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RESUMO

O objetivo geral do presente estudo foi utilizar os residuos da vinificagdo em suas variedades
Merlot, Shiraz, Pinot Noir e Cabernet Sauvignon, para a extracdo, nanoencapsulacdo de
compostos fenodlicos, ¢ a avaliacdo de sua bioatividade “in vitro” e “in vivo” sobre
Caenorhabditis elegans. A biomassa foi caracterizada pelas andlises fisico-quimica, fenolica e
de atividade antioxidante. Depois realizou-se o estudo da extracdo de compostos fendlicos
utilizando solventes (etanol, metanol, acetona e a enzima celulase) e nos extratos determinou-
se trans-resveratrol por cromatografia liquida de alta eficacia. Dos melhores residuos da
extracdo foram formulados diferentes nanoparticulas por atomizagdo, liofilizagdo e emulsao
de baixa energia. Nas nanoparticulas foram avaliadas o conteido de compostos fenolicos, o
indice de polidispersdo, potencial zeta e térmica, in-vitro da atividade antioxidante e digestao
gastro-intestinal simulada, avaliacdo in-vivo do efeito sobre o estresse oxidativo e
longevidade em nematdide de Caenorhabditis elegans. Os residuos apresentaram um pH
O0timo para sua conservagdo como biomassa, elevado conteudo de fibra, o conteudo de
proteinas foi proveniente provavelmente da fertilizacdo dos cultivos da uva e da vinificagao.
O contetdo mais alto de antocianinas foi da variedade Merlot com 118,93+0,65 (mg
malvidin-3-glicosideo/100g m.s. de residuos). O residuo Merlot foi o que teve o teor mais
alto de compostos fenolicos igual a 3902,54+8,22 (mg de acido gélico/100g de m.s.). A
variedade Shiraz apresentou o teor mais alto de flavondides totais equivalente a 26,56+0,15
(mg quercetina/100g de m.s.) e o residuo Merlot apresentou uma maior capacidade
antioxidante. Do estudo dos métodos de extragdo, o extrato de Cabernet Sauvignon
apresentou maior conteudo de antocianinas e o extrato Merlot de fendlicos totais (1601,1 mg
mv-3-glc/100g e 9366,4 mg acido galico/100g de extrato b.s.), respectivamente. O maior
conteudo de flavonoides totais foi do extrato Shiraz (192,2 mg quercetina/100g de extrato), o
extrato Merlot teve a maior atividade antioxidante pelos métodos de captura de radicais livres
1,1-difenil-2-picrilhidrazil e 2,2’- azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfénico) (5057,3 e
4986,2 mg equivalente de trolox/100g b.s.). Da formulacdo e elabora¢do das nanoparticulas,
sobre suas propriedades fisicas e quimicas, ficaram como os melhores tratamentos T> (com
extrato Shiraz, maltodextrina e atomizacdo) e To (com extrato Merlot, maltodextrina e
atomizacdo), que foram identificadas como nanoesferas. Da digestdo gastrointestinal
determinou-se que as nanoesferas tém prote¢do contra a liberagdo dos compostos fendlicos e
da atividade antioxidante na boca, estdbmago e intestino. Dos efeitos biologicos “In vivo”
determinou-se que as nanoesferas T> nas concentracdes de 50, 100 e 150 mg/mL, atuaram
como pro-oxidantes, ndo tiveram resisténcia ao estresse oxidativo e a longevidade
permaneceu abaixo do controle, devido as altas concentragdes de antioxidantes. Em geral, o
residuo de uva da variedade Merlot foi o que apresentou o valor mais elevado de antocianinas
totais. O extrato do residuo da variedade Shiraz apresentou o contetido mais alto de
compostos fenolicos totais, atividade antioxidante e trans-resveratrol (3,7 mg resveratrol/100
g). Portanto o tratamento To foi o que apresentou alta resisténcia ao estresse oxidativo e uma
alta longevidade, com uma sobrevivéncia méxima de 37 dias e um 27,03% de reducao de
sobrevivéncia media do Caenorhabditis elegans.

Palavras-chave: Residuos de uva. Atividade antioxidante. Nanocapsulas. Caenorhabditis
elegans.






NANOENCAPULATION OF PHENOLIC COMPOUNDS OF VINIFICATION
RESIDUES AND THEIR PHYSICAL, CHEMICAL AND BIOLOGICAL EVALUATION

ABSTRACT

The general objective of the present study was to use the vinification residues in its Merlot,
Shiraz, Pinot Noir and Cabernet Sauvignon varieties for the extraction, nanoencapsulation of
phenolic compounds, and the evaluation of their in vitro and in vivo bioactivity on
Caenorhabditis elegans. Biomass was characterized by physicochemical, phenolic and
antioxidant activity analyzes. Then, the extraction of phenolic compounds was carried out
using solvents (ethanol, methanol, acetone and cellulase enzyme) and in the extracts trans-
resveratrol was determined by high performance liquid chromatography. Of the best
extraction wastes different nanoparticles were formulated by atomization, lyophilization and
low energy emulsion. The content of phenolic compounds, the polydispersity index, zeta and
thermal potential, in-vitro antioxidant activity and simulated gastro-intestinal digestion, in-
vivo evaluation of the effect on oxidative stress and longevity in Caenorhabditis elegans
nematode were evaluated in the nanoparticles. The residues presented an optimum pH for
their conservation as biomass, high fiber content, the protein content probably came from the
fertilization of grape crops and vinification. The highest content of anthocyanins was of the
Merlot variety with 118,93 (mg malvidin-3-glycoside/100 g of m.s.). Of the total phenolic
compounds, the Merlot residue had the highest content equal to 3902,54 (mg of gallic
acid/100 g of m.s.). The Shiraz variety had the highest total flavonoid content equivalent to
26,56 (mg quercetin/100 g m.s.) and the Merlot residue had a higher antioxidant capacity.
From the study of the extraction methods, the extract of Cabernet Sauvignon presented higher
content of anthocyanins and the Merlot extract of total phenolics (1601,1 mg mv-3-glc/100 g
and 9366,4 mg gallic acid/100 g of bs extract), respectively. The highest total flavonoid
content was from the Shiraz extract (192.2 mg quercetin/100 g extract), the Merlot extract had
the highest antioxidant activity by the free radical capture methods 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl and 2,2 azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (5057.3 and 4986.2
mg trolox equivalent/100 g bs). From the formulation and elaboration of the nanoparticles, on
their physical and chemical properties, they were the best T> treatments (with Shiraz extract,
maltodextrin and atomization) and To (with Merlot extract, maltodextrin and atomization),
which were identified as nanospheres. From gastrointestinal digestion it was determined that
nanospheres have protection against the release of phenolic compounds and antioxidant
activity in the mouth, stomach and intestine. From the biological effects "In vivo", T
nanospheres at concentrations of 50, 100 and 150 mg/mL were determined to act as pro-
oxidants, had no resistance to oxidative stress and longevity remained below control due to
high concentrations of antioxidants. In general, the grape residue of the Merlot variety was the
one with the highest value of total anthocyanins. The extract of the Shiraz residue showed the
highest content of total phenolic compounds, antioxidant activity and trans-resveratrol (3.7
mg resveratrol/100 g). Therefore, Ty treatment showed high resistance to oxidative stress and
high longevity, with a maximum survival of 37 days and a 27.03% reduction in mean survival
of Caenorhabditis elegans.

Keywords: Grape residues. Antioxidant activity. Nanocapsules. Caenorhabditis elegans.
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1 INTRODUCAO GERAL

Brasil ¢ um pais de alta atividade agricola e grande produtor de residuos
agroindustriais, especialmente da uva, sendo o estado de Rio Grande do Sul o maior produtor
onde sdo industrializadas 188,5 mil toneladas de uva e 300 milhGes de litros de vinho e mosto
por ano. No processamento geram-se residuos formados por casca e sementes, perto de 134
mil toneladas anualmente (CAMPOS, 2005; GOMEZ-PLAZA et al., 2006; CATANEO et al.,
2008; ROCKENBACH et al., 2011a). Estes residuos contém grandes quantidades de
fendlicos, antioxidantes, corantes, € outros compostos com altas atividades funcionais, que
permanecem nele depois da elaboragao do vinho, (BALASUNDRAM et al., 2006; CAMPOS,
2005; FERREIRA, 2010). Os residuos da vinificagdo sdo uma fonte barata e natural de
fitoquimicos e antioxidantes, sendo que para sua extracao sao utilizadas metodos de extracao
solido-liquido mediante solventes de alta polaridade como o metanol, etanol e acetona,
aplicados com pequena varia¢do de pH e temperatura (MANTELL et al., 2002; PINELO et
al., 2005; CISSE et al., 2012; CACACE et al., 2003). Recentes estudos identificaram e
quantificaram a presenc¢a dos derivados do acido hidroxicinamico, como os acidos, ferulico,
cafeico e cumarico; flavonois e as proantocianidinas (ANASTASIADI et al., 2010; AMICO et
al., 2008; PASSOS et al., 2007; FLAMINI, 2003; GABETTA et al., 2000; HAYASAKA et
al., 2003;GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004). Esta demostrado in-vitro e in-vivo que as
moleculas fendlicas possuem propriedades antioxidantes, atuando fisiologicamente para
reduzir o risco de doengas nos seres humanos e que ainda ndo sdo aproveitados como sub
produtos da nanoencapsulacio (ARVANITOYANNIS et al., 2006; FONTANA et al., 2013;
TSENG-ZHAO, 2013).

A encapsulacdo ¢ usada para manter a estabilidade das moléculas fendlicas e
pode-se realizar com tecnologias de nanoencapsula¢do para obter nanoparticulas e proteger
das condicdes ambientais adversas (POURASHOURI et al., 2014). A nanoencapsulacdo ¢ a
formagdo de particulas com tamanho nanométrico (1-200 nm) (SINGH et al., 2014;
RATHORE et al., 2013; SOUZA et al., 2014). Esta tecnologia ¢ um processo no qual uma
molécula ativa estd revestido por um polimero, até que ela seja liberada, pode ser de origem
natural, sintética ou semi-sintética (AZEREDO, 2005; PORRARUD-PRANEE, 2010; DE
BARROS FERNANDES et al., 2014). Os polimeros podem ser de maltodextrina e goma
arabica, os polimeros de maltodextrinas [(C¢ Hiz Os)n H2O] com graus de dextrose

equivalente (DE) entre 10 e 20 sdo amplamente utilizados no encapsulamento (BAKOWSKA -
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BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011; ERSUS; YURDAGEL, 2007;
TONON; BRABET; HUBINGER, 2010). O polimero de goma ardbica ¢ um
heteropolissacarido de alta massa molecular formada por uma cadeia linear de D-galactosa
unidas por enlaces B-1,4 e B-1,6, apresentam carater anfifilico o que lhes permite atuar como
encapsulantes (AHMED et al., 2005; RASCON et al., 2011).

As técnicas utilizadas na presente pesquisa foram atomizagdo, Liofilizagdo e
Nanoemulsao de baixa energia (SCHMITZ-SCHUG et al., 2016; JYOTHI et al., 2010;
ESTEVINHO et al., 2013; SHOFINITA; LANGRISH, 2014; PHISUT, 2012). A digestao
gastrointestinal das nanocdpsulas é um processo complexo, importante pela liberacdo do
nicleo para ser absorvidas na corrente sanguinea. O processo inicia na boca (pH:7) com
tempo de 15minutos a 3 horas. Depois passa ao estomago (pH:3) com tempo de 15 minutos a
3 horas en um meio que contem HCL, pepsina e lipase gastrica. Depois continua no intestino
para quebrar as moléculas e absorver os nutrientes (pH: 7) com tempo de 2-5 horas em um
meio de suco pancreatico, bile ¢ NaHCO3 (KONG; SINGH, 2008; WODA et al., 2010).
(GUERRA et al., 2012; PINHEIRO, 2013).

Para avaliar o efeito bioldgico das nanocédpsulas utilizou-se o nematdide
Caenorhabditis elegans que ¢ um organismo bem caracterizado, sendo que 60 a 80% dos
genes humanos possuem homologos como o C. elegans, apresentam tempo de vida de
aproximadamente trés semanas. Devido a sua pequena dimensdo, permite-se a realizacao de
ensaios em placas de poliestireno e por ser um nematoide transparente com marcadores
fluorescentes, permite que as respostas ao estresse e longevidade sejam facilmente
investigadas “in vivo” (GAMI; WOLKOW, 2006; KALETTA; HENGARTNER, 2006).
(AVILA et al., 2012). Em muitos trabalhos utilizaram-se os C. elegans para avaliar o efeito
das moléculas fenodlicas procedentes dos vegetais sobre a resisténcia ao estresse oxidativo e a
longevidade nos organismos vivos. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi
caracterizar o extrato fendlico e nanoencapsular o0s compostos fendlicos dos residuos da
vinificagdo (Vitis vinifera L.), avaliar a atividade antioxidante e a digestdo gastro-Intestinal
simulada na Boca-Estomago-Intestino “in-vitro”, avaliar o efeito das nanoesferas sobre o

estresse oxidativo e longevidade “in-vivo” em Caenorhabditis elegans.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Utilizar os residuos da uva preta (Vitis vinifera) procedentes da vinificacdo para a
extra¢cdo e nanoencapsulacdo de compostos fenodlicos, e a avaliacdo da atividade

antioxidante, fisica, quimica e bioldgica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisico-quimicamente, determinando o conteudo de antocianinas,
fendlicos totais, flavondides totais e a atividade antioxidante presentes nos
residuos da uva (Vitis vinifera) provenientes da vinificacao.

e Determinar o melhor método de extragdo por solventes para conseguir 0 maximo
de compostos fendlicos.

e Formular e elaborar nanoparticulas dos compostos fenolicos dos residuos da
vinificacao.

e Avaliar as nanoparticulas quanto a suas propriedades fisicas e quimicas

e Avaliar a atividade antioxidante “in-vitro” e digestdo gastro-intestinal simulada
na boca-estdmago-intestino, presentes nas nanoparticulas.

e Avaliar o efeito das nanoparticulas sobre o estresse oxidativo e longevidade “in-

vivo” em Caenorhabditis elegans.
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2.1 UVA

A uva ¢ uma das frutas muito consumida desde a época antes de cristo até a
atualidade em todo o mundo, existem variedades com diferentes caracteristicas fisicas e
quimicas. Apresentam antioxidantes que atuam como redutores de oxigénio singleto,
importante para a inibig¢do as reagdes de oxidagdo lipidica e quelacdo de metais. Além disso,
apresentam  propriedades antialergénicas, antiarteriogénicas, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antitromboticas e efeitos cardioprotetores (ROESLER et al., 2007; AHMAD
et al., 20,13; HOGAM et al., 2010). Estudos recentes mostraram evidéncias que os fendlicos
de cereais, frutas e vegetais contribuem de forma significativa na redugdo da incidéncia de
doencas cronicas e degenerativas, razao pela qual justifica o crescente estudo na 4rea nos
ultimos anos (ROESLER et al., 2007; SOUZA, 2013; RIBEIRO, 2011).

A uva estd composta por acucares, acidos, pectinas, gomas, compostos
aromaticos e fenolicos, sendo agucares, acidos, compostos fenodlicos, vitaminas, minerais,
promotores de crescimento da baga da uva, ocorrendo acumulagdo de agucares, formagao de
taninos, diminui¢ao de acidos, resultando na formacao de aromas. A composi¢do quimica da
uva ¢ definida pelo estagio de maturagdo, potencial genético, clima e manejo, sendo que suas
propriedades e a sua composi¢do estao vinculadas as condigdes e fatores envolvidos durante o
seu desenvolvimento (MOTA et al., 2009)

Os compostos fenolicos da uva estdo localizados principalmente nas partes
solidas: pele, semente e tecido vascular. Na polpa, destaca-se a presenca de acidos fendlicos e
seus derivados. Os flavondis e antocianinas estdo localizados nas células da pele da uva. Ao
contrario dos flavondis presentes em uvas brancas e tinta, as antocianinas sao encontradas
apenas na casca da uva vermelha, sendo responsavel pela cor vermelha caracteristica desses
vinhos. O flavan-3-oles estd localizado nas sementes das uvas. O grupo de flavan-3-oles inclui
mondmeros e também oligomeros, pertencendo a este ultimo as procianidinas presentes na
semente. Nos vinhos brancos, os principais fenois sao os da polpa, enquanto nos vinhos tintos,
a maceragao alcoolica das peles e das sementes permite a liberacdo e solubilizagdo no vinho.
Os compostos fenolicos nao coloridos mais abundantes na pele sdo flavan-3-ols em forma de
mondmeros, tais como catequina e epicatequina, bem como em oligbmeros, formas
poliméricas também chamadas proantocianidinas ou taninos condensados, estdo presentes
principalmente em sementes de uva. Estes compostos podem conter subunidades de acido
galico, galato de epigalocatequina e epicatequina. As antocianinas sdo os principais pigmentos

de uvas vermelhas localizadas na pele, aparecem durante o processo de amadurecimento,
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sendo o principal responsavel pela cor do vinho tinto. As principais antocianinas encontradas
nas uvas derivam de cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina, e geralmente
sao produzidas como glicosidos e acilglicosidos; a malvidina-3-O-glucosido € o mais
abundante. A baga de uva ¢ formada em geral por 6 a 12% de casca, de 2 a 5% de semente e
85 a 92% de polpa. A polpa constitui a parte principal da uva e seus principais componentes
s30: 65 a 85% de agua, 12 a 55% de agucares redutores, 0,6 a 1,4% de acidos organicos, 0,25
a 0,35% de sustancias minerais ¢ 0,05 a 0,1% de compostos nitrogenados, além de conter
vitaminas A, B1, B2, C e niacina, na Figura 1 se apresentam os componentes de uma baga de

uva (XIA et al., 2010; ARVANITOYANNIS, 2006; XU et al., 2010).

