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1. REVISAO DA LITERATURA
[bookmark: __RefHeading___Toc3028_1002439494][bookmark: _Toc216757522]1.1. O PROCESSO DE VINIFICAÇÃO

É muito difícil apontar exatamente onde o vinho foi inventado. Relatos históricos, apontam que um agregado de semente podiam significar formação de vinho, então, as sementes encontradas com data de 7000 a.C na região onde se situam a Armênia, Geórgia e a costa do mar negro poderiam ser indícios de vinificação (AJZENBERG, 2013).
Bem mais recente na história, tem Louis Pasteur realizou estudos e descobertas acerca dos microrganismos e do processo de fermentação, sendo que estes relatos foram publicados e trouxeram uma nova era no desenvolvimento da ciência da produção e conservação de vinhos (JOHNSON, 1999).
No Brasil, as videiras foram trazidas por Martim Afonso de Souza no ano de 1532, e em meados do século XIX, os imigrantes implantaram no Brasil uma variedade de uva chamada Isabel, que posteriormente teria sua preferência diminuída com a chegada das uvas Niágara branca e Seibel II espécies de Vitis Labrusca (DEBASTIANI, 2015).
	Até os anos 1960 o vinho era produzido quase que exclusivamente no Rio Grande do Sul, após o início dos anos 60, a uva “Itália” começou a ser levada ao Vale do rio São Francisco, onde marcou o início da viticultura tropical do Brasil, sendo que após esse marco, outras regiões como noroeste paulista e o norte de Minas Gerais passaram a produzir vinhos, mesmo que não com a mesma intensidade que o Rio Grande do Sul produz até hoje (DEBASTIANI, 2015)
	Atualmente, aproximadamente 95% dos vinhos produzidos no Brasil são produzidos no Rio Grande do Sul (FERREIRA, 2010). Dados da ABRAVIN, em 2019 foram produzidos no Rio Grande do Sul, 400 mil litros de vinho, sendo que aproximadamente 120 mil eram vinhos comuns e 250 mil litros foram de derivados da uva, como espumantes (FERREIRA, 2010).
	No Paraná, dados do IPARDES obtidos entre 2010 e 2012 sobre a quantidade de área colhida de uva, mostraram que houve um decréscimo constante neste período. O maior valor em toneladas de uva produzida foi obtido no ano de 2010 onde houve 103.394 toneladas produzidas, mostrando assim uma dificuldade cada vez maior neste cultivo e produção da uva. (DEZENGRINI, 2017).
	Fatores climáticos podem ser apontados como principais vilões no decréscimo da produção de uva no Paraná entre 2010 e 2014, a translocação da produção para regiões com clima mais favorável como Santa Catarina e Rio Grande do Sul pode ser consideradas normais pela facilidade na produção e consequente aumento da qualidade do vinho obtido (DEZENGRINI, 2017).
	Em relação ao desenvolvimento do mercado de vinhos no Brasil, no ano de 2013 houve um incremento de 2,54% na comercialização dos vinhos considerados finos, comumente populares e de valor acessível à população, representando uma alíquota de 107,9 milhões de litros de vinho vendidos, já as importações obtiveram uma queda de 4,14% ou seja, 1,6 milhão de litros de vinho a menos vindo do exterior (DEZEGRINI, 2017).
Segundo a portaria nº 229, de 25 de outubro de 1988, os vinhos podem ser classificados de 2 maneiras: Pela sua classe como por exemplo, vinho de mesa, leve, fino, espumante, gaseificado, licoroso ou composto, ou pode ser classificado pelo seu tipo, como por exemplo o vinho tinto, o rosado ou rosé e vinho branco (Brasil, 2017).
Apesar da Vitis vinífera ser extremamente reconhecida mundialmente pelas suas variedades Cabernet Sauvignon, Malbec, Chardonnay, no Brasil os cultivares de Vitis labrusca, representam aproximadamente 85% do total de vendas das uvas que passam por processamentos industriais para a fabricação do produto final (CHIAROTTI, 2011).
Claramente, a produção de vinhos a base de Vitis labrusca é extremamente importante para a economia e cultura do vinho que vem desde a chegada dos imigrantes italianos no século XIX, porém, um dos principais problemas na plantação desta espécie de uva é a sua acidez, visto que o equilíbrio entre o gosto doce e a acidez do vinho é que trazem indicativos de qualidade na produção (CHIAROTTI, 2011; SILVA, 2014).
Escolher o melhor lugar para se plantar a uva é de fato muito importante, pois, este lugar deve possuir, clima e o solo adequados, visto que são os elementos mais importantes na hora de se determinar o tipo e a maneira de plantar a uva. No Brasil, os locais mais escolhidos para tal são o Rio Grande do Sul e o Vale do São Francisco, por apresentarem alta amplitude térmica o que favorece no cultivo da uva (SILVA, 2014).
	Para a produção de um bom vinho, são necessárias inúmeras etapas desde a chegada da uva in natura até o seu engarrafamento, essas etapas envolvem 7 processos que são: recepção, esmagamento, fermentação, decantação, maturação, filtração e engarrafamento, envolvem processos físico-químicos que tornam o vinho único e cada processo na fabricação acaba por se tornar muito importante, principalmente devido aos seus resíduos que podem ser amplamente utilizados em inúmeras funções (ANTUNES, 2016).
	Um dos principais fatores que influenciam na quantidade crescente de formação de resíduos de vinificação no Brasil, se deve ao aumento da demanda na produção e esse aumento pode ser facilmente justificado com o surgimento de inúmeras técnicas de produção do vinho e reaproveitamento dos seus resíduos, estes fatores expõem o aumento da qualidade do vinho produzido e forcam as industrias a investirem em técnicas para diminuir a quantidade de resíduos formados e técnicas para o aproveitamento destes subprodutos (SILVA, 2014).

