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COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASCA DE
UVAS NIAGARA E ISABEL!

MARCIA SOARES?, LUCAS WELTER?, EUGENIA MARTA KUSKOSKE,
LUCIANO GONZAGA*, ROSEANE FETT?®

RESUMO-A producéo de uvas no Brasil esta localizada nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Constitui-se em atividade consolidada,
com importancia socioecondmica, principalmente nos Estados do Rio Grande do Sul e de Santa Catarina, os quais respondem por 97%
da produgdo nacional de vinhos. A uva Isabel ¢ uma das principais cultivares de Vitis labrusca, ¢ a Nidgara Rosada, resultado da
mutagdo somatica ocorrida na uva Nidgara Branca (Vitis labrusca L. x Vitis vinifera L.). Sdo destaques como uvas de mesa comuns,
sendo variedades rusticas e, portanto, menos exigentes. O desenvolvimento do trabalho foi feito com o objetivo de determinar
conteudo total de compostos fendlicos, utilizando acetona como solvente em diferentes concentragdes, a determinagéo da atividade
antioxidante, do teor de antocianinas totais, flavandis nos extratos da casca das uvas de mesa Niagara Rosada e Isabel. Os resultados
médios do teor de fendlicos totais no extrato acetona 75% foi de 1.026,69 a 1.242,78 mg GAE/100g de peso seco nas cultivares Isabel
e Nidgara , respectivamente. A atividade antioxidante avaliada apresentou valores de 89,22 ¢ 157,31 umol TEAC/g de amostra com o
método ABTS e de 197,00 ¢ 189,82 umol TEAC/g de amostra no método DPPH para as cultivares Isabel ¢ Niagara. A quantidade de
antocianinas foi baixa comparada com outros frutos. Os valores de polifenois refletem-se nos valores de TEAC, e observa-se uma
correlagdo positiva entre a média do conteudo de polifendis totais com a média dos valores TEAC, o que se pode atribuir aos
compostos fitoquimicos presentes nas cascas.

Termos para Indexacéo: Vitis labrusca, Vitis vinifera L, capacidade antioxidante, polifendis, antocianinas, flavandis.

PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN SKIN OF NIAGARA
AND ISABEL GRAPES

ABSTRACT-Grape production in Brazil is located in the South, Southeast and Northeast regions. It is a consolidated activity of great
social and economical importance mainly in Rio Grande do Sul and Santa Catarina states. These states are responsible for 97% of
national wine production. Isabel grape is one of the main varieties of Vitis labrusca and Niagara Rosada is resulted from a somatic
mutation in Niagara Branca grape (Vitis labrusca L. x Vitis vinifera L.). These varieties are well established as table grapes being
rustier than others. This work intends to determine the total phenolic compounds content, by using acetone as solvent in different
concentrations as well as the antioxidant activity, anthocyanins content, flavonoids in skin of Niagara Rosada and Isabel grapes. The
results for total phenolic content in 75% acetone extract ranged, in average, from 1026.69 to 1242.78 mg GAE/100g of dry weight in
Isabel and Niagara varieties, respectively. Antioxidant activity presented values of 89.22 and 157.31 umol TEAC/g of sample with
ABTS method and of 197.00 and 189.82 umol TEAC/g of sample with DPPH method for Isabel and Niagara varieties, respectively.
Anthocyanins content was low when compared to other fruits. TEAC values depended on polyphenols values and it was observed
a positive correlation among averages of total polyphenol content and TEAC values, indicating a strong influence. This can be
probably due to the phytochemical compounds present in grape skins.

Index terms: Vitis labrusca, Vitis vinifera L, antioxidant capacity, poliphenol, anthocyanins, flavonoids.

seu efeito na prevengio de diversas enfermidades, tais como:

INTRODUCAO

Os compostos fendlicos sdo substdncias amplamente
distribuidas no reino vegetal, em particular nas frutas e em outros
vegetais. Sdo conjuntos heterogéneos que apresentam em sua
estrutura varios grupos benzénicos caracteristicos, substituidos
por grupamentos hidroxilas (Hernandez & Prieto Gonzales,1999).

