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RESUMO

No Brasil, a industria vinicola gera toneladas de residuos, sendo um deles o bagaco
da uva, composto principalmente por casca e semente, que é rico em compostos
antioxidantes devido a sua extragao incompleta. No momento, ha uma tendéncia na
elaboragao de produtos de panificacdo funcionais, visto que diversas doencas estao
associadas aos maleficios causados pelos radicais livres e cada vez mais as
pessoas estdo se preocupando com a saude. Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi explorar o extrato do bagago da uva (casca e semente) como aditivo no pao e
verificar se 0os compostos antioxidantes permanecem apds a cocg¢do, produzindo,
assim, um alimento funcional e proporcionando uma aplicabilidade a esse residuo
industrial considerado um significativo poluente ambiental. Extratos de casca da uva
(ECU), semente da uva (ESU) e casca mais semente da uva (ECSU) foram
preparados e posteriormente acrescentados aos paes nas concentragoes 25, 50, 75
e 100%. Analise de Fenolicos Totais (FT), de Capacidade Antioxidante (CA) por
ABTS e FRAP e de HPLC foram realizadas para as 26 amostras selecionadas. O
enriquecimento dos pades com extrato do bagac¢o da uva mostrou-se eficiente, uma
vez que aumentou a concentragdo de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante apos o processamento térmico dos paes, exceto nas analises pelo
método FRAP dos paes enriquecidos com os extratos de semente e casca mais

semente da uva.

Palavras-chave: 1. pdo 2. bagago da uva 3. alimento funcional 3. antioxidantes 4.
poluente ambiental.
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ABSTRACT

In Brazil, the wine industry generates tons of waste, one of which is grape marc,
composed mainly of skin and seeds, which is rich in antioxidant compounds due to
its incomplete extraction. At the moment, there is a trend in the elaboration of
functional bakery products, since several diseases are associated with the harm
caused by free radicals. Therefore, the objective of this work was to explore the
grape marc extract (skin and seed) as a food additive to the bread. To check if the
antioxidant compounds remain after cooking, thus producing a functional food and
providing an applicability to this industrial residue considered a significant
environmental pollutant. Grape skin (ECU), grape seed (ESU) and grape skin plus
seed (ECSU) extracts were prepared and later added to breads in concentrations 25,
50, 75 and 100%. Analysis of Total Phenolics (TF), and Antioxidant Capacity (CA) for
ABTS and FRAP method, and HPLC were performed for the 26 selected samples.
The addition of grape marc in breads proved to be efficient, since it increased the
concentration of phenolic compounds and antioxidant capacity after the thermal
processing of the breads, except in the analysis by the FRAP method, bread with

grape seed (ESU) and grape skin plus seed (ECSU) extracts.

Keywords: 1. grape bread 2. grape skin and seed 3. total phenolics 4. antioxidant
capacity.
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1. INTRODUGCAO

A vitivinicultura € uma atividade de relevancia econdmica mundial,
anualmente produz-se aproximadamente 60 milhdes de toneladas, sendo 80% da
fabricacdo designada a confec¢do de vinhos e derivados (BENNEMANN et al.,
2018). O Brasil € um grande produtor de frutas, sendo as uvas uma das principais
produzidas. As espécies Vitis vinifera e Vitis labrusca sdo as mais cultivadas, sendo
a primeira empregada para produgao de vinhos finos e a segunda para vinhos de
mesa e consumo (RIBEIRO, 2016).

No geral, as uvas sao utilizadas como matéria prima na fabricagdo de vinhos,
sucos, geleias, e passas. O suco de uva é bastante consumido por ser uma bebida
pratica, saborosa e nutritiva (FREITAS, 2007). Nos ultimos anos a produgéo
nacional de sucos de uva tem aumentado (PEREIRA et al., 2013) devido ao
crescimento significativo pela procura de sucos, particularmente do integral pronto
para beber (COSTA, 2019).

As uvas se destacam devido ao seu alto teor de antioxidantes, compostos
bioativos que protegem nossas células dos efeitos dos radicais livres, substancias
que causam danos a saude humana (SILVA et al., 2010). Na alimentagcédo esses
antioxidantes preservam a qualidade dos alimentos e diminuem o risco de doencas
cronicas, como cancer, diabetes e aterosclerose (ANGELO; JORGE, 2007).

O reino vegetal possui as principais fontes antioxidantes naturais devido ao
seu conteudo de compostos fendlicos, os quais nas uvas sao identificados como
flavondides, acidos fendlicos e resveratrol (ANGELO; JORGE, 2007; ABE et al.,
2007). Os flavondides (catequina, epicatequina, procianidinas e antocianinas),
acidos fendlicos e resveratrol, estdo presentes na casca e sementes das uvas
(SOARES et al.,, 2008). Os flavonodides além de antioxidantes tém capacidade
antiinflamatéria, antialérgica e antiplaquetaria (ZOPELLARO; SILVA; LOVATO,
2019).

