centrifuge. Studies that evaluate the phenolic
profile, elemental, bioaccessibility of the phytochemicals and bioactive
properties of grape residue obtained from juice centrifugation are scarce,
which makes it difficult to valorization and consequently to be applied
industrially. The objective of this study was to characterize the phenolic
profile of the residue obtained from processing of the grape varieties
Bordo and Isabel (V. labrusca L.) and to evaluate the bioaccessibility of
phenolics and minerals after gastrointestinal simulation in vitro and
antiproliferative activity in vitro. The analysis of individual phenolic
compounds was performed using UV-Vis spectrophotometer and high
performance liquid chromatography (HPLC-DAD).The mineral
composition was evaluated by inductively coupled plasma optical
emission spectrometry (ICP OES).The in vitro antiproliferative activity
of grape residue and bioaccessible fractions were evaluateds in healthy
(Raw 264.7 and Mn01) and carcinogenic cells (Caco-2, ACP02, ACP03,
HepG2) using the MTT method [3-(4.5-dimethylthiazol-2yl)-2.5-
diphenyltetrazolium bromide]. The characterization of the phenolic
profile of the grape residue was performed after the optimization of the
extraction method, the results presented a simple and fast extraction
method was optimized for extraction of anthocyanins. The extraction
parameters used were:solvent:solid ratio of 1:10 (w/v), extraction time
of 5 min and concentration of solvent methanol:water of 85:15 v/v. The
residue of grape juice Bordo and Isabel presented significant difference
(p < 0.05) for all phenolic compounds evaluated. The chromatographic
analyzes revealed the presence of mono and diglucosides anthocyanins
in both grape residues. The anthocyanin identified at higher
concentrations in the residue of grape Bordo was the malvidin-3,5-
diglucoside. The catechin, epicatechin, ferulic acid, caffeic acid and



trans-resveratrol are potent antioxidants and were found at high
concentrations in grape residues. The bioaccessibility of the polyphenols
and minerals were evaluated after the in vitro digestion of the grape
residue. In vitro gastrointestinal digestion consists of three step, the
phase oral, gastric and intestinal. After digestion simulation the
bioaccessible fractions were analyzed for bioaccessibility of phenolic
and mineral compounds. During in vitro digestion, important changes
were observed in the concentrations of polyphenols and minerals after
passage through the gastric and enteric phases. The trans-resveratrol,
catechin and epicatechin showed high indexes of bioaccessibility. The
concentration of polyphenols and minerals was significantly reduced
(p<0.05) at the end of the intestinal phase. Regardless of the grape
variety, the constituents of the residues presented greater antioxidant
capacity in the gastric phase, which was related to the high
concentration of polyphenols in this step. The elements Ca, Mg, Cu, Fe,
Sr, Mn, Zn, Al, Ni and Pb were not detected at the last phase of
digestion, being poorly bioaccessible. The residue of grape Bordo and
Isabel inhibited the proliferation of colon adenocarcinoma cells, and the
bioaccessible fraction of these residues increased the cell viability of
murine macrophages (Raw 264.7), a lineage that has important immune
regulation functions. The phenolic characterization and in vitro
bioaccessibility of the phenolic and mineral compounds, as well as
studies with cell culture, aim at the valorization of this residue of
Brazilian winemaking, suggesting its application in the development of
products with functional and nutraceutical properties.

Keywords: Grape residue. Polyphenols.Minerals.Bioaccessibility.
Antiproliferative activity.
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INTRODUCAO

A geracdo de residuos provenientes da vitivinicultura vem
crescendo nos Ultimos anos, fato que estd relacionado principalmente
com o aumento da produgdo de vinhos e sucos (MELLO, 2016). A
producdo de uvas no Brasil foi de 984.244 toneladas em 2016, sendo a
regido Sul do Brasil a maior produtora de uvas do pais, com importante
destaque na vitivinicultura nacional (MELLO, 2017). No Brasil, para
elaboracdo do suco de uva sdo utilizadas as variedades americanas Vitis
labrusca L., sendo amplamente cultivadas na regido sul e representando
mais de 80% das uvas processadas. Entre as variedades mais cultivadas
destacam-se a Bordd e Isabel, que correspondem a cerca de 50% da
producdo nacional de uvas (MELLO, 2011).

Durante a elaboracéo do suco de uva, na etapa de maceracgéo, as
substancias fendlicas sdo transferidas para 0 mosto, no entanto, grande
parte dessas substancias ainda permanecem nos tecidos vegetais. Nas
etapas de desengace, prensagem e centrifugagdo do suco de uva séo
gerados trés residuos sélidos: engaco, bagaco e o residuo da
centrifugacdo. O residuo investigado neste estudo é obtido da etapa de
centrifugacdo do suco de uva, nesta etapa ocorre a remogdo dos solidos
que estavam suspensos (4 a 8%) em equipamento denominado de
centrifuga decanter. A separacdo destes solidos contribui para a
qualidade do suco de uva, reduzindo a turbidez, atuando como uma
etapa de clarificacdo (HAAS et al., 2016).

Os subprodutos da industria de suco de uva sdo importantes
fontes de substancias fendlicas e minerais. Os flavonoides, acidos

fendlicos e estilbenos sdo responsaveis por relevantes atividades
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bioldgicas (JACKSON, 2008). Os minerais participam de importantes
fungdes biolodgicas e sdo encontrados na planta como macroelementos e
microelementos. Os minerais Na, K, Mg, Ca, Mn e Fe sdo encontrados
em maior concentragdo na uva e seus derivados (PANCERI et al., 2013;
TOALDO et al., 2013; HAAS et al., 2016).A presenca de metais deve-
se principalmente as praticas agricolas aplicadas nos vinhedos, como o
uso de fungicidas e produtos fitossanitarios (SONEGO et al., 2005).

A prevencdo de vérias patologias cronicas, incluindo doencas
cardiovasculares, diabetes e doengas neurodegenerativas, bem como
alguns tipos de cancer é amplamente associada a alimentos ricos em
polifendis (VAUZOUR et al., 2010; TOALDO et al., 2015). Diversos
estudos indicam o potencial anticancerigeno das substancias fendlicas,
principalmente na sua capacidade de inibir a proliferacdo das células
cancerigenas (LEE et al., 2006; RAMOS et al., 2011;VU et al., 2012).
Os fenolicos também atuam na redugdo do dano oxidativo e podem ter
efeitos neuroprotetores (KICH et al., 2016). Estudos epidemiolégicos
investigaram explicitamente a digestdo, a absor¢do intestinal e o
metabolismo dos polifenois, o que pode elucidar diferentes perspectivas
sobre sua bioatividade (CILLA, et al., 2009).

A capacidade das substancias fendlicas em exercer acdes
benéficas esta estritamente relacionada & sua bioacessibilidade e
consequente biodisponibilidade. Avaliar as possiveis transformacfes
quimicas que as substancias fendlicas podem sofrer durante a digestao é
importante para entender seus efeitos bioldgicos (MANACH, et al.,
2004). Nesse contexto, estudos relatam que certas substancias fenolicas

sdo altamente disponiveis, enquanto a maioria dos fendis é pouco ou ndo


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fungicide
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996913005632#bb0055
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615003738#b0065
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615003738#b0080
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814615003738#b0130

27

¢ absorvida no intestino delgado (FERRARS et al., 2014; TENORE et
al., 2013).

O interesse em estudos que visem a quantificagdo de
substancias fendlicas, minerais ou outros nutrientes em matrizes
vegetais tem aumentado, pois fornecem informacdes sobre a qualidade
nutricional, principalmente sobre a composi¢do quimica. Além disso,
estudos sobre a disponibilidade, absorcdo e comportamento
gastrointestinal dos nutrientes e fitoquimicos fornecem informacdes
importantes sobre as propriedades funcionais ou bioativas. A simulagao
gastrointestinal in vitro pode ser Gtil para investigar o efeito da digestdo
na bioacessibilidade de polifendis e minerais, a fim de obter dados
essenciais para apoiar as alegacGes da relevancia biolégica desses
componentes alimentares no contexto da nutricdo e salde humana.
Portanto, o estudo com residuos ricos em substancias fendlicas torna-se
de interesse para sua utilizacdo naindistria de alimentos e farmacéutica
(CHOI, LEE, 2009; JARA-PALACIOS et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi caracterizar o residuo do
processamento do suco de uva da variedade Bordd e Isabel (Vitis
labrusca L.) quanto ao perfil fendlico, bioacessibilidade dos fendlicos e
minerais apds simulacdo gastrointestinal in vitro, e avaliar a atividade
antiproliferativa in vitro. E de extrema relevancia estudos que visem o
aproveitamento e valorizacdo deste residuo, pois a sua utilizacdo como
matéria prima pode significar um ganho econémico significativo para as
vinicolas e a reducdo dos problemas ambientais associados a sua
acumulacdo no meio ambiente, além de proporcionar as inddstrias um

produto de alto valor agregado.
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A presente tese estad estruturada em capitulos, sendo o primeiro
referente a revisdo bibliografica e os demais referentes aos resultados da
pesquisa experimental, os quais foram elaborados no formato de artigos
cientificos.

O capitulo 1 consta com a revisao bibliografica que descreve a
viticultura e produgdo de suco de uva no Brasil, o processamento do
suco de uva, subprodutos do processamento de uvas, a composi¢ao
quimica da uva, propriedades bioativas das substancias fenolicas da uva,
minerais, modelo de digestdo in vitro e potencial anti-proliferativo de
compostos quimicos presentes em alimentos de origem vegetal.

O capitulo 2apresenta a otimizagdo do processo de extragdo de
antocianinas, visando determinar as melhores condi¢des de extracdo, e a
caracterizacdo pela primeira vez o perfil fendlico do residuo obtido da
centrifugagéo do suco de uva.

O capitulo 3 descreve o efeito da digestdo in vitro do residuo
obtido da centrifugacdo do suco na bioacessibilidade dos polifendis
individuais e dos minerais.

O capitulo 4apresenta o efeito antiproliferativo do residuo de
uva antes e ap6s simulacdo gastrointestinal in vitro sob linhagens
celulares saudaveis e carcinogénicas, bem como o efeito das substancias

fendlicas (catequina, miricitina e quercetina) na proliferacdo celular.



CAPITULO 1
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Panorama da viticultura no Brasil

A viticultura brasileira é baseada principalmente na producédo de
variedades de uvas americanas e hibridas, sendo utilizadas na elaboracéo
de vinhos de mesa, suco de uva e outros derivados. O Rio Grande do Sul
¢ 0 maior produtor nacional de uvas americanas, 0 cultivo desta
variedade corresponde a maior parte da produgdo da regido. A produgéo
de uvas esté localizada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste, sendo uma
atividade consolidada e com grande importancia socioecondmica. Em
virtude da diversidade ambiental brasileira, existem regiGes com
viticultura caracteristica de regides temperadas e regides tropicais. A
viticultura em regibes temperadas ocorre em periodo de repouso
hibernal definido, onde a videira é cultivada com dois ciclos vegetativos
anuais. Ja na regido tropical a videira é cultivada com dois e meio a trés
ciclos vegetativos por ano, estes ciclos tem inicio na brotacdo da planta
até o amadurecimento do fruto (MELLO et al., 2003; MELLO et al.,
2016). Aproximadamente 90% da producédo de uvas de clima temperado
sdo destinados ao processamento e fabricagdo de sucos, vinhos, e outros
derivados (PROTAS; CAMARGO, 2011; IBRAVIN, 2013).

Embora a producdo de suco de uva ocorra em diversas regides
brasileiras, a maior producao esta localizada no estado do Rio Grande do
Sul, onde foram elaborados 52.233.155 litros de suco de uva integral e
178.306.565 litros de suco de uva concentrado no ano de 2015
(MELLO, 2016).0 aumento da produtividade no setor vitivinicola so foi

atingido a partir da década de 70, pois as vinicolas comecaram seu
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processo de moderniza¢do, motivadas pela melhoria da qualidade de
seus produtos. Ap6s a modernizagdo do sistema produtivo, o suco de
uva conseguiu se destacar pela sua qualidade e padronizagdo, atingindo
a qualidade deseja por mercados internacionais. Os investimentos na
implantacdo de novas estruturas de processamento e concentracdo de
suco de uva evidenciam o potencial de expansdo deste mercado e a
tendéncia de diversificagdo dentro da cadeia vitivinicola (MELLO et al.,
2003)

No Brasil foram produzidas 1.499.353 toneladas de uvas em
2015, o que representa um aumento de 4,41% na producdo em relagdo
ao ano de 2014. Em 2016 a producéo de uvas foi de 987.059 toneladas,
representando uma producdo menor (34,08%) que a observada em 2015.
A producdo de uvas foi menor devidoas condi¢des climaticas adversas,
como inverno ameno e primavera antecipada (MELLO, 2016; MELLO,
2017). Um panorama diferente foi observado para a producdo nacional
de uvas destinadas ao processamento de vinho em 2016, onde 35,02%
da producéo nacional foi destinada ao processamento de derivados de
uva, representando 345.623 milhGes de quilos, o restante da producéo
(65,98%) foi destinado ao consumo in natura. A producdo do suco de
uva integral e suco de uva concentrado em 2016 foi reduzida em 28 e
67% respectivamente em relacdo ao ano de 2014 (MELLO, 2017). O
clima é um fator determinante na producdo e qualidade da uva, o que
pode resultar na reducdo da produgdo de uva como na safra de 2016. As
perspectivas para 0s proximos anos é o aumento da producédo de uvas e
seus derivados, motivados pela expansdo do mercado interno e externo
(MELLO, 2017).
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1.2 Caracteristicas das variedades de uva Bordd e lIsabel (Vitis
labrusca L.)

O setor vitivinicola brasileiro é caracterizado pela diversidade
de cultivos, sendo cultivadas uvas finas (Vitis vinifera), americanas
(Vitis labrusca) e hibridas, tanto para elaboragdo de vinhos finos, vinhos
de mesa e sucos, quanto para 0 consumo in natura. A regido da Serra
Galcha no Rio Grande do Sul é a maior produtora nacional de uvas
americanas (MELLO, 2017). As uvas Vitislabrusca L. sdo denominadas
de uvas risticas ou uvas de mesa, apresentam elevada produtividade e
resisténcia as doencas fungicas, além de caracteristicas de sabor e aroma
que séo determinantes na preferéncia de muitos consumidores, seja para
0 consumo in natura ou para a producdo de vinhos de mesa e sucos
(MAIA, CAMARGO, 2005).

Os sucos elaborados com a variedade de uva Vitis labrusca L.
apresentam coloragdo purpura-violacea, excelente aroma e equilibrio
entre dogura e acidez (RIZZON; MANFROI; MENEGUZZO, 1998). O
suco de uva é definido como uma bebida ndo fermentada, obtida do
mosto simples, sulfitado ou concentrado, de uva sa, fresca e madura
(BRASIL, 1988). A legislacdo brasileira classifica o suco de uva em:
integral, reprocessado ou reconstituido, desidratado e concentrado. No
suco de uva integral, o aclcar provém exclusivamente da uva, ndo é
permitido a adicdo de sacarose. O suco de uva reprocessado ou
reconstituido é aquele obtido pela diluicdo do mosto concentrado, e o
suco concentrado é obtido da desidratacdo parcial com teor final minimo
de s6lidos sollveis de 65 °Brix (BRASIL, 2004).

As principais variedades de uvas utilizadas para a producéo do

suco sdo a Concord, Isabel, Bordd e Nidgara. A variedade Bordd (Figura
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1-A) é a cultivar que apresenta a maior rusticidade quanto aos aspectos
fitossanitarios, tem facil adaptagdo agricola, alta produtividade e
rusticidade (RIZZON; MANFROI; MENEGUZZO, 1998). Esta
variedade de uva tinta tem maior importancia comercial em regides com
inverno definido, apresentando dificuldade de desenvolvimento em
climas tropicais. A variedade Bordd tem como caracteristicas
fisiologicas cachos pequenos ou médios, com bagas pretas pequenas,
polpa mucilaginosa e sementes pequenas (CAMARGO, 2008).
Apresenta alta concentracdo de pigmentos antocianicos, motivo
principal de sua difusdo na viticultura, origina vinho e suco com intensa
coloragdo, muito utilizada em cortes com Isabel e Concord (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007). O suco de uva proveniente da variedade Bordd
apresenta intensa coloracdo e sabor frutado, o que é caracteristico de
cultivares americanas (BARNABE, VENTURINI FILHO, BOLINI,
2007).

A variedade de uva Isabel (Vitis labrusca L.) (Figura 1-B) é a
variedade de uva mais cultivada no Brasil, é ristica e apresenta alta
fertilidade. Essa variedade esta entre as mais cultivadas no sul do Brasil
pois apresenta excelente adaptagdo, representa 50% do total de uvas
produzidas, sendo responsavel pelo maior volume de suco produzido no
Brasil, e o principal suco de uva brasileiro destinado a exportacdo
(CAMARGO, 2008). E uma variedade que se adaptada as condicdes
climaticas do Sul do Brasil, sendo resistente a doencas flngicas como o
mildio. A doenca do mildio é causada pelo fungo Plasmopara viticola,
considerada uma das principais doengas da videira, seu desenvolvimento
se da em regides com local quente e Gmido e com elevadas precipitacdo

pluviométrica nas estacdes da primavera e do verdo (BOSO et al., 2014).
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A uva lIsabel apresenta cachos pequenos ou médios, baga preta
e polpa mucilaginosa. E utilizada para elaboracdo de vinhos de mesa,
vinagres, doces, geleias e sucos (CAMARGO, 2008). A variedade Isabel
produz sucos com menor intensidade aromatica e de cor quando
comparada a variedade Bordd, sendo muito utilizada em cortes com
outras variedades que apresentam coloragdo mais intensa para a
producdo do suco, como a variedade Bordd (CAMARGO; MAIA;
RITSCHEL, 2010).

Figura 1. Uva Bordd (A) e Isabel (B) utilizada na elaborag¢do do suco

de uva.

Fonte: Toaldo (2016)
1.3 Processamento do suco de uva
As etapas de processamento do suco de uva interferem na

qualidade do suco, principalmente em relacdo a sua composigédo

fenolica. As principais etapas do processamento do suco de uva da
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vinicola doadora das amostras deste estudo sdo: a recepc¢do da matéria
prima, separacdo do engago, esmague a frio, tratamento térmico,
tratamento enzimatico, esgotamento, prensagem, centrifugacéo,
resfriamento, filtracdo a vacuo, tratamento térmico e o envase a quente
(Figura 2).

Na recepcdo da matéria prima é avaliado o estado sanitério,
peso e o teor de agucar das uvas. A separacdo do engacgo das bagas e
esmagamento das uvas € realizada por desengacgadeira e esmagadeira
mecénica. O esmague a frio das uvas contribui para a extracdo de
substancias fenolicas, aumentando a superficie de contato entre 0 mosto
e a parte s6lida. O mosto é submetido ao tratamento térmico que é
realizado em tanques de ago inoxidavel por aquecimento indireto a 85
°C utilizando termomaceradores tubulares, o que contribui para extracéo
dos compostos fendlicos (VENTURIN, 2004). A maceragdo e a extragdo
a quente facilitam a extracdo e difusdo das substancias presentes na uva,
como os fenolicos, presentes nas cascas, sementes e polpa, sendo
responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do suco. O tratamento
enzimatico é realizado com a adicdo de enzimas pectinoliticas para
reduzir a turbidez do suco de uva (VENTURIN, 2004; RIZZON,
MENEGUZZO0, 2007).

As etapas responsaveis por separar os constituintes sélidos e
liquidos durante o processamento do suco de uva sdo 0 esgotamento,
prensagem e centrifugacdo. O processo de esgotamento é realizado em
equipamento cilindrico denominado de esgotador dinamico, que
aumenta a eficiéncia de separacédo do suco e dos sélidos da uva. A parte
solida desta etapa é direcionada para a prensagem, onde ocorre a

separacdo da fase liquida (suco) e sélida (cascas e sementes), o residuo
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sOlido resultante desta etapa é denominado de bagaco. A etapa de
centrifugacdo € realizada em equipamento centrifuga decanter, onde
ocorre & remocao dos sélidos que estavam suspensos no suco de uva (4 a
8%). Segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 2004) o teor méximo de
solidos em suspensdo no suco de uva deve ser 5%, o que torna
necessario o processo de clarificagdo por meio da etapa de
centrifugacdo. Apos a retirada da fase sélida (residuos), a fase liquida
(suco) ¢é resfriada (0 a 2 °C) para reduzir o bitartarato de potassio e
consequentemente reduzir a precipitagdo destes sais antes do
engarrafamento. A filtracdo a vacuo é realizada para remover os sélidos
que possam estar em suspenséo no suco.

O tratamento térmico é realizado novamente a 85 °C por 10
segundos, temperaturas baixas sdo utilizadas para obter sucos com
maior teor de substancias fenolicas, além da inativacéo enzimatica. Para
0 engarrafamento o envase a quente deve ser realizado a 65-68 °C e 0
armazenamento de 12 a 15 °C (RIZZON; MENEGUZZO, 2007). O
processo de elaboragdo do suco de uva gera uma grande quantidade de
residuos sélidos, essa quantidade pode ser significativamente reduzida
por meio da reutilizacdo destes residuos que apresentam substancias de
alto valor agregado e que podem ser reutilizadas nas industrias de

alimentos, cosméticos e farmacéutica.
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Figura 2. Etapas do processamento do suco de uva e 0s principais
residuos gerados. A) Recebimento da matéria-prima; B) Desengace; C)
Separagdo dos solidos do suco em esgotador; D) Prensagem e remogao
do bagago (cascas e sementes) e etapa de centrifugacdo do suco de uva.
E) Centrifuga decanter; F) Residuo obtido da centrifugacdo do suco

(s6lidos suspensos).

Fonte: Haas (2015)
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1.4 Subprodutos do processamento de uvas

O aumento da producdo viticola contribuiu para a maior
geracdo de subprodutos como sementes, cascas, engaco e polpa residual,
e estes representam cerca de 30% do peso do fruto (GONZALEZ-
CENTENO et al.,, 2012). Os principais residuos gerados durante a
elaboracdo de vinhos, sucos e derivados sdo: 0 engago que é obtido na
etapa de desengace, 0 bagaco que é retirado no etapa de prensagem, e 0
residuo da centrifugacdo do suco que é obtido na etapa de centrifugagédo
do suco de uva. As uvas apresentam diferentes substancias fenolicas
distribuidas na polpa (10%), nas sementes (60-70%) e na casca (28-
35%) (SHI; YU; POHORLY, 2003). A composi¢cdo quimica dos
subprodutos gerados pela indUstria vitivinicola pode ser influenciada por
fatores ambientais como plantio, colheita, variedade de uva e também
pelo processo ao qual foi submetida (ARNOUS; MEYER, 2009). O uso
de subprodutos da uva pode ser uma alternativa promissora, ndo apenas
motivada por questdes ambientais, mas também pela possibilidade de
melhorar a qualidade dos alimentos e desenvolver ingredientes e
produtos de alto valor agregado. Os subprodutos da uva sdo fontes de
compostos fendlicos, com alta atividade antioxidante e antibacteriana,
alétm de moderadas propriedades citotoxicas. E  extremamente
importante agregar valor a esse tipo de subproduto, a fim de incrementar
seu uso na extracdo de biomoléculas para aplicacfes nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética (PEIXOTO et al., 2018).

