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RESUMO

O processo de vinificacdo produz altas quantidades de residuos que contem diversos
compostos bioativos que podem ser valorizados como aditivos alimentares. Este trabalho teve
como objetivo realizar a extracdo enzimatica de compostos bioativos a partir de bagaco das
uvas de cultivares Merlot e Pinot Noir (Vitis vinifera), com quantificacdo das antocianinas
presentes e caracterizacdo fisico-quimica da casca e do extrato. O extrato foi produzido a
partir das cascas de uva em solucdo de tampéo acetato e diversas porcentagens da preparacao
enzimatica. Segundo os resultados os extratos antocidnicos obtidos a partir da variedade
Merlot apresentaram maior quantidade de antocianinas monomeéricas totais em relacdo com o
Pinot Noir. O cultivar Merlot possuiu um rendimento do extrato antocianico de 37,90% e
Pinot Noir de 24,06%.

Palavras-chave: extracdo enzimatica, bagaco de uva, antocianinas.
ABSTRACT

The process of vinification releases important quantities of residues which contain a lot of
bioactive compounds. These ones could be recovered like food additives, in particular,
coloring agent. The objective of this study is to realize an enzymatic extraction of bioactive
compounds from grape varieties of Merlot and Pinot Noir (Vitis Vinifera), to quantify present
anthocyanins and physicochemical characterization skin and extract. The extract was
produced with grape skins in acetate buffer and different percentages of enzymatic
preparation. This study contributes to evaluate total and individual monomeric anthocyanins
concentration. According to the results, the grape variety Merlot contains the higher quantity
of total monomeric anthocyanins compared with Pinot Noir. The yield of the enzymatic
extraction realized with Merlot was 37.90% and 24.06% with Pinot Noir.

Keywords: enzymatic extraction, grape pomace, anthocyanins.
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1 INTRODUCAO

A producéo de vinhos gera altas quantidades de residuos, sendo que um dos principais
é o0 bagaco, que representa cerca de 13% do peso total das uvas. Este contém diversos
compostos bioativos que podem ser usados para diferentes aplicagbes entre elas, como
aditivos na industria alimentar na forma de corantes (Beye, Tounkara, Seck, Thonart &
Fickers, 2015).

A técnica de extragdo com uso de enzimas pectoliticas visa acessar mais facilmente os
materiais intracelulares das cascas de uva. A quebra ou o enfraquecimento da parede celular
pela acdo de enzimas proporciona a liberacdo dos compostos bioativos (Bhanja, Rout,
Banerjee, & Bhattacharyya, 2008; Li, Smith, & Hossain, 2006; Robledo et al.). Este método
ja é comumente usado no processo de vinificacdo para obter vinhos mais estruturados e com
um maior rendimento de prensagem, além disso, pode ser aplicado similarmente a seus
residuos, j& que os mesmos permanecem com cerca de 60% das antocianinas presentes na
matéria prima (Munhoz, Marcelo Brando, 2014, Guerrand & Gervais, 2001).

Este trabalho teve como objetivo realizar a extracdo enzimética de compostos
bioativos a partir de bagaco das uvas de cultivares Merlot e Pinot Noir (Vitis vinifera), com
quantificacdo das antocianinas presentes e caracterizacao fisico-quimica da casca e do extrato.

2 MATERIAL E METODOS

O bagaco de uva tinta do cultivar Merlot e Pinot Noir, provenientes do processo de
vinificacdo, foi gentilmente fornecido pela Vinicola Don Giovanni, empresa localizada em
Pinto Bandeira-RS. As amostras foram armazenadas a -18°C até o momento das analises.

2.1 Producéo do extrato enzimatico

Adaptado de Fernandez, Vega, & Aspé, (2015), para cada 5,0 g da amostra de casca
das respectivas cultivares foram adicionados 25 mL de tampao acetato (pH 4,0). As variaveis
temperatura (°C) e porcentagem de enzima Pectinex Ultra Color foram avaliadas de acordo
com um planejamento experimental completo 22 (Tabela 1). Em cada ensaio as amostras
permaneceram sob agitacdo em shaker (150 rpm) por 30 minutos. Posteriormente, o residuo
foi resfriado em banho de gelo, prensado e extrato obtido armazenado (ao abrigo de luz e de
calor) até o momento das analises.

Tabela 1 — Fatores independentes e niveis do planejamento fatorial 22 com ponto

central.
Niveis
Fatores independentes
-1 0 +1
Temperatura(°C)(x1) 40 45 50
Porcentagem de preparado enzimatico(%E/S)(x2) 0,25 0,75 1,25

2.2 Total de antocianinas monoméricas por andlise de pH diferencial
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Com base em protocolo de Giusti & Wrolstad (2001), as leituras foram feitas em
espectrofotdmetro a 520 nm e 700 nm (UV-Vis - 3000 PRO, Amersham, Biosciences) com
uso de tampdes a pH 1,0 e 4,5. Os parametros foram representados na equacéo de Lambert-
Beer (Equacdo 1), a fim de calcular a concentracdo da amostra diluida, considerando o fator
de diluicdo (D) e o coeficiente de extin¢cdo molar (M):

C= {[(AA520 - AX700)pH1,0] — [(AA520 - AX700)pH4,5]}*D*F (Equagdo 1)

A concentracdo total de antocianinas monomeéricas na amostra original foi estimada com
base em cianidina-3-o-glicosideo. Os resultados foram expressos em g/100g de bagaco seco.
A manipulacdo das amostras foi realizada sob a luz fraca e temperatura ambiente (25 °C).