Estudos realizados com compostos fendlicos e,
especialmente, com os flavondides demonstram sua capacidade
antioxidante e sua significativa contribui¢do na dieta, assim como

!(Trabalho 035-07). Recebido em: 14-02-2007. Aceito para publicagdo em :

enfermidades cardiovasculares, cancerigenas ¢ doengas
neuroldgicas (Harborne & Williams, 2000; Sanchez-Moreno, 2002).
Os compostos fenolicos agem como antioxidantes no
somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons,
mas também por causa de seus radicais intermediarios estaveis,
que impedem a oxidagdo de varios ingredientes do alimento,
particularmente de acidos graxos e de 6leos (Cuvelier et al.,1992 ;

Maillard etal.,1996).
Os subprodutos do suco de uva e da producdo de vinho
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também sdo fontes de varias combinagdes de fendlicos que
desperta muito interesse devido a suas propriedades antioxidantes
e seus efeitos benéficos para a saide humana (Shrikhande, 2000;
Torres & Bobet, 2001).

As sementes e casca de uva contém flavondides
(catequina, epicatequina, procianidinas e antocianinas), acidos
fendlicos e resveratrol, que mostraram ter atividades funcionais.
O extrato de procianidinas da semente da uva apresentou atividade
antioxidante in vivo (Sato et al., 2001) e poderia ser tdo importante
quanto a vitamina E em impedir os danos oxidativos nos tecidos
(Tebib et.al.,1997), reduzindo a oxidagdo lipidica (Bouhamidi et
al., 1998), e/ou inibir a produgio de radicais livres (Bagchi et
al.,1998).

A uva Nidgara Rosada é o resultado de uma mutagdo
somatica ocorrida na uva Niagara Branca (Vitis labrusca L. x Vitis
viniferaL.) em 1933, em Louveira-SP, que rapidamente predominou
sobre a forma original (Sousa, 1996, apud Terra et al.,2003).

Ja a uva Isabel ¢ uma das principais cultivares de Vitis
labrusca, espécie originaria do sul dos Estados Unidos, de onde
foi difundida para outras regides (Rizzon et al.,2000).

A uva ‘Nidgara Rosada’, juntamente com a ‘Isabel’, sdo
destaques como uvas de mesa comuns. Sdo variedades rusticas
menos exigentes em tratos culturais e, por serem mais tolerantes
as doengas flngicas, estdo bem adaptadas as condi¢des de clima
umido (Detoni et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo a determinagio da eficacia
da acetona como solvente, em diferentes concentracdes, na
extracdo dos fendlicos totais das cascas de uva das cultivares
‘Isabel’ e ‘Niagara Rosada’, assim como determinar contetudo de
antocianinas totais, flavandis e a capacidade antioxidante,
utilizando os método ABTS (2,22 -azinobis(3-ethylbenzothiazoline-
6-sulfonic acid) e DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila).

MATERIAL E METODOS

Amostras

Os frutos das cultivares ‘Isabel’ e ‘Niagara Rosada’, safra
2006, foram adquiridos no comércio local de Floriandpolis,
provenientes do Vale do Paraiba, no Estado de Sao Paulo. Logo
apos, foram lavados em agua clorada e selecionados quanto a
sanidade. Apods a drenagem do excesso de agua, as uvas foram
descascadas manualmente, separando-se as cascas das bagas,
sementes ¢ da polpa. As cascas foram armazenadas em sacos
plasticos e mantidas em freezer a -18 °C até o uso.

Reagentes

ABTS — 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico), Trolox- (6-hidroxi-2, 5, 7,8-tetrametilcromano-2-
acidocarboxilico),p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA),
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim,
Alemanha). Reagente de Folin-Ciocalteu’s foi obtido da Fluka
Chemie AG (Buchs, Suica). Acido galico, carbonato de sodio e
persulfato de potassio foram adquiridos da Vetec (Sdo Paulo,
Brasil). Todos os reagentes utilizados sdo de qualidade analitica,
e agua destilada deionizada foi utilizada em todo o processo.