O engaco ¢ a parte responsavel pela armacdo do cacho da uva
que suporta o fruto, representa de 2,5% a 7,5% do peso total do cacho
(NERANTZIS; TATARIDIS, 2006; GARCIA-PEREZ et al., 2010). O


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996916302757#bb0105
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996916302757#bb0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956053X17305093#b0400
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engaco representa quase 25% do total de residuos gerados na viticultura,
rico em minerais e taninos, possui baixo teor de aguUcares e acidos
organicos (PUJOL et al., 2013). Estudos comprovam que 0 engago é
uma fonte promissora de fitoquimicos bioativos (ANASTASIADI et al.,
2012; DOMINGUEZ-PERLES et al., 2016). Estudo demonstra que o
engaco de uva apresenta efeito anti-carcinogénico contra o cancer de
célon, mama e rins, e representa uma fonte rica de compostos de alto
valor agregado, com alta atividade antioxidante e propriedades
antimicrobianas (SAHPAZIDOUet al., 2014). A utilizagdo do engago
como fonte de polifendis de alto valor agregado é de grande interesse
para as vinicolas, visando o aproveitamento deste material pela indUstria
de alimentos, além da prote¢do ambiental que o descarte inadequado
ocasionaria (ANASTASIADI et al.,, 2012; RUIZ-MORENO et al.,
2015).

O bagaco de uva (sementes e cascas) representa 20 a 30% do
peso inicial da uva (RONDEAU et al., 2013). As sementes representam
de 2 a 5% do peso da uva e constituem aproximadamente 38 a 52% dos
residuos sélidos gerados pelas indUstrias vinicolas, sua composicao
consiste em 40% de fibras, 10 a 20% de lipidios, 10% de proteinas,
fendlicos complexos, aclcares e minerais (BRENES et al., 2016;
ROCKENBACH et al.,, 2012). As antocianinas sdo encontradas
principalmente na casca e os flavondis nas sementes.As antocianinas
predominantes no bagaco de uvas Vitis vinifera éa malvidina-3-O-
glicosideo,  peonidina-O-glicosideo,  petunidina-O-glicosideo e
delfinidina-O-glicosideo. As cascas € sementes possuem uma
importante composicao bioativa, e dentre todas as substancias fendlicas

que estdo presentes, as antocianinas e trans-resveratrol sdao 0s mais
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estudados e utilizados pelas industrias (CHIRA et al., 2008). O interesse
em utilizar os corantes naturais (antocianinas) como substituto dos
corantes sintéticos pode estar relacionado com suas propriedades
bioativas, coloragdo e a solubilidade em agua (BORDIGNON-LUIZ et
al., 2007). J& o interesse na utilizacéo do trans-resveratrol esta associado
com sua acdo anti-inflamatoria, anticancerigena e efeitos cardioprotetor,
neuroprotetor e antioxidante (ANASTASIADI et al., 2010; TRELA;
WATERHOUSE, 1996).

O residuo da centrifugacdo do suco de uva € constituido dos
solidos que estavam suspensos no suco e que foram retirados na etapa
de centrifugagdo, representa de 4 a 8% do total de volume de suco
processado. Esta etapa contribui para a qualidade do suco de uva, pois
atua como uma etapa de clarificagcdo, reduzindo assim problemas com
turbidez. O residuo da centrifugacdo do suco de uva apresenta 73,47%
de umidade, o que justifica a secagem deste material, visando maior
estabilidade das substancias presentes e sua aplicagdo no
desenvolvimento de novos produtos. Este residuo possui 3,69% de
proteina, 4,06% de fibra bruta e 9,32% de acguUcares redutores.
A composicdo de monossacarideos do residuo de uva consiste de
ramnose, arabinose, xilose, manose, galactose, glicose e 4&cido
galacturénico (HAAS et al., 2015). De acordo com Haas et al., (2016) o
aproveitamento deste residuo é de grande relevancia, pois este material é
uma excelente fonte de fendlicos, assim como de minerais e
monossacarideos. Devido as propriedades bioativas, existe uma vasta
gama de aplicacfes potenciais para componentes extraiveis do residuo
de uva, como ingredientes de alimentos, cosméticos e nutracéuticos; e

como corantes naturais e conservantes de alimentos.
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Devido a crescente demanda por compostos nutracéuticos e
antioxidantes, estudos com o residuo de uva podem ser Uteis para fins
industriais. Neste contexto, o consumo de dietas ricas em polifendis esta
associado & reducdo do risco de desenvolver doengas crénicas como

aterosclerose, doenca cardiaca, diabetes e cancer.

1.5 Composi¢do quimica da uva

A uva é uma das maiores fontes de substancias fendlicas, e a
sua concentragdo depende do gendtipo da uva, influéncia do clima,
fatores geogréficos, praticas de viticultura e tempo de maturagdo
(MENG et al., 2012; CADOT et al., 2012). A baga geralmente é
constituida de 6 a 12% de casca, 2 a 5% de semente e 85 a 92% de
polpa. A polpa é constituida majoritariamente por 65 a 85% de agua, 12
a 25% de agUcares redutores, 0,6 a 1,4% de acidos organicos, 0,25 a
0,5% de substancias minerais, 0,05 a 0,1% de compostos nitrogenados e
diversas vitaminas hidrossollveis e lipossoliveis (SANTANA, 2005).
As sementes das uvas apresentam em sua composicdo fibras, éleo,
proteinas, fendlicos, agulcares e minerais. As sementes possuem grande
quantidade de substancias fendlicas monoméricas, tais como (+)-
catequina, (-)-epicatequina e (-) epicatequina-3-O-galato, e diméricos,
triméricos e tetraméricos procianidinas, que atuam como agentes
antimutagénicos e antivirais (JAYAPRAKASHA et al., 2003).

1.5.1 Composicdo fendlica

As substancias fendlicas possuem ao menos um anel benzénico

agrupado a um ou mais substituintes hidroxilas, provenientes do
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metabolismo secundario das plantas (RIBEREAU-GAYON et al.,
2006). A sintese de fendlicos pela videira é uma resposta metabolica de
defesa frente as condicGes adversas ou de estresse que a planta é
submetida, sejam elas bidticas (ataque de fungos) ou abidticas (radiacdo
ultravioleta, variacBes de temperatura, déficit hidrico) (JACKSON,
2008). Os fendlicos sdo classificados de acordo com o nlimero de
grupos fendlicos que contém e os elementos estruturais ligados a estes
anéis, que incluem os &acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos e
lignanos (MANACH et al., 2004). Os fenolicos apresentam grande
diversidade e podem ser subdivididos nos seguintes grupos: acidos

fendlicos, estilbenos e flavonoides (Figura 3).
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Figura 3. Principais flavonoides da uva
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Flavonoides

Os flavonoides da uva apresentam uma estrutura quimica (C6-
C3-C6) formada por dois anéis benzénicos (denominados de A e B)
ligados entre si por um anel heterociclico pirano (JACKSON, 2008).
Sua estrutura consiste em dois anéis aromaticos, A e B, ligados por
ligacdo de trés carbonos, usualmente na forma de anel heterociclico. As
variagfes nas configuracdes de substituicdo do anel C resultam na
maioria das subclasses dos flavonoides (HOLLMAN; ARTS, 2000;
BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Os flavonoides
podem ser agrupados em trés grandes classes com base na sua estrutura
geral. Os dois anéis de benzeno estdo ligados entre si por um grupo de
trés atomos de carbono. Os principais flavonoides da uva sdo os
flavondis, as antocianinas e os flavandis (Figura 3), podendo ocorrer em
sua forma livre, glicosilada ou acilada (RIBERAU-GAYON et al., 2006;
GARRIDO; BORGES, 2013).

Flavonois

Os flavondis sdo provenientes da biossintese dos flavonoides, a
molécula de flavonol é caracterizada pela presenca de uma insaturacéo
no anel heterociclico e um grupamento hidroxila na posicdo trés
(BOOTS; HAENEN; BAST, 2008). Os flavon6is da uva sdo
encontrados principalmente na forma de glicosideos e sdo sintetizados e
armazenados nas cascas de uvas (RIBEREAU-GAYON et al., 2006;
JACKSON, 2008). Os derivados agliconas mais encontrados na uva sao

a quercetina, campferol e miricetina, dependendo da variedade podem
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estar presentes em maior ou menor concentracdo (VILANOVA; MASA,
2008).

Os flavonois sdo pigmentos amarelos ou incolores e sua sintese
é influenciada diretamente pela sua exposi¢cdo a luz. Os flavonois
desempenham um papel importante contra as radiacbes UV, sendo
encontrados na casca da uva e folhas. A biossintese dos flavonoides é
induzida pela luz, portanto a presenca de radiagdes UV favorece a
sintese de flavonoides. Os principais flavondis em uva sdo os 3-
glicosideos de quercetina. A concentracdo de flavondis nos bagos de uva
depende do estagio de desenvolvimento do fruto, genética e fatores
ambientais. O teor de flavondis esta presente em pequenas
concentragbes em frutos verdes, mas durante a maturacdo ocorre 0
aumento constante no teor de flavonoides (MORENO-ARRIBAS;
POLO, 2009).

Flavanois

Os principais flavanois da uva sdo encontrados em sua forma
monomérica (flavan-3-ol) ou condensados (proantocianidinas ou taninos
condensados). Sua estrutura consiste em um nucleo flavanico formado
por dois anéis aromaticos e um anel heterociclico piranico no qual é
ligado o grupamento hidroxil na posicéo trés (PRIEUR et al., 1994). Os
flavandis sdo encontrados como mondmeros, mas também como
oligbmeros e polimeros (MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Os
principais flavan-3-ols em uvas sdo a (+) -catequina e (-) —epicatequina.
Os flavandis oligbmeros e polimeros sdo chamados de taninos

condensados ou proantocianidinas.
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Os flavonois estdo presentes em diversos tecidos da videira,
incluindo folhas, caules e frutos. Estdo presentes principalmente nas
cascas e semente da uva, sendo que as proantocianidinas concentram-se
principalmente na semente. A concentracdo de flavanol é maior em
sementes do que em cascas, sendo que estas apresentam pequenas
quantidades. No entanto a contribuicdo da casca pode ser superior ao
das sementes em algumas variedades (MORENO-ARRIBAS; POLO;
2009; MATTIVI, 2011). Os flavan-3-ols encontrados na uva estdo na
forma livre e sdo representados por (+) catequina, (-) epicatequina, (-)
epigalocatequina e (-) epicatequina galato (GOMEZ-ALONSO;
GARCIA-ROMERO; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2007).

As proantocianidinas ou taninos condensados sdo oligbmeros e
polimeros de catequina e epicatequina (JACKSON, 2008). As
proantocianidinas sdo responsaveis pelas caracteristicas de adstringéncia
de algumas frutas e bebidas, estando presentes em cascas, sementes e
caules do fruto. As proantocianidinas atuam na protecdo contra doengas
cardiovasculares e como antioxidantes (TRAVAGLIA et al., 2011).

Antocianinas

As antocianinas estdo localizadas principalmente na casca de
uvas, com excecdo de algumas variedades que também contém
antocianinas na polpa. A estrutura das antocianinas consiste em dois
anéis aromaticos ligados a um anel heterociclico oxigenado, o cation
flavilium (RIBEREAU-GAYON et al., 2006). As principais
antocianinas da uva sdo a malvidina, cianidina, delfinidina, peonidina e

petunidina as quais se distinguem conforme o nimero e posi¢do dos
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grupos hidroxila e metoxila localizados no anel B da molécula
(RIBEREAU-GAYON et al., 2006; JACKSON, 2008). Em geral,
malvidina é a antocianina majoritaria em variedades de uva tintas. As
antocianinas sdo encontradas principalmente ligadas a molécula de
glicose. A forma mais encontrada é como 3-glicosideo, e se um segundo
acUcar esta presente, é quase sempre na posicao 5 do anel. Em sua forma
glicosilada, sdo encontradas como 3-glicosidios nas variedades de Vitis
vinifera, e como 3,5-diglicosidios em espécies americanas e em
variedades hibridas (NIXDOREF; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010).

As antocianinas apresentam alto potencial corante e podem ser
utilizadas como pigmentos naturais, além da sua elevada capacidade
antioxidante, anti-inflamatdria e anticancerigena a qual ja demostrou
inimeros efeitos beneficios a salide, como a prevengdo da degeneracao
celular. Por isso, as antocianinas sdo largamente utilizadas para a
producdo de compostos nutracéuticos e alimentos funcionais (VALLS et
al., 2009). A estabilidade das antocianinas pode ser afetada por diversos
fatores tais como o pH, temperatura de estocagem, estrutura quimica,
concentracdo, luz, oxigénio, solventes, flavonoides, proteinas e ions
metélicos. A maior estabilidade das antocianinas é observada em pH
acido, baixas temperaturas, baixa concentracdo de oxigénio, auséncia de
luz e baixa atividade de agua (SCHWARTZ et al., 2010).

Acidos fendlicos e estilbenos
Os é&cidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel

benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de

hidroxila ou metoxila na molécula, conferindo propriedades
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antioxidantes para os vegetais. Estes compostos sdo formados por um
anel aromatico e os substituintes ligados a sua estrutura, conferindo
capacidade de sequestrar espécies reativas, como o radical hidroxilae o
oxigénio singlete (MARINOVA,;YANISHLIEVA, 2003). Os derivados
do &cido benzoico e do acido cinamico constituem o grupo dos acidos
fendlicos e, o resveratrol é um dos principais representantes dos

estilbenos (Figura 4).

Figura 4. Principais acidos fendlicos e estilbenos
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As substancias fendlicas pertencentes ao grupo dos Aacidos
hidroxibenzoicos sdo o acido protocateico, acido galico, 4cido siringico
e acido vanilico.Estes derivados podem estar presentes na forma cis e
trans, sendo que a forma trans € mais estavel, portanto mais prevalente.
Os hidroxicinamicos sdo compostos aromaticos com trés carbonos que
formam uma cadeia lateral (Cs-C3), como os acidos caféico, ferulico, p-
cumarico e caftarico. Estes acidos podem estar na forma livre, ligados
entre si ou com outros compostos. Outras substancias importantes sao 0s
ésteres de acido tartarico, p-cumarico e 4cido ferdlico e o glicosideo de
trans-p-cumarico (SOMERS et al., 1987). A capacidade antioxidante
dos &cidos fenolicos e dos seus ésteres ird depender da sua estrutura, em
relacdo ao numero de grupos hidroxila presentes na molécula e de sua
posicdo em relacdo ao grupo funcional carboxila, a adicdo de um
segundo grupo hidroxila na posi¢cdo orto ou paratambém aumenta a
atividade antioxidante (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN,
2006).

Os estilbenos sdo uma subclasse de substancias fendlicas que
ocorre naturalmente em varias familias de plantas, sendo que as uvas sdo
consideravas as fontes dietéticas mais importantes deste composto. Os
estilbenos podem ser biossintetizados por videiras como resposta de
defesa ao estresse, como infeccdo microbiana e irradiacdo UV. O
resveratrol (3-4’-5-hidroxiestilbeno) estd entre os estilbenos mais
relevantes na natureza, e este composto existe em duas formas
isoméricas, sendo estas cis ou trans. A sintese deste composto em uvas
esta localizada principalmente na casca e praticamente ausente ou em
baixa concentragdo na polpa do fruto (MORENO-ARRIBAS; POLO,
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2009). A forma trans é amplamente estudado e relacionado com a

prevencdo de doengas cardiovasculares e cancerigenas.

1.5.2 Capacidade antioxidante

As substancias fendlicas presentes na uva séo reconhecidas por
suas propriedades bioativas, devido ao efeito protetor sobre os danos
oxidativos induzidos por radicais livres presentes em células e tecidos
(MORENO-ARRIBAS; POLO, 2009). Estudo realizado por Toaldo et
al., (2015) indicou que a ingestdo de suco de uva Bord6 e Isabel (Vitis
Labrusca L.) promove a eliminacdo de radicais livres e impede a
peroxidacdo lipidica. O consumo de dietas ricas em polifendis esta
associado a uma reducédo no risco de desenvolver doengas cronicas.

A capacidade antioxidante das substancias fendlicas esta
relacionada a sua estrutura quimica, a qual possui um grupo aromatico
ligado a hidroxila que reage rapidamente com oxidantes na forma de
radical livre originando um radical muito estavel (FERNANDEZ-MAR
et al,, 2012). A atividade antioxidante in vitro é determinada por
diferentes métodos, sendo os mais utilizados o método ABTS (acido
2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido  sulfénico), DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) e FRAP. Os métodos ABTS e DPPH tem como
principio o sequestro de radicais livres. O método FRAP tem como
principio a capacidade de reducdo do complexo férrico Fe®*-2,4,6-

tripiridil-s-triazina por compostos antioxidantes (CROSBY et al., 2006).
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1.6 Propriedades bioativas das substancias fendlicas da uva

A uva e os subprodutos da viticultura tém atraido uma atencéo
consideravel como fontes de substancias fendlicas bioativas, sendo
utilizados para diversos fins nas industrias de alimentos e farmacéutica
(MAKRIS; BOSKOU;ANDRIKOPQULOQOS, 2007). Como exemplo de
substancias bioativas encontradas na uva podemos citar: trans-
resveratrol, &cidos fendlicos, antocianinas e flavonoides estdo presentes
em concentracBes elevadas na uva e no subproduto de uva (YU;
AHMEDNA, 2013).

Estudos epidemioldgicos relatam a relagdo entre a ingestdo de
alimentos ricos em polifendis e a reducdo de doengas cronico-
degenerativas (RIMM, 2002; CHIRA et al., 2008). As substancias
fendlicas possuem propriedades antioxidantes e contribuem para a
reducdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a agregacdo de
plaguetas, além de possuirem propriedades cardioprotetoras e
vasoprotetoras, incluindo anti-aterosclerética, antiarritmicas e agdes
vasorelaxantes (LEIFERT et al., 2008). Alguns estudos com
antioxidantes naturais tém sido realizados com o intuito avaliar os
efeitos benéficos das substancias fendlicas sobre a salde humana por
meio da sua contribuicdo na prevencdo de doengas cardiovasculares
(EILAT-ADAR et al., 2013), doencas neurodegenerativas (JEONG et
al., 2011), danos ao DNA (DE CAMARGO et al, 2014) e
desenvolvimento de cancer (WANG et al.,, 2017). As propriedades
anticancerigenas dos polifendis sdo atribuidas a sua capacidade de

iniciar mudangas na expressdo génica, resultando em apoptose ou
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necrose de células cancerigenas, diminuindo a iniciacdo, promocdo e
progressao do tumor (RAMOS, 2011; LEE, 2014).

O resveratrol é um importante anti-inflamatério que tem sido
intensamente estudado por suas propriedades benéficas a salde, é o
produto final da via da estilbeno-sintase nas videiras e as praticas de
manejo da cultivar e da vinha estdo relacionados diretamente com a
concentragdo dessa substancia (SIGNORELLI; GHIDONI, 2005). O
resveratrol exibe propriedades antimutagénicas e antiproliferativas que
contribuem para a prevencéo da formacéo de tumores em varios tecidos,
além de reduzir a inflamagéao geral e os distrbios associados, incluindo
o desenvolvimento de cancer. Esta substdncia melhora a quimio-
sensibilidade de varios tipos de cancer a quimioterapia, devido ao seu
envolvimento em varias moléculas de sinalizagdo de estresse
(SIGNORELLIet al., 2005; YANG et al., 2008). O resveratrol também
atua como um antioxidante nas células neuronais, reduz o estresse
oxidativo e previne a disfuncdo e a morte das células neurais. Apesar
dos potenciais beneficios para a salde, sua utilizacdo como ingrediente
nutracéutico na indudstria de alimentos é atualmente restrito. Algumas
das principais razfes sdo a sua fraca solubilidade em agua, instabilidade
quimica e biodisponibilidade limitada. No entanto, os ingredientes
bioativos podem ser protegidos da degradacdo durante o armazenamento
por encapsulamento e liberados apds a ingestdo, viabilizando assim sua
aplicacdo (DAVIDOV-PARDO; MCCLEMENTS, 2015).

Alguns fitoquimicos como a catequina e epicatequina podem
suprimir a neuro-inflamacdo e fornecer protecdo contra a doenca de
Parkinson, que ocorre devido a lesdes cerebrais causadas pela producéo
de neurotoxinas endogenas (TAKAHASHIET et al., 2015). As
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antocianinas também podem melhorar a funcdo cerebral cognitiva e
fornecer habilidades neuroprotetoras reduzindo o estresse oxidativo
associado a idade (ANDRES-LACUEVA et al, 2005). As
proantocianidinas estdo presentes principalmente na semente da uva, e
tém demostrado efeito positivo sobre a salde humana, como agdo
protetora contra doencas cardiovasculares, que atuam na reducdo da
pressdo sanguinea e melhoria da funcdo endotelial (NUNES et al.,
2016).

Estudos recentes evidenciam a importancia do stress oxidativo
no desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Em estudo realizado
por Melo et al. (2016) com engaco de uva, verificou-se que as
substancias fenolicas por diferentes mecanismos previnem o dano
oxidativo. As substancias fendlicas geralmente estdo associadas as
propriedades bioativas da uva e seus derivados, devido a sua atuagdo na
modulagdo de mecanismos antioxidantes. Em estudo realizado por
Toaldo et al., (2015) foi avaliado o efeito da ingestdo de sucos de uva
Vitis Labrusca L. sob biomarcadores de peroxidacao lipidica, os autores
observaram que O suco de uva proporcionou protegdo contra a
peroxidacdo lipidica, houve a melhoria da defesa antioxidante em
individuos saudaveis apds a ingestdo de suco de uva, devido a
capacidade das substancias fendlicas de eliminar os radicais livres e
impedir a peroxidacéo lipidica.

Ha evidéncias crescentes que a uva e seus derivados por
possuirem substancias bioativas, contribuem para a protecdo contra
doencas cardiovasculares. Este fato é comprovado em testes in vitro, ex
vivo e in vivo em animais e humanos (DANI et al., 2007; DANI et al.,
2008; TOALDO et al., 2015). Os efeitos benéficos destas substancias
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bioativas parecem ser mediados por um grande ndmero de vias
bioquimicas e mecanismos de sinalizacdo que atuam de forma
independente ou em sinergia (LEIFERT et al, 2008). O
desenvolvimento de produtos farmacéuticos ou alimentares destinados a
reducdo de doengas cardiovasculares estd em expansdo. Portanto,
sugere-se que a utilizacdo do residuo do suco de uva pode ser uma
alternativa  Gtil na prevencdo de doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e cancerigenas, embora maiores estudos ainda sejam

necessarios.

1.7 Minerais

O consumo de minerais na dieta é extremamente importante
para o perfeito funcionamento do metabolismo humano. Os minerais sdo
classificados como macro ou microelementos. Os macroelementos sdo
necessarios em quantidades relativamente maiores na dieta humana,
como o Ca, P, Na, K e Mg. Os microelementos sdo nutrientes
necessarios para manter a integridade celular e do metabolismo, no
entanto  sd0  necessarias  pequenas quantidades na  dieta
(LEMBERKOVICS et al., 2002). Os minerais presentes nas uvas estao
principalmente nas cascas, sementes e parede celular da polpa da uva
(JACKSON, 2008). A presencga dos metais como o Pb, Cu, Al, Ni, Cr,
Sr e Ba em uvas deve-se as praticas agricolas aplicadas nos vinhedos,
tais como o uso de fungicidas de cobre e produtos fitossanitarios
(TOALDO et al., 2013). Os metais e semimetais como o Pb, Al, Hg, Cd,

Sn, As e Se sdo potencialmente toxicos, o que pode ocasionar sintomas
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agudos nos rins, figado, coragdo, sistema vascular e imunoldgico
(CAMPOS et al., 2010).

O suco de uva apresenta elevadas concentragdes para 0s
minerais K, Ca, Na e Mg. Os microelementos Mn, Zn, Fe, Co e Se, € 0s
oligoelementos Cu, Pb, As, Al e Ni também estdo presentes em sucos de
uva, sendo que o Fe e Mn sdo os micronutrientes presentes em maiores
concentracbes (TOALDO et al., 2015). A ingestdo insuficiente ou
excessiva de alguns minerais pode ocasionar alguns danos a saide. O
ferro possui uma importante funcdo na prevencdo da anemia, ja a
deficiéncia de magnésio pode ocasionar espasmos musculares e
tremores (ISERI et al., 1984). Em vinhos, 0os macroelementos presentes
em maiores concentragdes sdo o K, Na, Mg e Ca (PANCERI et al.,
2015).