Figura 1 - Componentes gerais de uma baga de uva

o Engaco ou talo

Casca S
Antocianinas Pincel
Proantocianidinas
Compostos aromaticos

Polpa
Agua Polpa ou came
Acidos organicos
Aglicares
Compostos aroméaticos

Semente —
Carogo
Grainha

Sementes
Proantocianidinas Casca
EZE
Pelicula

Fonte: Adaptado de Kennedy (2008)

Rizzon e Miele (2009) determinaram em mosto de uvas Merlot da serra gaucha,
no estado de Rio grande do Sul, valor de sélidos soluveis de 18,4 °Brix, acidez total de 104
meqL"' e pH de 3,21. Na Tabela 1 se apresenta a composigio centesimal da uva patricia (Vitis

labrusca L.) cultivada em Mato Grosso (AGUIL, 2005)

Tabela 1 - Composi¢ao centesimal da uva patricia (Vitis labrusca L.)

Componente %
Umidade 82,4
Proteina 0,8
Extrato atéreo 0,25
Fibra bruta 0,1
Cinzas 0,5
Extrato ndo nitrogenado (ENN) 15,9

Fonte: Adaptado de Aguil (2005)
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2.1.1 Cabernet Sauvignon

Considerada no mundo do vinho uma das mais nobres variedades de uva
vermelha, o cultivo desta uva ¢ bem particular, ndo permitindo excessos de calor ou seca
(Figura 2a). E uma cultivar que apresenta cachos de comprimento e largura medianos, bagas
esféricas pequenhas e pretas, bem compactadas, sabor doce, agradavel perfumado por um
aroma caracteristico. Ela oferece um mosto doce e agradavel, de aroma que lembra a flor
violeta, resultando ap6s a vinificagao, um vinho tinto escuro, encorpado, com um persistente
odor agradavel. O processo de envelhecimento ¢ lento, portanto exigindo um longo tempo de
guarda para adquirir toda sua qualidade. Quando jovem ¢ o vinho mostra-se um pouco

adstringente devido a o alto teor de taninos (FRAIGE, 2012)

2.1.2 Merlot

Segundo Rizzon e Miele, (2009), a uva Merlot ¢ uma das responsaveis pelos
vinhos Saint Emillion da regiio de Bordeaux na Franca (Figura 2b). O mesmo autor ressalta
que atualmente ela ocupa o segundo lugar na produc¢do de vinhos finos no Brasil, cujo
amadurecimento requer um tempo menor que guarda. Possui baixo teor de tanino, produzindo
vinhos menos agressivos que os da Cabernet, razoavelmente encorpados, pouco acidos e de

cor intensa e paladar e olfato agradaveis, ¢ utilizada para atenuar produtos mais fortes.

2.1.3 Pinot Noir

Pinot ¢ considerada uma uva de dificil trato, dada a dificuldade de se obter
consisténcia em termos de qualidade (Figura 2c). De acordo com os especialistas, a
dificuldade se d4 em funcao da instabilidade genética da uva Pinot Noir, sendo que as plantas
de uma mesma familia podem apresentar uvas completamente distintas em tamanho, formato
e até sabor. Para se ter uma idéia de sua complexidade, a uva Cabernet Sauvignon ¢ ilustrada
pelas 12 variagdes genéticas, enquanto este numero pode chegar a 1000 variagdes para uva
Pinot Noir. Além disso, maior propen¢ao a mofo, fungos e outras doencas denota a delicadeza
envolvida no cultivo desta uva. Um vinho Pinot Noir varia de acordo com sua maturidade.
Enquanto um exemplar jovem apresenta caracteristicas de fruta simples tais como cereja,
ameixa e morango, quando mais envelhecido apresenta sabores complexos de acordo com sua

idade, revelando notas de chocolate, terroso, trufas e leve defumacgao (FRAIGE, 2012).
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2.1.4 Shiraz

Originalmente proveniente do Cducaso e conhecida na antiga Pérsia, ¢ talvez a
uma vinifera mais antiga do mundo (Figura 2d). Trazida para ocidente criou raizes na Franga,
e hoje ¢ a uva nacional de Austrdlia. Produz boms vinhos varietais, que muitas vezes

possuem excesso de acidez e presenga de taninos (FRAIGE, 2012).

Figura 2 - Cachos das uvas Cabernet sauvignon (a), Merlot (b), Pinot Noir (¢) e Shiraz (d)

Fonte: Adaptado de Mello e Da silva (2015)

2.2 PRODUCAO DE VINHO NO MUNDO E NO BRASIL

Os cultivos de uva sdo atividades agro-econdmicas difundidas no mundo com
mais de 60 milhdes de toneladas produzidas a nivel mundial por ano, e o vinho, produto da
fermentacdo de suco de uva, ¢ uma das bebidas alcodlicas mais conhecidas e distribuidas em
todo o mundo, com 271 milhdes de hectolitros produzidos (MhL) em 2014 de acordo com o
ultimo boletim emitido pela Organizagdo Internacional do Vinho (NARDOIA, 2015).

Existem trés espécies principais de uvas distribuidas no mundo, uvas europeias
(Vitis vinifera), uvas norte-americanas (Vitis labrusca e Vitis rotundifolia) e hibridos
franceses (EN-QIN et al., 2010). A UE (Unido Europeia) é o maior produtor de vinho do
mundo, dos 22,6 milhdes de toneladas de uvas produzidas na UE em 2014, o 93% destinava-
se a producdo de vinho. Itdlia, Espanha e Franca foram os principais produtores de uvas de
vinho da UE. A producdo mundial de vinhos atingiu 271 MhL em 2014, incluindo os
seguintes cinco produtores mundiais de vinho: Franga (46,2 MhL), Itdlia (44,4 MhL),
Espanha (37 MhL), EUA (22,5 MhL) e, finalmente, Argentina (14,9 MhL) (Tabela 2).

No Brasil, as variedades de Vitis labrusca representam mais de 80% das uvas
processadas, as uvas tintas mais cultivadas sdo Bordo, Concord e Isabel, que representam

cerca de 50% da produgdo nacional de uvas. O cultivar Bordé (Vitis labrusca) tem-se
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destacado por sua facil adaptacdo as condigdes climaticas brasileiras e por apresentar
excelente fertilidade e aprecidvel tolerancia a doengas fingicas, ¢ sendo utilizada basicamente
para a produgdo de vinhos e sucos (NIXDORF; HERMOSIN-GUTIERREZ, 2010; PANCERI
et al., 2013). A viticultura brasileira apresenta grande diversidade, devido a isso ocupando
uma area de aproximadamente 82.500 hectares, com uma produgdo anual entre 1.300 a 1.400
mil toneladas, sendo que, em 2011, teve um aumento de 10% em relacdo ao ano anterior. Em
2010, foram processadas 526.800 mil toneladas, que passaram para 709.600 toneladas em
2011, diferenca que refletiu no aumento em mais de 62.000.000 L de vinho de uvas comuns.
Além disso, em 2011 foram comercializados em torno de 75.800.000 L de suco de uva. No
ano de 2012, a producdo de uvas destinadas ao processamento (vinho, sucos e derivados) foi
de 830,92 milhdes de quilos, o que representa aproximadamente 57% da produ¢do nacional.

O restante da uva (43%) foi destinado ao consumo in natura (MELO et al., 2011).

Tabela 2 - Producao de vinho em milhdes de hectolitros (MhL).

Paises 2010 2011 2012 2013 2014  Classificagao-2014
Franca 44381 50,757 41,584 42,004 46,151 1
Italia 48,525 42,772 45,616 52,429 44,424 2
Espanha 35,353 33,397 31,123 45,650 37,000 3
Estados Unidos 20,890 19,140 21,740 23,500 22,500 4
Argentina 16,250 16,250 15,473 11,780 14,984 5
Australia 11,420 11,180 12,260 12,310 15,560 6
China 13,000 13,200 13,810 11,780 11,178 7
Africa do sul 9,327 9,725 10,568 10,980 11,420 8
Chile 8,844 10,646 12,554 12,845 10,028 9
Alemanha 6,906 9,132 9,012 8,409 9,725 10
Portugal 7,148 5,622 6,327 8,409 5,886 11
Roménia 3,287 4,058 3,311 6,238 4,083 12
Nova Zelandia 1,900 2,350 1,940 5,113 3,200 13
GrEcia 2,950 2,750 3,115 2,480 2,900 14
Brasil 2,459 3,460 2,967 2,710 2,810 15

Fonte: Adaptada de Nordoia (2015)
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2.3 RESIDUOS DA INDUSTRIA VINICOLA

Os tipos de residuos estdo relacionados aos procedimentos da vinificagdo e a
maior percentagem de residuos ¢ representada por: residuos organicos (contendo residuos da
imprensa/bagaco, polpa de uva, sementes, casca, hastes e folhas). Os principais residuos da
vinificagdo sdo formadas pela pele, polpa e sementes de uva, que sdo obtidas apds pressionar
o mosto, ¢ as hastes e folhas, que sdo previamente separadas das uvas em uma fase de
desarme. O terceiro grupo de residuos de vinho ¢ formado pela fermentagdo, um precipitado
que aparece no vinho formado pelas leveduras, que sdo depositadas no final do processo de
fermentagdo, e outros compostos insoluveis em alcool (agua residual, emissdo de gases COo,

compostos organicos volateis, etc.) e residuos inorganicos (OLIVEIRA et al., 2013).

2.3.1 Bagaco de Uva

O bagaco de uva ¢ um dos principais subprodutos da producdo de vinho
(Figura 3) e ¢ obtido apods o processamento da uva em suco ou vinho por meio da separagdo
do produto liquido dos residuos so6lidos. Cerca de 20% do peso total das uvas utilizadas para o
vinho ¢ constituido por bagaco de uva. Por cada 100 kg de uva ha 70 a 80 kg de casca de uva,
15 a 25 kg de sementes e 2 a 3 kg de hastes. A porcentagem de umidade varia de 50% a 72%,
dependendo da variedade de uva considerada e do estado de amadurecimento. Os residuos
insoluiveis da uva possuem um teor de lignina variando de 16,8% a 24,2% e um teor de
proteina inferior a 4%. Em relacdo as proteinas, o acido glutamico ¢ o aminoacido principal,
Jjuntamente com aminoacidos limitantes lisina, triptofano e sulforados. A glicose ¢ o principal
acucar soluvel em bagago de uva que varia de acordo com o grau de extracdo de vinificagdo
(LLOBERA; CANELLAS, 2007; MONRAND et al., 2010; MAIER et al., 2009;
ROCKENBACH et al., 2011a). Alguns estudos apontaram que a pectina e o tanino podem ser
considerados como parte da fibra dietética, na qual a pectina ramificada representa um tergo
de carboidratos (4cido urdnico como ramnosa, arabinose e galactose) em fragdo de fibra
soluvel, enquanto que o tanino condensado esta relacionado a proteina em fracdo de fibra
insoluvel pela capacidade de ligacdo as proteinas. Em geral, as substancias pépticas sdo o
principal constituinte do tipo polimero das paredes celulares presentes nos pomares de uva,
variando de 37% a 54% dos polissacarideos da parede celular. A celulose ¢ o segundo tipo de
polissacarideos de parede celular em abundancia em pomares de uva, variando de 27% a 37%

(GONZALEZ-CENTENO et al., 2010; LLOBERA; CANELLAS, 2007)
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Figura 3 - Residuos da industria vinicola

Fonte: Adaptado de Mello e Da silva (2015)

2.3.2 Cascadeuva
As cascas de uva representam cerca de 5-10% do peso seco total da uva e atuam como
uma barreira hidrofobica para proteger as uvas das lesdes fisicas e climaticas, desidratagao,

infec¢do por fungos e lesdes climaticas e luz UV (Figura 4).

Figura 4 - Morfologia da uva
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Fonte: Adaptada por Nordoia (2015).

Os tecidos da casca sdo caracterizadas pela presenca de capas (epidermis,
cuticula, casca, pulpa e semente), o 4cido graxo hidroxilado que compde a camada mais
externa, a cuticula e por proantocianidinas insoliveis (15%); representam 50% do peso seco
com predominancia de celulose, pectinas, hemiceluloses, xiloglucanos, arabinoxilanos e
mananos, seguidas de agucares (principalmente glicose e frutose, total de 14%) e cinza

(7,8%). Nao foi detectada lignina em peles de uva. A cinza em peles ¢ caracterizada como
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potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), sédio (Na), ferro (Fe), manganés (Mn), cobre (Cu)
e zinco (Zn). A camada interna, a hipoderme, que ¢ a camada mais préxima da polpa, e que €
composta de varias camadas celulares contém a maioria dos fenolicos na pele da uva

(PINELO; ARNOUS; MEYER, 2006; MENDES et al., 2013).

2.3.3. Sementes de uva

A propor¢do relativa de sementes varia de 38% a 52% do material seco e

representa aproximadamente 17% do peso do bagaco de uva fresco (Figura 5).

Figura 5 - Sementes da industria vinicola

Fonte: Adaptado de Mello e Da silva (2015)

A composicdo de sementes de uva (w/w) indica o conteudo de até 40% de fibra,
16% de oleo essencial, 11% de proteina, 7% de compostos fendlicos complexos, como
taninos e outras substancias como agtcares € minerais. O fosforo (P) € o principal mineral nas
sementes. As sementes de uva tém abundante gordura, principalmente &cido linoleico,
seguido de &cidos oleico, palmitico, estedrico e miristico. Na Tabela 3 se apresenta a
composi¢do mais completa (GHAFOOR et al., 2009; FERNANDES et al., 2013; TOSCANO
et al., 2013; CAMPOS et al., 2008).

Tabela 3 - Composi¢do parcial do residuo, semente e casca de uva (base seca).

Componentes (%) Residuo de uva Semente Casca
Umidade 10-7 9-7 19-7
Proteina 11,2-13,8 9,3-14,6 11,0-13,8
Oleos 5,6-11,7 9,5-11,1 3,2-6,3
Cinzas 2,4-5,8 2,9 6,2-7,5
Fibra 32,5-56,3 41,4 30,6

Fonte: Dados relatados por Brenes et al. (2016).
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2.3.4 Compostos fenolicos dos residuos da vinificaciao

As pesquisas publicadas mostram que os residuos da vinificagdo sdo fontes
abundantes de compostos fenolicos, com elevada atividade antioxidante. Estes compostos sao
divididos em dois grupos: os ndo flavonoéides (acidos hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos, e
estilbenos) e os flavonoides (antocianinas, compostos flavan-3-ols e flavonois). Na uva, os
compostos fenolicos estdo presentes principalmente nas cascas € sementes, menores
quantidades na polpa. Os flavonois sdo compostos abundantes nas cascas, enquanto as
sementes sao ricas em flavan-3-ols (MONTEALEGRE et al., 2006). A distribuicdo média de
compostos polifenolicos em bagas de uva é de cerca de 1% na polpa, 5% na pele e
aproximadamente 62% nas sementes (Figura 6). O contetido de composi¢do de polifenois
varia dependendo das variedades de uvas e ¢ influenciada pela localizagdo crescente,
maturidade e tempo de fermentagdo. Principalmente, eles sdo armazenados nas vacuolas
celulares da uva e podem ser facilmente liberados por esmagamento. O acido galico ¢ descrito
como o derivado de acido hidroxibenzoico mais abundante em hastes de uva, cascas e
sementes, seguido de 4cido siringico em hastes de uva e acido protocatequico em sementes €
peles de uva. O 4cido galico € especialmente relevante devido ao seu papel como precursor de
taninos hidrolisaveis. O acido protocatequico € o acido hidroxibenzoico mais abundante em
sementes de uva e residuos de variedades vermelhas, com maior concentragdo do que os
outros derivados de acido hidroxibenzodico (SHI et al., 2003; MONTEALEGRE et al., 2006;
GUENDE-Z et al., 2005; MAKRIS et al., 2007; ANASTASIADI et al., 2012; APOSTOLOU
etal., 2013).