O bagaco da uva é o residuo predominante da vinificagdo, produzido em
decorréncia da prensagem das uvas, formado por casca, sementes, engaco e
mosto, sendo o0 engaco a sustentacdo do cacho e o mosto o suco que nao foi
fermentado. No Brasil, apenas uma fracdo do bagacgo é utilizada para produzir
graspa, um destilado de uva, a maior porgao desse residuo é utilizada para

fertilizacdo do solo e incremento a ragao animal. Pela biodegradacao do residuo ser
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longa, ndo é possivel transformar toda a matéria organica até a préxima safra e
devido a sua grande quantidade de fibras, ndo pode ser exclusivamente ofertado a
alimentagao animal tornando-o um poluente ambiental (RIBEIRO, 2016; ROCHA, et
al., 2019).

O bagacgo ainda possui grande quantidade de compostos bioativos devido a
extragdo incompleta no processo de producado, principalmente flavondides e nao
flavondides. Os flavonoides sado os flavanais, flavondis, flavonas e antocianidinas e
os nao flavondides sao acidos benzoicos, fendlicos, cindmicos e estilbenos
(RIBEIRO, 2016). Sua composi¢céo € principalmente a casca, que possui fibras,
agua, compostos fendlicos e antocianinas que dao sua coloracdo, e sementes,
compostas por fibras, oleo, proteinas, minerais, acucares e compostos fendlicos
como taninos, além disso, também possuem acido linoleico, acido graxo
poli-insaturado, catequinas e epicatequinas, acido galico e resveratrol (RIBEIRO,
2016). A partir da extragdo da semente podem ser obtidos 6leos ricos em acidos
graxos insaturados, como o acido linoleico ou 6mega-6 (ROCHA et al., 2019).

Esses residuos sdao uma fonte de baixo custo para obtencdo desses
compostos, podendo ser adicionados a alimentos a fim de melhorar seu valor
nutricional (ROCKENBACH et al., 2007). De acordo com a American Dietetic
Association (1999) alimentos funcionais sao aqueles enriquecidos, fortificados ou
integrais, que para serem definidos como funcionais devem fornecer beneficios a
saude além dos nutrientes. A pratica de enriquecimento de alimentos é feita com a
func&o de melhorar o valor nutricional dos mesmos (BORGES et al., 2011).

Recentemente, devido ao aumento da conscientizagcdo entre alimentacéo e
saude, maior demanda por alimentos saudaveis e crescente prevaléncia de doencas
ocasionadas por mudangas no perfil alimentar e habitos alimentares da populagao,
como obesidade, diabetes tipo 2, doengas cardiovasculares e cancer, a pesquisa
cientifica e industria de panificagcdo comecgaram a investir na melhora da qualidade
dos produtos de panificacdo para atender as necessidades dos consumidores
(CONTE et al., 2016). Os padroes nutricionais desses alimentos podem ser
melhorados através da adicdo de fibras, proteinas, antioxidantes naturais e
prebioticos (RAHAIE, 2014).

O pao é um alimento mais antigo e amplamente consumido no mundo, sendo
atrativo pelo preco, sabor e disponibilidade. Representando uma importante fonte

caldrica da dieta brasileira, fornecendo energia e nutrientes (BORGES et al., 2011).
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No momento, ha uma forte tendéncia na elaboracdo de produtos de panificacdo
funcionais, assim o estudo do enriquecimento do pdo com o bagago da uva é
relevante, uma vez que os compostos bioativos sdo sensiveis ao aumento da
temperatura, podendo ser degradados e outros formados (KIM et al., 2006; PENG et
al., 2010).

Neste contexto, o presente trabalho propde enriquecer o pdo com os extratos
dos componentes do bagago da uva (casca e semente), agregando ao alimento
propriedades funcionais, através da substituicdo da agua na receita do pao por um
extrato do residuo da uva, verificar se esses compostos permanecem apds a CoCcgao

e ao mesmo tempo dar uma finalidade ao residuo produzido pelas vinicolas.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtencao de amostras e ingredientes
Foi realizado o contato com a empresa de suco de uva integral, uva’so,
localizada no Rio Grande do Sul. As amostras de cascas e sementes de uva foram
enviadas secas, da variedade de uva Bordé (Vitis labrusca), e recebidas em agosto
de 2019 no Laboratério Multidisciplinar de Alimento e Saude (LABMAS) da
Faculdade de Ciéncias Aplicadas (FCA). Os ingredientes para formulagédo dos paes

foram adquiridos em estabelecimentos comerciais da cidade de Limeira.