Em estudo de Canizo et al. (2018) a composi¢cdo mineral de
sementes de cinco variedades de uva foi avaliada, e o Fe foi o elemento
mais abundante encontrado nas sementes, seguido pelo Mn, Zn e Cu. A
concentracdo de Fe variou 37,5 a 44,2 ug/g, ja a concentragdo de Mn
variou de 15,7 a 20,3 pg/g, enquanto a de Zn e Cu em sementes de uva
estava na faixa de 16,5 a 18,5 pg/g e 9,0 a 13 ug/g, respectivamente. O
Fe, entre outras funcdes, esta ligado a producao de células do sangue, e
0 Zn é essencial para o sistema imunol6égico. O Mn é um elemento
essencial, sua deficiéncia pode resultar em anormalidades esqueléticas e
reprodutivas (MIRONEASA et al., 2010).

O macroelemento presente em maior concentracdo no residuo
de uva obtido da centrifugacdo do suco foi o K (9695,71 mg/kg),
seguindo pelo Ca, Mg e Na (1228,11; 326,00 e 11,40 mg/kg) e o

microelemento presente em maior concentracdo foi o ferro (156,92
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mg/kg) (HAAS et al., 2016), o que comprova que a uva e seus derivados
podem ser utilizados como importante fonte de minerais para a dieta
humana. A deficiéncia de alguns minerais podem provocar danos a
salde, como por exemplo a baixa ingestdo de potassio pode provocar
hipertensdo e osteoporose, ja a deficiéncia de calcio na dieta pode
ocasionar varios distlrbios como a osteoporose e doengas crdnicas como
o cancer de cdlon e hipertensdo. No entanto, a ingestdo excessiva de
calcio pode ocasionar hipercalcemia, 0 que ocasiona a calcificagdo
excessiva nos rins. Juntamente com o célcio, o potdssio é importante na
regulacdo da atividade neuromuscular e promove o crescimento
muscular (WOOD et al., 1997). O sddio é um macroelemento essencial
para a manutencdo do correto funcionamento do metabolismo humano,
mas em excesso pode causar edema e hipertensdo (CAMPOS et al.,
2010).

Estudos que visem a quantificacgdo dos micro e
macroelementos, especialmente nos residuos de uva, sdo importantes,
pois permitem obter informagfes quanto as caracteristicas nutritivas
deste alimento, principalmente no que se refere a composicao elementar
apés a simulacdo gastrointestinal, visando uma futura aplicacdo deste

material.

1.8 Modelo de digestao in vitro

Os modelos de digestdo in vitro sdo amplamente utilizados para
simular o processo de digestdo in vivo. Estes modelos visam reproduzir
as condicOes fisiologicas, utilizando enzimas digestivas, pH, tempo de

digestdo e sais biliares similares ao modelo gastrointestinal in vivo
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(MINEKUS et al., 2014). A digestdo gastrointestinal simulada permite
estimar o efeito das matrizes alimentares quanto a bioacessibilidade in
vitro de determinados compostos, sendo mais simples e rapida quando
comparada com ensaios in vivo, que sdo caros e de longo prazo. Apesar
de sua relevancia fisioldgica, 0s ensaios in vivo nem sempre podem ser
realizados por razdes éticas, limitagdes técnicas, custo e alta
variabilidade interindividual como estado fisiologico e patolégico de
cada individuo. Para contornar essas limitagcBes, 0 uso de métodos in
vitro vem sendo utilizado como alternativa para avaliar o efeito da
digestdo dos alimentos na bioacessibilidade de determinadas substancias
(GUERRA et al., 2012; MENARD et al., 2014). A bioacessibilidade é
definida como a quantidade de um componente que é liberado
do alimentos no trato gastrointestinal (GI) e, portanto, disponivel para
absorcdo (HEANEY, 2001). Enquanto isso, a biodisponibilidade é a
porcdo dos nutrientes digeridos ou fitoquimicos que sdo entdo
absorvidos e metabolizados por vias normais e normalmente ¢ medida
por métodos in vivo (SRINI SRINIVASAN, 2001).

Os modelos de digestdo in vitro sdo classificados como
estaticos ou dindmicos. Os modelos estaticos simulam de uma forma
simplificada o processo de digestdo que se inicia na boca, seguindo para
0 estdbmago e intestino delgado. Neste método os processos fisiologicos
como 0s movimentos peristalticos ou a existéncia da microbiota
intestinal sdo omitidos (GONZALEZ-ARIAS et al, 2013), e é
amplamente utilizado em diversos estudos para simular o trato
gastrointestinal humano (TENORE, et al.,, 2013; CARBONELL-
CAPELLA et al., 2015). Os modelos dinamicos utilizam pH, forca

ibnica e concentragdes de enzimas fixas. Por isso, estes modelos sdo
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utilizados como técnicas de triagem, quando um grande nimero de
alimentos é submetido & digestdo, a fim de identificar os principais
parametros que podem afetar a digestio do alimento (MENARD et al.,
2014).

O modelo de digestdo in vitro é apresentado em trés etapas
principais, sendo estas a boca, estomago e duodeno, onde as condigbes
como pH, fluidos, enzimas e sais biliares so ajustadas e controladas. Na
boca (fase oral) ocorre a trituragdo do alimento ¢ acdo da enzima a-
amilase salivar. Nesta etapa o pH no interior da cavidade bucal é de
aproximadamente 6,8 e o tempo de digestdo é no maximo de cinco
minutos (VERSANTVOORT et al., 2005). O bholo alimentar resultante
da acdo mecénica e enzimatica na boca é transportado através do
es6fago para o estdbmago. O estdmago (fase gastrica) apresenta uma
elevada acidez, facilitando a produgdo de pepsinogénio em pepsina,
degradando proteinas e produzindo aminoacidos, oligopeptideos e
polipeptideos. Ja no intestino delgado (fase intestinal) a enzima
pancreatina e os sais biliares fazem a segunda digestdo. Apds todas as
etapas de digestdo in vitro o composto de interesse podera ser absorvido,
metabolizado e utilizado na manutencdo do organismo (GONZALEZ-
ARIAS et al., 2013).

A bioacessibilidade das substancias fenolicas é afetada por
fatores relacionados diretamente com o alimento, tais como a interacéo
com as proteinas, fibras e gordura. Alguns estudos comprovam o efeito
da digestdo gastrointestinal in vitro sob a estabilidade das substancias
fendlicas (McDOUGALL et al., 2005) e matrizes de alimentos solidas
(VALLEJO et al., 2004; SAURA-CALIXTO et al., 2007). A quantidade

de fitoquimicos presentes em um alimento ndo reflete a concentracdo
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total disponivel para a metabolizacdo pelo organismo humano, uma vez
gue apenas as substancias que ndo sdo degradadas estardo
biodisponiveis para absor¢do e desempenho de sua fungéo bioldgica no
organismo. Uma vez digeridos, os componentes dos alimentos sao
constantemente expostos a diferentes condigfes fisicas, quimicas e
bioguimicas. Como consequiéncia, 0os compostos bioativos podem ser
modificados e sua atividade biologica alterada (MOSELE et al.,
2016). Dessa maneira demonstra-se a importancia de testes como
a digestdo in vitro, pois sdo capazes de simular condicdes fisioldgicas do
processo digestivo humano, incluindo boca, estdmago e intestino (DE
LIMA etal., 2017).

Os compostos bioativos da dieta podem exercer suas
propriedades benéficas no organismo humano se atingirem os tecidos
alvo em concentragdes biologicamente ativas. Para serem absorvidos
pelo sistema de circulagdo, 0s compostos bioativos devem ser
inicialmente liberados da matriz alimentar e transformados em formas
bioacessiveis no trato gastrointestinal (CARBONELL-CAPELLA et al.,
2014). As proantocianindinas sdo compostos de alta massa molar e
devem ser degradadas em moléculas menores durante a digestao e antes
da absorcdo pelas células intestinais. Os flavondides B-glicosilados sdo
absorvidos em quantidades minimas no intestino delgado e se uma
molécula de aclcar adicional estiver ligada ao flavonoide, como
na quercetina, o composto deve atingir o intestino grosso para que as
porcOes de acglcar sejam hidrolisadas para assim serem transportadas
para as células epiteliais do intestino e possivelmente absorvidas (REIN
etal., 2013).
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Avaliar a bioacessibilidade de diferentes matrizes alimentares é
importante para inserir na dieta alimentos com propriedades funcionais e
nutracéuticas. A uva e seus derivados apresentam uma interessante
composi¢do fendlica e elementar, portanto avaliar o comportamento
destes compostos utilizando uma simulacdo gastrointestinal in vitro
torna-se extremamente essencial para compreender o efeito do sistema

digestivo sob a composicao do alimento.

1.9 Potencial anti-proliferativo de compostos bioativos presentes em

alimentos de origem vegetal

Os alimentos de origem vegetal sdo fontes de substancias
fendlicas com alta capacidade antioxidante, portanto contribuem para a
prevencao de diversos tipos de cancer. A carcinogénese € um processo
dindmico que envolve inlimeras etapas, como iniciagcdo, promogdo e
progressdo, onde ocorre a transformagdo de células normais em
malignas (ULLAH et al., 2014). Na etapa de iniciacdo da carcinogénese
ocorre a alteracdo irreversivel do DNA, onde pode promover a mutacao
da célula. A etapa de promocdo é caracterizada pela proliferacéo celular,
ocorre a conversdo da célula iniciada em célula pré-maligna
(IRIGARAY; BELPOMME, 2010). A progressdo da célula em maligna
ocorre por divisdo e proliferacdo celular de maneira incontrolavel, onde
ocorre mudanca nas caracteristicas bioquimicas, metabodlicas e
morfologicas das células (OLIVEIRA et al., 2007). As células normais
que formam os tecidos do corpo humano sdo capazes de se multiplicar
por meio de um processo continuo que é natural. A maioria das células

normais cresce, multiplica-se e morre de maneira ordenada.O
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crescimento das células cancerigenas € diferente do crescimento das
células normais. As células cancerigenas, em vez de morrerem,
continuam crescendo incontrolavelmente, formando outras novas células
anormais (BRASIL, 2011).

O céncer ¢ um dos principais problemas de salude publica no
mundo, com milhdes de novos pacientes diagnosticados a cada ano e
muitas mortes resultantes desta doenga. Estima-se que no Brasil houve a
ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer entre 2016 e 2017.
Os tipos de céncer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8
milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1
milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulméo (16,7%),
prostata (15,0%), intestino (10,0%), estdmago (8,5%) e figado (7,5%).
Em mulheres, as maiores frequéncias encontradas foram mama (25,2%),
intestino (9,2%), pulmdo (8,7%), colo do Utero (7,9%) e estdmago
(4,8%) (BRASIL, 2015). Os fatores como etnia, idade, estilo de vida e
dieta ttm um impacto significativo na expressdo e progressdo desses
canceres. Estima-se que 30% das mortes por cancer estdo relacionadas
com riscos comportamentais e alimentares, incluindo alto indice de
massa corporal, falta de atividade fisica, uso de tabaco, ingestdo de
alcool e baixa ingestdo de alimentos de origem vegetal (BRAY et al.,
2013).

O cancer hepatico é o quinto cancer mais frequentemente
diagnosticado em homens em todo o mundo, sendo a segunda causa
mais frequente de morte por cancer (JERNAL et al., 2011; TORRE et
al., 2015). Nas mulheres o cancer hepatico é o décimo segundo mais
diagnosticado e a sexta principal causa de morte. As taxas de incidéncia

de céncer hepéatico estdo aumentando em muitas partes do mundo,
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consequencia da obesidade e do aumento da infeccdo pelo virus da
hepatite C (JERNAL et al., 2011). Aproximadamente 90% dos casos de
carcinoma hepatocelular sdo oriundos de fatores de risco bem definidos,
e dentre os fatores de risco mais frequentes estéo as infegcdes por virus
da hepatite B e C, alcoolismo e exposicdo a aflatoxina (PARKIN et al.,
2005). Os quimioterpicos classicos ndo possuem indicagdo para este
tipo de céancer devido a problemas com o metabolismo hepatico
geralmente comprometido (EDELINE et al., 2009).

O céancer de estbmago ou gastrico é considerado um dos tipos
de cancer com maiores indices de mortalidade. O cancer de estdmago
pode ser classificado como adenocarcinoma, linfoma ou
leiomiossarcoma, sendo que adenocarcinoma é o mais frequentemente
observado (HWANG et al., 1994). No Brasil, a estimativa para novos
casos de cancer de estbmago em 2018 é de aproximadamente 21.000,
sendo a maior incidéncia prevista para a regido Sudeste (9.080) e
Nordeste (5.250) (BRASIL, 2017). O cancer de estdbmago é a terceira
causa de morte por cancer no mundo e o quinto tipo mais incidente. De
acordo Bornschein et al. (2010) a incidéncia deste cancer tem relagédo
com a presenca da bactéria Helicobacter pylori. Na gastrite inflamatéria
crénica associada com a infec¢do por H. pylori proporciona mudangas
histopatoldgicas na mucosa gastrica, o que progride de gastrite cronica a
atrofia, metaplasia, displasia e carcinoma (LEE et al., 2012). A H.
pylori estd associada a um risco aproximadamente duas vezes maior de
desenvolver cancer de estbmago (ESLICK, 2006).

O cancer de colon é uma neoplasia maligna comum no sistema
digestivo, sendo o terceiro cancer mais comum e a segunda principal

causa de morte relacionada ao cancer em todo 0 mundo (HEMERYCK
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et al., 2016). No Brasil o cancer de colon e reto em homens é o segundo
mais frequente na regido Sudeste e terceiro nas regides Sul e Centro-
Oeste, nas regiBes Nordeste e Norte ocupa a quarta posicdo. Para as
mulheres ¢ o segundo mais frequente nas regides Sul e Sudeste, e 0
terceiro mais frequente nas regides, Centro-Oeste, Nordeste e na regido
Norte. O nimero de novos casos de cancer de colon e reto estimado para
0 Brasil é de 17.380 casos em homens e de 18.980 em mulheres em
2018 e 2019 (BRASIL, 2017). Diversos fatores de risco relacionados
com a incidéncia de cancer de colon foram identificados, entre eles esta
a dieta rica em gordura animal e baixa ingestdo de alimentos de origem
vegetal, obesidade, diabetes e tabagismo (KELLY et al., 2012;
PERDUE et al., 2014).

Os produtos naturais da dieta tém sido amplamente investigados
para a prevencao e controle do cancer de colon. Os alimentos de origem
vegetal contém fibras e fitoquimicos que podem restringir o
desenvolvimento e a progressdo do cancer de célon de varias maneiras,
como proteger contra carcindgenos do célon, inibir o crescimento de
tumores e metastases e induzir a apoptose e a interrupcdo do ciclo
celular (TAO et al., 2018). De acordo com alguns estudos, 0 consumo
de alimentos de origem vegetal foi negativamente associado com a
incidéncia de cancer de c6lon (LEENDERS et al., 2015; VOGTMANN
et al., 2013). O campferol bloqueou a progressdo do ciclo celular de
células HT-29 (adenocarcinoma de c6lon) pela promocdo da apoptose
por meio da ativacdo dos receptores da morte da superficie celular e via
mitocondrial (LEE et al., 2014).

As sementes de uva apresentam efeitos protetores contra varios

tipos de cancer, fator atribuido a substancias fendlicas
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como catequina e procianidina (DINICOLA et al., 2012; SIGNORELLI
et al., 2015). Estudos farmacocinéticos mostraram que in Vvivo
assementes de uva dificilmente podem ser absorvidos ou metabolizados
durante o transito do trato gastrointestinal, permitindo que as
substancias fenolicas atinjam o colon em altas concentrages (FRAGA;
OTEIZA et al., 2011). Essa caracteristica metabdlica sugere que as
sementes de uva agem como um agente quimiopreventivo e
guimioterapico para o cancer de colon.

Os flavondis constituem um dos principais grupos de
antioxidantes que revelam atividades antiproliferativas em Vérias
linhagens celulares de cancer. A quercetina, catequina e epicatequina
isoladas das cascas de macgd, mostraram atividades antiproliferativas
contra células de céncer de figado (HepG2) (HE; LIU, 2008). O
campferol e quercetina isolados a partir de extratos de morango
mostraram atividades antiproliferativas contra células de cancer de
figado (HepG2) e cancer do colon (Caco-2) (ZHANG et al., 2008). Os
flavanois também demonstram atividades antiproliferativas contra varias
linhagens cancerigenas. O trans-resveratrol demontra ser um inibidor
dos fatores associados a viabilidade e a proliferacdo de células tumorais
em células de cancer de pele (YANG et al., 2008).

O écido galico demonstrou potencial terapéutico para controlar
a metdstase tumoral do adenocarcinoma de estdmago, também
apresentou atividade antiproliferativa contra células de cancer de mama
(HO et al., 2010; LIU et al., 2012; LUO et al. al., 2011). O &cido gélico
mostrou uma atividade pré-apoptética mediada pela producdo de H,0,
em células cancerigenas de leucemia (FABIANI et al., 2011). Os &cidos

hidroxicinamicos constituem um grupo importante de fendlicos, com
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atividade inibitéria na proliferacdo de linhagens celulares de cancer. A
eficicia dos acidos hidroxicindmicos, tais como cafeico e ferulico,
foram mais eficazes em causar danos ao DNA, sendo o &cido cafeico o
mais ativo entre os acidos avaliados (FAN et al., 2009). O acido cafeico
também apresentou efeitos antiproliferativos contra células de cancer de
célon (HASHIM et al., 2008). O acido cafeico e ferulico isolados de
cascas de maca mostraram atividades antiproliferativas contra células de
cancer de mama e figado (HE; LIU, 2008).

Estudos descrevem que a presenca de substancias fendlicas
induz a apoptose de células tumorais da prostata e suprime a
proliferacdo celular de células cancerigenas gastricas (GEE; HARA,
JOHNSON, 2002; WANG; STONER, 2008). Em estudo de Peixoto et
al. (2018), o bagaco de uvas tintas foi separado em cascas e sementes
com o objetivo de avaliar a agéo antiproliferativa. As cascas ndo foram
capazes de inibir o crescimento celular do adenocarcinoma de mama,
pulmdo, cervical e hepatocelular, enquanto que as sementes inibiram o
crescimento do carcinoma da mama e carcinoma cervical.
A citotoxicidade observada na linhagem de cancer de mama mostrou-se
fortemente correlacionada com a presenca de substancias fendlicas. A
cianidina-3-glicosideo mostrou atividades antiproliferativas em
linhagens celulares de cancer de figado (HepG2), cancer de mama
(MCF-7) e cancer do cdlon (Caco-2) (ZHANG et al., 2008). A
cianidina-3-glicosideo e delfinidina-3-glicosideo isolados da casca da
uva inibiram o crescimento de células de cancer de mama
(FERNANDES et al., 2010). Os estudos comprovam que as substancias
fendlicas presentes em alimentos de origem vegetal podem inibir o

crescimento de diferentes linhagens de canceres.
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1.9.1 Culturas de células

A cultura de células in vitro permite estudar o crescimento,
diferenciacdo e morte celular em ambiente controlado. A cultura de
células in vitro proporciona vantagens em relagdo ao sistema in vivo,
como o controle de pH, temperatura, pressdao osmoética, tensdo de CO, e
0,. As condi¢bes de cultura variam amplamente para cada linhagem
celular, mas o ambiente artificial no qual as células sdo cultivadas
consiste de um recipiente adequado contendo um substrato ou meio que
fornece nutrientes essenciais (aminodcidos, carboidratos, vitaminas,
minerais), hormdnios e gases (O, CO,) e regula o ambiente fisico-
quimico (pH, pressdo osmotica, temperatura). Entre as principais
vantagens da utilizacdo de cultura celular é a consisténcia e a
reprodutibilidade dos resultados proporcionados (FRESHNEY, 2005).

As células em cultura podem ser divididas em trés categorias
baseadas na sua morfologia, sendo estas as células fibroblasticas que
possuem formas alongadas e crescem ligadas a um substrato, células
epiteliais que sdo poligonais com dimensGes mais regulares e crescem
em um substrato e as células de linfoblastos sdo esféricas e geralmente
crescem em suspensdo. As culturas celulares também sdo classificadas
de acordo com a capacidade de aderéncia a uma determinada superficie,
podendo crescer formando monocamadas ou em suspensdo. As células
cultivadas em monocamadas sdo aderentes em substrato sélido e as
células em suspensdo em meio de cultura ndo aderem ao substrato
(FRESHNEY, 2005).

Além das caracteristicas baseadas na morfologia celular e

capacidade de aderéncia, as células podem ser classificadas de acordo
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com o tipo de cultura, ou seja, em ceélulas primarias, células
estabelecidas e células transformadas. A cultura primaria é obtida a
partir do crescimento de células oriundas de um tecido obtido por
desagregacdo mecénica ou enzimatica. As células primarias apresentam
as caracteristicas do tecido de origem, sendo que seu crescimento em
cultura ocorre por um determinado periodo de tempo. As caracteristicas
genotipicas e fenotipicas desde tipo de célula contribuem para o estudo
do comportamento de algumas células in vitro. As células primarias
conseguem manter suas caracteristicas originais por um tempo de vida
relativamente curto (FRESHNEY, 2005). As linhagens de células
continuas ou estabelecidas apresentam as caracteristicas do material de
origem e possuem alta capacidade de proliferacdo. Esta linhagem pode
ser mantida em cultura por um longo periodo de tempo. J& as células
transformadas sdo aquelas que ndo apresentam mais semelhanca com a
morfologia e genética do tecido original, sendo muito utilizadas em
estudos de citotoxicidade. Esta linhagem por ser obtida diretamente dos
tecidos com mutacdo, como os tecidos tumorais, e apresenta enorme
capacidade de proliferacdo quando em cultura. Os tecidos com mutacdes
genéticas ou cancerigenas sao obtidos por meio da desregulacdo do ciclo
celular, o que resulta numa perda progressiva da diferenciacdo celular e
um crescimento celular ndo controlado das células dos tecidos e 6rgaos
(STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009).

A linhagem celular Caco-2 (Figura 5) é originalmente derivada
do carcinoma do colon e tem sido amplamente utilizada como
um modelo in vitro da barreira epitelial intestinal para estudos de
transporte e retencdo de varias substancias quimicas (BALIMANE et al.,

2000). Esta linhagem celular apresenta caracteristicas morfoldgicas e
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bioguimicas dos enterdcitos (polaridade, juncgOes, sistemas de
transporte especificos e enzimas) ap6s diferenciagio em cultura
(HIDALGO et al., 1989). A linhagem celular HepG2 é derivada do
carcinoma hepatocelular, apresenta morfologia epitelial e crescimento
aderente. A linhagem celular RAW 264.7 sdo macrofagos obtidos de
células da linhagem osteoblastica e em tecido subcutaneo de
camundongos (ATCC, 2012).As linhagens de adenocarcinoma gastrico
ACP02 e ACPO03 (Figura 5) sdo provenientes das regifes da cardia e do
antro pilérico do estdbmago, respectivamente. As linhagens gastricas
(MNO1, ACP02 e ACPO03) se proliferam em monocamada e apresentam
morfologia semelhante a fibroblastos, com extremidades afiladas
(Figura 6) (PENNA, 2017).

Os ensaios de citotoxicidade sdo realizados para avaliar a
atividade antitumoral de compostos quimicos em linhagens celulares,
sendo baseado no crescimento e multiplicagdo da linhagem celular
medida por indicador de crescimento pela coloracdo e intensidade de cor
que é proporcional ao nimero de células presentes (HOUGHTON et al.,
2007). A citotoxicidade pode ser estabelecida em culturas de células
tumorais de varias linhagens através das variacdes da morfologia celular
utilizando o método de azul de tripan, que se baseiam na perda da
integridade da membrana celular das células ndo vidveis causando a
captacdo do corante. A viabilidade celular pode ser analisada pelo
método  MTT  [brometo de  3-(4,5-dimetiliazol-2- il)-2,5-
difeniltetrazélio] e SRB (Sulforodamina B). O MTT é um ensaio de
proliferacdo celular que detecta células vivas (MOSMANN, 1983). O
principio do ensaio da SRB baseia-se na habilidade que tem este

composto de se ligar a componentes proteicos das células, fixados pelo
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acido tricloroacético; ou seja, o método independe da atividade
metabdlica das células, ao contrario do MTT que depende de uma
enzima mitocondrial (HOUGHTON et al., 2007).