1.2 APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DA VINIFICAÇÃO

	Perante a lei 12.305 de 2 de agosto de 2010, resíduo sólido pode ser definido como: Material, substância, objeto ou bem descartado resultado de atividades humanas em sociedade, cujo estado final é obrigado a tornar-se sólido ou semissólido (BRASIL, 2010).
Os subprodutos encontrados no final das diversas etapas de produção do vinho foram demonstradas no ano de 1942 na então Revista Vitória, em, um artigo chamado “Produção do vinho e o tratamento de seus efluentes” pelo então agrônomo e enólogo, Celeste Gobatto, imigrante italiano, então professor da escola de engenharia de Porto Alegre (MONTEIRO, 2011, FERRARI, 2010).
Juntamente com o processo de vinificação e de geração de resíduos, há impactos ambientais, gerados diariamente independentemente de qual etapa do processo dessa forma pode ocorrer a poluição da água, degradação da vegetação e a emissão de ruídos e odores resultantes da industrialização do vinho (ANTUNES, 2016).
	Entre os principais efluentes da produção do vinho estão as sementes, cascas, borras, tartaratos, estes produtos normalmente possuem casualidade sazonal, que possuem uma variação muito grande entre volume e cargas de resíduos que advém do processo de vinificação, como cascas, borras e os tartaratos (ORTIGARA, 2009).
	Segundo Souza (2013), para cada 100 L de vinho originários da Vitis Labrusca produzidos em uma indústria, são obtidos 18 kg de bagaço, sendo que normalmente são considerados resíduos de baixo valor e consequentemente utilizados como ração animal.
	Além de compostos antioxidantes citados em diversos estudos, os produtos obtidos do processo de vinificação também apresentam atividade antimicrobiana e antifúngica. Também são ricos em fibras e podem ser incorporados em sucos, hambúrgueres e barras de cereais (MARTINS, 2016, BALESTRO 2011).
	Extratos de bagaço de uva foram utilizados em um estudo publicado no ano de 2010, realizado em uma cooperativa em Videira - SC mostrando a atividade antioxidante apresentada na casca da uva, em amostras de peito e coxa de frango, reduzindo em 79% a oxidação dos ácidos graxos nos frangos pela determinação da oxidação lipídica (SELANI, 2010).
É conhecido a importância da reutilização dos componentes da vinificação, assim como sua composição, as suas funcionalidades principalmente medicas, e isso tem sido cada dia mais utilizado no dia a dia, sendo que há hoje no mercado diversos produtos provenientes de estudos com esses subprodutos ou resíduos industriais que são provenientes da manipulação da uva para a formação do vinho (HUERTA, 2018).
	A maior parte do aproveitamento dos resíduos é devido a alta deposição de compostos fenólicos nas cascas e nas sementes da uva Vitis Labrusca, cerca de 25% dos compostos fenólicos são encontrados nas cascas e 65% dos compostos fenólicos são encontrados nas sementes, dentre estes compostos os flavonoides, são as substancias mais presentes, por apresentarem atividade antioxidante e consequentemente duelarem metais como Fe e Cu ajudando na modulação de enzimas celulares (SOUZA, 2013).
	Sementes de uva são amplamente descartadas na industrialização da uva, sendo que podem ser muito bem reutilizadas, devido a sua composição natural, seus principais componentes são: constituintes fenólicos, vitamina E, ácidos graxos insaturados, componentes hidrofílicos e fitoesteróis. Substancias como Tocoferol, ácido linoleico e o Resveratrol são encontradas no resgaste dos subprodutos da uva são comprovadamente utilizáveis em medicamentos cardioprotetores, antimicrobianos e antitumorais (CARAVAGLIA, 2016).