2.2. Preparo do extrato dos bagaco da uva

Foram realizadas extracbes em banho de ultrassom com trés tipos de
amostras, a primeira com 15 g de casca da uva, a segunda com 15 g de semente da
uva e a terceira com 15 g de casca mais semente de uva. Os solventes utilizados
foram 100 mL de agua ultrapura para a primeira extragao, 100 mL de etanol 50%
para a segunda extracdo e 100 mL de etanol 100% para a terceira. O banho de
ultrassom foi preparado em frequéncia 37 kHz, temperatura 50°C, poténcia 100 por
30 minutos. Os extratos foram filtrados em filtros de café de papel numero 103,
colocados no rota-evaporador até secarem e diluidos em 20 mL de agua ultrapura.
O extrato da casca de uva (ECU), extrato da semente de uva (ESU) e o extrato da
casca mais semente de uva (ECSU) foram armazenados a -20° C para serem

utilizados posteriormente para elaboracdo dos paes e analises.
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2.3. Formulagao dos paes

Foram utilizadas diferentes porcentagens de substituicdo da agua da
formulagéo pelo extrato concentrado (25%, 50%, 75% e 100%) dos ECU, ESU e
ECSU para a producdo dos paes experimentais. A formulacdo padronizada*® para
um péao de 100 gramas foi a referéncia dos paes controle (Tabela 1). Inicialmente os
ingredientes foram pesados, os secos foram colocados em um bowl juntos e
misturados, em seguida foi adicionada a agua misturando tudo até obter uma massa
homogénea. O primeiro descanso da massa foi de cinco minutos, apos esse tempo
a massa foi sovada e descansou por mais quarenta minutos. A estufa foi aquecida a
180°C, os paes assados por 25 minutos e posteriormente armazenados no freezer
a -20°C.

Tabela 1. Formulagéo padrao utilizada para o pdo de 100 gramas.

Ingredientes 0% 25% 50% 75% 100%
(controle)

Farinha 639 639 639 639 639
Fermento 29 29 29 29 29
Agua 35mL 26,2 mL 17,4 mL 8,6 mL -

Extrato - 8,8 mL 17,6 mL 26,4 mL 35 mL

Fonte: Autoras (2021)

*Foram excluidos agucar, gordura, sal, leite em pd para diminuir a complexidade da

amostra e facilitar a leitura dos compostos.
2.4. Extracao dos compostos

Foram realizadas extragbes dos compostos dos vinte e seis tipos de
amostras (paes crus e assados). A extragao foi seriada e os solventes utilizados
foram 100 mL de agua ultrapura para a primeira extragdo em banho de ultrassom,
100 mL de metanol 50% para a segunda extragdo e 100 mL de metanol 100% para
a terceira. O banho de ultrassom foi preparado em frequéncia 37 kHz, temperatura
50°C, poténcia 100 por 30 minutos. Os extratos foram filtrados em filtros de café de

papel numero 103. Os extratos obtidos foram misturados, completados com agua
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ultrapura até 100 mL e filtrados com filtro de seringa para posterior analise de
fendlicos totais e capacidade antioxidante (CA). Os extratos dos compostos dos

paes foram armazenados a -20°C.
2.5. Analise da capacidade antioxidante (CA)

A andlise da capacidade antioxidante dos paes crus e assados foi realizada
em triplicata em microplaca, através de dois métodos: o método FRAP, segundo a
metodologia de MULLER, L. et al., (2010), mede a capacidade antioxidante através
da reducédo do ferro e o método ABTS, segundo a metodologia de AL-DUAIS, M. et
al., (2009), verifica a CA através da geragao do radical ABTS.

Para realizar o procedimento FRAP, foram utilizado os reagentes tampao
acetato de potassio 0,3 M e pH 3,6, solugdo HCL 40 mM, solugdo TPTZ (2,4,6-tris
(2-piridil)-s-triazina) 10 mM em HCL 40 mM, solugao cloreto férrico hexa hidratado
20 mM em agua destilada, solugdo padrao de sulfato ferroso heptahidratado 2,5 mM
e solugcdo FRAP. A solugao padréao traz os pontos da curva analitica: 100, 250, 400,
550 e 700 IuM. Posteriormente, o leitor de placas foi ajustado em um comprimento
de onda 595 nm e temperatura 37°C. Em microplaca 20 yL de agua (branco),
solugéo padrao e as amostras foram pipetadas, 30 yL de agua destilada e por ultimo
2000 uL do reagente FRAP, preparado no momento da analise. A placa foi inserida
no leitor de placas e realizada a leitura apés 8 minutos de incubacao. Os resultados
obtidos da placa foram usados para os calculos da atividade antioxidante expressos
em equivalentes de sulfato ferroso por meio da equacao da reta adquirida através
da curva de calibrac&o. A curva é construida plotando-se a concentragdo no eixoy e
absorbancia no eixo x.