Figura 5. Células carcinogénicasem baixa (A) e alta densidade (B) para
as linhagens Raw 264.7 (1), Caco-2 (2) e HepG2 (3).

ATCC Number: TIB-71 ™
Designation:  RAW 264.7

Low Density

ATCC Number: HTB-37
Designation: ~ Caco2

Low Density
ATCC Number: HB-8065
Designation:  Hep G2

Low Density

Fonte: ATCC (American Type Culture Collection).
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Figura 6. Células gastricas da linhagem MnOl1 (A), ACP02 (B) e
ACP03 (C).

1.9.1.1 Atividade antiproliferativa in vitro

A atividade antiproliferativa in vitro tem como intuito avaliar a
capacidade de determinada substancia de inibir a proliferacdo celular,
principalmente no que diz respeito as células cancerigenas. A morte
celular pode ser classificada de acordo com as caracteristicas
morfoldgicas, em apoptose, necrética, autofagica ou associada a mitose.
Na morte celular definida como apoptose ocorre a retracdo da célula,
que gera a perda da aderéncia com a matriz extracelular e outras células.
A apoptose ocorre nas mais diversas situagdes, como por exemplo, na
organogénese e hematopoiese normal e patoldgica, na reposicdo
fisioldgica de certos tecidos maduros, na atrofia dos 6rgdos, na resposta
inflamatéria e na eliminacdo de células apds dano celular por agentes
genotoxicos. A necrose é um tipo de morte na qual as células sofrem um
insulto que resulta no aumento do volume celular, agregacdo da
cromatina, desorganizacdo do citoplasma, perda da integridade da
membrana plasmatica e consequente ruptura celular. Durante a necrose,
o contelido celular é liberado, causando dano as células vizinhas e uma
reacdo inflamatéria no local. A autofagia € um processo adaptativo

conservado evolutivamente e controlado geneticamente. Ela ocorre em
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resposta a um estresse metabdlico que resulta na degradacdo de
componentes celulares (GALLUZI et al., 2007).

Nas ultimas décadas, os fitoquimicos tém atraido a atencdo
como agentes anticancerigenos. Diversos estudos indicaram o potencial
anticancer de substancias fendlicas, e em particular a sua capacidade
para inibir a proliferacdo das células cancerigenas, devido aos seus
efeitos sobre o ciclo celular (LEE et al., 2006; RAMOS et al., 2011; VU
et al., 2012). O alimento para ser considerado antiproliferativo deve
apresentar a inibicdo do crescimento celular superior a 50% (NERI-
NUMA et al., 2013). Em estudo realizado por Jara-Palacios et al. (2015)
com bagaco de uva branca obtido do processo de vinificagdo inibiu a
proliferacdo de célular em 52,1% quando incubadas por 48h, enquanto
que a catequina, epicatequina, quercetina e acido galico inibiram o
crescimento de 65,2, 62,2, 81,0 e 71,0%, respectivamente, em 72 h. O
desenvolvimento de produtos quimiopreventivos a partir de subprodutos
da industria viticola devido a sua composi¢do fenolica representa uma
fonte sustentavel e de baixo custo (JARA-PALACIOS et al., 2015).
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RESUMO

Um método simples e rdpido de extragdo combinando agitacdo
mecénica orbital (AMO) e extragdo hidroalcodlica solido-liquido
(EHSL) foi otimizado para determinar o perfil bioativo do residuo de
uva obtido do processamento do suco. Utilizando este material
potencialmente reutilizavel, extragdes solido-liquido foram realizadas
utilizando solvente:dgua e o método de agitacdo orbital. O perfil
fendlico deste residuo foi identificado por CLAE-DAD. As extracGes
dos compostos fendlicos foram maiores com o aumento da polaridade
do solvente combinada com o método de agitagdo de placa ou orbital.
Os extratos do residuo de uva apresentaram altos niveis de flavandis,
acidos fenolicos, antocianinas e estilbenos, os compostos fendlicos
foram significativamente maiores nos extratos metandlicos. O
planejamento fatorial completo de trés niveis permitiu a otimizacdo do
tempo de extracdo, concentragdo de solvente e razdo sélido-liquido. Para
a extracdo otimizada de antocianinas foi utilizada a relacdo sélido-
liquido de 1:10 (p/v), tempo de extracdo de 5 min e concentracdo de
solvente de 85%. A malvidina-3-O-glicosideo e malvidina-3,5-
glicosideo foram as antocianinas majoritarias no residuo de uva Isabel.
A catequina, epicatequina, &cido ferllico, acido caféico e trans-
resveratrol sdo potentes antioxidantes e foram encontrados em altas
concentragBes nos extratos, sugerindo um interesse bioativo para
aplicacdes tecnoldgicas.

Palavras-chave: Potencial bioativo. Polifenois. Extracdo solido-liquido.
Residuo da viticultura.



76

ABSTRACT

A simple and fast extraction method combining mechanical orbital
agitation (MOA\) and hydroalcoholic solidliquid extraction (HSLE) was
optimized for polyphenol enrichment and bioactive profiling of
extractives of the non-pomace residue obtained from grape industries.
Using this potentially reusable material, solid-liquid extractions using a
mixture of organic-water solvents and rotational agitation were
evaluated in order to obtain antioxidant rich extractives of this highly-
colored residue, which is industrially discarded as a solid waste. In
addition, the phenolic profile of this residue was firstly identified by RP-
LC DAD. The extraction of many phenolic compounds was greatly
increased by increasing solvent polarity combined with plate or orbital
agitation. The non-pomace extractives showed high levels of flavanols,
phenolic acids, anthocyanins and stilbene, whereas polyphenolic
concentrations were significantly higher in methanolic extracts. The
complete three-level factorial design allowed the optimization of
extraction time, solvent concentration, and solid-liquid ratio, leading to
an optimal extraction of anthocyanins at a solvent:solid ratio of 1:10
(w/v), extraction time of 5 min and solvent concentration of 85%.
Malvidin glucosides were the major phenolics in the non-pomace
residue. Catechin, epicatechin, ferulic acid, caffeic acid and trans-
resveratrol, which are potent antioxidants, were found at high
concentrations in the extractives, suggesting a bioactive interest for
further technological applications.

Keywords: Bioactive potential. Polyphenols.Solid-liquid
extraction.Viticulture residue.
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1. INTRODUCAO

A uva e seus subprodutos sdo fonte de polifendisque
apresentam alta atividade antioxidante (SPIGNO; DE FAVERI,
2007). O suco de uva é um produto derivado que contém compostos
fendlicos com propriedades bioativas. No continente americano,
as uvas V. labrusca L. sdo tradicionalmente utilizadas para a produgdo
de sucos de uva, principalmente as variedades Bordb e Isabel (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007).

A producdo e o consumo global de uvas aumentou
significativamente no periodo de 2000 a 2014. A produgdo mundial de
uvas em 2014 atingiu quase 27 milhdes de toneladas (FAO,
2016). Durante o processamento das uvas, sdo gerados alguns residuos,
como obagagoe o residuo da centrifugacdo do suco. O bagago é
constituido pela casca e sementes da uva, sendo removido na etapa de
prensagem, e estima-se que aproximadamente 20% do volume de uvas
processadas correspondem ao bagagco (SPANGHERO et al.,
2009). Apds a prensagem, uma etapa de centrifugacdo é utilizada para
clarificagdo do suco, a fim de separar os s6lidos suspensos e reduzir a
turbidez do suco.Os sélidos suspensos correspondem a
aproximadamente 4-8% do suco de uva processado. A alta geracdo deste
residuo representa uma grande preocupacao para as vinicolas, uma vez
que a eliminagdo inadequada desta matriz pode levar a impactos
ambientais. A caracteristica perecivel deste residuo indica a necessidade
de realizar a caracterizacdo quimica afim de explorar seu potencial
bioativo e tornar possivel seu uso pela indlstria quimica
e farmacéutica (HAAS et al., 2016).
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Os subprodutos da viticultura contém altas concentracGes de
compostos fenolicos, e o consumo de alimentos ricos em polifendis
contribui para a reducdo do risco de doengas cronicas, incluindo doengas
cardiovasculares, neurodegenerativas, carcinogénicas e Azheimer
(VAUZOUR et al., 2010; HAAS et al., 2016; SOUKUP et al., 2017). As
folhas e caules da videira e bagago de uva representam uma biomassa
ideal para obter compostos fendlicos (MANCA et al., 2016;
EFTEKHARI et al.,, 2017). Os compostos bioativos presentes nos
subprodutos de origem vegetal contribuem para seu potencial uso em
aplicagdes tecnoldgicas (BALASUNDRAM et al., 2006). Atualmente,
esforcos tém sido direcionados para a obtencdo de extratos bioativos de
matrizes naturais utilizando diversas técnicas de extracdo (GOULA et
al., 2016; HAAS et al., 2016; BAJOUB et al., 2017). Além da técnica de
extracao, a eficiéncia da extracdo é afetada por diversos fatores, dentre
0s quais o tipo de solvente tem sido considerado o mais importantes
(DORTA et al., 2012). Esses fatores combinados sdo essenciais para
explorar as matrizes residuais, pois a importancia cientifica e industrial
dos materiais vegetais é reforcada por sua caracterizacdo quimica e
possiveis aplicacdes.

H& um interesse crescente das vinicolas na reutilizacdo ou nas
aplicacBes de subprodutos da uva, visando reduzir o desperdicio de
processamento e 0s impactos ambientais. Os subprodutos da uva sdo
representados principalmente por bagaco de uva e seus constituintes
ricos em polifendis, como sementes e cascas, estes tém encontrado
aplicacBes valiosas em muitas areas de pesquisa e segmentos
farmacéuticos. Na producédo do suco de uva, o processamento é focado

na manutencdo da qualidade do sucoe o acUmulo de matrizes ndo
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utilizaveis cresce com o aumento da producdo de suco de uva
clarificado, contribuindo para o maior descarte de residuos
solidos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi obter o enriquecimento
de polifendis do residuo de uva obtido a partir da centrifugagdo do suco
de uva tinta por meio da otimizagdo de técnicas extrativistas e

otimizag&o da extragdo de antocianinas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes

Os padrGes analiticos de compostos fenolicos foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) e da Fluka (Steinheim, Alemanha).
Os reagentes &cido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico), 1,1-
difenil-2-picrilhidrazilo e Folin-Ciocalteu foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). A acetona, etanol, acido acético, metanol,
vanilina, cloreto férrico, cloreto de potassio e acetato de sddio foram
adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). O metanol e acetonitrila de

grau cromatografico foram obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

2.2 Amostras

Os residuos de uvas foram doados por uma vinicola localizada
em S8o Marcos, Rio Grande do Sul. As amostras de residuo de uva
foram coletadas apds a etapa de centrifugacéo do suco de uva, esta etapa
contribui para a clarificagdo do suco. A centrifugacéo foi realizada a 100
rcf (g) por 10 min em centrifuga decanter Pieralisi com capacidade de
processamento de 9000 L de suco por hora (Jesi, Italia). As amostras

foram obtidas a partir do processamento das uvas Bord6 e Isabel (V.
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labruscal.) e foram mantidos a -18 °C. As amostras foram congeladas
em ultracongelamento (UFV 37 Terroni, Brasil) a —80 °C e liofilizadas
(liofilizador de bancada, Terroni, Brasil) por 24 horas até atingir
umidade relativa de 5% (p/p). As amostras foram tamisadas em peneira
de 20 mesh (0,9 mm) e armazenadas a -20 °C até o momento das
andlises (HAAS et al., 2016).

2.3 Extracao dos compostos fenolicos

Em experimentos preliminares, trés métodos de extracdo foram
avaliados para a extracdo de compostos fendlicos utilizando solugéo
hidroalcodlica de metanol (80% v/v) como solvente. Os métodos de
extraco utilizados foram o ultrassom (Ultrasonic cleaner, USC 1400%,
40 kHz), agitador orbital (KMC-1300V®) e agitador de placa (B. Brain
Biotech International, CERTOMAT ®MO, Melsungen, Alemanha). O
tempo de extracao foi estabelecido em 5, 30 e 120 min para o método de
agitacdo orbital, ultrassom e agitacdo em placa, respectivamente. Os
pardmetros de massa de amostra, volume de solvente e relagdo
solvente:dgua foram mantidos constantes para as extragdes. Apos a
definicdo do método de agitacdo, os seguintes solventes foram avaliados
para a preparacdo dos extratos: metanol (80% v/v), acetona (80% v/v) e
etanol (80% v/v), as condicbes de extragdo mantiveram-se
constantes. Para verificar a eficiéncia de cada método de extracdo, as
amostras foram contaminadas com compostos fendlicos (15 mg L) e
os polifendis individuais foram determinados por cromatografia liquida

de alta eficiéncia.
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2.4 Delineamento experimental

A extracdo de antocianinas do residuo de uva foi realizada
utilizando um planejamento fatorial completo de trés niveis (3°)
contendo trés pontos centrais. O tempo de extracdo (X;), concentracdo
de solvente (X,) e razdo solido-liquido (X3) foram as variaveis
independentes, e seus niveis codificados foram apresentados na Tabela
1. Os niveis de variaveis independentes foram baseados nos resultados
preliminares.

O delineamento experimental foi construido com 3 repeticGes
do ponto central para estimar o erro experimental, levando a 18
experimentos realizados em ordem aleatdria. As extragdes foram
realizadas utilizando como solvente 0o metanol e 0 método de extragédo
de agitacdo orbital, conforme seleccionado nos ensaios preliminares
(Item 2.3). A resposta observada (y) foi a soma da area do pico das
antocianinas individuais obtidas a partir da analise cromatografica. Para
estimar a resposta, um modelo empirico composto de um polinémio de
segunda ordem foi construido (Eq. 1), onde y é a resposta prevista, Sy € a
constante do modelo, i € o coeficiente do efeito linear, Siié o
coeficiente do efeito quadratico, S € o coeficiente de interacéo entre os
fatoresiej, xjex;sdo as variaveis codificadas independentes,¢é o
erro, K € o nimero de variaveis, eiejsdo os fatores codificados do
modelo.

Equacdo 1:
k-1

k k k
y =B +Z.Bixi +Zﬁixizz Zﬁijxixj+€
i=1 i=1

=1 j>i


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/anthocyanins
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017308907#tbl0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017308907#tbl0005
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017308907#sec0025

82

Tabela 1. Matriz codificada de planejamento fatorial completo de trés

niveis contendo trés pontos centrais.

Variaveis codificadas

Experimentos

O© 00 ~NOo Ol W NP

[ e e e S N el
o Ul WNRE O

=
o~

X1

0,00
0,00
0,00
-1,00
-1,00
1,00
1,00
0,00
0,00
-1,00
1,68
0,00
1,00
1,00
0,00
-1,68
0,00
-1,00

X2

0,00
1,68
0,00
1,00
-1,00
-1,00
-1,00
-1,68
0,00
-1,00
0,00
0,00
1,00
1,00
0,00
0,00
0,00
1,0

-1,68
0,00
1,68
1,00
-1,00
1,00
-1,00
0,00
0,00
1,00
0,00
0,00
1,00
-1,00
0,00
0,00
0,00
-1,00

Respostas

(Soma da area do

pico)

18607052
8467890

4426419,5
7456778
10358918
6917837
14745955
6278919
7736032
6908674
7433014
7958921,5
7056778
15051594,5
7798132,5
7879014,5

7912031
15280726

2.5 Determinacgao dos compostos fenolicos e atividade antioxidante

Os extratos foram preparados segundo Jara-Palacios et al.

(2014); Drosou et al. (2015) com modificagdes. A otimizacdo do

processo de extracdo contribuiu para a escolha das melhores condicGes

para a extracdo dos compostos fendlicos. O método de extracdo e o
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solvente foram determinados de acordo com o Item 2.4. A razéo de
amostra de 1:10 (p/v) e solugdo hidroalcodlica de metanol:agua (85:15
v/v) foram utilizadas para as extracdes. O procedimento foi realizado
sob agitacdo mecanica por agitador orbital durante 5 min em
temperatura ambiente de 25 °C. As amostras foram centrifugadas
(Janetzki, K24) a 1000 rcf ( g ) por 10 min e os sobrenadantes foram
coletados para analise.

A analise de polifendis totais (PT) foi determinada de acordo
com Singleton e Rossi (1965) e as antocianinas monoméricas totais
(AMT) foram determinadas de acordo com Giusti e Wrolstad (2001). Os
resultados de PT e AMT foram expressos em mg kg *. A capacidade
antioxidante (TEAC pmol g ') das amostras foi determinada
pelos métodos ABTS (Re et al., 1999) e DPPH (Kim et al., 2002). Todas
as analises foram realizadas em espectrofotdmetroem triplicata
(n=3) (Hitachi U 2010, CA, EUA).

2.6 Determinagao de compostos fendlicos individuais por HPLC

A determinacdo da composicao fendlica individual do residuo
de uva foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
utilizando um cromatografo liquido da Shimadzu (Kyoto, Jap) (HPLC-
DAD). Os compostos fendlicos foram quantificados de acordo com o
método desenvolvido por Burin et al. (2014) com modificacfes. Na
analise dos compostos hidroxicinamicos o gradiente de eluicdo foi: 0-
30% de solvente B durante 35 min, 30-60% de solvente B durante 5
min, 60% de solvente B durante 2 min, 60-0% de solvente B durante 18

min. Na analise dos compostos hidroxibenzoicos, o gradiente de eluicdo
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foi: 0-80% de solvente B durante 55 min, 80-100% de solvente B
durante 15 min e 100-0% de solvente B durante 5 min. A quantificagdo
das antocianinas foi realizada de acordo com Revilla et al. (1999). A
separacdo foi realizada utilizando o programa de elui¢do gradiente, 35-
95% de solvente B durante 20 min, 95-100% de solvente B durante 5
min, 100-35% de solvente B durante 5 min. As curvas analiticas foram

construidas em matriz.

2.7 Andlise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA), teste de Tukey (p<0,05),
analise de correlagdo e analise de superficie de resposta foram realizadas
utilizando o software STATISTICA versdo 6.0 (2001) (StatSoft Inc.,
Tulsa, OK, USA). Todas as analises foram realizadas em triplicatas e os

resultados expressos como média + desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito dos métodos de extracdo na composicdo fendlica do residuo

de uva

Diferentes classes de polifendis foram extraidas do residuo de
uva utilizando os métodos de agitacdo em placa, ultrassom e agitacao
orbital (Figura 1). A etapa de otimizacdo é muito importante para
aumentar a eficiéncia da extracdo. Em nossos experimentos, a eficiéncia
da extracédo foi avaliada em termos de sinal do analito, como obtido nos
ensaios cromatograficos. Os métodos de extracdo foram avaliados pela

comparacdo da area dos analitos utilizando a andlise de variancia
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(ANOVA). E possivel observar diferencas significativas (p<0,05) entre
os métodos, particularmente para a extracdo dos flavondides catequina e
epicatequina, 4&cidos fendlicos, acidos ferdlico, caférico, cafeico,
estilbeno etrans-resveratrol. Assim, com as condi¢cdes de extragdo
mantidas constantes, o meétodo de agitacdo mecéanica influenciou
seletivamente a composicao fendlica do residuo de uva.

As concentragdes de polifen6is foram maiores nos extratos
obtidos por agitacdo em placa ou orbital quando comparados com o
método de ultrassom (Figura 1). Estudos demostraram que 0 uso de
baixas frequéncias (18-40 kHz) em extragbes com ultrassom podem
promover a ruptura da parede celular e facilitar o acesso do solvente ao
conteddo celular, aumentando assim a &rea superficial e a taxa de
transferéncia de massa (CRAVOTTO et al., 2008; SHIRSATH et al.,
2012). Neste estudo a extracdo de polifendis utilizando o método de
ultrassom e solvente hidroalcodlico ndo apresentou alta eficiéncia na
extracdo da maioria dos compostos fenélicos, principalmente flavanois e
acidos hidroxicindmicos.

Em relacdo aos métodos de agitacdo orbital e placa, foram
observadas diferencas significativas (p<0,05) para a extragdo da maioria
dos compostos fendlicos, com excecdo do 4acido galico,
epicatequina, miricetina e quercetina. O agitador orbital utiliza
velocidade de rotacdo de até 1000 rcf (g), enquanto o agitador de placa
utiliza 1 rcf (g). O tempo de extragdo foi fixado em 5 e 120 min para o
método de agitacdo orbital e agitacdo em placa, respectivamente. Os
resultados sugerem que o tempo de extracdo e a velocidade de rotacdo
podem favorecer a extracdo de compostos fendlicos. De fato, a agitagcdo

facilita a mistura e a uniformidade, permitindo maior interacdo entre o
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solvente e a amostra (KUMAR et al.,, 2017). A extracdo pode ser
explicada pela lei de difusdo de Fick que prevé um equilibrio final entre
as concentracOes de soluto na matriz solida e na solucdo de massa apos
determinado tempo de extracdo (SILVA et al.,, 2007). Em estudos
anteriores com uvas, uma alta eficiéncia na extracdo de polifenois foi
associada ao método de agitagdo orbital (BURIN et al., 2014).

Em relacdo ao tempo de extragdo, o uso de tempos prolongados
pode acelerar a degradacdo de compostos fendlicos, além de ser
trabalhoso e demorado (CARRERA et al., 2012). Portanto, a fim de
minimizar as alteragBes na composicdo fendlica, reduzir os custos de
energia e desenvolver um método simples e viavel aplicavel em analises
de rotina, o métodos de agitacdo orbital foi selecionado para a
otimizagdo da extracdo de polifendis do residuo de uva.

Apbds definir o método de extracdo, foi avaliado o efeito de
diferentes solventes na extragdo dos compostos fendlicos individuais
(Figura 2). Trés solucdes hidroalcodlicas (80% v/v) foram utilizadas
para as extragcbes, o metanol, o etanol ea acetona, aselecdo dos
solventes foi baseada em sua polaridade. A extragdo de fitoquimicos de
materiais vegetais estd intimamente relacionada a polaridade do
solvente.

Os compostos fendlicos das classes de flavandis, acidos
hidroxicindmicos, 4&cidos hidroxibenzdicos, antocianinas e flavondéis
foram detectados em todos os extratos de residuo de uva obtido com os
solventes hidroalcodlicos. A eficiéncia da extracdo variou
significativamente entre os compostos fendlicos e o tipo de solvente. O
agitador orbital foi utilizado para a extracdo de compostos fenolicos e os

parametros utilizados foram: razdo solvente:dgua de 80:20% (v/v),
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relacdo solido:solvente de 1:20 (p/v) e tempo de 5 min. As andlises
cromatograficas mostraram as maiores concentracbes de compostos
fendlicos individuais nos extratos metandlicos. Isto corrobora que o
metanol foi o solvente mais eficiente para a extracdo da maioria dos
polifendis do residuo de uva. De fato, estes resultados podem estar
relacionados a polaridade e boa permeabilidade do metanol, além da alta
solubilidade de compostos fendlicos neste solvente (SIDDHURAJU,;
BECKER, 2003).

O metanol foi eficiente na extra¢do do trans-resveratrol (Figura
2 A). No entanto, os niveis de acido feralico, peonidina-3-O-glicosideo
e acido siringico foram significativamente menores em extratos
metanolicos em comparagdo com os extratos obtidos com outros
solventes. A extragcdo por solvente é a técnica mais utilizada para o
isolamento de compostos fendlicos de matrizes naturais (Moure et al.,
2001). Segundo Bazykina et al. (2002), o etanol extrai eficientemente
os flavondides e seus glicosideos, catecol e taninos enquanto os acidos
fendlicos e as catequinas sdo mais eficientemente extraidos com
metanol. A acetona é o solvente mais eficiente para a extracdo de
polifendis de alto peso  molecular, como  0s taninos
condensados (MOKRANI; MADANI, 2016; TAN et al., 2013).