Matéria seca

O contetido de matéria seca da casca das uvas foi obtido
em estufa a 105°C, até peso constante, baseado na massa das
amostras integrais. Os resultados foram usados para expressar o
contetido de fendlicos totais e a atividade antioxidante em base
seca (AOAC,1995).

Obtencao dos extratos

Para a extragdo de compostos fenolicos, aliquotas das
cascas de uvas foram descongeladas e extraidas, utilizando como
solvente acetona com diferentes volumes de agua deionizada
(0%, 25%, 50%, 75% e 100%) (YILMAZ & TOLEDO, 2006). A
extragdo de antocianinas foi feita com o uso de metanol acidificado
(0,1% HCI) (ANTOLOVICH et al.,2000; JU & HOWARD, 2003).
Massas conhecidas das cascas foram misturadas com o solvente
em uma razdo de 1:10 (m/v), seguido por extragdo overnight em
refrigerador (4-10°C). As misturas foram filtradas com papel
Whatman n°l, e os filtrados acondicionados em frascos ambar,
injetados de gas nitrogénio e mantidos sob refrigeracdo a — 18 +
2°C.

Determinacio de polifendis totais (PT)

O conteudo de polifendis totais foi determinado pelo
método espectrofotométrico desenvolvido por Folin-Ciocalteu
(Rossi, 1965). Os resultados obtidos foram calculados com base
no acido galico como padrdo. Preparou-se uma curva, € 0s
resultados foram calculados e representados graficamente,
utilizando o gradiente concentragdo em func¢do da absorbancia.
Foram expressos em mg acido galicol00g™' de peso seco.

Determinacio de flavanois

A determinagdo de flavanois foi realizada aplicando o
método DMACA (p-dimetilaminocinmaldeido), descrito por
Arnous et al.(2002). A concentragdo total de flavandis foi estimada
conforme a curva de calibragdo, preparada com solugdo de
catequina (1-16 mg de catequina/L). Os resultados foram
expressos em equivalente a mg catequinal 00g™' de amostra.

Determinacéo de antocianinas totais (AT)

O conteudo de antocianinas totais foi determinado pelo
método da diferenca de pH (Giusti & Wrosltad, 2001), em que se
dissolve em dois sistemas-tamp@o: cloreto de potassio pH 1,0
(0,025M) e acetato de sddio pH 4,5 (0,4M). Foram adicionados
1,8 mL da correspondente dissolugdo tampao a 0,2mL da amostra
de uva ‘Niagara’ e 1,6 mL da dissolugdo tamp3o a 0,4 mL da
amostra de uva ‘Isabel’ (para se obter densidade Optica na faixa
de 0,100-1,200, a 510nm) ¢ efetivadas as medidas em maximos de
absor¢do na regifio visivel e a 700nm.

A absorbancia foi calculada a partir da equag@o:

A = (Amax. vis

700nm)pH1,0 o (Amax vis A700nm)pH4,5

A concentragdo de pigmentos no extrato foi calculada e
representada em cianidina-3-glicosideo.

Antocianinas (mg.l") = (A x PMx FD x 1000)/(e x 1)
onde: A = absorbancia; MM = massa molecular; FD = fator de
diluicdo, e € = absortividade molar.
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A determinagdo de antocianinas foi obtida com base no
volume de extrato e calculada aplicando-se valores de PM:
449,2 e £: 26900, que correspondem a cianidina 3-glicosideo.