Para a execucdo do método ABTS foram utilizado os reagentes tampao
fosfato de potassio 75 mM pH 7,4, solugdo ABTS 7 mM em agua destilada, solugéo
persulfato de potassio 140 mM em agua destilada, solucao radical ABTS ajustada a
absorbancia de 0,7 + 0,02 com tampao fosfato de potassio 75 mM pH 7,4, por
ultimo solucéo padrao de Trolox 2,5 mM em tampéao fosfato de potassio 75 mM pH
7,4. A solucdo padrao traz os pontos da curva analitica: 200, 150, 100, 50, 12,5 uM.
Posteriormente, o leitor de placas foi ajustado em um comprimento de onda 730 nm.
Em microplaca 240 uL de tampéao fosfato (branco), 20 uL de solugdo padrao e
amostras foram pipetados e 220 yL de solugdo do radical ABTS ajustada a

absorbancia de 0,7 + 0,02. A placa foi inserida no equipamento, agitada e realizada
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a leitura apds 6 minutos reagindo ao abrigo da luz. Os resultados obtidos da placa
foram usados para os calculos da atividade antioxidante expressos em equivalentes
de Trolox por meio da equacao da reta adquirida através da curva de calibragao. A

curva € construida plotando-se a concentragdo no eixo y e absorbancia no eixo x.
2.6. Analise de fendlicos totais (FT)

A analise dos fendlicos totais descrita por Singleton et al. (1999) e adaptada
para microvolume, foi realizada segundo a metodologia de AL-DUAIS, M. et al.,
(2009) em triplicata. O método utiliza o reagente Folin-Ciocalteau baseado em
reacdes de oxi-redugao entre os compostos fendlicos e ions metalicos e a leitura
feita por espectrofotometria. Para realizar o procedimento de determinagcdo da
concentragdo de fendlicos totais, foram utilizado os reagentes solugcdo de
Folin-Ciocalteau 10% em agua destilada, solugao de carbonato de sédio 7,5% em
agua destilada e solugdo padréo de acido galico 500 uyg/mL em agua destilada. A
solugcdo padrao traz os pontos da curva analitica: 20, 40, 60, 80, 100, 120 ug/mL.
Posteriormente, o leitor de placas foi ajustado em um comprimento de onda 740 nm.
Em microplaca 20 uL de agua (branco) e da amostra e 100 yL da solugao
Folin-Ciocalteau 10% foram pipetados, apés 5 minutos foram adicionados 75 uL da
solugao de carbonato de sédio 7,5%. A placa foi inserida no equipamento, agitada e
realizada a leitura apos 40 minutos ao abrigo da luz. Os resultados obtidos da placa
foram usados para os calculos da atividade antioxidante expressos em acido galico
por meio da equacgao da reta adquirida através da curva de calibragdo. A curva é

construida plotando-se a concentragao no eixo y e absorbancia no eixo x.

2.7. Analise por cromatografia liquida

Foi feita a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) no sistema
Extract-US (FAPESP 2013/04304-4). A separagao dos compostos foi realizada
utilizando uma coluna tipo Fused-core (Kinetex C18, 2,6 ym, 100 A, 100x4,6 mm,
Phenomenex, Torrance, CA, EUA). A absorbancia UV foi monitorizada em 280 nm.
A temperatura da coluna foi mantida a 40°C e o fluxo a 1,1 mL/min. A fase movel foi
composta de agua (0,1% acido fosforico) (solvente A) e acetonitrila (0,1% acido
fosforico) (solvente B). O perfil de gradiente foi o seguinte: 2 minutos (7% B), 5
minutos (10% B), 14 minutos (15% B), 25 minutos (40% B), 29 minutos (100% B),
33 minutos (100% B), 34 minutos (5% B). O volume de injecéo foi de 5 L.



22

2.8. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como meédia =+ desvio padrdo. A
comparagao entre os paes crus e assados em diferentes concentragdes (0%, 25%,
50%, 75% e 100%) foi realizada através da analise ANOVA de dois fatores seguida
do teste de Tukey. Os testes foram realizados utilizando o software SigmaPlot 12.0.

Para todos os testes considerou-se significativo valor de p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento térmico faz parte da cocgao comum dos alimentos, sendo a
forma mais popular de processamento de alimentos. Durante o aquecimento,
ocorrem varias reagbes que podem ser dificeis de serem determinadas pelo
tamanho de sua complexidade, mas com papel fundamental para determinar
atributos de qualidade ao alimento, caracteristicas estas, sensoriais, de valor
nutricional e de seguranga. Embora muitos compostos sejam degradados por causa
do calor, outros novos podem ser gerados a partir destes. Alguns desses compostos
contribuem significativamente para as propriedades organolépticas dos alimentos,
como cor e sabor (KIM et al., 2006; PENG et al., 2010).

Os compostos fendlicos, segundo Malacrida e Motta (2005), sao sensiveis
ao aumento da temperatura, principalmente as antocianinas que sao facilmente
degradadas durante o processamento e armazenamento. Em contrapartida, as
reagcoes causadas pelo calor podem gerar compostos com efeitos antioxidantes e
quimiopreventivos, mas alguns podem ter agdes prejudiciais a saude (PENG et al.,
2010). No presente estudo foi demonstrado que os compostos, em sua maior parte,
ndo foram degradados apds o processamento térmico dos paes, sendo esse

resultado mostrado pela analise de FT e CA pelos métodos FRAP e ABTS.
3.1. Andlise de FT, ABTS e FRAP

Verificou-se que os compostos fendlicos e CA aumentaram significativamente
nos paes assados em relacdo aos crus com a adicdo de quatro niveis de
concentracbes diferentes das formulagdes ECU, ESU e ECSU. Os graficos

demonstram que um nivel mais alto de adicdo dos diferentes extratos resulta em um
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conteudo maior de compostos fendlicos e CA, ou seja, conforme o aumento das
concentragdes maior o valor de compostos FT e CA dos paes.