Considerando que os polifendis sdo formados por uma
variedade de moléculas de diferentes polaridades, procuramos
maximizar a extracdo fendlica misturando o solvente organico com
agua. A mistura de solvente com agua é considerada mais eficiente que
0s monossolventes na extracdo de compostos fitoquimicos (SPIGNO;
DE FAVERI, 2007). Segundo Vatai et al. (2009), a eficiéncia da

extracdo dos compostos fendlicos € menor quando se utiliza solventes
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puros. Segundo alguns autores, a adicdo de agua a solventes organicos
contribui com o aumento da polaridade e facilita a extragdo dos
compostos fendlicos (SPIGNO; DE FAVERI, 2007).

A extragdo de fitoquimicos como os compostos fendlicos é
diretamente influenciada pelo solvente de extracdo, sendo necessario
quantificar as diferentes classes de polifenois para escolher o solvente
mais eficiente. Em geral, quanto maior a massa molar do solvente,
menor € a sua polaridade, permitindo que outras substancias com
aproximadamente o mesmo peso molecular sejam facilmente extraidas
(BOEING et al., 2014). Como observado na Figura 2, ndo houve um
Unico solvente capaz de extrair simultaneamente todas as classes de
polifendis do residuo de uva. Estes resultados indicam que a sele¢do do
solvente deve ser feita de acordo com a classe de compostos de
interesse.
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Figura 1. Extragdo dos compostos fenolicos do residuo de uva
utilizando diferentes métodos de extracdo: agitador de placa (120 min),
ultrassom (30 min) e agitador orbital (5 min). (A) Flavanois, acidos
hidroxicinamicos, flavonodis e estilbeno; (B) acidos hidroxibenzdicos.
Condigdes fixas: massa de amostra (0,25 g), propor¢do solvente:dgua
80:20 (v/v) e volume (5 mL). Os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo (n=3). Grupos homogéneos de acordo com o
teste de comparacdo multipla de Tukey, com nivel de confianga de 95%.
Letras diferentes para 0 mesmo composto indicam diferenca
significativa (p<0,05).
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Figura 2. Extracdo dos compostos fenolicos do residuo de uva
utilizando solugBes hidroalcodlicas de metanol, etanol e
acetona como solventes de extracdo. (A) Flavanois, acidos
hidroxicinamicos, flavonois e estilbeno. (B)
acidoshidroxibenzoicos. (C) antocianinas. Condicbes fixas:
agitador orbital (5 min), massa de amostra (0,25 g),
propor¢dosolvente:agua 80:20 (v/v) e volume (5 mL). Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo
(n=3). Grupos homogéneos de acordo com o teste de
comparagdo multipla de Tukey, com nivel de confianca de
95%. Letras diferentes para 0 mesmo composto indicam
diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 2. (continuacéo).
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3.2 Otimizacé&o da extracédo de polifenois individuais

O método de extracdo representa uma etapa fundamental para a
caracterizacdo quimica e utilizacdo industrial do residuo de uva. A
condicdo de extracdo selecionada foi o metanol a 80% (v/v) como
solvente de extracdo e o método de agitacdo orbital, sendo utilizada no
delineamento experimental. O planejamento fatorial completo contendo
trés pontos centrais foi utilizado com o objetivo de definir os melhores
parametros para a extracdo de antocianinas individuais, os principais
polifendis encontrados no residuo de uva, bem como os de maior
interesse em aplicacdes tecnoldgicas (BOX et al., 2005). De fato, as
antocianinas tém grande importancia para a industria alimenticia e
farmacéutica, houve o aumento da sua utilizagdo como corante natural, o
que pode estar relacionado as suas propriedades bioativas, bem como
sua coloracdo e solubilidade em agua (CHUNG et al., 2016; MAHDAVI
et al., 2016).
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A significAncia dos fatores foi confirmada pela analise de
variancia (ANOVA), onde foi possivel observar que todos os fatores
avaliados (relacdo solido:solvente (p/v), tempo de extracdo (min) e
concentracdo de solvente (%) os efeitos quadraticos foram significativos
(p<0,05) (Tabela 2). Curiosamente, a relacdo solvente:amostra e
concentracdo de solvente apresentaram efeito mais significativo do que

0 tempo de extracgéo.

Tabela 2. Andlise de varidncia da superficie de resposta da extracdo

de antocianinas individuais do residuo de uva.

Soma DF MS F-valor p-valor
quadratica

(S9)
Tempo (L) 5,16 1 5,16 384,92  0,000289
Tempo (Q) 2,30 1 2,30 171,47 0,000962
Concentracdo de 6,62 1 6,62 4932,95  0,000006
solvente (L)
Concentracdo de 2,23 1 2,24 16,70 0,026480
solvente (Q)
Razéo 2,48 1 2,48 18537,77  0,000001
sélido:liquido (Q)
Razéo 5,67 1 5,67 30453,88  0,00000
solido:liquido (L) 4
Erro 4,02 3 1,34
Total SS 2,54 17

DF, graus de liberdade; MS, Quadrado médio; L, efeito linear; Q, efeito quadratico.

Os resultados demonstram que o modelo foi significativo (F=
38,57 e p<0,05) e a falta de ajuste ndo foi significativa (p>0,05),

indicando que o modelo quadratico foi valido para este estudo. Além
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disso, os valores de R? predito e R? ajustado (0,8705 e 0,9452,
respectivamente) confirmaram este resultado. Para a representacdo
grafica foram utilizados graficos para descrever os efeitos individuais e
cumulativos das varidveis avaliadas e seu efeito sobre a resposta. A
superficie de resposta do grafico tridimensional para o modelo de
regressdo ajustado aos dados é representada na Figura 3. A resposta
méxima foi obtida com relagdo sélido:liquido 1:10 (p/v), tempo de
extracdo de 5 min e concentracdo de solvente de 85%, que representam
as melhores condicbes para a extragdo otimizada de antocianinas
utilizando o0 método de agitacgéo orbital.

Os resultados da otimizacdo utilizando o residuo de uva
indicam que a proporgéo de solvente/amostra deve ser de 10 a 20 (v/p),
a concentracdo de solvente de 75 a 90% (v/v) e o tempo de extracdo de 5
a 14 min para a extracdo ideal de antocianinas. Ao utilizar baixas
proporcbes de solvente:amostra foi possivel obter maiores
concentracBes de antocianinas. Sabe-se que os efeitos de diferentes
variaveis, como tipo de solvente e relacdo solvente:agua, tempo de
extracdo e razdo amostra:solvente afetam o rendimento da extracdo e a
composicdo fitoquimica (DAI; MUMPER, 2010). Em estudo realizado
por Medouni-Adrar et al. (2015) com cascas e sementes de uva, a
concentracdo de polifendis totais aumentou quando a proporcdo de
solvente/amostra reduziu. A extracdo de compostos fendlicos é maior
quando é utilizado maior volume de solvente, 0 que esta relacionado aos
principios da transferéncia de massa (PINELO et al., 2005). Em relacdo
aos principios de transferéncia de massa, a taxa de difuséo é diretamente
proporcional ao gradiente de concentracdo que aumenta com menor

relacdo sélido:liquido. O aumento da razdo amostra:solvente fornece um
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maior coeficiente de difusdo (CACACE; MAZZA, 2003), e a mudanca
no coeficiente de atividade devido a composi¢do do solvente afeta a
solubilidade dos compostos (FRANK; DOWNEY'; GUPTA, 1999).

Em estudo de Corrales et al. (2009), o contato do solvente com
as cascas de uva por mais tempo promoveu maior difusdo dos
compostos, como as antocianinas. Revilla e Gonzélez-Sanjosé
(1998) avaliaram a extracdo de compostos fendlicos de uvas Cabernet
Sauvignon sob diferentes condicGes, e observaram que o maior tempo
de extragdo proporciona uma maior quantidade de antocianinas
extraidas. No entanto, no presente estudo, observou-se que ndo houve
grande aumento na concentracdo de antocianinas com o aumento do
tempo, mesmo com este fator sendo significativo. A liofilizacdo do
residuo de uva proporcionou uma estrutura mais porosa a amostra,
facilitando assim a extragdo dos compostos fendlicos (HAAS et al.,
2017). Portanto, as caracteristicas microestruturais do residuo de uva
tornaram o tempo um fator menos relevante para a extragdo de
antocianinas. De fato, a estrutura de alimentos processados ou matrizes
vegetais afetam a disponibilidade de compostos bioativos, assim como
suas propriedades e funcionalidade (AGUILERA, 2005).
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Figura 3. Gréaficos de superficie de resposta para avaliar o efeito da
concentracdo de solvente, tempo e razdo solido-liquido na extracdo de
antocianinas individuais (soma das areas de pico) (A) Concentracdo de
solvente (%) vs Tempo (min). (B) Relagéo sélido-liquido vs Tempo

(min). (C) Relagdo soélido-liquido (m/v) vs concentragdo de solvente
(%).

Antocianinas
(soma da drea do pico)

Antocianinas

(soma da 4rea do pico)

Antocianinas
(soma da érea do pico)

3.3 Perfil bioativo e atividade antioxidante do residuo de uva

O perfil fenolico do residuo de uva de duas variedades de uvas
V. labrusca L., Bord6 e Isabel foram identificadas quanto as diferencas
quimicas. O residuo de uva Bordd e Isabel apresentaram diferenca

significativa (p<0,05) para todas as classes de compostos fendlicos
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avaliados. O perfil fenodlico do residuo de uva Isabel e Bordd estd
apresentado na Tabela 3. A concentracdo de polifendis totais na amostra
Bordd e Isabel foi de 14910,34 e 6381,60 mg kg ', respectivamente, a
amostra Bordd apresentou concentracdo 57,2% maior de polifendis
totais. A variedade de uva Bordd possui maior concentracdo de
antocianinas que outras variedades de uvasV. labrusca. Este fato
contribui para o uso desta variedade em blends de sucos com coloracéo
menos intensa, por exemplo, o suco de uva produzido com a variedade
Isabel (RIZZON; MENEGUZZO, 2007).

O residuo de uva Bordd apresentou alta atividade antioxidante,
0 que estd associado ao potencial bioativo das matrizes naturais. A
atividade antioxidante do residuo de uva foi comparavel a dos sucos
produzidos a partir da mesma variedade de uvas (TOALDO et al.,
2015). CorrelacBes positivas (p<0,05) foram encontradas entre a
atividade antioxidante (método ABTS), polifendis totais e antocianinas
monoméricas totais. A atividade antioxidante (ABTS e DPPH)
apresentou alta correlagdo com polifenois totais (r = 0,98 e r = 0,96) e
antocianinas monoméricas totais (r = 0,97 e r = 0,95), corroborando que
diferentes classes de polifendis estdo relacionadas a atividade
antioxidante de matrizes vegetais. Em um estudo de Tournour et al.
(2015), uma correlacdo significativa foi obtida entre polifendis totais e o
método de DPPH (r = 0,94).

O residuo de uva Bordd apresentou as maiores concentragfes
para a maioria dos compostos fenélicos quando comparadas a variedade
Isabel, com excecdo do acido vanilico e quercetina. Em relacdo aos
acidos hidroxibenzoicos, todos 0s compostos variaram

significativamente (p<0,05) entre as amostras. O &cido galico foi


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017308907#tbl0015
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/grape-juice
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0926669017308907#bib0220

97

detectado em maior concentragdo na amostra Bordd (8,05 mg kg ),
enquanto as concentracdes de acido vanilico foram maiores na amostra
Isabel (10,20 mg kg ™).

Todos os acidos hidroxicindmicos apresentaram diferenca
significativa entre as amostras avaliadas, sendo que o acido cafeico e
ferdlico estavam presentes em maiores concentracdes na amostra Bordo.
De acordo com a literatura, os acidos hidroxicinamicos exibem maior
atividade antioxidante em comparagdo com os acidos hidroxibenzdéicos
(Andreasen et al., 2001). A atividade antioxidante apresentou alta
correlagdo com o 4cido cafeico e ferdlico (r = 0,99).

A catequina e epicatequina foram quantificadas em altas
concentracBes nos residuos de uva Bordd e Isabel. A concentracdo de
catequina e epicatequina foi de 745,36 e 680,14 mg kg * e 662,05 e
298,46 mg kg, respectivamente. Estes compostos mostraram alta
correlacdo com a atividade antioxidante, catequina (r = 0,98) e
epicatequina (r = 0,99). O efeito bioativo desses compostos foi relatado
em alguns estudos com vinhos, onde a catequina demonstrou efeito
contra os radicais livres e atividade quelante (Modun et al., 2008),
enquanto a epicatequina mostrou propriedades vasodilatadoras
(PADILLA et al., 2005).

Entre os flavonois, a miricetina e a quercetina foram os
principais compostos quantificados nas amostras, enquanto o campferol
ndo foi detectado no residuo de uva. Este grupo de polifentis é
amplamente encontrado em matrizes naturais. A ligagdo dupla entre C-2
e C-3, conjugada ao grupo 4-oxo no anel C, aumenta a capacidade de
eliminacdo de radicais destes compostos. A substituicdo dos grupos

hidroxila no anel B pelos grupos metoxi altera o potencial redox e pode
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afetar a capacidade de eliminacdo de radicais dos flavondis (Pietta,
2000). Uma alta correlacéo foi observada entre a miricetina e a atividade
antioxidante (r = 0,98).

O trans-resveratrol é um polifenol bioativo da familia dos
estilbenos, e apresenta altas concentragfes nos residuos de uva Bordd
(143,17 mg kg ') e Isabel (83,45 mg kg™), sendo fortemente
correlacionado com o antioxidante atividade (r = 0,99). Isto demonstra
gue os residuos de uva sdo uma fonte potencial de trans-resveratrol, o
que aumenta a importancia do uso deste material residual como fonte
alternativa de fitoquimicos. Estudos demonstraram que o0 trans-
resveratrol é um potente antioxidante, com propriedades anti-
inflamatérias, antiproliferativas e cardioprotetoras (AZIZ et al,
2003; DVORAKOVA; LANDA, 2017).

O perfil de antocianinas dos residuos de uva Bordd e Isabel foi
identificado na andlise cromatogréafica (Figura 4). O residuo de uva
Bordd apresentou altas concentragdes de antocianinas. A malvidina-3,5-
diglicosideo (1226,26 mg kg ™) e cianidina 3,5-diglicosideo (165,79 mg
kg ') foram encontradas em maiores concentracdes, caracteristica das
variedades Vitis labrusca L. (NATIVIDADE et al., 2013). Em estudo de
Lago-Vanzela et al. (2011) com uva Bordd, a concentragdo de
malvidina-3,5-diglicosideo (1359 mg kg™) foi semelhante a deste
estudo. Foram observadas diferentes concentragdes de antocianinas para
o residuo de uva Isabel, este apresentada predominantemente malvidina-
3-O-glicosideo (293,28 mg kg™) e peonidina-3-O-glicosideo (110,27 mg
kg'), j& a cianidina-3,5-diglicosideo ndo foi detectada. A alta
concentracdo de antocianinas no residuo de uva estd de acordo com

Boulton (2001) que afirma que as antocianinas permanecem
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principalmente em residuos derivados do processamento da uva.
Estudos com antocianinas especificas da uva, bem como seus efeitos em
associagdo com outros compostos fendlicos, tém sido pouco estudados
para aplicacfes terapéuticas. Portanto, novos estudos sobre o potencial

bioativo das antocianinas presentes nesses residuos sdo sugeridos.
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Tabela 3. Composicéo fendlica do residuo de uva da variedade Bordd e

Isabel.

Compostos fendlicos Bordd Isabel
(mg kg™

Acidos fendlicos

Galico 8,05%+0,09 2,48°+0,17
Protocateico 3,15°+0,06 2,49°+0,01
Vanilico 2,39°+0,01 10,20*+0,01
Siringico 3,10%+0,13 2,24°+0,13
Elagico <0,02* <0,02*
Cafeico 69,77°+0,04 44,99°+0,12
Trans-caftarico 34,66% 2,34 21,24°+0,22
p-Cumarico 15,20°+0,03 5,94°+0,08
Feralico 145,56°+0,38 30,78°+0,03
Flavonéis

Campferol <0,04* <0,04*
Quercetina 4,14%+0,10 6,14° +0,22
Miricetina 15,59%+ 0,58 5,37°+ 0,14
Flavanois

(+)-Catequina 745,36% 4,06 680,14°+1,53
(-)-Epicatequina 662,05% 2,34 298,46"+3,17
Trans-resveratrol 143,17%+0,20 83,45°+0,73
Tirosol <0,15* <0,15*
Antocianinas

Cianidina-3,5-diglicosideo 165,79+9,51 nd
Cianidina-3-O-glicosideo 5,20°+0,09 14,41%+0,13
Malvidina-3,5-diglicosideo 1226,26% 8,02 58,52"+1,91
Malvidina-3-O-glicosideo 78,06+ 2,05 293,28%+1,08
Peonidina-3-O-glicosideo 8,69°+0,96 110,27%+0,03
Polifenois totais 14910,34%+2,50 6381,60°+2,90
Antocianinas monomeéticas 8080,68%+3,45 1497,18+2,89
totais

Atividade antioxidante

(TEAC umol g™

ABTS 54,81%+0,02 38,78°+0,80
DPPH 38,62%+0,29 19,63°+0,03

Resultados expressos como média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma
linha indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras. nd =
detectado. * LOD: limite de detecc&o.

nao
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Figura 4. Cromatogramas de antocianinas dos residuos de uva (A)
Bordd; (B) Isabel. 1: cianidina-3,5-diglicosideo; 2: delfinidina-3-O-
glicosideo; 3:malvidina-3,5-diglicosideo; 4: cianidina-3-O-glicosideo; 5:
peonidina-3-O-glicosideo; 6: malvidina-3-O-glicosideo. TR (A/B) =
9.639/nd; TR (A/B) = 10.908/11.053; TR (A/B) = 12.128/12.272; TR
(A/B) = 12.816/12.959; TR (A/B) = 15.842/15.941; TR = (A/B) =
16.619/16.708. TR = tempo de retengo.
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4. CONCLUSAO

Entre os pardmetros avaliados para a otimizacdo do processo de
extracdo, a agitacdo mecénica orbital apresentou maior eficiéncia na
extracdo de compostos fendlicos individuais. Os pardmetros otimizados
melhoraram a extracdo hidroalcodlica sélido-liquido dos polifendis e
permitiram a caracterizacdo do residuo de uva. O perfil bioativo dos
residuos de uvas Isabel e Bordd indicou diferencas na composicdo
fendlica, tais como flavandis, antocianinas, flavonois e acidos fenolicos,
0 que pode direcionar as aplicagcdes tecnoldgicas e funcionais. As
abordagens extrativistas propostas neste trabalho fornecem subsidios
para a reutilizacdo desse residuo vegetal como alternativa vidvel para o

desenvolvimento de produtos de qualidade com alto valor agregado.
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RESUMO

A uva e seus constituintes possuem grande quantidade de minerais
essenciais e polifenodis. Estes nutrientes e as substancias bioativas
proporcionam beneficio a salde, no entanto depende do nivel de
ingestdo e bioacessibilidade. A concentragdo de compostos fendlicos
individuais, macro e microelementos do residuo de uva obtido do
processamento do suco de uva da variedade Isabel e Bordd foram
investigados utilizando a digestdo in vitro e determinados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos e espectrometria de emissdo 6ptica com plasma acoplado
indutivamente. Durante a digestdo, mudancas importantes foram
observadas nas concentragfes de polifendis e minerais ap6s a passagem
pela fase gastrica e intestinal. Os compostos bioativos como o trans-
resveratrol, catequina e epicatequina foram altamente bioacessiveis apés
a digestdo do residuo de uva Bordd. Houve redugdo significativa na
concentracdo de polifendis e minerais no final da fase intestinal. O
residuo de uva de ambas as variedades apresentaram maior atividade
antioxidante na fase gastrica, o que foi relacionado a alta concentragéo
de polifendis. As antocianinas identificadas em maiores concentragcoes
nas amostras de residuos incluem a malvidina-3-O-glicosideo e
malvidina-3,5-diglicosideo, sendo 7% e 60% bioacessiveis,
respectivamente. Os elementos, Ca, Mg, Cu, Fe, Sr, Mn, Zn, Al, Ni e Pb
ndo foram detectados na Ultima fase de digestdo, sendo pouco
bioacessiveis. Os indices de bioacessibilidade encontrados para o
residuo de uva sdo consistentes com as propriedades bioativas dos
produtos da uva.

Palavras-chave: Suco de uva. Polifendis. Minerais. Digestdo in vitro.
Bioacessibilidade. Potencial Bioativo.
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ABSTRACT

Grape and grape constituents have high amounts of essential minerals
and polyphenols. Health benefits of these nutrients and other bioactive
substances depend on their level of intake and bioaccessibility. The
behavior and levels of individual phenolic compounds, macro- and
microelements of the grape juice sediment that was removed from red
grape juices of Bordo and Isabel varieties were investigated using an in
vitrodigestion and determined using high performance liquid
chromatography-diode array detection and inductively coupled plasma
optical emission spectrometry. During digestion, important changes
were observed in concentrations of polyphenols and minerals upon
passage through the gastric and enteric phases. Bioactive compounds
such as trans-resveratrol, catechin and epicatechin were highly
bioaccessible from the Bordo sample. A significant decrease in levels of
polyphenolics and minerals was observed at the end of the intestinal
phase. The grape juice sediment of both varieties showed higher
antioxidant capacity in the gastric phase, which was related to the high
concentration of polyphenols. The anthocyanins identified at higher
concentrations in samples included malvidin-3-O-glucoside and
malvidin-3,5-diglucoside that were 7 and 60% bioaccessible,
respectively. The elements Ca, Mg, Cu, Fe, Sr, Mn, Zn, Al, Ni and Pb
were not detected at the last phase of digestion, being poorly
bioaccessible. The bioaccessibility indexes found for this grape juice
sediment are consistent with the bioactive properties of grape products.

Keywords: Grape juice. Polyphenols. Minerals. In vitrodigestion.
Bioaccessibility. Bioactive potential.
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1. INTRODUCAO

A uva (Vitis sp.) e os derivados da uva sdo fontes importantes
de minerais e polifendis com propriedades bioativas (GIOVINAZZO;
GRIECO, 2015; HAAS et al., 2016). A principal razdo para o interesse
nos polifendis sdo suas propriedades antioxidantes e sua atuacdo na
prevencdo de doencas associadas ao estresse oxidativo, como céncer,
doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (PANDEY; RIZVI,
2009). Na dieta de um individuo saudavel, a ingestdio média de
polifendis é de até 1.700 mg por dia. Durante a ingestdo de alimentos
estimasse que os flavonoides correspondem a aproximadamente 52% da
ingestdototal de polifendis, enquanto a ingestdo de acidos
fendlicoscorresponde a aproximadamente 46% da ingestao total, outros
polifendis, como os estilbenos e tirosol, representam proporcGes
menores na dieta (GROSSO et al., 2014).