Determinacao da atividade antioxidante
Método ABTS (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido
sulfonico)

O método ABTS utilizado foi o método descrito por Re et
al.(1999) e modificado por Kuskoski et al.(2004). O radical ABTS™*
¢ formado por uma reagdo quimica com persulfato de potassio
em uma relagdo estequiométrica de 1:0,5. Uma vez formado o
radical ABTS™, 0 mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma
medida de absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de
onda de 754 nm, a uma temperatura de equilibrio de 30°C. A
absorbancia foi medida em espectrofotometro modelo (Hewlett-
Packard 8452%), nos tempos 1; 4 ¢ 7 minutos apos a adi¢do da
amostra. Prepararam-se curvas com solugdes-padrao de Trolox
(antioxidante sintético similar a vitamina E). Os resultados foram
expressos em TEAC, atividade antioxidante equivalente ao Trolox
(6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) em pumol
TEACg' de amostra.

Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

Desenvolvido por Brand-Willams et al.(1995), o método
DPPH tem como base a reducdo da absorbancia na regido visivel
de comprimento de onda de 515 nm do radical DPPH" por
antioxidantes. Com modifica¢des, Kim et al.(2002) aplicam o
método com base na absorbancia do radical de DPPH 100 uM
(3,9 mL) dissolvido em metanol a 80%, no comprimento de onda
de 517 nm. Ao adicionar 0,1 mL da amostra ou padrio,
homogeneiza-se cuidadosamente e mantém em local escuro, a
temperatura ambiente, por 30 minutos. A medida de absorbancia
¢ realizada no comprimento de onda de 517 nm, do radical, antes
de adicionar a amostra (A ) € depois de adicionar amostra, 30
minutos de reagdo (A)). A concentragdo de DPPH* no meio de
reagdo calcula-se conforme a curva de calibragdo obtida por
regressao linear. Os resultados sdo expressos em TEAC, em umol
TEAC/g de amostra.

Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata. Foram
utilizadas as analises de varidncia (ANOVA) e o teste de Tukey
para identificar diferengas significativas entre as médias, usando
o programa Statistica® 6.0. Diferengas entre as médias no nivel
de 5% (P < 0,05) foram consideradas significantes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fendlicos, presentes nas frutas e hortaligas,
sdo um dos principais responsaveis pela atividade antioxidante
destas. Seu conteudo final pode estar influenciado por fatores
como: a maturagdo, a espécie, praticas de cultivo, origem
geografica, estagio de crescimento, condigdes de colheita e
processo de armazenamento ( Kim et al., 2003) .

Comparando a eficiéncia de extragdo para as diferentes

concentragdes do solvente utilizado, a solucdo acetona 75%
apresenta melhor poder extrator para compostos fenolicos da
casca das uvas nas duas cultivares estudadas, se comparado
com o conteudo de polifendis totais extraidos com acetona nas
diferentes concentragdes, conforme indicado na Tabela 1.

Um fato de relevancia que pode ser observado tragcando-
se um grafico de regressdo, do contetdo de polifendis vs
concentragdo de acetona, é que este apresenta um comportamento
polinomial de 2% ordem, ou seja, a medida que as concentragdes
de acetona aumentam, ha como resposta um acréscimo do valor
do conteudo de polifénois totais. Porém, este aumento mantém-
se até determinado limite, a partir do qual se inicia a diminuigdo
da capacidade extratora do sistema solvente. Os coeficientes de
correlagdo encontrados para variedades ‘Isabel’ e ‘Niagara’ foram,
respectivamente, r=0,97 e r=0,98.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, o
conteudo de fendlicos totais obtidos nas cascas das cultivares
‘Isabel’ e ‘Nidgara’ ¢ elevado (219,56 a 1.242,78 mg100g™! peso
seco), quando comparado com outros frutos e bagas. Liu et
al.(2002) encontraram valores de 359,2 a 512,7 mgl00g™' em
diversas variedades de framboesa, e Kim et al.(2003) encontraram
valores de 174 a 375 mg100g! em diversas variedades de acerola
e 118+ 1,4 mgem maca ‘Gala’. Sellappan et al.(2002) determinaram
quantidades de 262,95 a 929,62 mgl00g"' de peso fresco para
diversas espécies de mirtilo (Vaccinium ashei). Entretanto, Moyer
et al. (2002) encontraram valores mais elevados para os mesmos
frutos: 1.790 e 1.122 mg expressos em acido galicol00g™! de fruta
congelada, em frutos de mirtilo e groselha, respectivamente.