A figura 1A no grafico da analise de fendlicos no pao cru, demonstra um
aumento estatisticamente significativo de fendlicos comparando os paes com
concentragao inferior do extrato, menos as concentragbes 25% ECU e ESU, 50%
ECU e 100% ECU e ESU. Isso se deve a taxa de incremento de fendlicos na
massa, pois quanto maior o volume do extrato, maior a quantidade de fendlicos
encontrada na massa crua. E possivel perceber esse fato na elaboracdo do p3o,
pois quanto maior a concentragdo do extrato mais roxo escuro a massa ficou.
Apesar de algumas concentragées nao terem um aumento significativo, ainda sim
nota-se um aumento nos dados brutos, resultado do incremento do extrato na
massa.

Ao observar o grafico de analise ABTS no pao cru (Figura 1B), nota-se que
as concentragdes dos paes enriquecidos com os trés extratos tiveram um
crescimento significativo na CA em comparagdo com os paes de concentragéo
inferior do extrato, exceto as concentragcdes 75% ECSU e 100% ESU.

No grafico da analise FRAP no péo cru (Figura 1C), verifica-se que as
formulagdes nas diferentes concentracdes tiveram aumento na CA em relagdo aos
paes com concentragao inferior do extrato, apenas a concentragéo 75% ECSU nao
teve um aumento significativo.

Embora algumas concentragdes ndo demonstraram crescimento significativo,
observa-se um aumento nos valores brutos dos paes conforme o acréscimo do
extrato. O aumento da CA deve-se ao fato da incorporagédo de fendlicos na massa,

de acordo com a porcentagem de incremento.
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Figura 1. Comparacgédo da concentracdo de compostos fendlicos e da CA presentes nos paes crus
pelos métodos ABTS e FRAP nas diferentes concentragdes do ECU, ESU e ECSU (0%, 25%, 75%,

100%). (*) Diferencga estatistica entre o pdo com concentragéo inferior do extrato para p<0,05.
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Ao analisar a tabela 2 percebe-se que a concentracao que foi utilizada para
adicionar o extrato no pao difere da taxa de incremento, possivelmente ha uma
interacdo entre as substancias da massa crua com os compostos dos extratos,
podendo formar complexos estruturais, funcionais e nutricionais. As interagdes de
proteina-fendlicos podem levar a alteragcdes nas propriedades fisico-quimicas das
proteinas, como solubilidade, estabilidade térmica e digestibilidade. Existem muitos
parametros que afetam as interagdes proteina-fendlicos, como temperatura, pH,
tipos de proteinas, concentracdo de proteinas, tipos e estruturas de compostos
fendlicos, concentracédo de sal e adigdo de certos reagentes (OZDAL et al., 2013). O
reagente Folin-Ciocalteu baseia-se na transferéncia de elétrons e determinagao da

capacidade redutora do extrato, podendo reagir com substéncias redutoras
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intrinsecas dos produtos vegetais como tidis, aminoacidos, proteinas, algumas
vitaminas e ions organicos, que interferem nos resultados (MARGRAF, 2015).
Portanto ha a possibilidade de serem outros compostos reagindo com o reagente

Folin-Ciocalteu e ndo apenas compostos fendlicos.

Tabela 2. Comparacgao entre a concentragdo do extrato e a porcentagem de incremento nos paes

crus.

ECU ESU ECSU
Concentragao (%) Incremento (%)
25% 58,89 55,76 67,32
50% 64,40 83,62 76,93
75% 82,22 105,66 90,54
100% 94,97 118,29 117,11

Fonte: Autoras (2021)

A figura 2 mostra a comparacao de fendlicos totais entre o pao cru e assado
nas concentragdes dos diferentes extratos. O grafico de analise de fendlicos ECU
(Figura 2A), demonstra que os paes assados tiveram maior concentragao
estatisticamente significativa de fendlicos exceto na concentracdo 25%. No grafico
ESU (Figura 2B) , as concentragcdes 25%, 75% e 100% obtiveram diferenca
estatistica no crescimento dos fendlicos dos paes assados em relagdo aos paes
crus, porém a concentracdo 50% nao obteve essa diferenca. No grafico ECSU
(Figura 2C), apenas as concentragbes 50% e 75% tiveram aumento dos fendlicos

nos paes assados em comparagao aos paes Crus.
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Figura 2. Comparagdo da concentragdo de compostos fendlicos totais presentes no péo cru e

assado nas diferentes concentragdes do ECU, ESU e ECSU (0%, 25%, 75%, 100%). (#) Diferenca
estatistica em relagao ao pao cru para p<0,05.
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A figura 3 faz a comparacado do aumento da CA pelo método ABTS entre os
paes crus e assados. Os graficos ECU e ECSU (Figura 3A e 3C) demonstraram
aumento significativo nos paes assados de todas as concentragdes. E no grafico