O residuo de uva é obtido apés a centrifugacdo do suco durante
a etapa de clarificacdo, que remove cerca de 4-8% dos solidos
suspensos. E um material altamente colorido e Gmido que contém
s6lidos suspensos, monossacarideos, fibras sollveis e insollveis,
minerais e polifendis. Os polifen6is mais abundantes nesta matriz sdo
catequina, epicatequina e trans- resveratrol, assim como glicosideos de
antocianinas, principalmente os glicosideos de malvidina (HAAS et al.,
2018). Alguns minerais essenciais também sdo encontrados, tais como
Ca, K e Fe. A remoc¢do do residuo de uva é uma etapa opcional no
processamento de sucos e contribui para a clarificacdo e a qualidade do
suco (HAAS et al., 2016).
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O uso de derivados de uva na industria alimenticia e
farmacéutica aumentou com o crescente interesse em constituintes de
uva como fonte de compostos bioativos com propriedades relacionadas
a salude (HAAS et al., 2018; TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Estudos
tém investigado a digestdo, a absorcdo intestinal e 0 metabolismo de
polifendis e nutrientes, o que pode elucidar diferentes perspectivas sobre
sua bioatividade (ATTRI et al., 2017; CILLA et al., 2009). A
identificacdo e caracterizagdo destes constituintes em matrizes vegetais
fornecem informagdes sobre a composi¢do quimica, principalmente com
foco na sua qualidade nutricional. Estudos sobre matrizes alimentares,
composi¢do de nutrientes ou fitoquimicos, absor¢do e modificagdes
gastrointestinais de moléculas quimicas fornecem as informacdes
bésicas necessérias para determinar a biodisponibilidade e a atividade
bioldgica das substancias bioativas (MANACH et al., 2005; PANDEY;
RIZVI, 2009).

A simulagdo gastrointestinal in vitro é uma ferramenta valiosa
para investigar o efeito da digestdo sobre a bioacessibilidade de
polifendis e minerais, obtendo dados essenciais para apoiar afirmacdes
de relevancia bioldgica para a saide humana. A bioacessibilidade pode
ser definida como a fracdo de um composto ou espécie que é liberada da
matriz para o trato gastrointestinal e, assim, torna-se disponivel para a
absorgdo intestinal (CARDOSO et al., 2015). Este parametro contribui
para avaliar a qualidade nutricional de um nutriente ou composto
bioativo, incentivando o  desenvolvimento  de alimentos
funcionais (FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-
GALVEZ, 2009).0s alimentos funcionais s3o definidos como

alimentos que apresentam efeito benéfico para a salde, mas ndo a
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nutricdo basica, acredita-se que estes alimentos promovem a salde ideal,
reduzindo o risco de doencas. Para o alimento ser considerado funcional,
ele deve ser avaliado usando estudos in vivo e in vitro para elucidar os
efeitos benéficos nas fungdes-alvo do corpo, além das suas propriedades
nutricionais. Alimentos funcionais oferecem beneficios para a salde e
bem-estar do individuo, bem como a reducdo de doencas
cardiovasculares, cancer e osteoporose (BROWN et al., 2018;
DIPLOCK etal., 1999).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes

Os padrdes de compostos fendlicos (&cidos hidroxibenzoéicos,
acidos hidroxicinamicos, flavanois, flavonois e antocianinas), Trolox
(&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), DPPH ™ (1,1
difenil-2-picrilhidrazil) e  ABTS™[4cido  2,2-azino-bis  (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico)] foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, Missouri, EUA). O &cido cloridrico, acido nitrico, peroxido de
hidrogénio e hidréxido de sédio foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). As enzimas a-amilase, pepsina, pancreatina e sais
biliares (hidrato de taurocolato de sodio, glicooxicolato de sédio e o
hidrato de taurodesoxicolato de sddio) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA). As solugdes padrdes certificadas (1000 mg/L)
de cada elemento (Al, Ca, Cu, Fe, Mn, Ni, K, Sr, Pb, Rb e Zn) foram
obtidas da Spex Certiprep Chemical (Metuchen, Nova Jersey, EUA) e

foram usadas para preparar as curvas de calibracdo analiticas. A agua
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ultrapura foi obtida de um sistema de agua Milli-Q Plus (Millipore,
Bedford, Massachusetts, EUA).

2.2 Amostras

Para a elaboracdo dos sucos de uva foram utilizadas uvas das
variedades Bord6 e Isabel (V. labrusca L.). As uvas foram colhidas com
maturidade técnica, com leituras de sélidos sollveis totais de 15-17
°Brix, e 0s sucos de uva foram processados separadamente usando um
processo continuo de escala industrial. Os residuos de uvas foram
obtidos a partir dacentrifugagdo dos sucos ao longo do
processamento. As bagas de uva foram inicialmente trituradas usando
um triturador mecénico (EDA, Sao Paulo, Brasil). O mosto de uva
(casca, polpa e sementes) foi utilizado para a extragdo do suco em um
tanque de aco inoxidavel de 10.000 L com temperatura controlada (85 +
1 °C, 10 s). Ap6s duas horas de extracdo, o bagaco da uva foi removido
por prensagem mecanica (EDA, Sao Paulo, Brasil) para separar as partes
solidas (casca e sementes) do suco. O suco de uva foi entdo bombeado
para a centrifuga decanter 600 Pieralisi (Jesi, Ancona, Itdlia) para
separacao do residuo de uva. A centrifugacdo foi realizada a 3300 g por
10 min utilizando a capacidade total de 9000 L de suco/h. As amostras
foram coletadas no compartimento inferior da centrifuga e armazenadas
a —18 °C. A desidratacdo da amostra foi realizada em liofilizador (Haas
et al.,, 2016). As amostras foram congeladas a —80 °C utilizando
ultracongelador UFV 37 (Terroni Fauvel, Sdo Carlos, SP) e liofilizadas
com liofilizador Terroni Fauvel LT por 24 horas até atingir umidade

relativa de 5% (p/p). As amostras liofilizadas foram trituradas,
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tamisadas (20 mesh) e armazenadas a -20 ° C por no maximo 3

Semanas.

2.3 Simulagéo gastrointestinal in vitro

A simulagdo gastrointestinal in vitro foi realizada conforme
descrito por Minekus et al. (2014). A digestdo in vitro consiste de trés
fases, a fase oral, gastrica e intestinal. As amostras controle foram
denominadas de controle do residuo de uva Bordd (CSB) e controle do
residuo de uva Isabel (CSI). As amostras controle foram utilizadas para
a digestdo in vitro sem a presenca das enzimas a-amilase, pepsina,
pancreatina e sais biliares.

Para a fase oral, 0,25 g de residuo de uva, fluido salivar (pH
7,0) e enzima a-amilase (75 U/mL) foram agitados (100 g) por 2 min a
37 °C. As amostras foram submetidas a fase gastrica para a sequéncia de
digestdo. Nesta fase, o fluido gastrico (pH 3,0), pepsina (2000 U/mL) e
CaCl; (0,075 mol/L) foram adicionados & mistura oral e mantidos em
banho termostatico por 2 horas a 37 °C. Apés a digestdo gastrica, as
amostras foram submetidas a fase intestinal, onde ocorre a adicdo do
fluido intestinal, pancreatina (800 U/mL), sais biliares (10 mol/L) e
CaCl; (0,3 mol/L), com o pH ajustado para 7,0 com NaOH 1 M. A fase
intestinal foi incubada durante mais 2 h em banho termostico a 37
°C. No final de cada fase de digestdo, o sobrenadante foi recolhido,
centrifugado a 2480 g durante 10 min (Gently, Clifton, New Jersey,
EUA) e denominado como amostra digerida (fracdo bioacessivel). O pH
da fase oral, gastrica e intestinal foi ajustado para 3,0 para permitir
a analise cromatografica. O residuo de uva digerido foi recolhido no

final da digestdo e foi extraido com metanol:dgua 85:15 (v/v) para
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determinar a composicao que ndo foi bioacessivel. A amostra foi agitada
em Vortex (Vision Scientific, Bucheon, Gyeonggi-do, Coreia do Sul)
por 5 min e centrifugada a 2480 gpor 10 min. O sobrenadante foi entéo
coletado e evaporado em um evaporador rotativo com temperatura
controlada (29 £ 1 °C) (HAAS et al., 2018). Todos os procedimentos

foram realizados em triplicata.

2.4 Bioacessibilidade dos compostos fenolicos e capacidade

antioxidante das fracGes bioacessiveis

O efeito da digestdo in vitro sobre a composi¢do fendlica e
a capacidade antioxidante do residuo de uva foi avaliado pelo indice de
bioacessibilidade calculado pela Eq. (1) (ORTEGA et al., 2011).

BI(%) = 100.5(1)

Sendo A a concentracdo de cada composto fenélico no final da
fase intestinal (Granado-Lorencio et al., 2008), e B a concentracdo de
cada composto fenolico antes da digestdo in vitro do residuo de uva. A
capacidade antioxidante do residuo de uva foi determinada utilizando os
ensaios de eliminacdo de radicais livres ABTS e DPPH" como
descrito por Re et al. (1999)e Kim, Guo e Packer (2002),
respectivamente. As amostras foram diluidas em solugdes pela taxa de
decaimento da absorbancia a 754 e 517 nm para os radicais ABTS e
DPPH ap6s 6 e 30 min de reacgdo, respectivamente. Os resultados foram

expressos como equivalentes de Trolox (pmol/g). As anlises
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espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro Hitachi
UV-Vis (Kyoto, Japdo).

2.5 Determinagdo dos compostos fenélicos individuais por HPLC

Os compostos fenolicos (acidos hidroxibenzoicos, flavan-3-ols,
acidos hidroxicindmicos, flavonois e antocianinas) foram determinados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de arranjo de
diodos (HPLC-DAD) utilizando um cromatdgrafo liquido Shimadzu
(Kyoto, Japdo) equipado com desgaseificador a vacuo (DGU-14A),
bomba quaterndria LC-10AT, detector DAD (SPDMZ20A) e software
LCsolution (CBM-20A). A separacgdo analitica foi realizada em coluna
de fase reversa C18 (4,6 x 250 mm, 5 pum) da Shimadzu.

Os compostos fendlicos foram quantificados pelo método
desenvolvido por Burin, Ferreira-Lima, Panceri e Bordignon-Luiz
(2014) com modificacdes. Para a analise de acidos hidroxibenzdicos
(4cidos galico, protocateico, vanilico, siringico e elagico) utilizou-se um
programa deeluicdo por gradiente onde a fase mével foi constituida por
agua ultrapura:acido acético (98:2 v/v) (A) e acetonitrila:solvente A
(80:20 v/v) (B). A eluicdo dos compostos foi realizada na forma de
gradiente: 0 a 80% de solvente B durante 55 min, 80 a 100% de solvente
B durante 15 min e 100 a 0% de solvente B durante 5 min. A taxa de
fluxo utilizada foi de 1,0 mL/min, com deteccdo ajustada a 280 nm para
todos os compostos. Para a quantificacdo de flavan-3-6is, acidos
hidroxicinamicos e flavondis, a fase movel binaria consistiu de agua
ultrapura:acido acético (98:2 v/v) (A) e 4&gua ultrapura:acido

acetico:acetonitrila (58:2:40 v/v/v) (B). As condi¢cdes de eluicdo do
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gradiente foram: 0-30% de solvente B durante 35 min, 30-60% de
solvente B durante 5 min, 60% de solvente B durante 2 min, 60—0% de
solvente B durante 18 min. A taxa de fluxo foi de 0,9 mL/min e a
deteccdo foi fixada em 280 nm para catequina, epicatequina e tirosol,
320 nm para cafeico, trans-caftarico, para-cumarico e ferdlico, 306 nm
para 0 trans- resveratrol e 360 nm para o campferol, quercetina e
miricetina.

A quantificacdo de antocianinas, malvidina-3-O-glicosideo,
cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-0O-
glicosideo, malvidina-3,5-diglicosideo e cianidina-3,5-diglicosideo foi
realizada utilizando o método de Revilla, Pérez-Magarifio, Gonzélez-
Sanjosé e Beltran (1999). A fase movel consistiu de 4gua
ultrapura:acido formico (90:10 v/v) (A) e agua ultrapura:metanol:&cido
férmico (45:45:10 v/viv) (B). A eluicdo dos compostos foi realizada na
forma de gradiente: 35-95% de solvente B durante 20 min, 95-100% de
solvente B durante 5 min, 100—35% de solvente B durante 5 min. A taxa
de fluxo foi de 0,8 mL/min e a deteccdo foi relizada a 520
nm. As solucdes padrdes de cada composto fenélico foi utilizada para a
construcdo das curvas de calibracdo e para a comparagdo das areas de
pico dos analitos com seus respectivos padrdes. Todas as determinacgdes

foram realizadas em triplicata.

2.6 Determinacao multielementar por ICP OES

A composicdo elementar do residuo de uva e suas fracdes
bioacessiveis foram determinadas utilizando espectrdmetro de emissao
oOptica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES), modelo iCAP

6300 DUO equipado com nebulizador concéntrico tipo Meinhard e uma
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camara de nebulizacdo e amostrador automatico CETAC modelo ASX-
520 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A digestdo da
amostra foi realizada com &cido nitrico e peréxido de hidrogénio
utilizando forno de microonda DGT-100 Plus Provecto (Provecto
Analitica, Sdo Paulo, Brasil). O argbnio com 99,95% de pureza (Linde,
Blumenau, Santa Catarina, Brasil) foi utilizado como gas principal,
auxiliar e nebulizador. Os parametros operacionais foram 1300 W
de energia de freqtiéncia de radio, fluxo de gas nebulizador com taxa de
0,38 L/min e fluxo de gas auxiliar com taxa de 1,0 L/min. As analises
foram realizadas em triplicata e os elementos determinados foram K, Sr,
Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Al, Ni e Pb.

2.7 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software
STATISTICA v. 6.0 (2001) (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA). As
analises de varidncia (ANOVA), teste de Tukey (p<0,05), analise de
correlacdo e analise de componentes principais foram utilizadas. Todas
as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos como

média £ desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da digestdo in vitro sobre a composicdo fendlica e
capacidade antioxidante do residuo de uva

A composicdo fendlica e a capacidade antioxidante do residuo

de uva estd apresentada na Tabela 1. Diversas classes de polifendis
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foram quantificadas nas fracBes digeridas e nas fracdes ndo
digeridas. As concentragfes de cidos fendlicos, antocianinas, flavan-3-
ols e a capacidade antioxidante variaram significativamente entre as
amostras e suas fragdes digeridas. As concentragfes da maioria dos
compostos fendlicos e a capacidade antioxidante reduziram
significativamente da fase gastrica para a fase intestinal. O tirosol e os
flavondis quercetina, miricetina e campferol ndo foram detectados nas
amostras.

O residuo de uva da variedade Bordd apresentou maior
capacidade antioxidante que o residuo de uva da variedade Isabel ao
utilizar o ensaio ABTS. As fragBes bioacessiveis das amostras Bordod
apresentaram maior capacidade antioxidante na fase gastrica que na fase
intestinal, representando reducgéo de 21%. O mesmo foi observado para
a amostra Isabel, com reducdo de 43%. Ao avaliar a capacidade
antioxidante utilizando o ensaio DPPH as amostras digeridas da
variedade lIsabel e Bordd apresentaram uma reducdo semelhante (33%
para ambos os casos). As fragBes bioacessiveis apresentaram diferengas
significativas em todas as fases da digestdo (oral, gastrica e
intestinal). As fragfes ndo digeridas apresentaram menor capacidade
antioxidante que as digeridas, confirmando que a maioria dos compostos
fendlicos foi extraida nas fracbes digeridas. Independentemente da
variedade da uva, observou-se maior capacidade antioxidante na fase
gastrica, o que esta relacionado com as maiores concentracdes de
compostos fendlicos nesta fase. Alguns fatores como pH, meio gastricoe
interacdes enzimaticas durante a digestdo podem estar relacionados a
este comportamento (BAKER; CHOHAN; OPARA, 2013).
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A soma dos polifendis individuais apds a digestdo simulada esta
apresentada na Figura 1. A bioacessibilidade foi calculada usando a
Eqg. (1). As menores concentragdes de polifendis foram observadas na
fase oral para o residuo de uva Bordd e Isabel. As fragcdes ndo digeridas
dos residuos apresentaram baixas concentragdes de polifentis. Apds a
digestdo simulada, os polifendis totais do residuo de uva Isabel e Bordd
foram 14% e 55% bioacessiveis, respectivamente. Essa diferenga pode
ser explicada pelos polifendis e pela composi¢do dos residuos de uva,

devido as caracteristicas varietais das uvas.

Figura 1.Soma dos compostos fenélicos individuais (mg/kg) do residuo
de uvaapds digestdo gastrointestinal in vitro. Os resultados séo
expressos como média + desvio padrdo. Para cada variedade, letras
diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05). CSB: Controle do
residuo de uva Bordd, OPB: fase oral Bordd, GPB: fase gastrica Bordd,
IPB: fase intestinal Bord, NDFB: fracdo ndo digerivel Bordd, CSI:
controle do residuo de uva lIsabel, OPI: fase oral Isabel, GPI: fase
gastrica Isabel, IPI: fase intestinal Isabel, NDFI: fracdo ndo digerivel
Isabel.).
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As concentracbes de polifendis nas fracdes digeridas
apresentaram diferencas significativas entre as fases de digestdo, o que
pode ser indicativo da degradacdo ou alteracdo nas propriedades
estruturais desses compostos durante a digestdo. Em matrizes vegetais,
os polifendis estdo na forma de ésteres, glicosideos ou polimeros que
ndo podem ser absorvidos em sua forma nativa, entretanto, agliconas e
alguns glicosideos podem ser absorvidos e metabolizados pelo sistema
digestivo (MANACH et al., 2005). Estudos relatam que os polifendis
sd0 mais estaveis em pH 4&cido (GULLON et al, 2015;
TAGLIAZUCCHI et al., 2010), explicando assim o aumento da
bioacessibilidade dos polifenois na fase gastrica, enquanto o oposto foi
observado na transicdo do ambiente gastrico para o intestinal. As
concentragcBes de polifendis ap6s a digestdo foram associadas a
capacidade antioxidante da fracdo bioacessivel. Estes compostos sdo
provavelmente responsaveis pela capacidade antioxidante dos sucos e
extratos de frutas (ATTRI et al., 2017; GIOVINAZZO; GRIECO,
2015; MANACH et al., 2005).
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Tabela 1. Composicdo fendlica individual (mg/kg) e capacidade antioxidante do residuo de uva Bordd e Isabel apds simulagao

gastrointestinal.

) CSB OPB GPB IPB NDFB CSlI OPI GPI IPI NDFI
Acidos fenélicos
Galico 3,1°+0,2 20402  2,2°40,1  2,30°+0,0 1,9°40,1 1,7°40,2  2,1°+0,1  2,7°40,1 nd nd
3
Protocatéico 0,96™+0,01  0,80%0,0 1,20°+0,0  2,40%+0,0 0,29+0,03 1,0°+0,6  1,0°+0, 1,1%0,1  0,63°+0 nd
2 2 1 1 ,01
Vanilico 4,5°+0,1 2,840,2  9,6%05  3,40%40,0 0,45%+0,02 2,8%40,2  1,9°+0,2 3,0%40,1 2,00,  0,65%0,0
2 1 2
Siringico 0,6940,01  3,2%+0,3  0,9°°+0,1  1,40°+0,0  0,30°+0,02 0,7°¢0,4  1,6°+0,1 0,83+0,0 2,2%+0,1 0,47°+0,0
1 2 3
Elagico nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Cafeico 4,5°40,3 10,4%0,4  5,7°+0,3  3,30°0,0  0,61°%+0,01  1,2%+0,01 0,40°+0 0,77%+0,0 0,16°+0, 0,21°+0,0
1 ,01 5 01 1
trans-Caftarico 10,7°+0,1 9,304  13,1%40,0  7,3'0,1 0,8°+0,1 47°+02  2,3%+0, 10,0%0,3 3,040, 0,34°+0,0
1 2 1 1
para-Cumarico 3,04°+0,04  0,78%+0,0  4,30%0,0  1,40%0,0 nd nd nd nd nd nd
1 3 1
Ferdlico 33°+1 18%+1 43%+0,1  22,0°40,1 3,6°0,6 0,4%40,1  0,44%0 0,34%0,0 0,20%0 0,14%0,0
,01 1 ,02 1
Flavonois
Campferol nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Quercetina nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Miricetina nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Flavan-3-ols
(+)-Catequina 2131 16°+1 207°+3 106°+2 11%+2 109°+4 33%+ 2 148%+2  2,2°+0,  0,45°+0,0
1 1
(-)-Epicatequina 185%+1 30,6423  186%+1 89°+0,4 13%+1 33°+2 27°+ 1 65°+1 18%1  3,8°40,2
trans-Resveratrol 5,8°40,1 nd 7,8%40,1 7,0°+0,3 nd 5,5%40,5 nd 5,7%40,1 nd nd
Tirosol nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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Tabela 1. (continuagéo)

CSB OPB GPB IPB NDFB csl OPI GPI IPI NDFI
Antocianinas
Cianidina-3,5- 39%+1 nd 29°+1 15,0°0,1 nd nd nd Nd nd nd
diglicosideo
Cianidina-3-0O- 0,9%40,1 nd 0,37°+0,0  0,30°+0,0 nd 1,2°+0,2 nd 2,2%40,1 nd nd
glicosideo 3 1
Malvidina-3,5- 296°+4 739+ 2 257°+6 177°+1 22°+1 18°+1 8,2% 20%+1 1,9°+0, nd
diglicosideo 0,6 1
Malvidina-3-O- 15°+1 8,1%+0,9 13,3°+0,0 11%1 2,1%40,2 47°+2 25°%+1 65002 3,240, 0,17°+0,0
glicosideo 3 4 1
Peonidina-3-0O- 1,90°40,04  2,7%£0,3  1,60°+0,0  1,4°+0,1 0,2°+0,1 19°+1 9,640,4  25,0%40,2  1,7°+0, nd
glicosideo 3 2
Delfinidina-3-O- 3,40%0,03 1,1°+ 0,2 nd nd nd nd nd Nd nd nd
glicosideo
Capacidade
antioxidante 50°+1 8,79+0,4 54%+1 42°+1 0,96°+0,06 19°+1 3,2940,3 34%+1 18°+1  0,45%0,0
(umol/g) 23%+1 12°1 22°+1 15°+1 0,99°+0,08  6,3°+06 6,0+05 8,6%06 4,3°405 2
ABTS™ 0,40°+0,0
DPPH 4

Valores médios * desvio padrdo. Letras diferentes entre colunas indicam diferenca significativa (p <0,05) entre amostras digeridas da mesma
variedade. nd: ndo detectado. CSB: Controle do residuo de uva Bordd, OPB: fase oral Bordd, GPB: fase gastrica Bordd, IPB: fase intestinal
Bordd, NDFB: fragdo ndo digerivel Bordd, CSI: controle do residuo de uva Isabel, OPI: fase oral Isabel, GPI: fase gastrica Isabel, IPI: fase
intestinal Isabel, NDFI: fracdo ndo digerivel Isabel.
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3.2 Alteragfes nos niveis de compostos fendlicos individuais durante
a digestao in vitro

Para avaliar a estabilidade dos compostos fenolicos dos residuos
de uvas e dos padrdes durante a digestdo simulada, os indices de
bioacessibilidade foram calculados apds a digestdo e os resultados
apresentados na Tabela 2. Informagdes sobre a bioacessibilidade de
padres fenodlicos conforme relatado na literatura estdo
apresentadas. A matriz alimentar é um fator importante que influéncia a
bioacessibilidade de substancias fendlicas, portanto, os dados ndo séo
comparaveis. Os indices de bioacessibilidade dos compostos fendlicos
calculados apresentaram alta variabilidade, confirmando que a matriz
pode afetar a estabilidade e o comportamento desses compostos durante
a passagem gastrointestinal.

Apds a digestdo simulada das amostras, 0s compostos fendlicos
foram identificados em concentragfes mais baixas na fase oral, o que
pode ser atribuido ao curto tempo de reacdo desta etapa. As
concentrac@es de acidos hidroxibenzoico e hidroxicinamico aumentaram
em 31% e 49% na fase gastrica (GPB e GPI) respectivamente, e
reduziram em 27% e 35% na fase intestinal (IPB e IPI) quando
comparadas a amostra controle. Estudos demonstram que a
bioacessibilidade dos compostos fendlicos pode aumentar durante a
digestdo gastrica, enquanto a digestdo intestinal promove redugdes nas
concentracBes de diferentes tipos de polifendis, o que provavelmente
esta relacionado a sua estabilidade, mudancas estruturais e degradacédo
(BERMUDEZ-SOTO et al., 2007; TAGLIAZUCCHI et al., 2010).
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Tabela 2. Comportamento dos compostos fendlicos ap6s digestdo gastrointestinal do residuo de uva e estabilidade de padrfes

comerciais relatados na literatura.