	1.3 COMPONENTES ENCONTRADOS NOS RESIDUOS DA VINIFICAÇÃO DA UVA

Há presente na uva uma dimensão de substâncias que podem ser utilizadas para fim medicinal. Uma classe dessas substancias são os compostos fenólicos, principalmente os flavonoides amplamente encontrados em todas as partes da uva (ABE, 2007).
Segundo Martins (2016), um dos principais motivos para a elevada concentração de compostos fenólicos na uva é a ineficiente cascata dos processos extrativos durante o processamento durante a vinificação.
Fitoesteróis são substancias encontradas nos resíduos de vinificação da uva, principalmente na semente e na casa. Essa substância apresenta inúmeros estudos demonstrando sua atividade hipocolesterolêmica desde a década de 1950, sendo que estudos mais recentes têm demonstrado a sua importância como adjuvante em monoterapia farmacológica para o tratamento de dislipidemias (BREDA, 2010).
Entre os componentes químicos encontrados o maior objeto de estudo é o Resveratrol, descoberto no ano de 1940, por um japonês, extraído a partir de uma planta medicinal venenosa, a Veratum grandiflorum O. Loes, chamou a atenção realmente só no ano de 1992, quando foi utilizado para explicar os efeitos protetores do vinho em relação a diversas doenças (BRITO, 2016).
Os principais mecanismos para explicar os efeitos do Resveratrol são sua ação antioxidante e anti-inflamatória, que podem ser utilizadas para ajudar na prevenção de diversas doenças inclusive de problemas neurológicos (GOMES, 2018).
O Resveratrol, quimicamente conhecido como 3,4,5 – Tri-hidroxiestilbeno, caracteriza-se por ser um polifenol, formado pela condensação de 3 moléculas de malonil-CoA e 1 molécula de 4-coumaroil-CoA, o seu isômero trans é o mais estável e presente nos alimentos e dietas (GOMES, 2018; BRITO, 2016).
	Antioxidantes podem ser definidos como substancias que em baixas concentrações em relação a um substrato oxidável, atrasam ou inibem a oxidação deste substrato de uma maneira eficiente, prolongando sua vida útil devido a mecanismos de ação que podem ser primários como mecanismos doadores de elétrons ou secundários que seriam os quelantes de metais oxidativos (MORAIS, 2013).
Processos inflamatórios, devido a hábitos alimentares inadequados, podem estar associados a doenças crônicas. Dessa forma o interesse pelo estudo   dos polifenóis tem aumentado drasticamente.  Alguns destes compostos fenólicos encontrados nos resíduos de vinificação estão associados a regulação da resposta imune aumentando consideravelmente a quantidade de anticorpos como demonstrado em um estudo em ratos no ano de 2009 por Shukla e colaboradores (BEZERRA, 2013). 