Figra 6 - Polifenois em bagas de uva

Semente: procianidinas. stilbenos,
acido galico, melatonina

Polpa: hidroxicinamatos,
antocianinas, sesquiterpenos

Pele: hidroxicinamatos, antocianinas,
resveratrol, procianidinas, flavonois,
sesquiterpenos, melatonina

Fonte: Adaptado de Nardoia (2015).
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2.3.5 Resveratrol da uva

O resveratrol ¢ uma fitoalexina produzido por diversas plantas como Kojo-kon
(Polygunum cuspidatum), Kashuwu (Polygunum multiflorum), eucalipto amendoim, amora e
também estd presente em uvas (Vitis vinifera e Vitis labrusca). Na uva esta fitoalexina ¢
sintetizada especialmente nas células da pele e semente, como resposta ao stress causado por
ataque fungico, dano mecanico ou por irradiagdo de luz ultravioleta e particularmente as
infeccdes microbioldgicas. O conteido do resveratrol depende da variedade da uva e
demostrou-se que nas uvas vermelhas ¢ muito maior que as uvas brancas. O resveratrol ¢
sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isomeras: trans-resveratrol (trans-3,5,4'-
trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4'trihidroxiestilbeno), (Figura 7). O isdmero
trans-resveratrol é convertido para cis-resveratrol em presenga da luz visivel, pois esta forma
¢ mais estavel. A forma de trans- resveratrol nos vinhos tintos esta entre 0,03 e 7 mg/L. Suas
propriedades terapéuticas sao totalmente demonstradas, onde o consumo de resveratrol esta

relacionado a uma diminuicao das doengas cardiovasculares (SAUTTER et al., 2005)

Figura 7 — Isdmeros do resveratrol, (A) trans-resveratrol (B) cis-resveratrol

HO —

HO
{0\ (o PES
HO OH OH

Fonte: Adaptado de Sautter et al. (2005)

2.3.6 Atividade antioxidante dos compostos fenolicos

Podemos dividir os antioxidantes em duas classes:. Na primeira com atividade
enzimatica, capazes de bloquear a iniciacdo da oxidagao, eles removem as espécies reativas ao
oxigénio entre elas superoxidos dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase. Na segunda
classe sem atividade enzimatica, sao moléculas que interagem com as espécies radicalares e
sao consumidas durante a reacdo. Aqui se incluem os cofatores de enzimas antioxidantes
(Selénio, Coenzima Q18), inibidores de enzimas oxidativas, quelantes de metais (EDTA) e os
seqiiestradores de radicais livres (vitamina C e E). Os polifendis sdo seqiiestradores de

radicais livres, capazes de captar radicais alcoxila (RO*), alquilperoxila (ROO¥*), superoxido
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(02%), radical hidroxila (HO*), 6xido nitrico (NO*), além do oxidante peroxinitrito
(ONOO/ONOOH) (BEHLING et al., 2004).

O termo "fenois" compreende cerca de 8000 compostos que estao presentes na
natureza, todos possuem uma estrutura comum, que ¢ um anel de fenol (Figura 8), isto ¢, um
anel aromatico que contém pelo menos um substituinte hidroxilo. Os flavonodides sao
polifendis com pelo menos 2 subunidades fenolicas e os compostos que possuem 3 ou mais

subunidades fenolicas sao chamados taninos (ROBBINS, 2003)

Figura 8 - Estrutura de um fenol

OH

Fonte: Adaptado de Robbins (2003)

Os flavonoides sdao derivados fendlicos sintetizados pelas plantas,
compreendem cerca de 4000 compostos identificados, sdo derivados hidroxilados,
metoxilados e glicosilados de dois fenil benzo e pirano, que consiste em dois anéis de
benzeno combinados através do oxigénio contido no anel de pirano (Figura 9). A capacidade
antioxidante dos polifendis ¢ influenciada pelo nimero e posi¢do dos grupos OH, assim como
pelas posicoes de glicosilagdo. A propriedade antioxidante ¢ direcionada sobre o radical
hidroxil (*OH) e o anion superdxido (*O2), que sdo espécies altamente reativas envolvidas
na inicia¢do da peroxidacdo lipidica. Além destes efeitos importantes, os flavondides tém
propriedades estabilizadoras de membrana, podendo afetar alguns processos do metabolismo
intermediario (GARRIDO; BORGES, 2013; ALASALVAR et al., 2001; CHAN et al., 2011;
ISMAIL et al., 2010).

Figura 9 - Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: Adaptado de Garrido e Borges (2013)



48

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe que inclui uma diversidade de
estruturas, simples e complexas, as quais possuem pelo menos um anel aromatico no qual ao
menos um hidrogénio € substituido por um grupamento hidroxila, sendo assim o composto
mais simples ¢ o fenol. Eles podem ser classificados em dois grupos como se apresentam na
Figura 10, os ndo-flavonoides e flavondides Na uva, os ndo flavonoides sdo principalmente
acidos fendlicos, os quais sdo geralmente divididos em dois grupos principais: os acidos
benzobicos, contendo sete atomos de carbono e os acidos cinamicos, compreendendo nove

atomos de carbono (GARRIDO; BORGES, 2013; SILVA et al., 2010).

Example: Delphinidin
Main source: blackbemias,
blackcurrant, grapes,
cranberries

Example: Resveratrol
Main source: grapes skin, red

Figura 10 - Classificacdo de polifendis
wine, bluebermes,

/ (Poly)phenolics \
”“kh": Non-flavanoids leaks, broceoli,
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Fonte: Adaptado de Crozier, Jaganath e Clifford (2009)

2.3.7 Trabalhos sobre a atividade antioxidante em residuos da vinificacao

Jara-Palacios et al. (2014) estudaram os residuos da vinificagdo conformada
por cascas de uvas brancas da Espanha e determinaram sua atividade antioxidante pelo

método de ABTS um valor entre 225-594,2 umol TEAC/g .
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Cataneo et al. (2008) estudaram os residuos da uva bordd Couderc (Vitis
vinifera), avaliaram sua atividade antioxidante pelo método de ABTS e determinaram um
valor entre 42,69 a 98,92 umol TEAC/g e pelo metodo de DPPH um valor de 220,44 pumol
Trolox/g

Xu et al. (2010) determinaram em residuos de uva da variedade Cabernet
Sauvignon (Vitis vinifera) uma atividade antioxidante por DPPH entre 324,62 ¢ 152,56 umol
de trolox/g, respectivamente.

Rockenbach et al. (2011b) determinaram a atividade antioxidante pelo método
DPPH em residuos de uvas vermelhas da variedade Bordd e Isabel, de 361,12 ¢ 188,02 umol
de trolox/g, respectivamente.

Burin et al. (2014) determinaram sobre os residuos de uvas da variedade Bordd
(uva vermelha) e Niagara (uva branca) de Vitis labrusca, uma atividade antioxidante por

DPPH de 233,8 pmol de trolox/g e 45,5 umol de trolox/g, respectivamente.

2.4 METODOS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

Existem muitos métodos de extracdo de compostos fenolicos (Tabela 4 e 5),
geralmente sdo estudados a extragdo solida-liquida mediante o uso de solventes e a finalidade
destes métodos ¢ determinar quimicamente a maior polaridade entre os metabolitos
secundarios e os solventes, apresentando uma solugdo aquosa com metabolitos de alta
solubilidade. A maioria dos procedimentos para determinar polifendis utiliza metanol aquoso
ou acetona para extracdo. Marinova, Ribarova e Atanassova (2005) usaram 80% de solugdo
aquosa metanol para extragdo em um banho ultra-sonico. Kennedy, Matthews e Waterhouse
(2002) extrairam os fendlicos de cascas com acetona aquosa a 66% durante 24 h a 20 °C e
evaporou o solvente apo6s filtragdao do extrato. Montealegre et al. (2006) usaram metanol, 4gua
e acido formico para extracao de compostos fendlicos de peles liofilizadas e sementes.

Existem trabalhos que estudaram o metanol e a acetona (solucdes aquosas a
80%, v/v com HCI a 0,1%) que foram testados na extracdo de fendlicos e os resultados
obtidos foram comparados. A eficiéncia da extragdo foi verificada por re-extracdo do residuo
usando o mesmo procedimento. Foi notado que um passo de extragdo nao foi suficiente para a
remocao total da analise dos componentes das cascas, sementes e celulose. Segunda e terceira
extragdes dos residuos foram realizadas, determinando a extracdo de compostos fenolicos no

terceiro extrato. Portanto, os dois primeiros extratos foram combinados e depois analisados. A
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extracdo de fenolicos totais, flavonodides totais, antocianinas totais e catequinas totais obtidas

com extragdo com metanol/agua (80/20) e acetona/agua (80/20).

Tabela 4 — Teor de fendlicos determinados em metanol e acetona (cascas e semente) (TP:

fenois totais, TF: flavondides totais, TA: antocianinas totais, TC: catequinas totais)

Uvas Extratos-metanol (mg/g)  Extratos-acetona (mg/g) Diferenca, %
Vranec

Cascas/TP 48,1 £1,13 48,4+ 1,13 0,62
Cascas/TF 6,90 + 0,42 7,01 £0,29 1,59
Cascas/TA 11,5+0,68 11,9+ 0,65 3,48
Cascas/TC 2,24 +£0,18 2,71 £0,28 20,98
Sementes/TP 162 £ 5,65 166 £ 5,66 2,47
Sementes/TF 15,3 +0,75 18,9 £ 0,60 23,53
Semenetes/TC 246 £1,15 25.3+1,69 2,85

Fonte: Adaptado por Ivanova, Stefova e Chinnici (2010)

Tabela 5 — Extratos e compostos fenolicos produzidos por cultura de tecidos vegetais

Extrato Origem Solvente de extragdo Referéncia
bioativo
Acidos Eryngium planum L. (raizes e rebentos) Agua:Metanol (50:50, v/v) Thiem et al., 2013
fenolicos Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. ( calli) Metanol Szopa e Ekiert 2012
Theobroma cacao L. (anteras) Agua:Metanol (20:80, v/v) Alemanno et al. 2003
Compostos Aloe arborescens Mill rebentos Agua: Metanol (50:50, v/v)  Amoo et al., 2012
fendlicos Aronia melanocarpa (Michx.) Metanol Szopa e Ekiert, 2014

Agua:Metanol (5:95, v/v) Khateeb et al. 2012
Madhu 2013

Sircar et al., 2007

Cichorium pumilum Jacq. (calli)
Etanol
Agua:Metanol (50:50, v/v)

Clitorea ternatea L.(rebentos)

Daucus carota L. (raizes transgénicas)

Rehmannia glutinosa Libosch (folhas e Metanol Piatczak et al., 2014
raizes)

Salvia  miltiorrhiza ~ Bunge  (raizes Agua:Etanol (5:95, v/v) Zhao et al., 2011
transgénicas)

Santos-Gomes et al.
2003
Goyali et al., 2014

Salvia officinalis L. (calli e células) Acetona

Vaccinium angustifolium Ait. (folhas) Agua:Acetona:Acido
férmico

(20:80:0.1 v/v/%)

Fonte: Adaptado por Dias (2016)
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2.5 NANOENCAPSULACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A nanoencapsulacdo ¢ uma técnica que consiste no aprisionamento de um
agente ativo (particulas solidas, gotas de liquidos ou compostos gasosos) em um involucro
protetor (filmes finos ou coberturas poliméricas), para ser liberado em um determinado
momento programado. O material a ser encapsulado ¢ designado por nticleo, material ativo ou
fase interna, enquanto o material que forma o revestimento ¢ chamado de material de parede,
carreador, membrana ou casca. O nucleo pode ser composto por um ou mais ingredientes € o
material de parede pode ser formada por uma ou duas camadas (GHARSALLAOUI et al.,

2007). A encapsulacao pode ser classificada como nanocapsulas ou nanoesferas (Figura 11).

Figura 11 - Representacdo esquematica das nanoparticulas

Nanoparticula

G po].i.nlérica_ - Mucleo ipofilico
e -__ _ parede pilmérico
Fenolico —
,"' — Fenblico

Manoesfera Manocapsula

Fonte: Adaptado de Venturini, et al., 2011).

As nanocipsulas contém um nudcleo que estd envolvido por um filme
polimérico formando um sistema do tipo reservatorio, € sdo tipicamente produzidas por
coacervagao complexa, secagem em leito fluidizado, co-extrusdo e inclusdo molecular. Ja as
nanoesferas, produzidas principalmente por spray drying, constituem um sistema matricial, no
qual o polimero forma uma rede tridimensional onde o material a ser encapsulado pode estar
adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a matriz polimérica, formando sistemas de
dissolucdo, dispersao ou sistemas porosos (JAFARI et al., 2008).

Na industria de alimentos e farmaceutica, a encapsulacdo ¢ utilizada com o
objetivo de revestir um ingrediente ou aditivos por um agente encapsulante de natureza
comestivel, modificando e melhorando a aparéncia e as propriedades de algumas substancias,
aumentar a vida de prateleira, proteger contra a luz, umidade e calor (AZEREDO, 2005;

KUANG; OLIVEIRA; CREAN, 2010; AUGUSTIN; HEMAR, 2009; SANTOS et al., 2003).
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O tamanho da nanoparticula pode fazer com que ela interaja e tenha uma
captagdo maior com tecidos biologicos, além disso, devido a sua enorme reatividade quimica
relacionada com a grande area superficial que apresentam em relacdo ao seu tamanho
reduzido, as nanoparticulas podem gerar respostas biologicas adversas (FARIA, 2010;

ARORA; RAJWADE; PAKNIKAR, 2012).

2.5.1 Métodos de encapsulamento

Diversos métodos (quimicos, fisicos, ou fisico-quimicos) podem ser utilizados
na realizacdo do processo de microencapsulagao (Tabela 6). A diferenca entre eles esta no
envolvimento ou aprisionamento do material a encapsular pelo agente encapsulante. Dessa
forma, devem ser consideradas as propriedades fisico-quimicas do material a encapsular ¢ do
agente encapsulante, a aplicacdo e finalidade, o tamanho, textura e forma das microcépsulas,

bem como o mecanismo de liberacdo do material a ser encapsulado (BANSODE et al., 2010).

Tabela 6 - Métodos utilizados na elabora¢dao de micro e nanoparticulas.

Metodo de micro- Natureza do material do Tamanho de

nanoencapsulacao nucleo particula
Métodos fisicos
Extrusdo estacionaria Liquido/solido/gés 1000- 6000 um
Extrusdo centrifuga Liquido/solido/gés 125 - 3000 pm
Spray drying Liquido/sélido 5—-150 pm
Spray chilling e spray cooling Liquido/sélido 20 —-200 pm
Leito fluidizado Sélido >100 pm
Co-cristalizacao Soélido/liquido -
Liofilizagao Liquido 100-200 nm
Métodos quimicos -
Polimerizagao interfacial Liquido/solido 1 -500 pm
Inclusdo molecular Liquido 5—50 um
Polimerizagdo in situ Liquido/sélido 1 -500 um
Métodos fisicoquimicos
Coacervacao Liquido/sélido 1 -500 pm
Lipossomas Liquido/sélido 100-120 nm
Lipoesferas Liquido/sélido 0,02-10 pm
Evaporacao do solvente Liquido/solido 1-5000 pm

Fonte: Adaptado de Desai e Parka (2005) e Madene et al. (2006)



53

2.5.1.1 Spray drying

O método de spray drying ¢ um dos mais antigos métodos de encapsulagao,
tendo sido originalmente utilizado, na década de 30, para preparar os primeiros compostos
contendo sabores encapsulados, usando como agente encapsulante a goma acicia. A
substancia a encapsular ¢ homogeneamente dispersa ou dissolvida numa solugdo aquosa ou
dispersdo que contém o agente encapsulante, sendo o sistema atomizado numa corrente de ar
quente. Posteriormente ocorre evaporagdo do solvente, obtendo-se a rapida solidificagdao de
goticulas. Esta tecnica baseia-se no bombeamento da solugdo até ao atomizador, onde ¢
aspergida na forma de névoa de goticulas (spray), at¢ a camara de secagem. Neste
compartimento ocorre a evaporagdo do solvente (secagem pelo ar quente) onde as gotas
liquidas passam as particulas solidas secas, que depois sao recolhidas no ciclone ou em outro
sistema de coleta de pd. A Figura 12 esquematiza as etapas envolvidas na técnica de
microencapsulacio por spray drying. As variaveis do processo sdo: as temperaturas do ar de
entrada e de saida, o fluxo de ar ou do fluido de arrastre, a distribucao da temperatura e da

umidade, o tempo de permanéncia e a geometria da cdmera (WILSON; SHAH, 2007)

Figura 12 - Esquematizacdo das etapas envolvidas no processo de encapsulagcdo por spray

drying
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Fonte: Adaptado de Wilson e Shah (2007)
2.5.1.2 Liofilizacao

Consiste na secagem de um produto previamente congelado no qual a maior
parte do solvente ¢ removido por sublimacao, sem a passagem pela fase liquida. Geralmente,
este solvente ¢ a agua (POLAK; PIOTOMBO, 2011). Este processo envolve trés etapas

principais: congelamento, secagem primaria e secagem secundaria. Depois de congelada, a
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agua ¢ removida do material por sublimacdo (secagem primdria). Em seguida, a 4gua que
continua descongelada, remanescente da primeira etapa, ¢ entdo removida por dessorg¢ao
através da reducao da pressdo. Além de ser utilizada no processo de secagem, a liofilizagao
pode ser empregada como método de encapsulagao de um matérial ativo. A liofilizacao esta
baseada no ponto triplo da 4dgua, onde ha a coexisténcia dos trés estados fisicos (solidos,
liquidos e gasoso) na temperatura de aproximadamente 0 °C e na pressdo de 610 Pa. Assim,

¢ possivel a passaram direta do estado solido para o gasoso, conhecida como sublimagdo,

como ¢ demostrada na Figura 13 (MARTINS et al., 2011)

Figura 13 - Diagrama de fases da dgua
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Fonte: Adaptado de Boo, Filho e Toledo (2004)
2.5.1.3 Emulsificacao

As nanoemulsoes, também referidas na literatura como miniemulsoes,
emulsoes ultrafinas, microemulsdes instaveis, submicroemulsdes, sdo uma classe de emulsoes
que podem apresentar aparéncia translucida quando o tamanho de globulo ¢ inferior a 200 nm
ou leitosa quando o tamanho estd entre 200 - 1000 nm. As nanoemulsdes sdo superiores as
solugdes micelares em termos de potencial de solubilizagdo de substancias, por isso, sdo
usadas para aumentar a solubiliza¢do e a absor¢do de fAirmacos lipofilicos. As nanoemulsdes

possuem diversas vantagens em relagao aos veiculos tradicionais, como as relatadas a seguir:
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Sdo capazes de veicular farmacos lipofilicos em um sistema disperso aquoso e seu tamanho
reduzido proporciona uma elevada superficie de contato com as membranas biologicas,
favorecendo a absor¢do; Possuem maior area superficial e energia livre com relacao as
macroemulsdes, caracteristicas que conferem com um efetivo sistema de transporte. O
diminuto tamanho dos globulos, associado ao movimento browniano caracteristico, diminui a
atuacdo da for¢a da gravidade evitando processos de instabilidade como sedimentagdo e
cremagem. Podem ser formulados em varias formas farmacéuticas, tais como espumas,

cremes e sprays (FERNANDEZ et al., 2004; SHAH; BHALODIA; SHELAT, 2010).
2.5.2 Materiais de parede

A selecdo do agente carreador depende das propriedades fisico-quimicas do
material a ser seco, do processo utilizado para formar a particula e das propriedades finais

desejadas.