Compostos Padrdes Amostras de residuos de uvas
fenolicos
CGD CID BI Referéncias CGD (%) CID (%) Bl (%)
%) (%) (%)
Bordd Isabel Bordd Isabel Bordd Isabel

Galico 5 43 - Tagliazucchi et al. 28 56* 24 nd 76 nd

(2010)
Cafeico 9* 54 46 Gayoso et al. 25* 38 28 87 72 13

0.1 25 (2016)
Tagliazucchi et al.

(2010)

Catequina 3 58 42 Bermuidez-Soto et 3 35* 49 98 50 2
al.(2007)
Epicatequina nd nd - Sanz-Buenhombre 0.5* 97* 52 44 48 57
et al. (2016)
trans- 2* 70 - Tagliazucchi et al. 33* 4* 21* nd 121 nd
Resveratrol (2010)
Vanilico 51 66 34  Sanz-Buenhombre 113* 6* 24 29 76 71
et al. (2016)

Caftarico - - - - 22* 113* 32 35 68 65
Ferulico - - - - 29* 13 32 49 68 51
Soma de
antocianinas - - - - 15 36* 42 92 58 8
individuais

*Concentracdo que aumentou em relagdo a amostra ndo digerida; BI: indice de bioacessibilidade. CGD: Variagdo da concentracdo apds
digestdo gastrica em relagdo a amostra ndo digerida (%), CID: Variacdo da concentragdo ap6s digestdo intestinal em relacdo a amostra ndo

digerida (%).
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As concentracdes de acido galico nas fases GPB e IPB foram
semelhantes. Ap6s a digestdo da amostra Bordd, a concentracdo de
acido galico reduziu 24% e foi 76% bioacessivel. Os acidos fendlicos de
menor massa molar, como o acido galico, sdo rapidamente absorvidos
pelo trato gastrointestinal, o que explica a alta bioacessibilidade deste
composto (MANACH et al., 2005). Os resultados sdo consistentes com
estudo de Tagliazucchi et al. (2010) que relatou uma reducdo de 43%
nas concentracdes de acido galico ap6s a digestdo gastrointestinal de
uvas tintas. Outro composto hidroxibenzoico quantificado no residuo de
uva, o cido vanilico apresentou uma concentragdo de 9,6 mg/kg na fase
GPB e 3,4 mg/kg na fase IPB, a transi¢do de fase reduziu a concentragdo
em 64%. Para a amostra Isabel, a passagem da fase GPI para o IPI
reduziu 33% da concentracdo. Apesar das diferengas nas concentragdes
de &cido vanilico entre as amostras varietais durante a simulagdo
gastrointestinal a bioacessibilidade deste composto foi semelhante.

A concentracdo de &cido ferulico reduziu 32% e 49% apés a
digestdo do residuo de uva Bordd e lsabel, sendo 68% e 51%
bioacessiveis, respectivamente. As concentragGes de acido cafeico no
residuo de uva Bord6 e Isabel reduziram 28% e 87% apds a digestdo, e a
bioacessibilidade foi de 72% e 13%, respectivamente. Em estudo
de Kamiloglu et al. (2016) com subprodutos de cenoura preta, alta
estabilidade foi observada para o éacido ferdlico ap6s digestdo in
vitro. Gayoso et al. (2016) ao avaliar o efeito do modelo de digestdo na
concentracdo de polifendis observou que houve reducdo de 54% da
concentracdo de &cido cafeico, e o indice de bioacessibilidade foi de
46%. A ocorréncia generalizada de polifendis nos alimentos, a

estabilidade e, consequentemente a bioacessibilidade destes compostos
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dependem das suas interacbes com a matriz, explicando assim as
variacBes entre os diferentes alimentos & base de plantas, bem como
entre as variedades de uvas avaliadas neste estudo.

O campferol, quercetina e miricetina ndo foram detectados no
residuo de uva em nenhuma fase da digestdo. A concentracdo de
catequina e epicatequina reduziu 49% e 52%, sendo 50% e 48%
bioacessiveis, respectivamente. A catequina (r = 0,95) e epicatequina (r
= 0,99) apresentaram alta correlagdo com a capacidade antioxidante
quando avaliada pelo método ABTS. Estes fendlicos apresentaram as
maiores reducGes em suas concentragBes apos a digestdo do residuo de
uva lIsabel e foram 2% e 57% bioacessiveis, respectivamente. O trans-
resveratrol apresentou alta estabilidade ap6s a simulacdo gastrintestinal
do residuo de uva Bordd, e ndo houve diferenga significativa (p<0,05)
entre GPB e IPB. Houve um aumento de 21% nas concentracfes
de trans- resveratrol e sua bioacessibilidade foi de 121%. A alta
bioacessibilidade do trans- resveratrol sugere o potencial bioativo desta
matriz, uma vez que este composto apresentou efeitos protetores
contra o estresse oxidativo implicado em doencas cronicas (TOALDO et
al., 2016).

Os cromatogramas de antocianinas do residuo de uva durante a
digestdo simulada esta apresentado na Figura 2. Durante a digestdo do
residuo de uva Bordd, as concentracfes de malvidina-3,5-diglicosideo e
cianidina-3,5-diglicosideo na fase gastrica foram maiores que na fase
intestinal. Apds a passagem gastrointestinal, seus niveis reduziram em
49% e 31%, respectivamente. A malvidina-3,5-diglicosideo foi 60%
bioacessivel e apresentou alta correlacdo com a capacidade antioxidante

avaliada pelo ensaio ABTS (r = 0,98). Apds a digestdo do residuo de
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uva lIsabel, a cianidina-3,5-diglicosideo, cianidina-3-O-glicosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo ndo foram detectadas na fase intestinal
(IPI). Todas as antocianinas quantificadas apresentaram reducOes
significativas (p<0,05) nas concentragfes na fase intestinal. A
malvidina-3-O -glicosideo foi encontrada em altas concentra¢cdes no
residuo de uva Isabel, no entanto, foi apenas 7% bioacessivel. Na forma
diglicosideo, a malvidin-3,5-diglicosideo, apresentou reducdo de 90%
na transicdo da fase GPI para IPI. Naturalmente, as antocianinas s&o
altamente reativas e sua estabilidade depende de diferentes fatores, tais
como o0s substituintes do anel, natureza e nUmero de acucares,
temperatura e pH (CLIFFORD, 2000; STRACK; WRAY, 1993).

As antocianinas monoglicosideos como a malvidina, cianidina
e peonidina mostraram-se mais estaveis quanto as alteracGes de pH e
apresentaram menor degradacdo na transi¢cdo da fase GPB para a fase
IPB, no entanto foram observadas reducGes na concentracdo de
antocianinas na fase entérica. A baixa disponibilidade das antocianinas
pode ser atribuida a alta instabilidade dessas moléculas na condicdo
alcalina do intestino (PEREZ-VICENTE; GIL-1IZQUIERDO; GARCIA-
VIGUERA, 2002). Estudos demonstram que as antocianinas de uva
foram afetadas principalmente por mudancas no pH, com redugdo de
58% em meio alcalino (TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Em estudo
dePineda-Vadillo et al. (2016) as antocianinas foram 30% bioacessiveis
apoés a digestdo gastrointestinal simulada.

A maioria dos compostos fendlicos foi significativamente
reduzida (p<0,05) na fase intestinal, sugerindo a ocorréncia de varias
alteracbes na estrutura quimica, degradacdo, aumento ou redugdo

da solubilidade ou interac6es com outras substancias que influenciam a
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concentracdo e a bioacessibilidade dos compostos fenolicos. A
diversidade dos componentes como polissacarideos, proteinas, lipidios e
elementos inorganicos podem causar variagdes na extragdo e absor¢ao
dessas substancias a partir da matriz. Os compostos bioativos precisam
ser extraiveis, portanto bioacessiveis, para se tornarem biodisponiveis
para mostrar efeitos benéficos ou atividades bioldgicas. Os resultados de
bioacessibilidade obtidos para os compostos bioativos sugerem que o
residuo de uva (V. labrusca) pode ser considerado um material

interessante para aplicagdes alimentares e funcionais.
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Figura 2.Cromatogramas do perfil de antocianinas do residuo de uva
(Bordd, V. labrusca L.) (A) Fase Oral, (B) Fase Gastrica, (C) Fase
Intestinal. Picos: 1: cianidina-3,5-diglicosideo; 2: delfinidina-3-O-
glicosideo; 3: malvidina-3,5-diglicosideo; 4: cianidina-3-O-glicosideo;
5: peonidina-3-O-glicosideo; 6: malvidina-3-O-glicosideo. TR (A/B/C)
= nd9.3/9.3; TR (A/B/C) = 10.0/10.6/10.6; TR (A/B/C) =
10.8/11.8/11.8; TR (A/B/C) = nd/12.6/125; TR (A/B/C) =
14.2/15.5/15.5; TR (A/B/C) = 15.0/16.3/16.3
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3.3 Andlise de componentes principais

Os compostos fenolicos e a capacidade antioxidante das
amostras digeridas foram analisadas utilizando a anélise de componentes
principais (ACP), onde foi possivel confirmar que as trés fases de
digestdo in vitro (oral, gastrica e intestinal) foram separadas (Figura
3). Os componentes principais (fator 1 x fator 2) explicaram 100% da
variabilidade dos dados ap6s a digestdo do residuo de uva Isabel. O
primeiro componente explicou 81% e o segundo componente 19%
da disperséo total. Na fase intestinal, a maioria dos compostos, como o
acido galico, o acido protocateico, a epicatequina, o trans-caftarico, as
antocianinas (malvidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo) e a
capacidade antioxidante apresentaram forte associa¢do. Verificou-se que
estes compostos eram bioacessiveis na UGltima fase da digestdo,
sugerindo, portanto, que nesta fase 0os compostos se tornam disponiveis
para serem absorvidos no corpo.

Para a variedade Bordd, os componentes principais (fator 1 x
fator 2) explicaram 100% da variabilidade dos dados, com o primeiro
componente explicando 79% e o segundo componente 21% da dispersdo
total. Na fase oral, o acido cafeico, o acido siringico, a peonidina-3-O-
glicosideo e a delfinidina-3-O-glicosideo estavam fortemente
associadas. A maioria dos compostos estava fortemente associada a fase
gastrica, demonstrando o potencial de bioacessibilidade desta fase. O
trans-resveratrol foi associado com a fase intestinal, confirmando a alta
bioacessibilidade deste composto. A analise exploratéria confirmou que
a variedade de uva e a matriz influenciam o comportamento dos

polifendis durante as fases de digestdo. Verificou-se que o residuo de
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uva lIsabel apresentou maior associagdo com compostos fenolicos na
Gltima fase de digestdo, sugerindo que os polifendis estdo disponiveis

para serem absorvidos apos digestdo simulada.

Figura 3. Analise de componentes principais dos compostos fendlicos
individuais e capacidade antioxidante durante a digestdo in vitro dos
residuos de uva Isabel (A) e Bordd (B). OPI: fase oral Isabel; GPI: fase
gastrica Isabel; IPI: fase intestinal Isabel; OPB: fase oral Bordd; GPB:
fase gastrica Bordod; IPI: fase intestinal Bordd; GAE, gélico; PROT,
protocateico; VAN, vanilico; SYR, siringico, CAF, cafeico; CAFT,
caftarico; CUM, para-cumarico; FER, ferllico; CAT, catequina; EPI,
epicatequina; CYAN-3-O, cianidina-3-O-glicosideo; CYAN-3,5,
cianidina-3,5-diglicosideo; MALV-3,5, malvidina-3,5-diglicosideo;
MALV-3-O, malvidina-3-O-glicosideo; PEON-3-O, peonidina-3-O-
glicosideo; DELF-3-O, delfinidina-3-O-glicosideo; RESV, trans-
resveratrol; ABTS e DPPH, capacidade antioxidante utilizando ensaios
de sequestro de radicais livres.
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Figura 3. (continuagéo)
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3.4 Efeito da digestao in vitro na composicdo elementar

A composicdo elementar do residuo de uva Bordd e Isabel e
suas fragdes digeridas estdo apresentadas na Tabela 3. Os minerais
essenciais K, Ca e Mg apresentaram altas concentragdes nas
amostras. Esses minerais sdo macroelementos absorvidos do solo pelas
plantas e estdo presentes em altas concentragcdes em derivados de uva. A
concentracdo de K foi a maior entre os macroelementos estudados e,
durante a digestdo in vitro, houve uma reducdo significativa em sua
concentracdo. Nas plantas, o0 K é um dos elementos mais abundantes,
seguido pelo Ca e Mg, e apds a digestdo, suas concentracdes reduzem
(DIAS et al.,, 2016). O potdssio é um elemento essencial para o

organismo, contribuindo para a regulacdo da homeostase, atividade
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neuromuscular e promovendo o crescimento muscular (MORENO-
ROJAS; CAMARA-MARTOS; AMARO LOPEZ, 2016). As
concentracbes de Ca nas amostras ndo digeridas de residuo de uva
Borddé e Isabel foram 1,4 e 0,98 mg/g, respectivamente, sendo
significativamente reduzidas durante a digestdo in vitro. A deficiéncia
de calcio na dieta pode levar a varios distdrbios, como osteoporose e
doencas crbnicas, como cancer de célon e hipertensdo, enquanto a
ingestdo elevada pode causar hipercalcemia, levando a calcificaco
excessiva dos rins (WOOD; ZHENG, 1997). Os macroelementos Ca e K
sdo importantes para o controle da pressao arterial (GHARIBZAHEDI;
JAFARI, 2017).

A composicdo de oligoelementos também foi determinada no
residuo de uva e suas fragOes bioacessiveis, a fim de avaliar a presenca e
bioacessibilidade de elementos potencialmente toxicos. Niquel e Pb ndo
foram detectados nas amostras e as concentragcdes de Al, Sr e Cu
ficaram abaixo do limite de deteccdo do método apds a digestdo
simulada. Os metais e semi-metais sdo potencialmente tdxicos, levando
a sintomas agudos nos rins, figado, coracdo, sistema vascular e sistema
imunolégico (JAISHANKAR et al, 2014). Apesar da baixa
bioacessibilidade encontrada neste estudo, as amostras apresentaram
uma ampla composi¢do mineral. As baixas concentracdes de minerais
podem estar relacionadas ao maior volume de fluido intestinal ao final
da digestdo, consequentemente, menores concentragfes de minerais
foram observadas nas fracdes bioacessiveis quando comparadas a
amostra ndo digerida. Além disso, alguns minerais podem ter sido
perdidos nas amostras residuais (fragdo ndo digerida) ou precipitado

durante a passagem gastrointestinal simulada.
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Tabela 3. Composi¢do elementar de residuos de uva ap6s simulagdo gastrointestinal.

Elementos
Amostras K Ca Mg Cu Fe Mn Zn Al Sr Ni Pb

(mg/g) (mg/g) (mg/g) (nge) (uge) (ng/e) (ge) (uge) (u)g/ (ng/g)  (ng/e)
GJSB 6,8°+0,5 1,4*+0,1 0,35%0, 110%1 630% 13,0* 18%8 1,2%0 O,g9ai <LD <LD

01 0 60 +0,1 1 0,1
CSB 0,21°+0,01 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
OPB  0,15°+0,01 0,2°+0,1 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
GPB  0,20°+0,02 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
IPB 0,08°+0,01 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
GJSI 8,7+0,2 0,98° 0,40°+0, 123%+3 244+ 11,0° 81 1940 1,18 <LD <LD

+0,02 01 4 +0,3 1 +0,0

4
CSlI 0,20°+0,01 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
OPI 0,15°+0,01 0,31° <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
+0,05

GPI 0,23°+0,03 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD
IPI 0,07°+0,01 <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD <LD

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes entre linhas indicam diferenca significativa (p<0,05) entre as
amostras digeridas da mesma variedade. GJSB: Residuo de uva Bord6, CSB: Controle do residuo de uva Bordd, OPB: Fase oral Bord6,
GPB: Fase gastrica Bordd, IPB: Fase intestinal Bordd, NDFB: Fracdo ndo digerivel Bord6, GJSI: Residuo de uva Isabel, CSI: Controle do
residuo de uva Isabel, OPI: fase oral Isabel, GPI: fase gastrica Isabel, IPI: fase intestinal Isabel, NDFI: fracdo ndo digerivel Isabel, nd = ndo
detectado, LD = limite de detec¢do. LDy = 0.01 pg/g, LDs, = 0.2 pg/g, LDc, = 0.03 mg/g, LDy = 0.01 mg/g, LD¢, = 1 pg/g; LDg = 6 pg/g,
LDw, = 0.4 pg/g, LDz, = 1 pg/g, LD = 0.4 mg/g; LDy; = 2 pg/g, LDp, = 2 pg/g.
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4. CONCLUSAO

A identificacdo de novas fontes de bioativos disponiveis no
meio ambiente tornou-se importante para os segmentos alimenticio e
nutracéutico. Um modelo de digestdo padronizado foi utilizado para
caracterizar o potencial nutricional e bioativo dos residuos de uva em
termos de bioacessibilidade de minerais e compostos fenolicos. Altos
niveis de polifendis bioacessiveis foram encontrados nas fragdes
digeridas, particularmente na fase géstrica. Os residuos de uva Isabel e
Bordd, bem como suas fragbes bioacessiveis, apresentaram
alta capacidade antioxidante e alta concentragdo de compostos fenélicos
que foram afetadas pelo meio gastrico e intestinal. A maioria dos
minerais e oligoelementos essenciais ndo foram detectados ao final da
digestdo, o que pode estar relacionado a perdas na fragdo ndo digerida
ou diluicdo na Gltima fase da digestdo. A variedade da uva teve grande
influéncia na  composicdo  fendlica  durante  a passagem
gastrointestinal. O residuo de uva pode ser (til para produzir alimentos
com propriedades funcionais e nutracéuticas
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RESUMO

Os residuos das industrias vitivinicolas sdo excelentes fontes de
compostos fendlicos com propriedades bioativas, e 0 consumo de
polifendis estd associado a reducdo do risco de doencas cronicas.
Avaliar a acdo antiproliferativa do residuo do processamento do suco de
uva é importante para sua valorizagdo e utilizacdo tecnoldgica. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antiproliferativo in
vitro do residuo de uva, das fracGes bioacessiveis e dos fendlicos
individuais em células saudaveis e carcinogénicas. As linhagens
celulares utilizadas para os ensaios citotdxicos foram as células de
macrofagos (Raw 264.7), gastricas (ACP02, ACP03 e MNO1), hepética
(HepG2) e do colon (Caco-2). O efeito antiproliferativo do residuo de
uva e das fragfes bioacessiveis foram avaliadas utilizando o ensaio de
MTT (brometo de 3- [4, 5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio). Os
residuos de uvas da variedade Bordd e Isabel inibiram
significativamente (p<0,05) a proliferacdo celular do cancer de co6lon
(Caco-2). A viabilidade celular do cancer de célon (Caco-2) apds o
tratamento com os polifendis catequina, quercetina e miricitina foi de
72,00; 56,47 e 51,07% respectivamente. A viabilidade do
adenocarcinoma gastrico (ACP02) aumentou significativamente
(p<0,05) apobs o tratamento com as fracdes bioacessiveis (FIB e FGI), no
entanto, ndo houve efeito significativo na proliferacdo celular da
linhagem Mn01 e ACPO03 apds o tratamento com o residuo de uva e as
fracdes bioacessiveis. A fracao bioacessivel (FGI) reduziu a proliferacéo
do carcinoma hepatico (HepG2). As fragdes bioacessiveis do residuo de
uva Isabel e Bordd (500 pg/ml) induziram a proliferagdo celular da
linhagem Raw 264.7.Em relacdo a atividade antiproliferativa dos
compostos fendlicos individuais, a quercetina e miricitina (200 mM)
demonstraram alta atividade no tratamento da linhagem Caco-2 e
HepG2, sendo que a viabilidade celular foi de 56,47 e 51,07% e 33,96 e
27,03% respectivamente. Os fenodlicos individuais apresentaram maior
efeito antiproliferativo que os residuos de uvas e as fragcOes
bioacessiveis, sendo que a miriticina apresentou os maiores efeitos
citotoxicos. Os resultados indicam atividade citotoxica moderada do
residuo de uva, mais pesquisas sao necessarias para avaliar seu potencial
bioativo, visando futuras aplicacfes na industria alimenticia.

Palavras-chave: Residuo de uva. Polifendis. Potencial Bioativo.
Digestdo in vitro. Atividade antiproliferativa.
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1.INTRODUCAO

A uva e seus derivados sdo ricos em compostos fendlicos com
propriedades bioativas (TOALDO et al., 2015, HAAS et al., 2018).
Durante a producdo do suco de uva, os polifendis da uva sdo
transferidos para o suco, mas uma proporg¢do elevada destes compostos
ainda permanece nos residuos solidos provenientes  deste
processamento. Os residuos deste estudo foram obtidos da etapa de
centrifugacdo do suco de uva, onde foram retirados os solidos que
estavam em suspensdo, o0 que corresponde a 4-8% do volume total de
suco processado. A extracdo de polifendis a partir de residuos
provenientes das praticas industriais representa uma fonte sustentavel e
econbmica de compostos bioativos de alto valor bioldgico (HAAS et al.,
2018). O consumo de polifendis é associado com a reducdo de doengas
cronicas, como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer
(VAUZOUR et al., 2010). Estudos epidemiolégicos relatam a relagédo
entre a ingestao de alimentos ricos em polifendis e a reducao de doengas
crénico-degenerativas (RIMM, 2002; CHIRA et al., 2008). As
propriedades anticancerigenas dos polifendis sdo atribuidas a sua
capacidade de iniciar mudangas na expressdo génica, resultando em
apoptose ou necrose de células cancerigenas, diminuindo a iniciagéo,
promocao e progressao do tumor (LEE, 2014; RAMOS, 2011).

O céancer esta entre os principais problemas de sade publica no
mundo, com milhdes de novos pacientes diagnosticados a cada ano e
muitas mortes resultantes desta doenca (BOCKERSTETT, DIPAOLO,
2017). O cancer gastrico é a terceira causa de morte por cancer no

mundo e o quinto tipo mais incidente. A incidéncia do cancer gastrico
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tem relagdo com a presenca da bactéria Helicobacter pylori, a gastrite
inflamatoria cronica associada com a infecgdo por H. pylori proporciona
mudancas histopatoldgicas na mucosa gastrica, o que progride de
gastrite cronica a atrofia, metaplasia, displasia e carcinoma
(BORNSCHEIN et al. 2010; LEE et al., 2012). Em relagdo ao
carcinoma hepatocelular, este é o quinto cancer mais frequentemente
diagnosticado em homens em todo 0 mundo e a segunda causa mais
frequente de morte por cancer. J& o cancer de colon é o terceiro cancer
mais comum e a segunda principal causa de morte relacionada ao cancer
em todo o mundo, é uma neoplasia maligna comum no sistema digestivo
(JERNAL etal., 2011; TORRE et al., 2015; HEMERYCK et al., 2016).

O consumo de vegetais pode auxiliar na prevengdo de varios
tipos de céncer, pois sdo fonte de compostos fendlicos com alto
potencial bioativo. Frutas e vegetais sdo amplamente investigados para a
prevencdo e controle do cancer, pois contém fitoquimicos que podem
restringir o desenvolvimento e a progressao do cancer pela inibicdo do
crescimento de tumores e metastases e induzir a apoptose e interrupcao
do ciclo celular (TAO et al., 2018). A busca de alimentos que possam
prevenir de forma segura e efetiva o desenvolvimento do cancer
continua a ser uma prioridade. Estudos sugerem que o consumo de
alimentos ricos em polifendis esta associado a uma menor incidéncia de
cancer. A utilizacdo de extratos vegetais e fitoquimicos sdo interessantes
para 0 desenvolvimento de produtos com propriedades anti-
inflamatérias e anticarcinogénicas.