2.3 Andlises cromatogréficas

A extracdo exaustiva de antocianinas do bagaco de uva foi feita de acordo com o método
de Zanatta, Cuevas, Bobbio, Winterhalter, & Mercadante (2005). Uma amostra de 0,25 g foi
extraida com 75 mL de 0,5 % de HCI em metanol. A suspenséo foi filtrada e os solidos foram
lavados com 0,5% de HCI em metanol.

Para quantificacdo das antocianinas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) os compostos foram separados em uma coluna de fase reversa C18 Shim-pak CLC-
ODS (5 pum, 250 x 4,6 mm) utilizando como fase mével um gradiente linear de eluicdo com
acido fosforico aquoso a 4% e acetonitrila a proporcdo 15:85 (v:v), sendo mantida essa
proporg¢do isocratica por 15 min.O fluxo da fase mével foi de 1,0 mL/min e a temperatura da
coluna mantida a 25° C (Zanatta, Cuevas, Bobbio, Winterhalter, & Mercadante, 2005).

Os cromatogramas foram processados em comprimento de onda fixo de 520 nm. A
identificacdo do composto malvidina-3-glicosideo foi efetuada comparando os tempos de
retencdo dos picos da amostra e do controle (padrdo) nas mesmas condices.

2.4 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por meio da Andlise de Delineamento Experimental com
um nivel de significancia de 5% (P < 0,05) usando programa Statistica 7.0 e Anélise de
Médias com trés repeticdes (n = 3) + desvio padréo.

2.5. Caracteristicas fisico-quimicas da casca e do extrato

As cascas de uvas foram analisadas em relacdo a umidade, e os extratos foram
caracterizados em relacdo ao pH. A umidade da casca foi determinada pela técnica de
gravimetria, a 105°C, até a obtencdo de um peso constante das amostras, enquanto que o pH
dos extratos foi avaliado usando um potenciometro DM-22 (Digimed, Brazil) as 25°C
(Adolfo Lutz, 1985)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o foram obtidos resultados significativos em relacdo as varidveis estudas pelo
planejamento fatorial. Porém, o cultivar Merlot apresentou uma quantidade mais elevada de
antocianinas monomeéricas totais (1,72+ 0,05 g/100g de bagaco seco) em relacdo a Pinot Noir
(1,09+ 0,05 ¢/100g de bagaco seco). O rendimento da extracdo enzimética apresentou
resultados mais elevados para o0 Merlot que o Pinot Noir, com respectivamente 37,90% e
24,06% de recuperacao.
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Para realizar a extragdo exaustiva utiliza-se como solvente metanol acidificado com 1
% de HCI. Tal extrato ndo pode ser aplicado na &rea de alimentos, pois ndo possui grau
alimenticio, dessa forma, essa analise somente permite realizar uma comparacdo como total
de antocianinas passiveis de extracdo no bagaco. Segundo a Food and Drug Administration
(FDA) (2015) o extrato de casca de uva enzimatico € considerado uma enocianina, ou seja,
pode ser usada na industria de alimentos.

Com base nos resultados obtidos, sugere-se que tais caracteristicas apresentadas sao
devido aos diferentes cultivares de uva, o terroir, as caracteristicas edafoclimaticas, o estado
sanitario da planta, as praticas de cultivo e o grau de maturacdo da uva (Hanlin, Kelm,
Wilkinson, & Downey, 2011; Moreno-Peérez et al., 2013; Jord&o, Correia, & Gongalves, 2012;
Rapisarda et al., 1999; Tomas-Barberan & Espin, 2001).

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas da casca e do extrato obtido dos cultivares Merlot e
Pinot Noir

Analises fisico-quimicas Merlot Pinot Noir
Casca Umidade (%) 72,47 £1,232 69,94 + 2,732
Extrato pH 3,850,018 3,72+0,01°

*Letras iguais na mesma linha significam que ndo houve diferenca estatistica significativa nos tratamentos entre
as médias ao nivel de 5%

Na tabela 2 foram apresentados resultados obtidos na caracterizacdo da casca e do
extrato que apresentou maiores valores de antocianinas de acordo com o planejamento
fatorial. Ndo houve diferenca significativa entre a umidade dos dois cultivares, o que condiz
com a umidade do bagaco, que varia entre 50% e 72% de acordo com o cultivar analisado
(Botella et al., 2005).

O cultivar Pinot Noir obteve além de menores valores de antocianinas e um valor de
pH no extrato significativamente menor. Esses fatores podem estar relacionados com uma
diferenga na estabilidade das antocianinas entre os dois cultivares. Um estudo realizado por
Cheynier et al.(2005) indicou que as antocianinas aciladas apresentam uma melhor
estabilidade da cor e sdo mais resistentes as varia¢oes de pH, sendo que de acordo com CIiff
et al. (2006) o cultivar Pinot Noir apresenta alta quantidade destes compostos. Além disso, as
antocianinas presentes no Pinot Noir ndo podem formar antocianinas copigmentadas,
responsaveis por facilitar a extracdo antocianica durante a maturacdo e aumentar a intensidade
da cor.

3 CONCLUSAO

A extracdo enzimatica apresenta-se como um método interessante para recuperacéo de
compostos bioativos como corantes na industria alimentar, de forma a valorizar residuos da
vinificacdo. Dessa forma, € recomendado o uso da cultivar Merlot, a qual obteve um
rendimento mais elevado com uma quantidade de antocianinas monoméricas totais mais
elevada.
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