Tabela 7 - Principais agentes carreadores em alimentos

Classe Agentes carreadores

Carboidratos Amido, maltodextrinas, xarope de milho, dextrana, sacarose e ciclodextrina.

Celulose Carboximetilcelulose, metil e etil celulose, acetil celulose e nitrocelulose.

Gomas Goma arabica, agar, alginato de sddio e carragena.,

Lipidios Cera, parafina, triestearina, 4cido estearico, mono e diglicerideos, Oleos e
gorduras.

Proteinas Gluten, caseina, gelatina, albumina, hemoglobina e peptideos.

Fonte: Adapatado de Tonon (2009)

Um material de cobertura ideal deve ser insoliivel e ndo-reativo com o material
de recheio, ser de facil manipulagdo (apresentar uma baixa viscosidade a altas concentragdes),
ter habilidade para dispersar ou emulsificar o material ativo e estabilizar a emulsdo produzida,
lacrar e segurar o material ativo dentro da sua estrutura durante o processamento e
estocagem. Além disso, deve liberar completamente o solvente ou outro material que serad
usado durante o processo de encapsulagdo, proporcionar a maxima protecdo ao material
ativo contra condi¢cdes ambientes, ser soluvel em solventes aceitdveis na industria de

alimentos e apresentar boa disponibilidade no mercado e baixo custo (GHARSALLAOUI
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et al., 2007; DESAI; PARK, 2005). Os principais agentes carreadores geralmente empregados

na industria de alimentos sdo apresentados na Tabela 7.
2.5.2.1 Maltodextrina

Maltodextrinas sdo carboidratos formados por hidrolise parcial, através da agao
de acidos ou enzimas e estao disponiveis em diferentes niveis de dextrose equivalente (DE),
indicando o nivel de hidrodlise do polimero de amido (Figura 14) (GHARSALLAOUI et al.,
2007). Na industria de alimentos, as maltodextrinas sdo utilizadas para diversos fins, como
agente espessante, substituto de gordura, formador de filmes, no controle do congelamento
para prevenir cristalizagdes e como complemento nutricional (WANG; WANG, 2000). No
processo de microencapsulacdo de ingredientes alimenticios, maltodextrinas tém sido
extensivamente utilizadas por apresentarem habilidade na protecdo dos materiais
encapsulados contra oxidagdo, sendo este fato atribuido a sua capacidade de formar filme, as
suas propriedades plésticas e ao seu poder redutor (ELNAGGAR et al., 2010). Outro fator
importante esta relacionado as suas propriedades fisico-quimicas e ao seu baixo custo de

aquisi¢ao (KILMARTIN; REID; SAMSON, 2004).

Figura 14 — Estrutura quimica da maltodextrina.
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Fonte: Adaptado de Carareto et al. (2010).

As maltodextrinas apresentam uma ampla distribui¢do de massa molecular entre
polissacarideos e oligossacarideos e estdo disponiveis comercialmente, na forma de um pé
branco ou de solu¢des concentradas. Ao contrario de amidos naturais, elas sdo soltiveis em
agua fria. As maltodextrinas sdo geralmente descritas por seu valor de dextrose equivalente

(DE), que ¢ uma medida do inverso do nimero de unidades de a-D-glicose anidra, e esta
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ligada ao seu grau de polimerizacdo (DP), de forma que DE = 100/DP. Assim, a
especificidade das propriedades das maltodextrinas esta ligada ao DE e ao DP, que mudam de
acordo com o grau de hidrolise e o tratamento enzimatico. Sao definidas como maltodextrinas
os produtos com valores de DE menores que 20. Estes produtos sdo pouco higroscopicos, nao
apresentam dogura e sdo bastante usados para contribuir com o corpo de sistemas
alimenticios. J4 a hidrolise do amido a valores de DE entre 20 e 60 resulta em uma mistura de
moléculas denominada “xarope de milho so6lido”, que apresenta uma leve dogura e maior
capacidade de absorver umidade. Variagcdes nos valores de DE resultam em maltodextrinas

com propriedades fisico-quimicas diferentes. Algumas destas caracteristicas estdo

apresentadas na Tabela 8 (TONON, 2009).

Tabela 8 - Caracteristicas dos amidos e seus hidrolisados, de acordo com sua DE

Dextrose equivalente (DE)

Propriedade 5 10 15 20 25 36 42

Escurecimento ndao enzimatico

v

Higroscopicidade

v

Dogura

v

Viscosidade

Solubilidade

A

A

Fonte: Adaptado por Tonon (2009).

2.5.2.2 Goma arabica

A goma ardbica ¢ constituida principalmente por arabina, mistura complexa de
sais de calcio, magnésio e potassio do acido ardbico. Este acido ¢ um polissacarideo que
produz L-arabinose, D-galactose, acido D-glucoronico e L-ramnose, apds hidrolise. As
unidades de D-galactopiranose em ligacdo 1,3 formam a cadeia estrutural da molécula, e
algumas das unidades de D-galactopiranose contém cadeias laterais na posi¢cdo C-6,
constituidas por duas unidades de D-galactopiranose em ligacdo 1,6 terminadas por uma
unidade de acido glucuronico em ligagdo 1,6 (Figura 15). A goma arabica contém 12% a 15%
de agua e composta de duas fracdes: a primeira composta de polissacarideos, os quais
apresentam pouco ou nenhum material nitrogenado (70% da composicdo da goma) e a
segunda fracdo composta de moléculas de elevado peso molecular e proteinas integrantes da

estrutura. A goma ardbica dissolve prontamente em agua, gerando solucdes claras que variam
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da coloracdao amarelo muito palido para laranja dourado, e com um pH de aproximadamente
4,5. Uma caracteristica funcional da goma ardbica ¢ sua habilidade de agir como um
emulsificante para dleos essenciais ¢ aromas. Os componentes de alta massa molecular ricos
em proteinas sao adsorvidos preferencialmente na superficie das gotas de 6leos. As cadeias de
polipeptidios hidrofébicos adsorvem e ancoram as moléculas na superficie, enquanto que os
blocos de carboidrato inibem a floculagdo e coalescéncia por fendmeno de repulsdo

eletrostatica e estérica (BUFFO; REINECCIUS; OEHLERT, 2001).

Figura 15 - Estrutura quimica da goma arabica
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2.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE MICRO E NANOPARTICULAS

A determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas de nanoparticulas ¢ de
fundamental importancia para conhecer a estabilidade e para o estabelecimento de parametros
de fabricacdo que possam controlar a liberagdo dos encapsulados ou farmacos apartir dos
mesmos. Porém, necessita-se da utilizagdo de varias técnicas a fim de caracterizar estes
sistemas, para a analise da morfologia das particulas, determinagdo da distribuicao de
tamanho, do potencial elétrico superficial (potencial zeta), calorimetria diferencial de
varredura (DSC), determina¢do da concentragdo da nanocédpsula quando associado as

nanoestruturas e sua cinética de liberagao.
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2.6.1 Analise termogravimetrica

E uma técnica que se usa para avaliar a estabilidade térmica das microparticulas
¢ a analise termogravimétrica. Baseia-se na medicdo da perda de massa continua devido a
temperatura, que aumenta de forma controlada. Esta perda de massa relaciona-se com a
estrutura molecular, surgindo devido a evaporacao da mistura residual, quando a temperatura
¢ baixa, ou a deterioracao do polimero, quando a temperatura ¢ elevada. Desta forma, a perda
de massa traduz-se numa alteracdo na composicdo que € caracteristica de cada polimero
(TAKAHASHI, 2009). Esta técnica mede a diferenca de energia necessdria a substancia e de
um material de referéncia, inerte de modo térmico, enquanto ambos sdo submetidos a uma
variacdo controlada de temperatura. Essas variagdes sdao devidas a processos fisicos e
quimicos como, fusdo, decomposi¢ao ou transi¢ao de uma fase cristalina para outra. A
calorimetria exploratoria diferencial permite medidas da diferenga de energia fornecida a uma
substancia e a um material de referéncia, em fun¢do da temperatura, enquanto a substancia ¢ o
material de referéncia sdo submetidos a uma programacdo controlada de temperatura. Estas
medidas fornecem dados qualitativos e quantitativos em relagdo a mudangas fisicas e
quimicas que envolvem processos endotérmicos e exotérmicos ou mudangas de massa na
capacidade calorifica. Podemos citar algumas informacdes sobre caracterizagao e medidas
especificas como: transi¢do vitrea, temperatura e tempo de cristalizacdo, ponto de fusao, calor
especifico, oxidagdo, estabilidade térmica, cinética de reagdo, etc. De acordo com o método
de medig¢ao utilizado, existem dois tipos de equipamentos de DSC:
e DSC-fluxo de calor
e DSC-compensacao de poténcia

No primeiro tipo, a amostra e a referéncia sao aquecidas por uma unica fonte de
calor e colocadas em cadinhos idénticos. O calor ¢ transferido através do disco para a amostra
e a referéncia e o fluxo de calor diferencial entre os dois cadinhos ¢ controlado por termopares
conectados abaixo dos cadinhos. Desta forma, a curva calorimétrica ¢ apresentada na forma
de diferenga de temperatura entre a amostra e a referéncia em funcdo do tempo ou da
temperatura. Ja no DSC de compensagdo de poténcia, a amostra e a referéncia sao aquecidas e
resfriadas individualmente. Garante-se uma diferenca de temperatura entre a amostra e a
referéncia, devido a absor¢do ou perda de calor; a poténcia nos aquecedores individuais €
ajustada de forma que restaure o equilibrio.

A curva resultante de uma analise de calorimetria exploratoria diferencial

permite calcular a variagdo de entalpia ocorrida em um processo pelo calculo da area sob o
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pico obtido. A dire¢do do pico indica o tipo de processo observado. Em um aparelho de DSC
com compensacao de poténcia, o pico endotérmico € representado por uma variagdo de linha
base para cima, enquanto que um pico exotérmico apresenta uma variagao de linha base para
baixo. Para sistema com fluxo de calor, ocorre o inverso. O maior numero de aplicacdes da
técnica de DSC estd concentrado no estudo de compostos poliméricos para determinacdo do
calor especifico, de cristalizacao e de fusdo, e das entalpias de fusdo, cristalizagdo e de reagdo

(TAKAHASHI, 2009).

2.6.1.1 Temperatura de transi¢ao vitrea (tg)

A temperatura de transi¢cdo vitrea ¢ considerada uma transi¢ao termodinamica de
2% ordem ¢ esta associada a fase amorfa do material. Sendo de 2* ordem, afeta variaveis
termodindmicas secundarias como o coeficiente de expansdo, indice de refragdo, calor
especifico, além de variaveis mecanicas, como moddulo de elasticidade e capacidade de
deformacao plastica. Um polimero estd no estado vitreo, quando se encontra abaixo da Tg,
ndo havendo energia interna suficiente para permitir o deslocamento de uma cadeia com
relagdo a outra, este se torna duro, rigido e quebradigo. A temperatura de transi¢ao vitrea (Tg)
consiste no valor médio de uma faixa de temperaturas, passando de uma temperatura muito
baixa para valores mais altos, permitindo que cadeias poliméricas da fase amorfa adquiram

mobilidade (TAKAHASHI, 2009).

2.6.2 Analise morfolégica das nanoparticulas

Uma das formas para avaliar a morfologia das micro-nanoparticulas ¢ a
microscopia electronica de varredura (MEV), esta tecnica permite obter informacao
morfologica e informacdo de superficie. E possivel visualizar detalhes, como a forma e
caracteristicas de superficie, de materiais heterogéneos numa escala micrométrica (um) ou
nanométrica (nm). A capacidade de obter imagenes com grande precisdo e tridimensionais

torna as andlises microscopicas de MEV (DIXIT et al., 2010).

2.6.2.1 Miscroscopia eletronica de varredura - MEV

A miscroscopia eletronica de varredura tem sido muito empregada para a

caracterizacdo de micro e nanoestruturas na forma de pds, o que facilita o estudo da
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morfologia da superficie destas, além de auxiliar na avaliagdo de mudancas na forma das
nanoestruturas depois de terem sofrido secagem (ABDELWAHED; DEGOBERT; FESSI,
2006). Nesta técnica, a amostra ¢ depositada sobre uma fita de carbono dupla face e
metalizada, ou seja, recoberta com uma fina camada de metal condutor. Em seguida, a
amostra ¢ submetida a um fluxo de elétrons sobre sua superficie que gera uma imagem da
topografia da amostra. O principio de funcionamento do MEV consiste na passagem de
corrente elétrica por um filamento de tungsténio (eletrodo negativo) que promove uma
elevacao de temperatura (~2.500°C), gerando uma emissao térmica de elétrons mediante a
aplicagdo de uma diferenca de potencial que pode variar de 0,5 a 30 KV, o que permite a
variagdo da aceleragdo dos elétrons. A parte positiva em relacdo ao filamento do microscopio
(eletrodo positivo) atrai fortemente os elétrons gerados, resultando numa aceleracdo em
direcdo ao eletrodo positivo. A corregao do percurso dos feixes ¢ realizada pelas lentes
condensadoras que alinham os feixes em direcdo a abertura da objetiva. A objetiva ajusta o
foco do feixe de elétrons antes deles atingirem a amostra incidindo sobre uma determinada

area selecionada (SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.6.3 Tamanho e distribucio de particulas

O tamanho médio das particulas e a distribui¢do do tamanho, medida pelo indice
de polidispersao (IP) das nanodispersdes sdo parametros muito importantes na area de
nanotecnologia farmacéutica. O tamanho determina em muitos casos a distribui¢do das
particulas in vivo. O tamanho das nanoparticulas depende de vérios fatores: método de
preparagdo, natureza do material utilizado, peso molecular e concentracio do polimero
utilizado, caracteristicas fisico-quimicas do encapsulado, concentragdo de tensioativos,
propor¢do entre fase oleosa e aquosa, a viscosidade das fases utilizadas, a velocidade de
agitacdo e também a velocidade de difusdo da fase organica na aquosa em alguns métodos.
Em relagdo a estabilidade, o tamanho das nanoparticulas ¢ importante, pois pode evidenciar a
tendéncia destes sistemas a agregacao ao longo do tempo. A espectroscopia de correlagdo de
fotons (ECF) ¢ considerada o método padrao para a determinagdo do didmetro médio e da
distribuicdo do tamanho (IP). Esta técnica baseia-se na analise do movimento das particulas
na agua que ¢ inversamente proporcional ao seu tamanho, podendo ser detectado pela
correlagdo do tempo das flutuagdes de intensidade da luz espalhada quando as nanoparticulas
sdo iluminadas por um feixe de laser. Estas flutuagdes na intensidade da luz espalhada sao

relacionadas a velocidade de difusdo das particulas para dentro e para fora da regido que esta
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sendo estudada, e os dados podem ser analisados para fornecer coeficientes de difusdo das
particulas que fazem o espalhamento. Assim, a partir dos coeficientes de difusdo, os dados sao
processados para fornecer o tamanho da particula considerada esférica (MOSQUEIRA et al.,

2005; SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.6.4 Potencial zeta

O potencial zeta pode ser definido como o potencial de superficie das particulas
que pode ser influenciado por mudangas na interface com o meio externo, decorrente da
dissociacdao de grupos funcionais presentes na superficie ou da adsor¢do de espécies idnicas
do meio de dispersdo. Geralmente o potencial zeta ¢ calculado por medidas de mobilidade
eletroforética que correspondem a velocidade das particulas em suspensdo, quando
submetidas a um campo elétrico. Quanto maior a carga superficial, maior sera a velocidade
com que as particulas deslocam em direcdo aos eletrodos de carga oposta, sendo esta
velocidade medida através da técnica de espalhamento da luz. As particulas podem ter uma
carga elétrica positiva ou negativa. Se ela for positiva, atraira ions negativos (contra-ions)
presentes na solugcdo formando uma camada ou nuvem de elétrons ao seu redor. Se a particula
for negativa, atraird ions positivos. A superficie que separa a camada de cargas da superficie
da particula da camada difusa em torno dela ¢ chamada de plano de cisalhamento. O potencial
eletrostatico apresentado neste plano de cisalhamento ¢ o potencial zeta. Os equipamentos
medem o potencial zeta neste plano. Um valor em mddulo de potencial zeta entre 30-60 mV ¢
considerado como importante para a estabilidade de coldides uma vez que as forgas repulsivas
evitam agregacdes entre as particulas em dispersdo. O potencial zeta pode ser afetado pelos

componentes da formulacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003).