ESU (Figura 3B) apenas as concentragdes 75% e 100% n&o tiveram esse aumento
significativo.
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Figura 3. Comparacdo da capacidade antioxidante presentes no pao cru e assado pelo método
ABTS nas diferentes concentragdes do ECU, ESU, e ECSU (0%, 25%, 75%, 100%). (#) Diferenga
estatistica em relagao ao pao cru para p<0,05.
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O aumento dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante nos paes
assados pode estar relacionado com a perda de agua durante o processo de
cocgao, concentrando esses compostos e pela desnaturagao de proteinas, causada
pelo calor, liberando pigmentos, taninos e substancias fendlicas (ATANACKOVIC et
al., 2011). O crescimento da capacidade antioxidante dos paes assados também
pode ser referente a alguns produtos gerados na reacdo de Maillard, como as
melanoidinas, que possuem atividades antioxidantes (SPORIN et al., 2017; MERAL
& DOGAN, 2013). Estudos descreveram que o produto final cozido pode ter a
capacidade antioxidante provinda de compostos fendlicos naturais da farinha, dos
fendlicos adicionados, dos outros ingredientes que contém fendlicos inerentes, de
fendlicos intermediarios que podem ser formados durante a cocgéo (pela reacéo de

Maillard, por exemplo), de produtos degradativos provocados pela termicamente e
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pelos polifenol-polissacarideos complexos (SPORIN et al., 2017). Além disso,
podemos considerar os taninos como parte da explicagcdo dos resultados,
compreendendo que os taninos sdo compostos fendlicos possuindo a capacidade
de formar complexos insoluveis em agua com proteinas, gelatinas e alcalbides. Sao
classificados em dois grupos: hidrolisaveis, que consistem de ésteres de acidos
galicos e acidos elagicos glicosilados, e condensados (proantocianidinas), que sao
polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol (COUTO, SCARDUA, 2010; HUBER,
2012). Assim, a ligacao entre taninos e proteinas possivelmente ocorre através de
pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados sitios
das proteinas, assim gerando uma estabilidade a estas substancias (MONTEIRO et
al., 2005).

A figura 4, mostra a comparacao da CA pelo método FRAP entre os paes
crus e assados. Os graficos ESU e ECSU (Figura 4B e 4C) diferente dos graficos
anteriores demonstram uma diminuigdo significativa da CA dos pées assados em
relagdo aos paes crus em todas as concentragdes. O grafico ECU (Figura 4A) ja
demonstra um comportamento igual aos dos outros graficos, de crescimento
significativo da CA dos paes assados em comparagao aos paes crus nas diferentes

concentragoes.
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Figura 4. Comparacdo da capacidade antioxidante do p&o cru e assado pelo método FRAP nas
diferentes concentragées do ECU, ESU e ECSU (0%, 25%, 75%, 100%). (#) Diferenca estatistica em

relagdo ao pao cru indicada por para p<0,05.
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A reducdo da CA nos paes assados com semente, pode ser relativa a
degradagdo de compostos fendlicos devido ao aumento da temperatura, uma vez
que a composicdo dos compostos fendlicos na casca e semente é diferente,
podendo ser os compostos da semente mais sensiveis a temperatura. Peng et al.
(2010), avaliaram os efeitos da fortificacdo do extrato de semente de uva na
atividade antioxidante e qualidade do pao, mostrando que houve uma reducido na
atividade antioxidante apds o processo de cocgdo, atribuindo esse resultado a
reacdes induzidas pelo calor entre as proantocianidinas da semente e componentes
do péo, como proteinas ou amido, produzindo moléculas grandes que nao foram
extraidas pelos solventes utilizados no experimento e alternativamente a
degradacido das proantocianidinas pelo processo térmico, diminuindo a atividade

antioxidante. As sementes das uvas possuem em sua composicao 12 a 20% de

#

100%
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oleo, sendo fonte de acidos graxos insaturados, principalmente o acido linoleico
(w-6). Os Oleos presentes na semente sdo sensiveis podendo se oxidar ao serem
expostos ao calor, perdendo suas propriedades (SILVA, 2019; SHINAGAWA, 2015).
Desta maneira, a diminuicdo da capacidade antioxidante dos paes assados com o
ESU também pode estar relacionada a oxidacgao lipidica que diminuiu a capacidade
antioxidante dos compostos que tém afinidade pelo reagente sulfato ferroso.

Outra explicagao para a reducao da CA pelo método FRAP pode ser porque
os valores de FRAP, frequentemente, tém baixa correlagdo com outros métodos de
medida da capacidade antioxidante, devido a capacidade de reducao do ferro ter
pouca associacdo com o0s processos de redugdo de radicais da maioria dos
antioxidantes, sendo interessante combinar diferentes métodos de medi¢cdo da
capacidade antioxidante para diferenciar os mecanismos principais de diferentes
antioxidantes (PRIOR, WU, SCHAICH, 2005).