1.4 PESQUISA DE ANTIOXIDANTES IN VITRO

	A pesquisa da atividade antioxidante em alimentos é muito importam, visto que doenças como câncer, doenças cardíacas e Alzheimer podem ser prevenidas com o auxílio de substâncias antioxidantes (MORAIS, 2013)
	Em relação aos métodos de pesquisa, não há um método universal para se detectar a atividade antioxidante em cascas de uva, dessa forma os resultados gerados por uma análise se tornam difíceis de se comparar devido ao número variado de métodos que podem ser realizados para detectar a atividade antioxidante. (MORAIS, 2013)
	A pesquisa de antioxidantes em alimentos se torna ainda mais importante quando em determinadas situações, estes podem se tornar pró-oxidantes, e assim prejudiciais à saúde (BORGES, 2011).
	Entre os principais métodos na determinação da atividade antioxidante destaca-se o DPPH (2,2 difenil-1-picrihidrazila), que é um método de sequestro de radicais livres e o método do azul da Prússia que é um método baseado na complexação de metais oxidados (DUARTE-ALMEIDA, 2006).
	A atividade antioxidante medida pelo método do DPPH apresenta caráter numérico, baseando-se na detecção da capacidade antioxidante em transferir elétrons ou também chamado de mecanismo SET (Single Eléctron Transfer) e reduzir quaisquer substancias (PIRES, 2017)
O teste apresenta característica colorimétrica, sendo que a redução do radical DPPH fornece a formação da hidrazina. O processo varia entre o violeta até o final com tonalidade amarelo (DUARTE-ALMEIDA, 2006, PIRES, 2017).
	Outro ensaio realizado é o poder redutor, técnica que se baseia na capacidade do antioxidante em reduzir o íon ferricianeto para a forma ferrosa. Neste ensaio, a coloração amarela da solução muda para o  verde ou azul, dependendo do poder de redução da amostra, sendo esta capacidade avaliada pela formação de um complexo entre a forma ferrosa e o cloreto férrico (Azul da Prússia), o qual gera um aumento na absorbância da solução. A atividade é mensurada pela alteração da absorbância em um comprimento de onda de 700nm (OYAIZU,1986)
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Antioxidant activitie of Vitis labrusca grape shells obteined by a vinification residue
Biociências e Saúde Humana
FIORENTIN, Natan Brandão1; BENDER, Suzana2


1Acadêmico do Curso de Farmácia. Fundação Assis Gurgcz (FAG).
2Docente do Curso de Farmácia. Fundação Assis Gurgcz (FAG).

Resumo: Introdução: O vinho é uma das bebidas mais consumidas e importantes no mundo, com isso, técnicas de preparo do vinho e extração dos compostos fenólicos (responsáveis pelas ações cardioprotetoras e hipocolesterolêmica) da uva tem se desenvolvido cada dia mais, visto a importância química e biológica dos compostos extraídos no processo de vinificação. Objetivos: O objetivo do trabalho foi analisar a atividade antioxidante contida no extrato fenólico das cascas da uva Vitis labrusca. Metodologia: As cascas da uva Vitis Labrusca foram obtidas provenientes de uma vinícola da cidade de Palotina, Paraná, em marco de 2019, diluiu-se o extrato fenólico das cascas da uva Vitis Labrusca a 0,01% (v/v) e analisou-se a atividade antioxidante a partir dos métodos do Azul da Prússia (técnica do poder redutor, que se baseia na capacidade do antioxidante em reduzir a forma ferrosa e formar proporcionalmente o Azul da Prússia) e do Dpph (2,2 difenil-1-picrihidrazila), (método de sequestro de radical livre). Resultados: A atividade antioxidante no extrato fenólico observada foi bem elevada na análise pelos dois métodos e comprovou-se o alto poder redutor da amostra pela constância dos resultados de absorbância obtidas método do Azul da Prússia. Conclusão: Apesar dos altos índices de atividade antioxidante obtidos pelos métodos do Dpph e Azul da Prússia analisados não há uma relação direta entre a concentração de resveratrol e a atividade antioxidante dos compostos fenólicos da amostra, reafirmando o que diz a literatura sobre os flavonoides e as epicatequinas serem os principais responsáveis pela atividade antioxidante presentes na casca da uva.
Palavras-chave: Vitis labrusca. Azul da Prussia. Dpph. Atividade antioxidante e compostos fenólicos

Abstract: Resume: Wine is one of the most consumed and important beverages in the world, beside this, lead up techniques of wine and grape phenolic compounds (responsible by cardioprotective and hypocholesterolemic effects) extraction have been desenvolved day by day, before seems the importance chemical and biology compounds extracted in the vinification process. Objectives: The purpose of this article was been analyse the antioxidant activitie in the phenolic extract obtained by grape shells of Vitis Labrusca. Method: The grape shells of Vitis Labrusca has come by a winery situated in Palotina city, Paraná state, in march 2019, the extract was been diluted to 0,01% (v/v) and analyzed the antioxidant activity by Prussian Blue (Power reduction technique, which is based on the reduction ability to reduce ferrous form and proportionally form Prussian Blue) and Dpph method (2,2 difenil-1-picrihidrazil), (free radical scavenging method). Results: The antioxidant activity in the phenolic compound was high results when analyzed by the two methods and was comproved the reduction power by the stability of absorbance on Prussian blue method.  Conclusion: Besides the elevated antioxidant, activity observed on Dpph and Prussian Blue method, there is not a direct relation between the resveratrol and the high antioxidant activity of phenolic compounds in the sample analyzed, reaffirming that what literature says about flavonoids and epicatechins be responsible about antioxidant activity present on grape shells. 