2.7 AVALIACAO IN VITRO DA DIGESTAO GASTROINTESTINAL

2.7.1 Digestao gastrointestinal das nanoparticulas

Quando se consome nanoparticulas podem nao ser totalmente absorvidos pelo
organismo e tém uma resisténcia ao processo de digestdo gastrointestinal, ser absorvidos e
ndo serem biotransformados, pelas enzimas de biotransformag¢do, em metabolitos sem
actividade bioldgica. Assim, para além de efectuar o doseamento destes ¢ importante

determinar a propor¢do que ¢ libertada da matriz da nanoparticula e que fica realmente
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disponivel para ser absorvida, ou seja, a sua bioacessibilidade e a propor¢ao que ¢ realmente
absorvida, ou seja que passa através das membranas celulares, e que fica disponivel para ser
utilizada pelas células. Os compostos bioactivos nao absorvidos pelo organismo podem ainda
exercer os seus efeitos benéficos ao longo do tubo digestivo, podendo, mesmo assim,
contribuir para a promogao da satide (HOLST; WILLIAMSON, 2008).

Apbs a absor¢do, as nanoparticulas sdo transportados a diversas partes do
organismo, através de duas vias distintas. A agua, ions e produtos hidrossoliveis (ex: glicose
e aminoacidos) entram no sistema porta (sistema de veias portais que transporta o sangue dos
intestinos, estdbmago, bago e pancreas para o figado) e sdo conduzidos para o figado. Quanto
aos acidos graxos e glicerol entram nos capilares linfaticos, através dos quais sao
transportados até ao tecido adiposo e figado. Muitos dos fitoquimicos ingeridos apresentam
uma baixa biodisponibilidade, especialmente quando comparados com os macronutrientes,
devido ao fato de serem reconhecidos pelo organismo como compostos xenobidticos
(HOLST; WILLIAMSON, 2008).

A metabolizagdo pela flora intestinal tem sido pouco estudada, mas pode ter um
efeito preponderante nas actividades biologicas destes partliculas, uma vez que as
nanoparticulas que nao forem absorvidos no trato gastrointestinal podem ser metabolizados
por estas bactérias, originando metabolitos passiveis de ser absorvido no epitélio do célon e,
desta forma, chegar a corrente sanguinea (WILLIAMSON; MANACH, 2005).

As nanoparticulas dentro do trato gastrointestinal podem ser absorvidas por
algumas 4reas e migrar para a corrente sanguinea ou para outros Orgdos, também interagir
localmente com a camada mucosa, essa interagdo pode levar a problemas fisioldgicos,
metabolicos e imunoldgicos. A migracdo de certas nanoparticulas através da barreira
intestinal consiste em vdrias etapas: difusdo na camada mucosa, contato com enterocitos ou
células M (enterdcitos especializados na absor¢do de antigenos luminal) e possivel transporte
celular. O caminho mais comum de nanoparticulas através de células epiteliais parece ser
endocitose (um processo no qual a célula engole grandes moléculas ou particulas), porém o
tamanho das nanoparticulas tém influéncia na absor¢do e onde as maiores absor¢des ocorre
com pequeno tamanho de particulas de aproximadamente de 50 nm. A estabilidade das
nanoparticulas respeito a sua diluicdo e consequente liberacdo de ides depende do pH do
fluido onde sdo imersos, da duragdo de sua permanéncia no fluido e de sua composi¢dao. O
nivel de pH depende das regides gastrointestinais, isso poderia alterar a agregagdo ou

aglomeragdo das nanoparticulas e alterar a sua superficie quimica. O conhecimento sobre os
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parametros de dissolucdo nos fluidos gastrointestinais pode ajudar o transporte de
nanoparticulas e sua subsequente concentragdo no sangue (PETERS et al. 2012)

Walczak et al. (2013) utilizou um modelo digestivo humano in vitro para
demonstrar que apds a digestdo gastrica, o nimero de nanoparticulas de 60 nm diminui
porque sdo aglomeradas pela interagdo com ions Cl-, porém, o nimero aumentou novamente
quando estavam sob condigdes intestinais.

A mucosa intestinal ¢ uma rede complexa de glicoproteinas, lipidios, células e
macromoléculas séricas (anticorpos), ¢ a primeira barreira que as nanoparticulas atendem, a
carga elétrica de superficie pode ser crucial para que seja atravessada. Uma rede neutra ou
com uma carga elétrica de superficie positiva pode prevenir a mucoescendéncia, isso favorece
a penetragcdo, enquanto a passagem de compostos hidrofilicos (ou lipofilicos) negativamente
carregados ¢ impedida. Também foi demonstrado que pequenas nanoparticulas penetram na

camada mucosa mais facil do que grandes nanoparticulas. (CRATER; CARRIER, 2010).

2.8 CAENORHABDITIS ELEGANS

2.8.1 Caracteristicas

Caenorhabditis elegans ¢ um nematdide redondo (Figura 16), ndo parasitico e de
vida livre que normalmente vive no solo, em toda a faixa de temperatura das regides do
mundo, alimenta-se a partir de microorganismos como bactérias (E. coli e fungos). Requisitos
para seu cultivo e reproducao precisa de um ambiente imido, temperatura ambiental entre 10
°C ¢ 25 °C, oxigénio atmosférico e bactérias como alimento. E hermafrodita, o que torna
possivel cultiva-lo no laboratério em grandes quantidades, tanto em meio liquido quanto em
placas de petri, e se propagam rapidamente vérias formas mutantes de uma maneira facil e
barata. Adultos eles sdo apenas cerca de 1 mm de comprimento ¢ 70 um de didmetro e,
portanto, eles s6 exigem um pequeno espago para a manutengdo. Seus movimentos sao
restritos a ondas sinusoidais macias, quase inteiramente em um plano simples dorsoventral.
Nao emitem odor intenso e sua aparéncia transparente ¢ bastante atraente e facilita seu
tratamento e observagcdo. Um microscopio confocal ¢ suficiente para o gerenciamento de
rotina. Entanto, o crescimento rapido e a capacidade de autofertilizacdo requerem medidas
especiais para estabilizar um cultivo sincronizado. O tamanho do genoma de C. elegans ¢ de

97 milhdes de pares de bases, cerca de 20 vezes maior que o de E. coli e cerca de 1/30 do
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humano. Foi o primeiro organismo multicelular para o qual seu genoma foi completamente

seqiienciado, em 1998 (SURCO, 2011).

2.8.2 Sexo

Existem duas formas sexuais, masculinas e hermafroditas, sendo esta ultima a
predominante. Hermafroditas produzem esperma e ovos, € podem se reproduzir por
autofertilizacdo, sem acasalamento. O macho produz apenas esperma e para sua repoducao
deve se acasalar com uma hermafrodita. Apds do acasalamento, os espermatozodides
masculinos competem com os espermatozdides do hermafrodita na fertilizagdo dos ovos e a
maior parte da progénie ¢ o resultado da fertilizagdo cruzada. Os ovos fertilizados sdo
tomados e desenvolvidos internamente por varias horas, o periodo exato aumenta com a idade
da hermafrodita. Uma hermafrodita simples produz aproximadamente uma progénie de 300
individuos hermafroditas por autofertilizacdo, enquanto a fertilizacdo cruzada pode produzir
mais de 1000 vermes machos e hermafroditas em proporcdes iguais (GEMS; RIDDLE, 2000;
SURCO, 2011).

Figura 16 - Larva de C. elegans adulto
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Fonte: Adaptado de Surco (2011)

2.8.3 Anatomia

Ambos os sexos tém uma mesma anatomia geral e s3o de tamanho semelhante, o

adulto masculino ¢ um pouco menor e mais magro do que o hermafrodita (Figura 16). A boca
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estd na ponta da cabeca, enquanto o anus da hermafrodita e a cloaca do macho sdo ventrais na
extremidade posterior. Em contraste com a simple ponta da cauda do hermafrodita, a cauda do
macho ¢ uma estrutura elaborada com musculos complexos e nervos associados necessarios
para o acasalamento. A distingdo entre ambos os sexos ¢ feita com base nas diferencas na
cauda, o sistema digestivo consta de uma faringe e um intestino, que se estende da cabeca
para a cauda. A faringe ¢ composta de 20 células musculares, 20 células nervosas e 18 células
epiteliais ¢ ¢ fechada em uma membrana basal. Através de contragcdes musculares
coordenadas, a faringe ¢ responsavel pela ingestdo de bactérias, a bactéria que atravessa o
moinho na lampada terminal e passa o alimento para o intestino através da valvula faringeo-
intestinal. O intestino ¢ um tubo grosso de estrutura aparentemente simples, com 20 células

simples organizadas em 9 ané¢is (GONZALEZ-MORAGAS; ROIG; LAROMAINE, 2015).

Figura 17 - Anatomia do C. elegans (Na parte superior esquerda, imagem de microscopio de
luz de C. elegans. Abaixo, uma representacdo esquemadtica da anatomia de C. elegans
mostrando as partes de interesse para a avaliacdo de nanoparticulas)
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2.8.3.1 Cuticula e epiderme

A cuticula ¢ a superficie extracelular resistente do verme, que protege o animal
do meio ambiente, mantém a morfologia e integridade do corpo, e tem um papel critico na
locomogdo por atuagdo como um esqueleto externo (Figura 17). A cuticula adulta ¢
aproximado de 0,5 um de espessura e compreende cinco camadas com base principalmente
em colageno, lipidios e algumas glicoproteinas. Nos humanos, a pele ¢ composta por trés
camadas primarias; epiderme, derme e hipoderme. Funciona como uma barreira protetora para

o ambiente semelhante a cuticula de C. elegans. Assim, a cuticula e o sistema epitelial de C.
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elegans podem ser usados como um modelo simplificado de pele (epiderme) para avaliagao
de Nano Particulas (NPs) para estudar possiveis efeitos adversos e avaliar a adsor¢do ou

mecanismos de absor¢do de NPs (GONZALEZ-MORAGAS; ROIG; LAROMAINE, 2015).

2.8.3.2 Sistema alimentario

A alimentagdo de C. elegans envolve ingestdo de alimentos, digestdao, absor¢ao
de nutrientes e defecacdo. O metabolismo também estd intimamente relacionado com o
processo alimentar. A alimenta¢do do C. elegans depende da agdo da faringe, uma bomba
neuromuscular que liga a boca ao intestino. O musculo da faringe capta o alimento e leva até
o intestino. Ele faz isso através de uma combina¢dao de dois movimentos, bombeamento e
peristaltismo. Durante o bombeamento na alimentagao normal o seu tempo € controlado por
dois tipos de neurénios motor da faringe, ja o peristaltismo depende de um terceiro tipo de
neurdénio motor. O sistema nervoso faringeo contém 20 neurénios de 14 tipos diferentes.
Neurdnios faringeos contem neuropeptideos e neurotransmissores, 0s mais importantes
neurotransmissores sdo a acetilcolina, o glutamato e a serotonina. O intestino ¢ um dos
principais 6rgaos do C. elegans, responsavel pela digestdo e assimilacdo dos alimentos, bem
como a sintese e armazenamento de macromoléculas. Além disso, o intestino estd emergindo
como um sistema experimental para estudar fenomenos biologicos como o trafico vesicular,
relogios bioquimicos, respostas aos 26 estresse e envelhecimento. O programa motor de
defecacdo do C. elegans coordena os eventos que ocorrem no intestino, em miusculos,

principalmente entéricos e em neurénios (OLIVEIRA, 2016).

2.8.4 Sistema modelo Caenorhabditis elegans para pesquisas

C. elegans ¢ um importante modelo animal empregado em varias é4reas de
pesquisas, sua facil manipulagdo genética, este organismo possui uma série de caracteristicas
que o tornam muito eficiente como modelo genético: € facil de cultivar e possui um ciclo de
vida curto. O C. elegans ¢ facilmente cultivado em laboratério em placas de petri contendo
agar semeadas com a bactéria Escherichia coli como alimento. Os vermes atingem a
maturidade com 2,5 dias a 25° C e tem um tempo de vida curto de aproximadamente 21 dias a
25°C. O ciclo de vida do animal consiste de um periodo de desenvolvimento embriondrio
dentro do ovo, quatro estdgios larvais e finalmente o adulto. O ciclo de vida deste organismo

inicia-se como uma Unica célula, que da origem, através de divisdes celulares repetidas, ha
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558 células que formam o pequeno verme dentro da casca do ovo. Apods eclodir, divisdes
posteriores resultam no crescimento e na matura¢do sexual do verme. Apos a muda final, o
verme adulto hermafrodita comeca a produzir os seus proprios ovos. Em condigdes adversas,
tais como escassez de alimento ou estresse oxidativo, a larva L1 (entre 8-12 horas de vida) de
C. elegans pode entrar em um estagio alternativo de diapausa. Neste estado, os animais sao
hipometabolicos e altamente resistentes ao estresse, com capacidade de sobreviver por longos
periodos de varias semanas até meses, como se apresenta na Figura 18. Outra caracteristica
importante ¢ que o C. elegans ¢ pequeno e transparente, permitindo que suas células possam
ser acompanhadas individualmente e que os genes reporteres ligados a proteina fluorescente
verde (GFP) possam ser observados no organismo ao vivo (HELLMCKE; AVILA;
ASCHNER, 2010; LEUNG et al., 2008).

Figura 18 - Ciclo de vida do C. elegans
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Fonte: Adaptado de Kaletta e Hengartner (2006)

A anatomia de C. elegans inclui os seguintes sistemas: um sistema alimentar, um
sistema reprodutivo, um sistema nervoso € um sistema excretor totalmente protegido pela
cuticula. C. elegans ndo tem um sistema circulatdrio, e depende da difusdo passiva no fluido
pseudocoelomico para o transporte de Oz, CO2 e nutrientes. Aqui, descrevemos algumas

partes da anatomia de C. elegans, sua estrutura e composicao, e enfatizamos semelhangas com
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os seres humanos (GONZALEZ-MORAGAS; ROIG; LAROMAINE, 2015). O ciclo da vida
do C. elegans ¢é rapido: a 25 °C, a embriogénese dura 14 h e o desenvolvimento post
embronico para adulto duram 36 h. O desenvolvimento post embronico progride através de
quatro estadios larvais conhecidos como Li, Lo, L3 e Ls antes de se tornarem adultos. Os
estoques de C. elegans podem ser mantidos melhor a 16-25 °C, tipicamente a 20 °C. A taxa
de crescimento difere em diferentes temperaturas: o crescimento ¢ 2,1 vezes mais rapido a 25
°Ce 16 °C e 1,3 vezes mais rapido a 20 °C e 16 °C. As placas de estoque podem ser mantidas
por meses, mesmo com o escasso suprimento de alimentos, porque C. elegans pode entrar em
um estagio larvario alternativo, chamado “dauer”, que ¢ adaptado para sobreviver em
condi¢des ambientais severas (Figura 20). A capacidade de controlar o ciclo de vida e o
desenvolvimento de C. elegans como fun¢do da temperatura e do tempo permite o uso de
vermes em estadios de desenvolvimento especificos de ovos a larvas ou adultos, o que
representa todo o ciclo de vida de apenas duas ou trés semanas. Esse controle possibilita
estudar a exposicao cronica ou aguda de C. elegans aos micro-nanoparticulas, estimar como o
envelhecimento do verme afeta a captacdo dos encapsulados, degradacdo e toxicidade e
extrapola para o processo de envelhecimento em seres humanos (GONZALEZ-MORAGAS;
ROIG; LAROMAINE, 2015).