Apesar da capacidade antioxidante ter diminuido nas formulagdes de paes
assados enriquecidos com a semente e casca com semente, a capacidade
antioxidante foi maior em relagédo ao pao controle, aumentando conforme a adigao
do extrato.

A figura 5 traz a comparagédo da concentragdo de compostos fendlicos e da
CA presente nos paes assados. O grafico da anélise de fendlicos no pao assado
(Figura 5A) mostra um aumento significativo de fenolicos em relagdo a concentragao
inferior, exceto nas formulagbes 25% ESU, 75% ECSU, 100% ECU e ESU. Ao
analisar a diferenca entre as formula¢des dos diferentes extratos, observa-se que as
concentragbes 75% e 100% do pédo ESU tiveram maior presengca de compostos
fendlicos. O grafico da analise ABTS no pao assado (Figura 5B) mostra o aumento
do PA em relagao a % inferior, com excec¢ao das concentragdes 75% ESU e ECSU,
100% ECU e ESU.

Ao comparar a diferenga entre os paes com diferentes extratos o ECU e ESU
demonstraram maior PA nas concentracbes 25% e 75% em relacdo ao ECSU,
porém o ESU na concentragcao 50% foi maior que as outras formulagdes. O grafico
da analise FRAP no pao assado (Figura 5C) indica o aumento significativo da CA
em relacdo aos paes com concentragdo inferior do extrato, exceto nas
concentragdes 25% ESU e 100% ECSU. Ao conferir a diferenga da CA entre os
paes com diferentes extratos a formulacdo ECU demonstrou-se superior em todas

as concentragoes.
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Figura 5. Comparacdo da concentracdo de compostos fendlicos e de antioxidantes presentes nos
paes assados pelos métodos ABTS e FRAP nas diferentes concentragdes do ECU, ESU e ECSU
(0%, 25%, 75%, 100%). (*) Diferenca estatistica entre o pdo com porcentagem inferior de
substituicdo do extrato. (*) Diferenca estatistica entre ECU e ESU no mesmo nivel de concentragéao
do extrato no pao, (m) diferenca estatistica entre ECU e ECSU no mesmo nivel de concentragdo do

extrato no péo, (A) diferenca estatistica entre ESU e ECSU no mesmo nivel de concentragdo do
extrato no péao, para p<0,05.
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Conforme descrito anteriormente, a formacdo de complexos de
proteina-fendlicos pode ter uma influéncia significativa na estrutura da proteina,
solubilidade, estabilidade térmica e ponto isoelétrico. Além disso, segundo Seczyk et
al. (2019), as interagdes dos fendlicos com as proteinas dos alimentos parecem ser
um fator importante que influencia a qualidade funcional dos fendlicos e dos
alimentos ricos em proteinas, devendo ser levadas em consideragdo durante o
desenvolvimento de produtos funcionais. No entanto, devido a complexidade

estrutural das proteinas, a diversidade de compostos fendlicos na natureza, a
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multiplicidade de fatores que afetam suas interacdes e as limitacbes dos métodos
analiticos, esses estudos representam um grande desafio de longo prazo para o
ambito da tecnologia de ciéncia de alimentos.

Corroborando com os resultados dessa pesquisa, o estudo de Kim et al.
(2005) analisou os efeitos do aquecimento na atividade antioxidante de extratos de
semente de uva, apresentando que os compostos fendlicos e atividade antioxidante
aumentaram com o tratamento térmico.

Do mesmo modo, o estudo de Peng et al. (2010), que analisou os efeitos da
fortificacdo do extrato de semente de uva na atividade antioxidante e qualidade do
pao, mostrou que a atividade antioxidante aumentou conforme o aumento do
extrato. Meral e Dogan (2013) mostraram que o conteudo de fendlicos totais e
atividade antioxidante, em paes fortificados com semente de uva, aumentaram
proporcionalmente ao aumento do extrato. Hayata (2014) relatou um aumento nos
compostos fendlicos e atividade antioxidante correspondentes ao aumento do
extrato em pées enriquecidos com o bagaco de uva. O estudo de Lima (2015),
também reforga esses resultados, uma vez que analisou biscoitos enriquecidos com
farinha de semente de uva, relatando um aumento dos compostos fendlicos e
atividade antioxidante nos biscoitos enriquecidos com farinha de semente de uva
em comparacgao aos controles. Esses estudos fortalecem os resultados encontrados

neste trabalho.
3.2. Cromatograma

Ao observar a figura 6 da cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos
do residuo da uva foi possivel verificar picos de compostos. O residuo da uva,
possui em sua composi¢ao, principalmente, casca e sementes, que contém
flavondides como catequina, epicatequina, procianidinas e antocianinas, acidos
fendlicos e resveratrol (SOARES et al., 2008). Os principais compostos presentes
na casca da uva sdo flavanois, acidos fendlicos e flavonois como rutina, quercetina
e antocianidinas. A semente possui como compostos principais acido linoleico,
proantocianidinas, catequinas, epicatequinas, acido galico e resveratrol (RIBEIRO,
2016).