Keywords: Vitis labrusca. Prussian Blue. Dpph. Antioxidant activity and Phenolic Compounds

INTRODUÇÃO

Para a produção de um bom vinho, são necessárias inúmeras etapas desde a chegada da uva in natura até o produto final. Essas etapas envolvem diferentes processos que são a recepção, o esmagamento, a fermentação, decantação, a maturação, a filtração e o engarrafamento.  Cada processo acaba por se tornar muito importante, principalmente devido aos seus resíduos que podem ser amplamente utilizados em inúmeras funções1.
O reaproveitamento de resíduos da vinificação agrega valor, reduz danos ao ambiente e gera produtos que podem ser utilizados como agentes corrosivos na metalúrgica, partes de medicamentos e como alimentos funcionais2. 
A técnica empregada na produção do vinho, quando associada a Química Verde traz soluções, principalmente biotecnológicas para a melhor separação e aproveitamento dos resíduos formados, uma vez que torna possivel   o uso de enzimas na prensagem e membranas para separação dos óleos extraídos principalmente da casca da uva2.  
Entre os principais resíduos da vinificação se encontram as cascas e as sementes da uva. Cada cem litro de vinho produzido gera aproximadamente dezoito quilos de bagaço, sementes e casca e está matéria orgânica residual, normalmente é utilizada como ração animal3.
As cascas e o bagaço da uva podem conter polifenóis, antocianinas, ácidos hidroxicinâmicos, fitoesteróis, ácido linoleico, catequinas e flavonoides4. 
A maior parte do aproveitamento dos resíduos é devido a alta deposição de compostos fenólicos nas cascas e nas sementes da uva Vitis labrusca, sendo que cerca de vinte e cinco por cento dos compostos fenólicos são encontrados nas cascas e sessenta e cinco são encontrados nas sementes5.
As substâncias encontradas nos subprodutos como bagaço, casca e semente da uva tem amplo valor comercial por terem importância no tratamento de diversas doenças de caráter oxidativo e inflamatório, uma vez que são capazes de atuar com  efeito cardio protetor por  reduzirem o colesterol , estimularem a vaso dilatação e inibirem vias pró-inflamatórias. Além de possuírem atividade antifúngica e antimicrobiana comprovada. Estas substâncias presentes nos subprodutos da vinificação como o resveratrol e os fitoesteróis amplificam ainda mais a importância do estudo in vitro dessas substâncias3,6. 
 O resveratrol é uma fitoalexina, ou seja, um antibiótico de origem natural produzido pelas videiras pela necessidade da planta em se defender. Está presente nas cascas e bagaços dos resíduos da vinificação devido a ineficiência na extração na produção do vinho4. 
O resveratrol apresenta substituintes doadores de hidrogênio ou elétrons, capacidade de ressonância em sua estrutura, além de efeito quelante o que lhe confere a capacidade antioxidante. Dessa forma, essa atividade pode ser pesquisada por diferentes métodos como pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), do ABTS (2,2 AZINO BIS [3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic acid]) e o método do Azul da Prússia7. 
  O método do DPPH é o método mais utilizado para análise de substâncias antioxidantes em meio orgânico podendo ser muito útil na análise da uva e seus derivados como o suco, a casca, bagaço e do vinho. Já o Azul da Prússia é uma técnica de baixo custo, reprodutível, simples e exata, o que facilita o estudo das substâncias com características antioxidantes7.
O método do Azul da Prússia ou do poder redutor é técnica que se baseia na capacidade do antioxidante em reduzir o íon ferricianeto para a forma ferrosa. Neste ensaio, a coloração amarela da solução muda para o verde ou azul, dependendo do poder de redução da amostra, sendo esta capacidade avaliada pela formação de um complexo entre a forma ferrosa e o cloreto férrico (Azul da Prússia), o qual gera um aumento na absorbância da solução. A atividade é mensurada pela alteração da absorbância em um comprimento de onda de 700nm8. 
 Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi verificar a atividade antioxidante da casca da uva Vitis labrusca obtida dos resíduos da vinificação.

METODOLOGIA

OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS

Para a realização do trabalho foram adquirido aproximadamente 1 kg de amostras de bagaço de uva Vitis labrusca, que foram cedidas pela Vinícola Bordignon, localizada na linha alvorada, zona rural de Palotina – PR, em março de dois mil e dezenove.
Após adquirir as amostras, as mesmas foram levadas até a Universidade Estadual do Oeste do Paraná, em Cascavel, para o laboratório de alimentos, aonde foram congeladas e liofilizadas. Os demais ensaios foram realizados no Centro Universitário da Fundação Assis Gurgacz, nos laboratórios de química e tecnologia farmacêutica.