2.8.5 Avaliacio da teoria do estresse oxidativo em C. elegans

Conforme a teoria do estresse oxidativo do envelhecimento, as biomoléculas
danificadas por oxidagdes se acumulam com a idade em C. elegans. As cepas de vida longa
sdo resistentes a outros tipos de estresse que o estresse oxidativo, como calor, UV e bactérias
patogénicas. Varios estudos mostram que a resisténcia ao estresse oxidativo melhorada nao ¢é
essencial para o tempo de vida prolongado em estirpes de longa duragdo. A abordagem mais
conclusiva para testar a relacdo entre ROS e envelhecimento ¢ mudar o sistema antioxidante
de defesa e examinar o efeito sobre o envelhecimento. As defesas antioxidantes podem ser
alteradas por meio de genética ou intervengdes farmacologicas. Nos ultimos anos, ha
evidéncias crescentes sobre a teoria do estresse oxidativo do envelhecimento em
Caenorhabditis elegans. Muitos estudos de intervencdo que alteraram seu sistema
antioxidante foram realizados e a maioria deles ndo conseguiu suportar essa teoria.
Gradualmente, tornou-se claro que um aumento geral no estresse oxidativo ndo limita a vida
neste organismo modelo. No entanto, nas condi¢des estressantes do seu habitat natural, a

resisténcia ao estresse oxidativo pode ser importante para garantir uma vida e reprodugao
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normais. Embora ndo se possa descartar que os alvos especificos (proteinas, lipidios ou acidos
nucleicos) acumulam algum tipo de dano ao longo da idade e, assim, contribuem para o
processo de envelhecimento, um aumento global do dano oxidativo ndo ¢ claramente um fator
importante que determina a vida util. Em contraste, hd uma crescente evidéncia de que a
sinalizacdo do estresse oxidativo e redox pode ser importante no processo de envelhecimento
e que o estresse oxidativo pode exercer fungdes essenciais no metabolismo. No entanto, para
compreender completamente os mecanismos de sinalizagdo de estresse oxidativo e redox, ¢
crucial que os detalhes moleculares, a localizagdo e a regulagdo das espécies especificas de
oxigénio reativo envolvidas possam ser analisadas com precisdo. Isso permitira uma validagao
critica das ultimas teorias de envelhecimento que tentam explicar a correlagdo entre estresse
oxidativo e envelhecimento. Para este fim, o recente desenvolvimento ¢ implementacao de
biossensores codificados geneticamente ¢ uma ferramenta promissora que acreditamos que
sera altamente valiosa para explorar ainda mais estresse oxidativo e biologia redox no

envelhecimento C. elegans (VAN, HEKIMI, 2010)

2.8.6 Trabalhos sobre avaliacdo do estresse oxidativo e longevidade em C. elegans

Silva et al. (2016), utilizaram os nematoides do C. elegans para estudos “in
vivo” e demostraram o efeito do estresse oxidativo e longevidade, quando foram
suministradas doses de concentragdes de 100 mg/mL de extrato de acai ricos em conteudo de
antocianinas. Como resultado observaram que se estende o tempo de vida de C. elegans e se
reduz o estresse oxidativo. Essas descobertas fornecem alguns mecanismos subjacentes novos
dos compostos fendlicos sobre o antienvelhecimento, o que implica que pode servir de
estratégia para ajudar a melhorar a satlde humana.

Zhang et al. (2009), estudaram o galato de epigalocatequina (EGCQ), principal
ingrediente ativo do ché verde considerado benéfico em associagdo com anticarcinogénese,
antiobesidade e redugdo da pressao arterial. Relata-se que EGCG prolongou a longevidade de
Caenorhabditis elegans sob estresse e melhorou a média da longevidade em 13,1% na
concentracgdo de 0,1 ug/mL, 8,0% na concentragdo de 1,0 ug/mL e 11,8% na concentracao de
10,0 pg/mL. Sob o estresse oxidativo, EGCG poderia melhorar a longevidade média de C.
elegans em 172,9% na concentragdo de 0,1 pg/ml, 177,7% na concentragdo de 1,0 pg/ml e

88,5% na concentragao de 10,0 pg/ml.
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APRESENTACAO

As atividades experimentais da tese, referentes a avaliacdo fisico-quimica, as
bioatividades in-vitro dos artigos I, II e III, foram desenvolvidas no Laboratorio de
Tecnologia de Alimentos (LTA) da Escola de Quimica e Alimentos (EQA) da Universidade
Federal do Rio Grande (FURG). Os experimentos in-vivo utilizando nematdides
Caernorhabditis elegans, referentes a andlise de estresse oxidativo e longevidade, foram
desenvolvidos no Laboratorio do Instituto de Ciencias Biologicas (ICB) da Universidade
Federal de Rio Grande-FURG. Desta forma, o presente estudo foi dividido em trés artigos

cientificos:

e ARTIGO 1 - Caracterizacdo fisica-quimica, fenolica e atividade

antioxidante de diferentes residuos da vinificagdo (Vitis vinifera L.).

e ARTIGO II — Estudo da extragdo de fenolicos e trans-resveratrol, e
avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos dos residuos da

vinificacao.

e ARTIGO III - Avaliagdo fisica, quimica e bioldgica de nanocapsulas

de extratos fenolicos de residuos da vinificagao.



82



83

ARTIGO I

CARACTERIZACAO FiSICA-QUIMICA, FENOLICA E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE DIFERENTES RESIDUOS DA VINIFICACAO (Vitis vinifera L.)



84



85

RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar as caracteristicas fisico-quimicas, conteudo de
antocianinas, fendlicos totais, flavondides totais e a capacidade antioxidante nos residuos da
vinificagdo das uvas tintas (Vitis vinifera L.) em suas variedades: Merlot, Shiraz, Pinot Noir e
Cabernet Sauvignon. A amostra coletada foi bem misturada, triturada e homogeneizada em
um liquidificador. Parte do estudo foi realizado por meio de analises fisico-quimicas aplicados
nos residuos, sendo elas pH, sélidos solaveis, acidez, umidade, cinzas, lipidios, proteina, fibra
bruta e valor energético. Os residuos apresentaram um pH 6timo para sua conservagdo como
biomassa, um elevado conteudo de fibra, um valor significativo de proteinas influenciado por
seu conteudo de nitrogénio provavelmente proveniente da fertilizagdo dos cultivos da uva e
um interessante conteudo energético sendo o mais baixo da variedade Pinot Noir com 205,4
Kcal/100 g em massa seca. As antocianinas totais foram avaliadas quantitativamente sendo o
conteudo mais alto apresentado pelo residuo da variedade Merlot com 118,93+0,65 mg
malvidin-3-glicosideo/100 g de amostra em massa seca. Os compostos fenolicos totais
variaram significativamente entre as variedades, e o residuo Merlot foi o que teve o teor mais
alto igual a 3902,54+8,22 (mg de acido galico)/100 g de massa seca. Por enquanto a
variedade Merlot teve o teor mais alto de flavonodides totais equivalente a 89,95+0,22 (mg
quercetina)/100 g de massa seca. A atividade antioxidante total dos residuos foi medida pelos
métodos de captura de radicais livres 1,1-difenil-2-picrilhidrazil, 2,2°- azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico) e poder redutor. Observou-se que o residuo da variedade
de uva Merlot apresentou diferenca significativa (p<0,05) com os demais residuos e teve uma
maior capacidade antioxidante de 3271,01£1,61; 6070,71+0,05 (mg equivalente de
trolox)/100 g de massa seca e 1,06+0,05 de absorbancia respectivamente para reduzir Fe™ a
F*2. O residuo de uva da variedade Merlot foi o que apresentou o valor mais elevado de

antocianinas totais, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

Palavras-chave: Residuos de wuva. Composicdo quimica. Atividade antioxidante.

Antocianinas. Fenodlicos. Flavonoides.
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1 INTRODUCAO

Brasil ¢ um pais de alta atividade agricola e ¢ uns dos maiores produtores de
residuos agroindustriais, onde os diferentes centros de pesquisa estdo procurando novas
alternativas para utilizar toda esta matéria organica gerada, em uma fonte aproveitavel com
alto teor agregado. Neste sentido a atividade socioecondmica do cultivo e a industrializacao
das uvas estdo dentro deste contexto, onde a produ¢ao de uva no Brasil ¢ utilizada
principalmente para a elabora¢do de vinhos, por quanto o 60% do total de uva da colheita ¢
utilizada na producdo de vinhos e de todas as regides produtoras de uvas o estado de Rio
Grande do Sul especificamente a regido de serra Gaucha ¢é a principal zona dedicada a
vinicultura ¢ responsavel por cerca do 97% da producdo nacional de vinhos (LAGO-
VANZELA et al, 2011; GOMEZ-PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006;
ROCKENBACH et al., 2011b).

A espécie mais cultivada entre as uvas no mundo ¢é a Vitis vinifera,
apresentando grande niimero de cultivares, entre elas de uvas para vinho, para consumo de
mesa e para a producao de passas. As cultivares desta espécie também sao conhecidas como
uvas europeias ou uvas finas, aproximadamente 70 cultivares compdem o elenco varietal
brasileiro de uvas finas para processamento, entre as principais cultivares tintas, pelo volume
processado, temos a Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir e Shiraz, mais expressivas no rio
Grande do Sul. A maior producgdo de uvas no Brasil realiza-se no estado de Rio Grande do
Sul, sendo industrializadas 188,5 mil toneladas de uva, com uma quantidade média de 300
milhdes de litros de vinho e mosto. Durante este processamento geram-se residuos formados
por casca e sementes e perto de 134 mil toneladas anualmente (CAMPOS, 2008; GOMEZ-
PLAZA et al., 2006; ROCKENBACH et al., 2011b).

Da producao de uvas no Brasil, 50 a 60 % sao direcionadas para elaboracdo de
vinhos, sucos e outros derivados, sendo que durante o processamento da uva sdo gerados
restos, denominados tecnicamente como residuos, que podem solidos ou liquidos, formados
principalmente por cascas e sementes. Um grande problema ¢ a quantidade de residuo que ¢
gerado na elaboracdo de vinhos. A informagdes técnicas mencionam que aproximadamente de
100 litros da producdo de vinho gera-se 31,7% de residuos, dos quais 60% sdo de bagago,
sendo utilizados principalmente como ragao animal (CAMPOS, 2008). A uva que ¢ utilizada
na industria alimenticia gera grande quantidade de residuos de baixo valor econdmico
utilizadas geralmente como ra¢do animal. Portanto, o aproveitamento deste residuo como um

subproduto de alto teor agregado poderia representar ganhos econdmicos significativos e
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prevenir ou diminuir os problemas ambientais causados pela acumulacdo do bagaco da
vinificacdo (CAMPOS et al., 2008; FERREIRA, 2007).

O bagacgo obtido da vinificagao esta composto pela semente, casca € engago ¢
os restos da polpa da uva, sendo o resultado do esmagamento do grao através de um processo
de separacdo do suco ou mosto. Este residuo contém grandes quantidades de metabolitos
secundarios que permanecem nele depois da elaboragdo do vinho, como antioxidantes,
corantes, € outros compostos com altas atividades funcionais (BALASUNDRAM et al., 2006;
CAMPOS, 2008; FERREIRA, 2007)

Os subprodutos da vinificagdo também sdo caracterizados por elevados
contetidos de compostos fendlicos devido a extracdo insuficiente durante a vinificagdo. Os
subprodutos obtidos ap6s da vinificagdo, tanto as sementes como o bagaco, constituem uma
fonte barata para a extracao de flavonoides antioxidantes, podendo ser utilizados na produgao
de fitoquimicos (GONZALEZ-PARAMAS et al., 2004). Além disso, as antocianinas sio
consideradas como potenciais substitutos aos corantes sintéticos devido ao seu brilho, cor
atrativa e solubilidade em &4gua, o que permite sua incorporacdo em uma variedade de
matrizes alimentares (BORDIGNON-LUIZ et al., 2007). Nos subprodutos da industria
vinicola, recentes estudos ja identificaram e quantificaram a presencia dos derivados do acido
hidroxinamico, como os acidos cafeico e cumadrico; flavonois (como as antocianinas); € as
protocianidinas (ANASTASIADI et al., 2010; AMICO et al., 2008; PASSOS et al., 2007;
FLAMINI, 2003; GABETTA et al., 2000; HAYASAKA et al., 2003)

Da composi¢do fitoquimica dos residuos, a casca e a semente sdo as principais
areas de acumulagdo de compostos fenolicos e atividade antioxidante que se concentram nos
vactolos das células da casca; estes compostos tem importantes funcdes antioxidantes e anti-
inflamatorias, que atuam na preven¢do de doencgas cardiovasculares e canceres. O bagago da
uva por sua vez € rico em compostos tanicos, os quais apresentam alto potencial nutracéutico
e farmacologico (MURGA et al., 2000; WANG; XU, 2007).

Quanto mais intensa ¢ a coloragao da uva, mais interessante se torna desde o
ponto de vista funcional, os relatdrios indicam que as uvas de coloracdo escura apresentam
alto conteudo de antocianinas, flavonoides, compostos fendlicos assim como alta atividade
antioxidante (ABE et al., 2007). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi determinar a
caracterizacao fisico quimica, conteudo de antocianinas, fendlicos totais, flavondides totais e
atividade antioxidante nos residuos da vinificagdo da uvas tintas (Vitis vinifera L.) em suas

variedades: Cabernet Sauvignon, Merlot, Shiraz e Pinot Noir.



88

2. MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados s3o de qualidade analitica e agua destilada

deionizada foi utilizada em todo o processo.

2.2 AMOSTRAS

As amostras de residuos de uvas tintas da espécie Vitis vinifera L., da
vinificagcdo em suas variedades: Merlot, Shiraz, Pinot Noir e Cabernet Sauvingnon (Figura 1),
foram obtidas depois da operagdo de pressionar as uvas para obter suco e residuos, da
Indtstria de vinhos “Luiz Argenta” em Flores Acunha Caixas do Sul no RS-Brasil,
localizado a uma latitude 29°01'44" sul e a uma longitude 51°10'54" oeste, estando a uma

altitude de 756 metros sobre o nivel do mar, na data 10/03/2014.

Figura 1 - Residuos de uvas tintas (Vitis vinifera L.). (A) Merlot; (B) Cabernet Sauvignon;
(C) Pinot Noir; (D) Shiraz.

As amostras foram congeladas e acondicionados em caixas isotérmicas
imediatamente transportadas até o laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) da FURG,

onde foram armazenadas a -18 °C.

2.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de residuo de uva em cada um de suas variedades foram
descongeladas, misturados e esmagadas manualmente com gral e pistilo de porcelana, com a

finalidade de expor maiores areas de contato durante a caracterizacdo dos residuos.
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2.4 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DOS RESIDUOS

Determinou-se o teor de solidos soluveis totais, pH e acidez total titulavel, das
amostras preparadas. Para as andlises fisico-quimicas de pH (pHmetro foi calibrado com os
padroes pH 4 e 7), solidos soluveis totais (°Brix) em refratdmetro portatil e acidez total
titulavel por titulagdo com NaOH 0,1 N e fenolftaleina como indicador, seguindo os métodos

preconizados pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2000)
2.5 COMPOSICAO QUIMICA PROXIMAL

O teor de umidade, proteinas, lipideos, fibra bruta e cinzas foram determinados
nas amostras preparadas em triplicata seguindo os métodos preconizados pelo Instituto
Adolfo Lutz e pela Association of Official Analytical Chemists. e compreenderam: umidade
em estufa a 105 °C; cinzas com incinera¢do dupla em bico de Bunsen e mufla (550-600 °C);
fibra bruta com desengordurada e incineracdo (600 °C); proteina pelo método de Kjeldahl;
lipidios pelo método de Soxhlet. O carboidrato foi calculado pela diferenga entre 100 e a
soma das porcentagens de agua, proteina, lipidios totais, fibras e cinzas. Para a realizagdo do
calculo do valor calorico total, foram utilizados valores de conversao, alimento/energia, sendo
4 para carboidratos, 9 para lipidios e 4 para proteinas, realizando o somatorio desses valores e

foi calculado o desvio-padrao dos resultados obtidos (AOAC, 2000).
2.6 DETERMINACAO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

O contetido de antocianinas totais foi determinado nos residuos da vinificacao
das uvas pelo método da diferenca de pH, em que se dissolve em dois sistemas-tampao:
cloreto de potassio pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sodio pH 4,5 (0,4 M), a leitura da
absorbancia foi realizada a 510 nm, considerando a absorbancia maxima para cianidina-3-
glicosideo, e a 700 nm (GIUSTI-WROSLTAD, 2001).

O teor de Antocianinas foi calculado a partir da seguinte Equacao:

Teor de Antocianinas (?)Z[(Asﬂxm-Am){m)p-n 0 (At A pras )M ME Dx10°)/(ex1) (1)
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Onde:
As10o = Absorbancia das amostras lidas a 510 nm
A700= Absorbancia das amostras lidas a 700 nm
MM = massa molecular da cianidina 3-glicosideo 449,2 (g/mol)
FD = fator de dilui¢do, 1= Espessura da cubeta (cm)

€ = absortividade molar (26900), que corresponde a cianidina 3-glicosideo.