Em pesquisa feita por Lobera & Cafiellas (2006), com o
bagago de uvas vermelhas variedade Manto Negro (Vitis
vinifera), os teores médios de compostos fenolicos observados
foram 2,63 a 11,6 g GAE100g' peso seco/amostra, valores
inferiores as concentra¢des encontradas neste trabalho.

As cascas de uva ‘Isabel’ tiveram concentragdo de
antocianinas mais elevada que a ‘Niagara’. Os valores obtidos
de antocianinas totais (equivalentes em cianidina-3-glicosideo)
para os extratos variam entre 7,02 e 82,15 mg100g™! de peso fresco
e47,652a214,26 mg100g! de peso seco nas cultivares ‘Nidgara’ e
‘Isabel’, respectivamente (Tabela 2). Ao comparar com os
resultados obtidos por Sellappan et al.(2002), cujo conteudo
médio de antocianinas totais foi de 113,55 mgl00g"' de base
fresca para espécies de mirtilo (Vaccinium sp.) , o conteudo de
antocianinas nas cascas da uva ‘Isabel’ e ‘Nidgara’ apresentou-
se baixo.

As antocianinas compreendem uma fragéo significativa
do conteudo de fendlicos totais nas cascas da cultivar Isabel
(0,21); ja nas cascas da uva Niagara, a relagdo de AT/PT é mais
baixa (0,04). O conteudo de flavanois esta relatado na Tabela 2,
podendo observar maior concentragdo nas cascas da uva
‘Niagara’ (256,31 +47,35 mg100g™).

Negro et al.(2003) encontraram um total de flavanois
(equivalentes a catequina) para casca de uvas vermelhas,
variedade Negro Amaro, com valores de 3,15 + 0,05g 100g" de
peso seco e, para antocianinas (equivalente a malvidina), de 0,98
+ 0,04 g 100g" de peso seco. Os valores mostram-se inferiores
aos determinados em nosso estudo.
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Entre os métodos quimicos aplicados para determinar a
capacidade antioxidante de um composto, 0 método DPPH ¢ um
dos mais utilizados, por ser considerado pratico, rapido e estavel
(Espin et al., 2000). Segundo alguns autores (Arnous et al., 2002;
Kim etal., 2002), o tempo de medida de reagdo entre o radical e a
amostra, de 30 minutos, é suficiente, embora alguns autores
determinem 20 minutos (Spagna et al. 2002; Pinelo et al., 2004).
Neste trabalho, determinou-se a atividade antioxidante no tempo
de 30 minutos.

Avaliando a eficacia antioxidante dos extratos das cascas
pelos métodos seqiiestro de radicais livres ABTS.”, obtém-se os
valores médios de TEAC entre 89,22 € 157,31 (umol 100g™") de
peso seco (Tabela 2 ) e de 189,82 a 197,00 (umol 100g™) pelo
método DPPH.

A correlacdo entre os valores de atividade antioxidante
(TEAC), o contetido de polifendis totais e de antocianinas totais
nas cascas de uva ‘Isabel’ e ‘Niagara’ estdo representados nas
Figuras 1 e 2, respectivamente. A média dos valores de TEAC
correlaciona-se de forma positiva com a média dos valores de
polifendis e antocianinas. Ao analisar os resultados obtidos para
uva ‘Isabel’, observa-se uma resposta maior entre o conteudo
total de polifendis e atividade antioxidante das cascas analisadas
(r=0,99), que, com o total de antocianinas (r = 0,60), indicam que
os compostos fendlicos s@o contribuintes na atividade
antioxidante, mas as antocianinas t€m pouca contribui¢cdo. No
entanto, podemos perceber que 0 mesmo ndo ocorre com as
amostras de uva ‘Niagara’, que apresentam correlagdes proximas
entre polifenois e antocianinas com o ABTS.

TABELA 1 - Contetdo de polifendis totais dos extratos obtidos
da casca da uva Isabel e Niagara em diferentes
concentragdes de acetona (0; 25; 50; 75 ¢ 100 %).
(média+ DP, n=3).