PREPARO DO EXTRATO FENÓLICO

O protocolo utilizado foi realizado segundo Liu et al9, com modificações. Foi pesado 1g de composto liofilizado o qual foi adicionado de 5 ml de solução solvente de metanol e 5 ml de acetato de etila (PM 88,11 g/mol). Os compostos fenólicos foram extraídos no escuro por 24 horas à temperatura ambiente. Após esse período, o líquido de extração foi centrifugado a 1000 rpm por 15 min. 
O sobrenadante foi evaporado até secagem no rotaevaporador por 3 horas a temperatura de 50°C. O extrato fenólico bruto seco foi suspenso em 2 ml de metanol e congelado a -18°C até o momento da análise.
Para a avaliação da atividade antioxidante, 10 μl do extrato de compostos fenólicos foi diluído em 100mL de água 0,01% (v/v). Desse volume foram retiradas alíquotas de modo a se obter uma concentração final de 0,5;1,5; 3,0; 6,0; e 9,0 %(v/v).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DO AZUL DA PRÚSSIA

O poder redutor das amostras foi determinado como descrito por Oyaizu8 (1986) com algumas modificações. O extrato fenólico nas diferentes concentrações (1 mL) foi misturado com 1,0 ml de tampão fosfato (0,2 mol.L-1, pH 6,6) e 1,5 ml de solução aquosa de ferrocianeto de potássio 1% (p/v). Após 30 minutos de incubação a 50oC, 1,5 ml de ácido tricloroacético 10% (p/v) foi adicionado à mistura e homogeneizado em vórtex. Do sobrenadante retirou-se uma alíquota de 2 ml à qual será adicionada 2,5 ml de água destilada e 0,5 ml de cloreto férrico 0,1% (p/v). O branco foi preparado nas mesmas condições, utilizando todos os reagentes citados com exceção do ferrocianeto de potássio.
Após 15 minutos, transferiu-se a amostra para cubeta e a absorbância foi mensurada em um comprimento de onda de 700 nm. As leituras foram realizadas em triplicata com uma repetição. O maior valor de absorbância da mistura de reação (média das repetições) indicou maior poder redutor da amostra. Os resultados foram expressos na forma de uma tabela.

 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DO DPPH

O procedimento foi realizado conforme Vale e Bender10, com algumas modificações. Pipetou-se 1 mL o extrato fenólico obtio no item 2.2 nas diferentes concentrações   e adicionou-se de 1,5 mL da solução metanólica de DPPH 50 mg L-1. A leitura das absorbâncias foi realizada após 30 minutos utilizando espectrofotômetro (modelo Gehaka UV-340G) e cubetas de vidro com percurso óptico de 1,0 cm no comprimento de onda de 517 nm. 

Para o branco utilizou-se 1 ml o extrato obtido anteriormente com a adição de 1,5 ml de metanol, sem adição de DPPH. Para o controle negativo foi utilizado 1mL de água o qual adicionou de 1,5 ml da solução metanólica de DPPH 50 mg L-1.   O experimento foi realizado em triplicata com uma repetição. Os resultados foram expressos na forma de um gráfico de absorbância versus concentração da amostra.
O cálculo da atividade antioxidante será realizado conforme a equação 1:

             Equação 1

O extrato seco de revestrol foi preparado da mesma forma e analisado nas mesmas concentrações do extrato fenólico pelo método do DPPH para fins de comparação. A analise foi realizada em triplicata com uma repetição. Os resultados foram comparados através dos valores de absorbância encontrados para cada concentração analisada e expressos na forma de uma tabela.

Analise Estatistica dos Resultados Obtidos
1.1 
2.1 
2.1 
2.2 
2.3 

A partir dos resultados obtidos foram calculadas as médias dos valores de cada repetição e o desvio padrão e para verificar a veracidade destes valores. Os resultados foram avaliados estatisticamente através do teste de Tukey e pelo teste de variância (ANOVA) o utilizando o software Statistica 10.0. Valores com variância menor que 5% não serão considerados significativos.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DO AZUL DA PRÚSSIA

Os resultados obtidos na análise da atividade antioxidante realizada pelo método do Azul da Prússia estão demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 – Médias das absorbâncias obtidas pelo método do Azul da Prússia e o desvio padrão das médias para as diferentes alíquotas analisadas
	Alíquotas do 
extrato fenólico
(%)
	Média das leituras 
das absorbâncias
(700 nm)
	Desvio Padrão 
da média