2.7 DETERMINACAO DE FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de fendlicos totais (FT) foi realizado conforme o método de Folin-
Ciocalteau, que consiste em pesar, aproximadamente, 5 g de amostra, as quais foram
trituradas em morteiro, misturou-se com 20 mL de etanol 99,5%, deixando repousar por 18hr
coberto com papel de aluminio em auséncia de luz sobre refrigeragao (5 °C), apds realizou-
se uma centrifugacdo de 5000 xg por 15 minutos. Em seguida separou-se do sobrenadante 0,5
mL desse extrato em um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 8 mL de 4dgua destilada e 0,5
mL de solugcdo de Folin-Ciocalteau (0,25 M) deixou-se em repouso por 3 minutos, logo
adicionou-se 1 mL de solugdo de carbonato de sddio (Na,CO;) 1 M, deixando repousar por 10
minutos. O tubo foi centrifugado (5000 xg por 15 minutos) e mantido no escuro por duas
horas, realizando-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro a 750 nm sobre cubetas de
vidro, tendo como branco o etanol e todos os reagentes sem a aliquota da amostra
centrifugada. O teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo construida com padrdes de acido gélico e expressos
como mg de EAG (equivalentes de acido galico) por 100 g de residuo seco. Todas as anélises
foram realizadas em triplicata (BUCIC-KOIJIC et al., 2007; ZIELINSKI-KOZLOWSKA,
2000)

2.7.1 Curva de calibracao dos fenoélicos totais

Para a construcao da curva de calibragdo primeiramente, foram preparados 50
mL de solucao estoque de acido galico em metanol ao 95,5% na concentragdo de 2 mg/mL,
mantida sob refrigeracao e protegida da luz. Foram feitas dilui¢des contendo 0, 2, 4, 8, 15, e
20 pL de solucdo estoque. A curva de calibragdo foi construida a partir dos valores da
absorbancia a 750 nm de todas as solugdes (0 a 20 pg/mL), medidas em cubetas de vidro com

percurso optico de 1 cm. As medidas de absorbancia foram efetuadas em triplicata e em
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intervalos de 1 min entre cada leitura. A equagdo da curva de calibragdo dos fendlicos totais
foi Y = 4,8144X + 0,00003, onde X corresponde a concentragdo de fendlicos totais no meio,
Y ¢ a absorbancia medida no comprimento de onda de 750 nm e o coeficiente de correlagao

foi de R =0,998. Como observa-se na Figura 2.

Figura 2 - Curva padrao de fendlicos totais
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2.8 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

A concentragdo dos flavondides totais foi determinada por ensaio colorimétrico
usando cloreto de aluminio como agente cromoforico, de acordo com a metodologia descrita
por Yang, Martinson e Liu (2009), aliquotas de 250 uL de cada amostra foram misturadas
com 1,25 mL de agua deionizada. Em seguida acrescentou-se 75 pL de solu¢do aquosa de
nitrito de s6dio (NaNO») a 5% e agitados em vortex. Apds 5 min, 150 pLL de solugdo aquosa
de cloreto de aluminio (AICI3) a 10% foram adicionados e as solu¢des homogeneizadas. Apos
6 min, 0,5 mL de solugdo aquosa de NaOH a 1,0 M foram adicionados € o volume
completado para 3,0 mL com agua deionizada. As solucdes foram agitadas e as absorbancias
foram medidas a 510 nm, tendo como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos as

amostras. Todas as amostras foram preparadas em triplicata e em ambiente escuro.
2.8.1 Curva de calibracao dos flavonoides totais
Para a construgdo da curva de calibracao foram preparados 20 mL de solugao

estoque de quercetina em metanol ao 95,5% na concentragdo de 3 mg/mL, mantida sob

refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas dilui¢des de 0, 20, 40, 80, 100, e 175 puL. A
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curva foi construida a partir dos valores da absorbancia a 510 nm de todas as solugdes (0, 006

a 0,0525 mgmL), medidas em cubeta de vidro com percurso 6ptico de 1 cm.

Figura 3 - Curva padrao de flavonoides totais
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As medidas de absorbancia foram efetuadas em triplicata. A equagdo da curva
de calibragdo dos flavondides totais foi Y = 9,3799X + 0,0062, onde X corresponde a
concentracao de flavonodides totais, Y € a absorbancia medida no comprimento de onda de 510
nm e o coeficiente de correlagdo foi de R? = 0.9998. Os resultados foram expressos como mg

de EQ (equivalente de quercetina) por g de amostra, como observa-se na Figura 3.

2.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — METODO DPPH

A quantificacdo da atividade antioxidante foi realizada conforme ao método
do radical DPPH descrito por Nenadis et al. (2004). Que consistiu em pesar,
aproximadamente, 5 g de amostra, as quais foram trituradas em morteiro, misturou-se com 25
mL de metanol a 99,5%, deixando repousar por 20 h coberto com papel de aluminio em
auséncia de luz solar sobre refrigeracao (5 °C), apos realizou-se uma centrifugacdo de 5000
xg durante 25 minutos. Em seguida separou-se o sobrenadante tomando-se 150 pL desse
extrato em tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2,85 mL de solucdo diluida de DPPH e
manteve-se em agitagdo por 15 minutos na auséncia da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Kasuaki modelo 10UV), em cumprimento de onda de 515 nm, utilizando-
se cubetas de vidro. A atividade antioxidante foi determinada pelo método de Nenadis et al.
(2004) com a interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva padrdo construida

com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e os resultados foram
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expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) (mg TEAC por 100 g de

residuo seco). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.9.1 Curva de calibragao para o método do DPPH

Para a constru¢do da curva de calibragdo primeiramente, foram preparados 50
mL de solucdo estoque de Trolox em metanol a 95,5% numa concentragdo de 2000 uM/mL,
mantida sob refrigeragdo e protegida da luz com papel laminado. Foram feitas diluigdes de 80,
160, 240, 320, 405 e 625 uM. A curva foi construida a partir dos valores da absorbancia a 515
nm de todas as solucdes, medidas em cubeta de vidro com percurso Optico de 1 cm. As
medidas de absorbancia foram efetuadas em triplicata. A equagdo da curva de calibra¢ao para
a atividade antioxidante foi Y = 0,0012X + 0,0001, onde X corresponde a concentracdo de
uM (micro molar) de TROLOX, Y ¢ a absorbancia medida no comprimento de onda de 515

nm e o coeficiente de correlacao foi de R=10,999. Como observa-se na Figura 4.

Figura 4 - Curva padrao do Trolox, para determinar atividade antioxidante pelo

método DPPH
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2.10 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — METODO ABTS

Utilizou se o método de Kuskoski et al. (2004), o radical ABTS™ é formado
por uma reacdo quimica com 5SmL de solucdo de persulfato de potassio e 88uL de uma
solugdo de estoque de ABTS ( 192 mg de reagente ABTS em 50 mL de agua destilada). Uma
vez formado o radical ABTS™, o mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm, a uma temperatura de

equilibrio de 30 °C. A absorbancia foi medida em espectrofotometro modelo (Kasuaki
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10UV), nos tempos 1, 4 e 7 minutos apés a adicdo da amostra. O teor da atividade
antioxidante por este método foi determinado por interpolagdo contra uma curva padrdo
construida com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) antioxidante
sintético similar a vitamina E e os resultados foram expressos em atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) (mg TEAC por 100 g de residuo seco). Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.10.1 Curva de calibracdo para o método ABTS

Para a constru¢io da curva de calibragdo primeiramente, foram preparados 25
mL de solugdo estoque de Trolox em etanol a 95,5% numa concentragao de 2 mM/mL,
mantida sob refrigeracdo e protegida da luz com papel laminado. Foram feitas dilui¢des de 0,
100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM. A curva de calibragdo foi construida a partir dos valores da
absorbancia a 515 nm de todas as solug¢des, medidas em cubetas de vidro com percurso optico
de 1 cm. As medidas de absorbancia foram efetuadas em triplicata. A equagdo da curva de
calibragao para a atividade antioxidante foi Y = 0,0003X + 0,0053, onde X corresponde a
concentracdo de uM (micro molar) de TROLOX no meio, Y ¢ a absorbancia medida no
comprimento de onda de 734 nm e o coeficiente de correlacdo foi de R = 0,997. Como

observa-se na Figura 5.

Figura 5 - Curva padrdo do Trolox para atividade antioxidante pelo método ABTS
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2.11 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DO PODER
REDUTOR

O poder dos extratos de reduzir o fon Fe®" para Fe** foi determinado pelo
método de You-Tung et al. (2015). Um volume de 2 mL de amostra (Smg/mL) foi adicionado
em 2 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2 mL de ferricianeto de potassio (1%). A
seguir, a mistura foi incubada a 50 °C durante 20 minutos, ¢ apds adicionou-se na reagao 2
mL de acido tricloroacético (TCA) 10%. Uma aliquota de 2 mL foi misturada com 2 mL de
agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico 0,1% em tubos de ensaio . Apds 10 minutos de
reacdo a absorbancia da solucdo resultante foi lida a 700 nm em espectrofotometro UV/VIS
(Kasuaki modelo 10UV). O aumento da absorbancia da reacdo indicou aumento de poder de

redutor. Todas as amostras foram preparadas em triplicata € em ambiente escuro.

2.12 DETERMINACAO DA COR

A determinagdo dos parametros colorimétricos das amostras foi obtida no
sistema CIELAB, utilizando colorimetro portatil marca Konica Minolta o qual foi calibrado

com placa de porcelana branca (GOMEZ-PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006).

2.13 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada pela aplicagdo da ANOVA e o teste Tukey
visando identificar diferencas significativas entre as médias, usando o software Statistica®
6,0. O nivel de significancia considerado para a diferenca entre as médias foi de 5 %
(p<0,05). Todas as andlises foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como

média + desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS NOS RESIDUOS DE DIFERENTES VARIEDADES
DE UVA PROCEDENTES DA VINIFICACAO.

Os resultados obtidos a partir da caracterizacdo fisico-quimica realizada para os

residuos de uva procedentes da vinificagdo apresentam-se na Tabela 1 e Figura 6. Os valores
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de pH encontrados nos residuos de uva mostraram que a variedade Pinot Noir teve o valor
mais alto em relagdo 4s demais variedades, por enquanto apresentou diferenca significativa
(p<0,05) frente as variedades Cabernet Sauvignon e Merlot, sendo que a variedade Merlot
teve o menor valor de pH. Estes valores estiveram na mesma faixa dos reportados por Abe et
al. (2007). Além dos valores baixos de pH estas sdo parametros que influenciam na
conservagdo dum alimento, foi assim que os residuos de uva pelo seu valor de pH estiveram
dentro deste contexto (LAFKA; SINANOGLOU; LAZOS, 2007; CHAVES et al., 2004).
Sobre os valores de acidez nado existiu diferenca significativa (p<0,05) entre as
variedades Shiraz e Merlot, assim como nas variedades Pinot Noir ¢ Cabernet Sauvignon,
entretanto o valor da acidez dos residuos foi um pouco mais alto em comparagdo com a acidez
das bagas de Cabernet Sauvignon e Alicante (1,8 e 1,3 mg ac. Tartarico/mL) respectivamente,
determinadas por Da Silva et al. (2010). Estes resultados devem-se provavelmente a que os
residuos continham pouca quantidade de agua e sua expressao da acidez foi representada pela
presenca da casca e semente da uva, as quais tem um conteudo alto de acidos organicos

soltiveis que foram responséveis de sua acidez (DA MOTA et al., 2009).

Tabela 1 - Teores de pH, s6lidos soltuveis e acidez total nos residuos de diferentes variedades

de uva procedentes da vinificagao™.

Soélidos soluveis Acidez total titulavel

Variedades de residuos totais (SST) (ATT)

de uva pH (°Bx) (mg ac. Tartarico/mL)
Pinot Noir 395+0,01 a 3,07+ 0,06 a 3,10£0,13b
Shiraz 3,92+0,02a 1,83+0,15b 448+0,12a
Cabernet Sauvignon 3,84+ 0,03b 2,83 +£0,08a 2,98+ 0,03b
Merlot 3,72+ 0,02 ¢ 3,17+0,10 a 4,59+0,14a

*Os resultados estdo expressos na forma de média + desvio padrio (n = 3). Médias com letras diferentes na
mesma linha sdo significativamente diferentes no teste de Tukey (p < 0,05).

Respeito aos valores dos solidos soluveis totais, determinou-se que entre as
variedades de residuos de uva; Pinot Noir, Cabernet Sauvignon e Merlot, ndo houve diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre sim. Porém a variedade Shiraz foi a unica que teve
diferenga significativa com as demais variedades. Assim mesmo a variedade Merlot teve o

valor mais alto de s6lidos soluveis totais frente aos demais, essa diferenca pode ser atribuida a
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caracteristica desta variedade de residuo de uva ja que teve o conteudo mais alto de umidade,
permitindo a solubilidade dos sélidos soltveis no seu médio. Deng, Penner e Zhao (2011)
obtiveram resultados semelhantes ao avaliar as caracteristicas fisicas quimicas em
subprodutos da vinificagdo da uva Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot noir grape (V. vinifera).
Da Silva et al. (2010) também obtiveram similares comportamentos em seus resultados sobre
as uvas Merlot e bagas das videiras Cabernet Sauvignon e Alicante. Da mesma forma Da
Mota et al. (2009) encontraram resultados com a mesma coeréncia quando estudaram as bagas
do cultivar Nidgara rosada sobre diferentes porta-enxertos. Estes residuos apresentaram
resultados de pH, e acidez titulavel, 6timos para evitar a proliferacdo de mofos e leveduras,
facilitar sua estabilidade fisico-quimica, como um parametro importante para garantir sua

conservagao e ideal para sua utilizagdo no processo industrial (FELDBERG, 2008)

Figura 6 - Teores de pH, solidos soluveis e acidez total nos residuos de diferentes variedades

de uva procedentes da vinificacao.
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3.2 COMPOSICAO QUIMICA PROXIMAL NOS RESIDUOS DE DIFERENTES
VARIEDADES DE UVA PROCEDENTES DA VINIFICACAO

Os resultados obtidos da composigdo proximal dos residuos de uva procedentes
da vinificacdo estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 7. Ao analisar os resultados obtidos
determinou-se que para a umidade existiu diferenga significativa (p<0,05), entre todas as
variedades dos residuos da vinificagcdo, sendo que o residuo do Merlot teve o mais alto

conteudo de umidade (59,33%) e Pinot Noir o mais baixo (50,69%). Os valores de umidade
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obtidos neste estudo resultaram similares respeito ao bagago de Cabernet Sauvignon,
determinados por Campos (2008), que estiveram no faixa de 64%.

Estes valores indicaram que a amostra de Merlot foi o residuo mais umido o
que nao aconteceu com os demais residuos, esta caracteristica deveu-se provavelmente ao tipo
de prensagem que foi sometida durante o processo da vinificagcdo. O conteudo de cinzas nao
apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os residuos Cabernet Sauvignon e Pinot
Noir, mas apresentaram diferenca significativa com a variedade Shiraz e Merlot, as umidades
obtidos neste estudo foram menores aos residues (pele e sementes) da vinificacao
determinado por Lafka, Sinanoglou e Lazos (2007), que foi do 73,6%, respectivamente. O
contetido das cinzas correspondeu a presenca de elementos minerais nos residuos de uva
como o potassio, fosforo, calcio e magnésio, por enquanto nossos resultados indicam a
presenca do conteudo destes minerais nos residuos da vinificagcdo e que possivelmente pode
ser devido a praticas culturais de cultivo das uvas.

O conteudo de lipidios nao apresentou diferenca significativa para (p<0,05),
entre os residuos Cabernet Sauvignon e Pinot Noir, assim mesmo estes tiveram diferencas
significativas com o residuo Merlot e Shiraz, por enquanto o residuo do tipo Pinot Noir ¢ o
que chegou a ter um teor relativamente mais baixo que os demais residuos de 1,92%,
entretanto o residuo de Merlot foi o que teve o valor mais alto de 3,31% de lipidios,
respectivamente. Etos resultados foram menores aos obtidos por Sdyago-Ayerdi et al. (2009)
em bagago uvas tintas (7,7%). Outros trabalhos obtiveram teores muito maiores com respeito
a nossos residuos, obtendo ate 13,5% em bagacgo de uvas tintas e 9,5% em bagaco de uvas
brancas reportados por LLobera e Caiiellas (2007). O conteudo de lipidios esta
principalmente associado com as sementes da uva, por enquanto nossos residuos da
vinificagdo contém baixo valores de lipidios e indicando que este teor ¢ devido a que o
residuo esta constituido pelas fragdes de casca e semente, e que a diferenca do contetdo de
lipidios estdo nos tipos das variedades de uva que contem menos quantidades de sementes que
outros, isso levou a ter menor contetido de lipidios em nossas amostras de residuos de uvas.

O conteudo de proteina apresentou diferenga significativa (p<0,05) entre todos
os residuos Merlot, Cabernet Sauvignon e Shiraz, por enquanto ndo tiveram diferenca
significativa os residuos Cabernet Sauvignon e Pinot Noir, estes resultados variaram desde o
valor mais baixo 13,16% para Merlot ate o valor mais alto correspondente ao residuo
Cabernet Sauvignon com 15,83%, entretanto nossos resultados foram superiores aos
reportados por Sanchez-Alonso, Sola e Bordeiras (2007) e Sanchez-Alonso et al. (2008) para

bagaco de uvas tintas com um 8,1% de proteinas e de 7,3% para bagaco de uvas brancas.



99

O contetdo de proteina dos residuos de uva em todas suas variedades
provavelmente estdo em funcdo da variedade, do tipo de solo, praticas de cultivo, grao de
fermentagdo, presenca de leveduras e da tecnologia da prensagem a que estdo submetidos
para a producdo de vinhos, se acredita que estas caracteristicas foram os que geraram uma
variagdo em todos os componentes dos residuos de uva procedente da vinificagao

(SANCHEZ-ALONZO; SOLA; BORDEIRAS, 2007; YOU-TUNG et al., 2015).

Tabela 2- Teores de umidade, cinzas, lipidios e nitrogénio nos residuos de diferentes

variedades de uva procedentes da vinificagdo, base seca*.