Até o presente momento ndo foram relatados estudos bioldgicos
com o residuo de uva obtido da centrifugacdo do suco e com as fragdes

bioacessiveis obtidas ap6s a simulacdo gastrointestinal in vitro. No
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entanto, é observado em alguns estudos que o bagaco de uva
apresenta elevada atividade antiproliferativa, tornando-se importante
avaliar a atividade antiproliferativa do residuo de uva que foi obtido da
centrifugacdo do suco. Avaliar o efeito antiproliferativo das fragdes
bioacessiveis é importante para compreender o efeito da digestdo
simulada sobre o potencial bioativo deste material, visando a aplicacéo
deste residuo em alimentos funcionais e nutracéuticos. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito antiproliferativo do residuo do processamento
do suco de uva Bordd e Isabel, fracbes bioacessiveis e fendlicos

individuais em células saudaveis e carcinogénicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes quimicos

As enzimas pepsina da mucosa gastrica suina e pancreatina do
pancreas suino, sais biliares hidrato de taurocolato de sodio,
glicooxicolato de sodio, hidrato de taurodesoxicolato de sdédio,
antibidtico estreptomicina e penicilina, aminoacidos, meio de cultura
DMEN (meio de Eagle modificado por Dulbecco), MTT ( brometo de
[3- (4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]) e azul de tripano
foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). O dimetilsulfoxido
(DMSO) foi adquirido em Sinth (Séo Paulo, Brasil). A enzima tripsina,
soro bovino fetal (SFB) e meio de cultura RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) foram adquiridos da Cultilab (Campinas, Brasil). Os
fendlicos, catequina, quercetina e miricetina foram obtidos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cytostasis

151

2.2 Elaboracéo do suco de uva e obtencdo do residuo de uva

Os sucos das uvas Bordd e lIsabel (V. labrusca L.) foram
processados separadamente em processo de escala industrial. As
extracbes dos sucos foram realizadas em tanque de agco inox com
temperatura controlada (85 + 1 ° C, 10s). Ap6s duas horas de extracao, o
bagaco de uva foi removido por prensagem mecénica (EDA, S&o Paulo,
Brasil) e o suco de uva foi bombeado para uma centrifuga decantadora
600 Pieralisi (Jesi, Italia) para clarificagdo (5000 rpm, 10 min), na etapa
de centrifugacdo o residuo foi coletado e armazenado a -18 °C. As
amostras foram liofilizadas em liofilizador (Modelo Favvel-LT, Terroni)
por 24 horas, trituradas, tamisadas (20 mesh) e armazenadas a -20 °C. A
composi¢do bioativa e capacidade antioxidante in vitro do residuo de

uva foi previamente relatada por Haas et al. (2018).

2.3 Digestéo in vitro

O residuo de uva Bordd e Isabel (Vitis labrusca L.) (Item 2.2)
foram submetidos a digestdo in vitro conforme descrito por Minekus et
al. (2014). Este método de digestdo consiste de trés fases principais, a
fase oral, gastrica e intestinal. Na fase gastrica, o liquido gastrico (pH
3,0), pepsina (2000 U/ml) e CaCl, (0,075 mol L™) foram adicionados &
mistura oral e mantidos em banho termostatico por 2 horas a 37 °C.
Apbs a digestdo gastrica, a mistura foi submetida a fase intestinal pela
adicdo do fluido intestinal, pancreatina (800 U/ml), sais biliares (10 mol
L) e CaCl, (0,3 mol L™), com o pH ajustado para 7,0 com NaOH 1M.

A mistura intestinal foi incubada por mais 2 horas em banho
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termostatico a 37 °C. As fases gastrica e intestinal foram centrifugadas a
4000 rpm durante 10 min e o sobrenadante foi utilizado como amostra
bioacessivel. A composi¢do fendlica individual e capacidade
antioxidante in vitro do residuo de uva apds a digestdo in vitro foi

previamente relatada por Haas et al., 2019.

2.4 Linhagem celular

Os macréfagos murinos (Raw 264.7), o adenocarcinoma
colorretal (Caco-2) e o carcinoma hepatocelular humano (HepG2) foram
adquiridos no Rio de Janeiro - Cell Bank. As células de epitélio gastrico
(MNO1) e células de adenocarcinomagastrico humano (ACP02- regido
da céardia e ACP03 - regido do antro pildérico) foram doadas
peloprofessor Dr. Diego Bonatto do Laboratério de Biologia
Computacional e Molecular daUniversidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS).

A linhagem celular Caco-2 foi cultivada em meio DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's medium)-Low Glucose. A linhagem
celular HepG2 foi cultivada em meio DMEM com 1% de aminoacido e
a linhagem celular Raw 264.7 foi cultivada em meio DMEM com
profilatico, ambos suplementado com soro fetal bovino a 10%
(Cultilab). As células foram incubadas a 37°C em estufa com atmosfera
umidificada, contendo 5% de CO, As células Caco-2 (20-25°
passagem) e HepG2 (30-35° passagem) foram plaqueadas em placas de
96 pocos com densidade de 3,0x10° e 3,5x10° respectivamente, 0s
tratamentos foram iniciados 24 horas apds o plaqueamento e apds 48

horas foi quantificada as células vidveis. A célula Raw 264.7 (5-10°
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passagem) foi plaqueada a uma densidade de 3,0x10° e o tratamento foi
realizado ap6s 3 horas e a viabilidade celular foi quantificada apds 24
horas de tratamento.

As células de epitélio gastrico (MNO1l) e células de
adenocarcinomagastrico humano foram cultivadas em meio RPMI
(Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de FBS. As
células gastricas foram plaqueadas na densidade de 2x10°, o tratamento
foi realizado ap6s 24 horas e a viabilidade celular avaliada apds 24 horas
de tratamento. Além dos tratamentos com as amostras, em cada
experimento foi relizado um controle positivo, no qual as células foram
estimuladas com DMSO e um controle negativo que consistiu em meio

de cultura.
2.5 Atividade citotdxica

A atividade citotoxica do residuo de uva Bordd e Isabel e suas
fracBes bioacessiveis (fase gastrica e intestinal) foram avaliadas pelo
ensaio de MTT(brometo de 3- [4, 5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-
tetrazélio) que mede a taxa de proliferacdo celular. Os residuos de uva
Bordd e Isabel (EB e EIl) foram diluidos com DMSO. Os tratamentos
com as amostras foi realizado na concentracdo de 200 e 500 pg/ml.
Apds o plaqueamento da linhagem celular o tratamento com as amostras
foi realizado descartando o sobrenadante e adicionando 200 pL do
corante MTT (5 mg/mL, Sigma) dissolvido em meio, apés 3 horas, 0
meio foi retirado e 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO) foram
adicionados para a solubilizacao dos cristais de formazan. A absorbancia

das amostras foi medida pelo leitor ELISA "Enzyme Linked Immuno
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Sorbent Assay" (SpectraMax i3®) a 570 nm. A viabilidade celular foi

calculada usando a equag&o 1:

(1) Viabilidade celular= (AJ/Ac) x 100%

A, é a absorbancia das células apés tratamento com a amostra e

Ac é a absorbancia do controle.

2.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc). A significAncia estatistica foi
avaliada usando analise de variancia ANOVA seguida pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Todas as andlises foram realizadas em triplicatas e os

resultados expressos como média + desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antiproliferativa in vitro

As amostras de residuo de uva Bord6 e Isabel e suas fracdes
bioacessiveis foram avaliadas quanto ao seu efeito antiproliferativo
utilizando diferentes linhagens celulares. Na Figura 1 esta apresentado o
efeito antiproliferativo do residuo de uva em linhagem de cancer
gastrico (ACP02 e ACP03) e mucosa normal do estémago (Mn01). O
residuo de uva Bordd e Isabel e suas fracdes bioacessiveis ndo foram

toxicas as células, ndo reduzindo a viabilidade celular da linhagem
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gastrica saudavel (Mn01) ap6s 24 horas de tratamento. O tratamento da
linhagem carcinogénica da regido cérdia (ACP02) com as fracGes
bioacessiveis (FIB e FGI) ndo diminui a viabilidade celular quando
comparado ao controle (CN). Os residuos de uvas e suas fragdes
bioacessiveis também ndo reduziram a viabilidade celular da linhagem
cancerigena da regido do antro pilérico (ACP03) quando comparado ao
controle (CN).

Estudos relatam a relacéo entre a ingestao de alimentos ricos em
polifendis e a reducdo de doencas cronico-degenerativas (CHIRA et al.,
2008; RIMM, 2002). Geralmente os polifendis estdo presentes em
alimentos nas formas polimérica, glicosidica ou ésteres, o que afeta sua
biodisponibilidade e bioeficacia final nos tecidos-alvo (MANACH et al.,
2004). O efeito dos compostos fenolicos sobre a satide humana depende
da sua bioacessibilidade e consequente biodisponibilidade. Estes dados
demonstram a importancia do residuo de uva e da fracdo bioacessivel,

com o propdsito de utilizar este material na quimioprote¢do do cancer.
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Figura 1. Viabilidade celular de linhagens gastricas tratadas com os
residuos de uvas e as fracdes bioacessiveis. (A) ACP03, (B) ACP02, (C)
Mn01. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padréo.
Para o controle (CN) foi atribuido um valor de 100%. *Representa
diferenca significativa (p<0,05) no tratamento com as amostras em
relacdo ao controle. CN, controle negativo; DMSO, dimetilsulféxido;
EB, residuo de uva bordd; FGB, fase gastrica Bordd; FIB, fase intestinal
Bordd; El, residuo de uva Isabel; FGI, fase gastrica Isabel; FlI, fase
intestinal Isabel.
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Os resultados referentes a viabilidade celular das linhagens
Caco-2 e HepG2 ap6s o tratamento com o residuo de uva e as fragdes
bioacessiveis estdo apresentados na Figura 2. O tratamento da linhagem
Caco-2 (Figura 2-A) com o residuo de uva Bordd e Isabel (EB e EI)
apreentou viabilidade celular de 86,04 e 79,38% respectivamente. As
fracBes bioacessiveis ndo apresentaram acgdo antiproliferativa sobre o
adenocarcinoma do cdlon (Caco-2). Em estudo de Jara-Palacios et al.,
2015, o tratamento da linhagem Caco-2 com o0 bagago de uva
(100 pg/ml) inibiu a proliferacio celular em 52,1%. Estudos
farmacocinéticos mostraram que in vivo, assementes de uva
dificilmente podem ser absorvidas ou metabolizadas durante o transito
do trato gastrointestinal, permitindo que os compostos fendlicos atinjam
0 colon em altas concentragcbes, o que pode justificar o efeito
antiproliferativo do bagaco de uva em células de andencarcinoma de
cdlon (Caco-2) (FRAGA,; OTEIZA et al., 2011).
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Figura 2. Viabilidade celular de linhagens de carcinoma do colon
humano (Caco-2) (A) e carcinoma hepatocelular (HepG2) (B) tratados
com os residuos de uvas e as fragOes bioacessiveis. Os resultados sdo
apresentados como média + desvio padrdo. Para o controle (CN) foi
atribuido um wvalor de 100%. *Representa diferenga significativa
(p<0,05) no tratamento com as amostras em relacdo ao controle. CN,
controle negativo; DMSO, dimetilsulféxido; EB, residuo de uva bordd;
FGB, fase gastrica Bordd; FIB, fase intestinal Bordd; El, residuo de uva
Isabel; FGI, fase gastrica Isabel; Fll, fase intestinal Isabel.
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O tratamento da linhagem HepG2 realizado com os residuos de
uvas e com suas fragBes bioacessiveis (Figura 2-B) demonstrou que 0s
tratamentos ndo apresentaram acdo antiproliferativa sobre o
adenocarcinoma hepatico, com excessdo da amostra FGI que reduziu
significativamente (p<0,05) a proliferacdo celular, onde a viabilidade
celular foi de 87,59%. De acordo com Haas et al. (2019) a fracédo
bioacessivel da amostra de residuo da uva Isabel (FGI) apresenta alta
concentracdo de trans-resveratrol, o que pode justificar os resultados
apresentados. Otrans-resveratrol é postulado como um possivel agente
quimiopreventivo, pois suprime a proliferacdo celular pela estimulagéo
de caspase 3 e citocromo oxidases, quebra de proteinas nucleares e
também a perda de viabilidade celular e aumento da senescéncia celular
(ZULUETA et al., 2015). Os polifendis da uva demonstram atividade
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antineoplasica, inibindo o crescimento de diferentes linhagens celulares
de cancer (VERGARA-SALINAS et al., 2015).

A viabilidade celular da linhagem de macrofagos (Raw 264.7)
foi avaliada ap6s o tratamento com os residuos de uvas e suas fragdes
bioacessiveis (Figura 3). Os macr6fagos sdo importantes para o sistema
natural de defesa imunoldgica dos hospedeiros e possuem importantes
funcdes de regulagdo imunoldgica. O tratamento utilizando amostras na
concentragdo de 200 pg/ml ndo apresentou diferenca significativa
(p<0,05) na viabilidade celular, assim foi realizado outro tratamento

avaliando o efeito utilizando amostras nas concentragdes de 500 pg/ml.

Figura 3. Viabilidade da célula Raw 264.7 apds o tratamento com o
residuo de uva e a fragdo bioacessivel na concentracdo de 200 e 500
pg/ml. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo.
Para o controle (CN) foi atribuido um valor de 100%. *Representa
diferenca significativa (p<0,05) no tratamento com as amostras em
relacdo ao controle. CN, controle negativo; DMSO, dimetilsulféxido;
EB, residuo de uva Bordd; FGB, fase gastrica Bordd; FIB, fase
intestinal Bordd; EI, residuo de uva Isabel; FGI, fase gastrica Isabel; FlI,
fase intestinal Isabel.
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No tratamento da linhagem Raw 264.7 com as amostras em
concentragdo de 500 upg/ml foi observada diferenca significativa
(p<0,05), com excecdo da amostra FIB. A viabilidade celular da

linhagem Raw 264.7 apds tratamento com as amostras EB e El foram
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semelhantes, 78,35 e 79,83% respectivamente. Ap4s o tratamento com
as fracOes bioacessiveis da fase gastrica (FGB e FGI) a viabilidade
celular foi de 126,67 e 127,26% respectivamente. Os resultados
demonstram que o tratamento com as fragfes bioacessiveis promoveu o
aumento da viabilidade celular. Avaliar o efeito do tratamento das
linhagens celulares saudaveis e carcinogénicas € importante, pois a
maioria das drogas contra o cancer induz a efeitos colaterais sérios ao

paciente, como efeitos adversos nas células saudaveis.

3.2 Efeito dos compostos fendlicos na viabilidade celular

O efeito antiproliferativo dos compostos fenélicos individuais:
catequina, quercetina e miricetina foi avaliado em ensaios com as
linhagens celulares Raw 264.7, HepG2 e Caco-2 (Tabela 1). Estudos
comprovam que estes fenolicos apresentam atividade antiproliferativa in
vitro (JARA-PALACIOS et al., 2015; SAEZ et al., 2018). Para ser
considerado antiproliferativo o composto fendlico deve inibir a
viabilidade celular em 50%. Os fendlicos tém uma ampla funcéo
biolégica, como propriedades anti-inflamatorias, vasodilatadoras,
anticoagulantes e pro-apoptéticas. Avaliar individualmente a
funcionalidade de alguns compostos presentes no residuo de uva €
essencial para enfatizar a importancia do seu uso na prevengdo de
doencas degenerativas. Portanto,a exposicdo dos compostos fendlicos
em diferentes linhagens celulares é fundamental para avaliar suas

propriedades bioldgicas.
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Tabela 1. Avalicdo do potencial citotoxico da catequina, quercetina e
miricetina em células Raw 264.7, HepG2 e Caco-2.

Raw HepG2 Caco-2
264.7
Fendlicos Viabilidade celular (%)
Catequina (200 pM)  71,41* 66,12°" 72,00
Quercetina (200 27,59 33,96™ 56,47%°
nM) . i i
Miricetina (200 pM) 15,66 27,03 51,07

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). Letras
diferentes na mesma linha (mindsculas) representam diferenca significativa
entre as linhagens. Para cada linhagem, letras diferentes (maidsculas)
representam diferengas significativas entre os fendlicos (teste de Tukey,
p=<0,05). O controle representa 100% de viabilidade celular.

Os flavondides sdo investigados por seus efeitos anti-
inflamatorios devido a sua agcdo como inibidores enzimaticos naturais e
antioxidantes (MIDDLETON et al., 2000). A biodisponibilidade de
flavondides é quase constante quando consumidos como glicosideos ou
agliconas (ZUBIKet al., 2003). A quercetina apresentou efeito
antiproliferativo para a linhagem Raw 264.7 e HepG2, onde a
viabilidade celular foi de 27,59 e 33,96% respectivamente. A
quercetina ¢ um flavondide natural encontrado em abundancia em quase
todos os vegetais e frutas, € considerada um excelente antioxidante,
além de ter um efeito prd-apoptético direto nas células tumorais,
bloqueia o crescimento de varias linhagens de células cancerigenas em
diferentes fases do ciclo celular humano (GIBELLINI et al., 2011).

Entre os mecanismos provaveis dos efeitos antitumorais da
quercetina esta a intervencdo da via apoptica, a apoptose desempenha

um papel critico na homeostase, desenvolvimento, neoplasia e algumas
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doencas degenerativas. Os reguladores da apoptose surgiram como
alvos-chave para o desenho de estratégias terapéuticas que modulam as
decisdes celulares de vida e morte (FISCHER, SCHULZE-OSTHOFF,
2005).A quercetina é dificilmente biodisponivel e amplamente
transformada em diferentes metabolitos. Embora pouco se saiba sobre
suas atividades bioldgicas, esses metabolitos sdo importantes para
justificar os beneficios a salde associados a ingestdo dietética de
quercetina. Os derivados da quercetina presentes na circulacdo sistémica
podem atuar como potentes agentes antioxidantes e anti-inflamatérios,
contribuindo para sua atividade bioldgica (SERBAN et al., 2016).

Ao realizar o tratamento das linhagens celulares com a
miricitina (200 uM) a viabilidade celular da linhagem Raw e HepG2 foi
de 15,66 e 27,03% respectivamente. Observou-se que a miricitina
apresentou efeito mais nocivo para a linhagem carcinogénica HepG2,
resultando em menor viabilidade dessa linhagem ap6s o tratamento. A
quercetina e miricitina apresentaram efeito antiproliferativo para a
linhagem HepG2 e Raw 264.7 com inibicdo de mais de 50% da
linhagem celular, ndo obstante, a catequina manteve a viabilidade
celular acima de 66% para todas as linhagens avaliadas. A quercetina,
miricitina e catequina apresentaram baixo efeito antiproliferativo contra
a linhagem Caco-2, pois a viabilidade celular permaneceu acima de
50%. A catequina apresentou baixo efeito antiproliferativo apds
tratamento das linhagens, no entanto, estudos demonstram que o0s
flavan-3-ol sdo ativos contra a proliferacdo de células cancerigenas
incluindo linhas celulares de carcinoma do colon.

E proposto pela literatura que a atividade antiproliferativa da

catequina e outros flavondides provém da inibicdo da atividade quinase
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de proteinas envolvidas na regulacdo do ciclo celular. Os compostos
fendlicos individuais (catequina, miricetina e quercetina) apresentaram
maior acdo antiproliferativa que os residuos de uva e as fracOes
bioacessiveis. Sugere-se que um fitoquimico especifico ou uma classe
de fitoquimicos pode ser responsavel pela atividade antiproliferativa de

determinada matriz.

4. CONCLUSAO

Os residuos de uva Isabel e Bord6 inibiram a proliferacdo de
células de adenocarcinoma do colon. A fragdo bioacessivel da uva Isabel
(FGI) inibiu a proliferacdo decélulas de adenocarcinoma hepatico. As
fracdes bioacessiveis fase gastrica e intestinal aumentaram a viabilidade
celular da linhagem Raw 264.7, linhagem que apresenta importantes
funcbes de regulagdo imunoldgica. A quercetina e miricitina
apresentaram alta atividade antiproliferativa quando aplicadas no
tratamento da linhagem HepG2 e Raw 264.7. Os resultados sugerem que
este residuo apresenta potencial para ser aplicado no desenvolvimento
de alimentos com propriedades funcionais. Mais estudos sdo necessarios
para elucidar os componentes especificos presentes no residuo de uva
que sdo responsaveis pelos efeitos antiproliferativos e quais os
mecanismos envolvidos, embora nossos dados suportem a conclusdo

que a miricitina e quercetina podem ser mediadoras de tais efeitos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo relatou pela primeira vez a composi¢do fenolica
individual do residuo de uva, a bioacessibilidade de seus compostos
fendlicos e minerais apos simulacdo gastrointestinal in vitro e seu efeito
antiproliferativo in vitro. Para avaliar o perfil fen6lico do residuo de uva
0s seguintes pardmetros de extracdo foram otimizados,a concentracao de
solvente, proporcdo soélido:liquido e tempo de extragdo. Dentre os
pardmetros avaliados para otimizacdo do processo de extracdo, a
agitacdo mecénica orbital apresentou maior eficiéncia na extragdo de
compostos fendlicos individuais. Os parametros otimizados foram
utilizados para a extracdo hidroalcodlica sélido-liquido dos polifendisna
caracterizacdo do residuo de uva. Os perfis bioativos dos residuos do
processamento do suco de uvas Isabel e Bordd indicaram diferencas na
composi¢do polifendlica, como flavanois, antocianinas, flavonois e
acidos fendlicos. As abordagens extrativistas propostas neste estudo
fornecem subsidios para a reutilizacdo desse residuo vegetal como
alternativa vidvel para o desenvolvimento de produtos de qualidade com
valor agregado.

Para a digestdo in vitro foi utilizado um modelo padronizado
objetivando caracterizar o potencial nutricional e bioativo do residuo de
uva em termos de bioacessibilidade de minerais e de compostos
fendlicos. Altos niveis de polifenois bioacessiveis foram encontrados
nas fracdes bioacessiveis, particularmente na fase gastrica. Os residuos e
suas fracdes bioacessiveis apresentaram altas concentracdes de minerais
e compostos fendlicos.Os minerais Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn, Al, Sr, Ni e

Pb ndo foram detectados no final da digestdo. A variedade de uva
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exerceu forte influncia nas concentracbes de fendlicos durante a
passagem gastrointestinal in vitro.

Na avaliacdo da atividade antiproliferativa foi observado que os
residuos de uva Bordd e lIsabel inibiram a proliferacdo de células de
adenocarcinoma do c6lon. Ao avaliar a atividade citotdxica, a quercetina
e miricitina demonstraram alta atividade antiproliferativa apds o
tratamento da linhagem HepG2. Estes resultados demonstram queo
residuo de uva apresenta potencial antiproliferativo contra linhagens
carcinogénicas, no entanto mais estudos devem ser realizados para
avaliar os mecanismos envolvidos nessa acdo antiproliferativa, além de
avaliar o efeito anti-inflamatdrio desta matriz.

Neste estudo foi comprovado que o residuo obtido da
centrifugacdo do suco érico em compostos fendlicos de diferentes
classes, como flavanois e antocianinas. A catequina e epicatequina estéo
presentes em altas concentragdes no residuo de uva Isabel e Bordd, bem
como as antocianinas malvidina-3-O-glicosideo e malvidina-3,5-
diglicosideo. Os compostos fendlicos do residuo de uva da variedade
Bordd apresentou altos indices de bioacessibilidade. O residuo de uva
apresentou potencial antiproliferativo contra linhagens carcinogénicas.
Os resultados deste estudo sustentam que o residuos de uva apresenta
potencial para ser utilizado no desenvolvimento de produtos com

propriedades funcionais e nutracéuticas.
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