Amostra PT PT
(mg 100g™) PF (mg 100g™) PS
Cis 0% 4121 +1,32 219,56 = 6,10°
Cis 25% 146,08 + 23,68" 762,01 +123,51°
Cis 50% 163,73 £12,48"¢ 854,03 + 65,07°°
Cis 75% 196,83 + 16,97 1026,69 + 88,50°
Cis 100% 130,26 + 23,57° 679,47 + 122,96°
Cni 0% 36,32 +2,71° 246,58 + 18,38"
Cni 25% 129,40 + 4,00 999,66 + 78,17°
Cni 50% 149,35 £14,45° 1014,04 + 98,14°
Cni 75% 183,04 + 11,63¢ 1242,78 + 79,02°
Cni 100% 129,20 + 14,86° 877,21 + 100,93°

Cis = extrato uva Isabel e Cni = extrato uva Niagara com acetona 0%
(v/v) 25% (v/v); 50% (v/v),75% (v/v) e 100% (v/v); PF = peso fresco;
PS= peso seco. Letras diferentes na mesma coluna (analisando cada
variedade de uva separadamente) implicam diferenga significativa (P<0,05)
entre as amostras, pelo teste de Tukey.

TABELA 2 — Determina¢do do conteudo total de antocianinas
(AT), polifendis totais (PT),flavandis e atividade
antioxidante pelo método ABTS e DPPH (média +
DE, n=3) de extratos obtidos com acetona 75%
(v/v), de cascas das cultivares Isabel ¢ Niagara -

safra 2006.

Amostras AT* PT" Flavanéis ¢ ABTS-TEAC’  DPPH - TEAC'

(mg100g") (mgl00g™) (mgloog") (Mol 100g") (Mol 100g")
Isabel

82,15+ 21,55 196,83+ 16,97 19084222 17,00£124 3753180
(peso fresco)
Isabel

214265618 1026,69+88,50 100,04+ 11,57 89224646 197,00+ 10,67
(peso seco)
Nidgara 7024142 I8304£1163  3775£697  2317£120  27,96+244
(peso fresco)
Nidgara 4765£9,63  124278£79,020 256314735 15731£8,15 189,82+ 16,60
(peso seco)

*AT ~ Antocianinas totais expressadas em cianidina-3-glicosideo,extracdo
metanol acidificado (0,1% HCI) *GAE = equivalente ao acido galico
mgl00 g'.; °CE = equivalente a catequina. “TEAC: atividade antioxidante
equivalente ao Trolox em 7 min; °‘TEAC: atividade antioxidante
equivalente ao Trolox em 30 min.
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FIGURA 1- Correlagdo entre polifendis totais (r = 0,99) e
antocianinas totais (r = 0,60) com os valores de
atividade antioxidante em TEAC (umol 100g™") de
cascas de uva ‘Isabel’.
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FIGURA 2 - Correlagdo entre polifendis totais (r = 0,86) e
antocianinas totais (r = 0,91) com os valores de
atividade antioxidante em TEAC (mmol100g™") de
cascas de uva ‘Niagara’.
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CONCLUSOES

1-Os resultados deste trabalho demonstram que o
sistema solvente acetone 75% apresenta melhor poder extrator
para compostos fenolicos da casca das uvas nas duas cultivares
estudadas.

2-Avaliando a eficacia antioxidante dos extratos das
cascas pelos métodos seqiiestro de radicais livres ABTS.”, obtém-
se os valores médios de TEAC inferiores aos obtidos pelo
método DPPH.

3-Observa-se resposta linear entre os valores de TEAC
e os valores de antocianinas, indicando que a capacidade
antioxidante esta relacionada com o contetido de polifendis totais
e antocianinas nas cascas analisadas, apesar de a casca da uva
‘Nidgara’ apresentar menor teor de antocianinas, os melhores
valores de TEAC séo devidos ao seu maior contetido de flavandis.
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