	0,5
	2,535
	0,0028

	1,5
	2,540
	0,0066

	3,0
	2,555
	0,0086

	6,0
	2,574
	0,0055

	9,0
	2,585
	0,0034


*De acordo com analise estatística (p≥0,05), não houve diferenças estatisticamente significativas entre a média das absorbâncias para as diferentes alíquotas analisadas
[bookmark: _GoBack]Conforme os dados demonstrados da Tabela 1 foi possível observar que os valores de absorbância não se alteraram nas diferentes alíquotas analisadas. Entretanto foi possível concluir que o extrato fenólico possui capacidade redutora, uma vez que formou o produto Azul da Prússia conforme evidenciado na Figura 1.

Figura 1 – Formação do Azul da Prússia
[image: ]

Angelo e Jorge11 demostram que o Azul da Prússia é um método inespecífico para pesquisa de compostos fenolicos e também que o Azul da Prússia se torna instável em soluções com cloreto férrico ocasionando uma variabilidade nas leituras de absorbância o que pode explicar os resultados obtidos.
Budini, Tonelli e Girotti12 mostraram em seus estudos sobre a determinação de polifenóis em morangos que o ácido ascórbico presente era um interferente na reação do Azul da Prússia.  O mesmo pode ter acontecido no estudo realizado, uma vez que segundo Santana, Siqueira, Lacerda e Lima13 a quantidade de vitamina C (ácido ascórbico) na uva Vitis labrusca é de 17,54 mg/mL.  Margraf7, apontou que a temperatura influencia na reação, pois considerou que estudos de potencial antioxidante deveriam ser realizados em condições fisiológicas a uma temperatura controlada (37º C simulando a temperatura corpórea). Também mencionou em seus estudos que a análise antioxidante in vitro utiliza reagentes que não estão presentes no meio biológico e dessa forma não refletem o que acontece no organismo.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DO DPPH

O resultado da atividade antioxidante do extrato fenólico da uva Vitis labrusca está demonstrado no abaixo no grafico 1. 

Grafico 1 – Valores da atividade antioxidante (%) da atividade antioxidante obtidos da análise do extrato fenólico da uva Vitis labrusca

*De acordo com analise estatistica (p≤0,05), existem diferenças significativas entre a média das absorbâncias para as diferentes alíquotas.

Conforme observado no Gráfico 1, o extrato fenólico da uva Vitis labrusca possui atividade antioxidante e essa foi proporcional à concentração, pois apresentaram diferenças significativas (p<0,05) no potencial como fontes de substâncias sequestradoras de radicais livres nas diferentes alíquotas analisadas. Esse comportamento apresentou-se em acordo com o descrito em estudos anteriores, em que os autores determinaram atividade dose-dependente pelo mesmo método.
Lima, Agustini, Silva, Gaensly, Cordeiro, Fávero et al.14 demonstraram que a quantidade de compostos fenólicos é dose dependente seu estudo sobre vários tipos de vinhos da uva Vitis labrusca produzidos na região de Curitiba, no estado no Paraná, pelo mesmo método.
Falcão, Chaves, Kuskoski, Fett, Falcão e Bordignon-Luiz15 estudaram através dos métodos do DPPH e do ABTS o índice de polifenóis e a capacidade antioxidante em diferentes concentrações de um modelo de geleia de uva (composto por um mix de tipos de Vitis labrusca (Isabel) e Vinífera (Refosco)), e concluiram que a concentração de compostos fenólicos e atividade antioxidante variou quando compararam a uva in natura com a geléia.
Cysneiros e Vasconcelos16 avaliaram duas variedades de vinhos Cabernet Sauvingnon e Syrah através do método do DPPH a 2%(v/v) para verificar a capacidade antioxidante  de vinhos produzidos no Vale do São Francisco e no Rio Grande do Sul e os resultados obtidos foram semelhantes (97% para a variedade Cabernet Sauvingnon e 96% para a variedade Syrah) aos obtidos na análise do extrato fenólico da Vitis labrusca que apresentou atividade antioxidante de  89% na maior concentração  (9,0%(v/v)). 
As absorbâncias do extrato fenólico obtido da uva Vitis labrusca foram comparadas às absorbâncias do extrato seco de resveratrol. Os resultados estão expressos na tabela 2.