Ao analisar a figura 7 e comparar a cromatografia liquida de alta eficiéncia
dos paes cru e assado enriquecidos com a casca da uva, pode-se perceber que 0s

picos dos compostos permanecem apds a coc¢ao do pao, mostrando que nao
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houve degradacdo dos mesmos. Faz-se necessaria uma analise mais detalhada

para a identificagcao desses compostos nos respectivos picos.

Figura 6. Cromatogramas representativos das amostras do ECU, ESU e ECSU.
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Figura 7. Cromatogramas representativos das amostras de pdo cru e assado enriquecidos com ECU.
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3.3. Coloragao dos paes

A cor dos paes elaborados foi influenciada pela adigdo dos extratos dos
componentes do bagacgo da uva, uma vez que o bagago da uva possui compostos
fendlicos como catequina e epicatequina (MERAL & DOGAN, 2013). Segundo nossa
percepcao, confirma-se esse fato com os paes ECU, pois a intensidade da cor roxa
aumenta conforme a adi¢ao da concentragéo do extrato.

A pigmentacéo roxa dos paes enriquecidos com a casca da uva deve-se as
antocianinas, compostos fendlicos presentes em grande quantidade em uvas
vermelhas (SPORIN et al., 2017), mostrando que ndo foram degradadas apds a
coccao. Nao se percebe a mesma cor e intensidade nos paes com o ESU, nota-se
uma cor mais clara e amarronzada, pois a semente ndo contém antocianinas, que
da a caracteristica da cor. A mudanga e intensidade da cor dos paes preparados
com o ESU podem estar relacionadas a oxidacdo de monofendis a difendis e a
reacdes enzimaticas (SPORIN et al., 2017; PECIVOVA et al., 2014). Os paes ECSU
sdao uma combinacdo das duas caracteristicas, notando-se a mistura das duas
cores.

O aumento da intensidade e da cor a medida do aumento da concentracao
do extrato pode estar relacionado a formacao de agucares redutores e a reagao de
Maillard (GUL & ODES, 2020). A coloracdo dos paes mostra que os polifendis,
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presentes no bagago da uva, foram transferidos ao pdo mesmo apos a exposi¢ao a
temperatura (SMITH & YU, 2015).

E necessario fazer futuras investigacdes fisico-quimicas dos paes para poder
analisar de uma maneira eficiente estas mudancgas, uma vez que podem ser
exploradas para elaborar pades mais atrativos visualmente e também realizar a
analise sensorial para avaliar a aceitabilidade dos consumidores com base em

aparéncia, consisténcia, aroma e sabor.

Figura 8. Paes assados enriquecidos com ECU

0% 25% 50% 75% 100%

Fonte: Autoras (2021)

Figura 9. Paes assados enriquecidos com ESU

0% 25% 50% 75% 100%

Fonte: Autoras (2021)

Figura 10. Paes assados enriquecidos com ECSU

0% 25% 50% 75% 100%

Fonte: Autoras (2021)
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4. CONCLUSAO

Com base nos resultados adquiridos neste estudo, conclui-se que os
compostos fendlicos e capacidade antioxidante aumentam apds o processamento
térmico dos pées enriquecidos com o bagago da uva, exceto os paes enriquecidos
com ESU e ECSU analisados pelo método FRAP. Portanto, a adicédo do extrato do
bagagco da uva agrega valor ao pao elaborado, produzindo um alimento funcional
com grande potencial de fornecer beneficios a saude e concomitantemente da-se
um destino ao residuo produzido pelas vinicolas, auxiliando na redug¢ao do impacto
ambiental.

E importante ressaltar que nem todos os dados obtidos tiveram uma
diferenca estatisticamente significativa, este fato podendo ser explicado por razao
da ndo homogeneizagdo correta da massa, a variacdo natural dos métodos de
anadlise e da reatividade complexa dos compostos. Assim, em razao da atual
pandemia, nao foi possivel realizar as andlises novamente e alguns paes dos
métodos do FRAP e ABTS ficaram fora da curva de calibragao.

Paes fora da curva do método FRAP: ECU: 0% cru e 100% assado; ESU: 0%
cru, 25% assado e 100% cru; ECSU: 0% cru e 25% assado. Pé&es fora da curva do
método ABTS: ECU: 50% assado, 75% cru e assado, 100% cru e assado; ESU:
50% cru e assado, 75% cru e assado, 100% cru e assado; ECSU: 50% cru e
assado, 75% cru e assado, 100% cru e assado.

E interessante aprofundar os estudos sobre esse tema, visto que os paes
apresentam ser um alimento funcional com potencial para trazer beneficios a saude,
podendo serem feitas analise sensorial, analises fisico-quimicas, vida de prateleira

dos paes e identificagdo dos compostos por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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