Tabela 2 - Valores de absorbância e desvio padrão da média obtidos na análise do extrato fenólico e do extrato seco de resveratrol    obtidas pelo método do DPPH
	Aliquotas do extrato fenólico 
(%)
	Absorbância
(517 nm)
	Desvio Padrão 
	Aliquotas do extrato de resveratrol  a (%)
	Absorbância
(517 nm)
	Desvio Padrão 

	0,5
	0,748
	0,0030
	0,5
	0,447
	0,0060

	1,5
	0,776
	0,0038
	1,5
	0,382
	0,0119

	3,0
	0,806
	0,0052
	3,0
	0,308
	0,0141

	6,0
	0,854
	0,0039
	6,0
	0,211
	0,0060

	9,0
	0,894
	0,0084
	9,0
	0,133
	0,0045


*De acordo com análise estatística (p≤0,05), existem diferenças significativas entre a média das absorbâncias para as diferentes concentrações em relação ao Extrato seco de resveratrol.

Conforme observado na Tabela 2, foi possível concluir que o resveratrol não foi o principal componente antioxidante presente no extrato fenólico, uma vez que os valores de absorbância para as mesmas concentrações foram diferentes.
Melo, Bergamaschi, Tiveron, Massarioli, Oldoni, Zanus et al.17 relataram que a presença do flavonoide epicatequina como uma das substâncias com maior expressão nas análises de DPPH do bagaço de resíduos industriais de Vitis labrusca e Vitis vinífera (uvas tintas e brancas). Abe, Da Mota, Lajolo e Genovese18 defendem a ideia de que as antocianinas estão na casca e no suco da uva e não o resveratrol, o que dessa forma explicaria a diferencia entre as absorbâncias encontradas no presente estudo. 
O mesmo foi demonstrado por Lima, Agustini, Silva, Gaensly, Cordeiro e Fávero et al.14, que afirmaram não haver relação direta entre a concentração de compostos fenólicos (polifenóis) e a atividade antioxidante presente no vinho de uvas Vitis labrusca.
Frankel, Waterhouse e Teissedre19 apresentaram em seus estudos uma comparação entre os componentes químicos presentes em vários tipos de vinhos tinto e branco, obtidos em vinícolas do estado da Califórnia nos Estados Unidos e notaram a grande diferença na presença de Resveratrol.  Enquanto o vinho tinto continha 1,5 mg/L o vinho branco não possuía resveratrol, além disso a quantidade de fenólicos totais variou de 2567 mg/L para o vinho tinto e 239 mg/L para o vinho branco. O estudo desses autores evidenciou a baixa quantidade de resveratrol nesses vinhos e reforçou a importância da ingestão do vinho tinto em pequenas quantidades devido à alta presença de compostos antioxidantes e antinflamatorias que atuam como auxiliares na prevenção de diversas doenças crônico-degenerativas que afetam o cérebro e o coração.
 Souza5, ao avaliar as cascas e as sementes da uva Vitis labrusca observou que os flavonoides são as substâncias mais presentes e que apresentam mecanimo de ação antioxidante e dessa forma podem ser responsáveis pelos resultados encontrados no presente estudo.
Coklar e Akbulut20 estudaram a presença do resveratrol na uva e concluíram que a temperatura da extração influenciou a quantidade do resveratrol presente, pois em temperaturas acima de 25º C, onde ocorre a secagem da uva, a quantidade de resveratrol pode decair até 50% em relação a extração em temperaturas abaixo de 25º C onde as enzimas polifenoloxidases (PPO) (realizam a oxidação enzimática de compostos fenólicos) não possuem mais atividade oxidante. 
Sautter, Denardin, Alves, Mallmann, Penna e Hecktheuer21 analisaram o teor de resveratrol e seus isômeros presentes em sucos de uva e compararam com dados do teor de resveratrol de vinhos, concluindo que possuem níveis parecidos de resveratrol.



 CONSIDERAÇÕES FINAIS

De acordo com o observado foi possivel concluir que o extrato fenólico da uva Vitis labrusca possui atividade antioxidante pelos dois métodos analisados e essa atividade é bem alta visto que a concentração utilizada do extrato foi baixa.
	Diversos fatores podem ter influenciado nos altos resultados obtidos de atividade antioxidante, entre eles diversos autores apontam que o método extrativo empregado é um dos principais fatores que influencia no conteúdo fenólico e da atividade antioxidante, logo o método empregado na extração dos polifenóis das cascas da Vitis labrusca foi eficiente e ajudou na obtenção dos altos teores de atividade antioxidante.
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