Parametros Cabernet
(%) Merlot Sauvignon Shiraz Pinot Noir
Umidade 59,33 +0,59 a 57,61 £0,62b 51,02+0,16¢c 50,69 +0,21c
Cinzas* 5,62+0,53 ¢ 745+0,62b 809+0,16a 781 £021b
Lipidios* 331+0,14a 2,03£0,20¢c 2,59 +£0,08b 1,92 +£0,27 ¢
Proteina* 13,16 £ 0,51 ¢ 15,83 +041a 14,19+0,09b 1551+0,48a
Fibra bruta* 46,99 £ 0,12 a 40,06 +0.71d 41,52+0.62¢c 43,24+021b
Carboidratos* 30,92 +£0.20d 34,64 £0,97a 33,61+£0.74b 31,52+0,73¢
Kcal/100g 206.07+1,82¢c 22341 +2,68a 214,53+238b 205,38+1,6 d

*Os resultados estdo expressos na forma de média + desvio padrdo (n = 3). Médias com letras diferentes na
mesma linha sao significativamente diferentes no teste de Tukey (p < 0,05).

O conteudo de Fibra bruta ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05)
entre os todos os residuos, teores que variaram desde 40,06% ate 46,99%, entretanto nossos
resultados foram superiores aos reportados por Baumgartel et al. (2007) no seu estudo sobre
bagaco de uva tinta que foi de 31,2% de fibra bruta. O contetido de Carboidratos apresentou
diferenca significativa (p<0,05) entre todos os residuos, sendo o Merlot o que teve o valor
mais baixo (30,92%) e o residuo Cabernet Sauvignon apresentou o valor mais alto com
34,64% de Carboidratos em base seca, Esses valores de carboidratos estiveram dentro do
intervalo do bagaco de uva (12,2-48,3%) relatado por Brenes et al. (2016). Esta diferenca
possivelmente ocorreu devido ao alto metabolismo celular durante o desenvolvimento do
cultivar submetida a elevados sistemas de produgdo, sistema organico, sendo a composi¢ao
quimica da uva definida pelo estdgio de maturagdo, potencial genético, clima e manejo,
estando vinculadas as condicdes de composicdo aos fatores envolvidos durante o

desenvolvimento do fruto (YOU-TUNG et el., 2015).
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Respeito ao valor caldrico, os residuos de uva do presente estudo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre todos os residuos, por enquanto estiveram muito perto
aos reportados por Brenes et al. (2016) que encontraram valores entre (210,1-288,4) kcal,
sobre residuos da vinificagdo. Demonstrando que esses residuos t€m um baixo teor calorico e
podem ser usados como ingrediente na industria de alimentos a fim de agregar valor e reduzir

calorias.

Figura 7 - Composicao quimica e valor calérico dos residuos de diferentes variedades de uva

procedentes da vinificagao
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3.3 FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES TOTAIS E ANTOCIANINAS

Os teores de antocianinas totais encontrados nos residuos da uva procedentes
da vinificagdo foram estatisticamente diferentes (p<0,05) entre todas as amostras estudadas
conforme pode se observar na Tabela 3 e a Figura 8, sendo que o residuo de uva da variedade
Merlot foi a que teve a maior quantidade de antocianinas equivalente a 118,93 mg malvidin-
3-glicosideo/100 g de amostra, o residuo que segue em ordem quantitativa foi da variedade
Cabernet Sauvignon com um teor de 95,02 mg malvidin-3-glicosideo/100 g, estas duas
variedades de uva sdo os que tiveram os valores mais altos de antocianinas, o qual pode
justificar-se pela sua caracteristica fisica das amostras que resultaram ser mais vermelhas,
estes residuos apresentaram uma tonalidade de cor vermelhas muito intenso em comparagao
aos demais residuos, pigmentos indicativos da presenca de antocianinas. Os residuos das

variedades Shiraz e Pinot Noir apresentaram contetidos mais baixos de antocianinas, na
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variedade Shiraz com um teor de 32,66 mg malvidin-3-glicosideo/100 g, de estas duas
ultimas amostras inicialmente apresentaram baixa tonalidade vermelha parametro que foi um
indicativo do baixo conteudo de antocianinas, como ficou demonstrado a partir dos resultados

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Contetido de antocianinas totais (AT), fendlicos totais (FT) e flavonodides totais

(FVT) nos residuos de diferentes variedades de uvas tintas (Vitis vinifera L.), procedentes da

vinificacao.
AT FT FVT
(mg mv-3-gl/100 g) (mg GAE/100 g) (mg QE/100 g)

Residuos (b.s.) (b.s.) (b.s) AT/FT
Merlot 11893 +0,65a 3902,54 + 8,22 a 89,95+0,22 a 0,03 b
Cabernet Sauvignon 95,02 +0,47 b 2332,69+ 7,06 b 21,01+1,74 d 0,04 a
Pinot Noir 47,56 + 2,46 ¢ 2047,32 + 6,04 ¢ 47,54+1,66 ¢ 0,02 ¢
Shiraz 32,66+0,78 d 1911,86 + 3,68 ¢ 64,64+1,01 b 0,01 d

Resultados sdo expressos da média + desvio padrdo (n = 3); Médias com letras diferentes na mesma coluna séo
diferentes no teste de Tukey (p<0,05); mv-3-glc=malvidin-3-glicosideo; GAE=Equivalente &cido galico;
QE=Quercetina; b.s. =Base seca; AT=Antocianinas totais, FT=Fendlicos totais, FVT= Flavonoides totais

Nossos resultados com respeito a outras pesquisas observou-se que o valor de
antocianinas dos residuos foram menores ao obtido por Rockenbach et al. (2011a) sobre o
bagaco de uva Bordé com 1122 mg equivalente de malvidin-3-glicosideo/100 g de bagago
seco, além com esses resultados foi considerado como uma fonte potencial de pigmento
naturais de antocianinas. Comparando com bagas de uva da variedade Shiraz e Merlot
estudadas por Abe et al. (2007) encontraram quantidades de antocianinas no ordem de 111,8 e
97,8 mg./100 g equivalentes de cianidina-3-glicosideo respectivamente, estes valores
estiveram dentro da faixa dos obtidos em nosso estudo. Comparados com as cascas de uvas
tintas destinados a produ¢@o de vinho da variedade Alfrocheiro, Alicante, Aragonez e Amaro,
ao respeito Negro et al. (2003) determinaram que os valores de antocianinas estiveram entre
159,72; 160,07; 146,20 e 980 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de casca, respectivamente. As
cascas finalmente representam os residuos da vinificacdo, neste sentido estes valores foram
mais altos aos residuos de nosso estudo com exce¢do do residuo Merlot que teve o valor mais
proximo 4 variedade Aragonez. Da Mota et al. (2010) estudaram o conteudo de antocianinas
nas mesmas variedades e encontraram em Pinot Noir (210 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de

casca), Merlot (350 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de casca, Cabernet Sauvignon com (220
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mg malvidin-3-glicosideo/100 g de casca) e Shiraz (7,4 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de
casca) em base seca, o que demonstrou que nossos valores resultaram menores. As
antocianinas sdo compostos pertencentes a classe dos flavonoides, que se apresenta como um
grupo de pigmentos naturais com estruturas fenolicas variadas, elas sdo responsaveis das
cores azul, violeta e de todas as tonalidades de vermelho que aparecem nas uvas, além de
estarem presentes no suco, também sdo encontradas na casca da uva que formam parte dos
residuos das uvas que se geram durante seu processamento (VOLP et al.,, 2008;
MALACRIDA; MOTTA, 2005).

Sobre os valores de fenolicos totais encontrados nos residuos da uva
procedentes da vinifica¢do, determinou-se estatisticamente que existiu diferenca significativa
(p<0,05) entre os residuos Merlot Cabernet Sauvignon, Pinot Noir e Shiraz que ndo se
diferenciaram entre si, como pode se observar na Tabela 3. O residuo de uva da variedade
Merlot foi o que apresentou maior quantidade de fenodlicos totais equivalente a 3902,54 mg
equivalente de acido galico/100 g de amostra, as variedades que seguiram em ordem
quantitativa foram Cabernet Sauvignon e Pinot Noir com um teor de 2332,69 e 2047,32 mg
equivalente de acido galico/100 g de amostra, respectivamente, por enquanto dos residuos
estudadas a variedade Merlot teve o contetido mais alto de fenolicos totais e a variedade
Shiraz teve o conteudo mais baixo. De estes resultados pode-se argumentar que o contetido de
fenolicos totais teve relacionado com o contetido de antocianinas. Rockenbach et al. (2011a)
reportaram valores superiores de fendlicos totais de 7474 mg acido galico/100 g de peso seco
na variedade de Cabernet Sauvignon, sendo que LLobera e Cafiellas (2006) reportaram
valores superiores para Cabernet Sauvignon, Pinot Noir e Shiraz, mais inferiores ao residuo
Merlot de 2630 mg acido gélico/100 g de peso seco na variedade de Manto negro em bagaco
de uvas vermelhas respectivamente. Abe et al. (2007) e Soares et al. (2008) obtiveram
valores inferiores a nossos resultado quando estudaram o contetido de fenodlicos totais em
bagas de uvas Syrah, Merlot, Isabel e Nidgara, com teores de 385, 337, 41,21 ¢ 219,56 (mg
equivalentes de acido galico/100 g em base seca). Rockenbach et al (2011a) relataram
maiores valores de 4cido fendlico total, obtendo 7474 mg de acido galico/100 g de massa seca
em Cabernet Sauvignon. A partir desses resultados, pode-se argumentar que o contetido total
de fendlicos foi devido ao alto teor de antocianinas e provavelmente a presenga de outros
acidos fenolicos, a variabilidade dos resultados deve-se a que foram analisadas em bagas
inteiras, ao tipo de solo onde foram cultivadas e as praticas culturais. Assim mesmo Da Mota
(2010) ao estudar os fenolicos totais nas cascas de uva, das variedades Pinot Noir, Merlot e

Cabernet Sauvignon reportaram 1160, 1210, e 1060 mg equivalente acido galico/100 g de
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casca em base seca, respectivamente, estes valores foram menores aos resultados deste
trabalho. Sobre os flavondides totais determinou-se que existiu diferenga significativa
(p<0,05) entre todos os residuos. por enquanto o residuo da variedade Merlot foi o que
apresentou maior quantidade de flavonoides totais equivalente a 89,95 (mg quercetina/100 g),
seguido de Shiraz com 64,64 (mg quercetina/100 g) em base seca. Nossos resultados foram
superiores aos reportados por Ruberto et al. (2007) em bagago de uva Cabernet Sauvignon
(1.9 mg de quercetina/100 g de bagaco seco).

As antocianinas compreendem uma fracdo significativa do contetido de
fendlicos totais, nos residuos de Cabernet Sauvignon e Merlot a relacdo de (AT/PT)
apresentou-se mais alta de (0,041 e 0,03), mais a variedade Shiraz foi o que teve o teor mais
baixo (0,017).

Por enquanto na Tabela 3 pode-se observar que os residuos que tem maior
concentragdo de fenolicos totais foram Merlot e Cabernet Sauvignon equivalente a 3902,54 ¢
2332,69 mg de GAE/100 g respectivamente. Ao respeito Teixeira (2014) encontrou o mesmo
comportamento sobre a relacdo de (AT/PT) como indicativo de alto contetido de fendlicos
totais durante o estudo das cascas de uvas. Os residuos de uvas estudadas mostraram alto
conteudo de fendlicos totais no presente estudo, este fato esta relacionada de que os residuos
mostraram uma cor intensa de vermelho-purpura, atribuida 4 maior quantidade de

antocianinas, normalmente associada ao alto valor de fenolicos totais (REBELO et al., 2013).

Figura 8- Teores de antocianinas totais (AT), fenolicos totais (FT) e flavondides totais (FVT)

nos residuos de diferentes variedades de uva procedentes da vinificagao.
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3.4 ANALISE DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DPPH

A atividade antioxidante medida pelo método DPPH nos residuos das uvas
apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre todas os residuos conforme pode se
observar na Tabela 4 e a Figura 9, onde o residuo Merlot teve o valor mais alto, seguido de
Pinot Noir, Cabernet Sauvignon e Shiraz, com valores de  3271,01; 2405,58; 1323,39 ¢
1032,91 (mg Eg-Trolox/100 g de amostra em base seca) respectivamente. Os valores
encontrados em nosso estudo foram menores aos reportados por Samavardhana et al (2015)

sobre bagaco de uva variedade Vitis vinifera (4090,8 mg TEAC/100 g amostra).

Tabela 4- Capacidade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e poder redutor nos

residuos de diferentes variedades de uva procedentes da vinificagao.

DPPH ABTS Poder Redutor
Residuos mg TEAC/100 g b.s. mg TEAC/100 g b.s. (abs.)
Merlot 3271,01 £1,61 a 6070,71 £ 0,05 a 1,06+£0,05 a
Pinot Noir 2405,58 1,77 b 4166,40 = 0.1 b 0,744+0,06 b
Cabernet Sauvignon 1323,39 £1,63 ¢ 2943,83 +£0,09 ¢ 0,50+0,04 ¢
Shiraz 103291 £1,35 d 1904,42 £0,08 d 0,37+0,03 d

Resultados s@o expressos da média + desvio padrdo (n = 3); Médias com letras diferentes na mesma coluna sédo
diferentes no teste de Tukey (p<0,05); TEAC = Capacidade antioxidante equivalente a trolox; b.s. = Base seca

Nossos resultados foram inferiores aos reportados por Boeira et al, (2008) e
Rockenbach et al. (2011a) frente ao bagaco de uva variedade Couderc (4787,25 mg
TEAC/100 g amostra), Bagaco de uva Pinot Noir (9502,25 mg TEAC/100 g amostra em base
seca) e bagaco de extrato seco da variedade Cabernet Sauvignon (5210,75 mg TEAC/100 g
amostra em base seca). Comparando com as cascas de uvas variedade Isabel (4745,5 mg
TEAC/100 g amostra em base seca) e variedade Niagara (4925 mg TEAC/100 g de amostra
em base seca) reportados por Soares et al (2008) seus valores foram ligeiramente superiores a
nossos resultados. Por enquanto a capacidade antioxidante de nossos residuos foram
superiores aos reportados por Abe et al (2007) quando foram comparadas com seus
resultados de capacidade antioxidante das bagas de uvas Shiraz (257,5 mg TEAC/100 g de
amostra umidas) e Merlot (302.5 mg TEAC/100 g de amostra umidas) de cultivares de

videiras produzidas em Minas Gerais.
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Figura 9- Capacidade antioxidante por método de DPPH, ABTS (mg eq-trolox/100 g b.s.) e

do poder redutor (Absorbancia) nos residuos de uva procedentes da vinificagao.
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3.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE - METODO ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS nos residuos das uvas apresentou
diferenga significativa (p<0,05) entre todos os residuos na ordem de Merlot, Pinot Noir,
Cabernet Sauvignon e Shiraz, conforme se pode observar na Tabela 4 e Figura 9, onde o
residuo da uva Merlot foi o que apresentou o valor mais alto igual a 6070,71 (mg Eq-
Trolox/100 g) ou (242,83 uMol Eqg-Trolox/g) em base seca, assim mesmo resultou que o
residuo da uva Shiraz foi a amostra que teve o valor mais baixo com um teor de 1904,04 mg
Eqg-Trolox/100 g ou 76,16 uMol Eq-Trolox/g de amostra em base seca. Entanto o residuo
Merlot foi superior comparado com cascas de uva variedade Nidgara liofilizada (4400 mg
TEAC/100 g em base seca); assim mesmo o valor de nosso residuos Merlot e Pinot Noir
foram superiores aos reportados por Siqueira et al. (2011); Soares et al. (2008), para casca de
uva Isabel (2441,75 mg Eq-Trolox/100 g amostra em peso seco) e cascas de uva Isabel e
Niagara com (2230,5 e 3932,75 mg Eq-Trolox/100 g em base seca) respectivamente. O valor
do residuo de uva Cabernet Sauvignon foi inferior ao obtido por Ruberto et al. (2007) sobre a
casca de uva da variedade Cabernet Sauvignon (4075 mg trolox/100 g amostra em base seca),
sobre este resultado ditos autores consideram que suas amostras tém alto potencial
antioxidante, baixo esta mesma considera¢ao nossas amostras residuos de uva Merlot e Pinot

Noir seriam também considerado amostras com alto potencial antioxidante.
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Por enquanto comparadas com os reportados por Boeira et al, (2008); Balestro
et al. (2009), sobre o bagago de uva Pinot Noir (8979,75 mg Eq-Trolox/100 g), bagaco de uva
Bordd escura de Caxias do Sul, RS, Brasil (8315 mg Eq-Trolox/100 g de amostra em base
seca), seus resultados foram superiores aos teores de nosso estudo. Entdo a variabilidade dos
valores tanto para o método DPPH e o método ABTS deve-se provavelmente as
caracteristicas de cada amostra onde sua diferencia esteve marcada pelo tipo de cultivo,
variedade, solos e aspectos climaticos. Os dois métodos apresentaram comportamento
quantitativo semelhantes quando os antioxidantes das amostras reagem frente ao radical
DPPH e ABTS transferindo um elétron ou hidrogénio que ao reduzir perde sua coloragdo
caracteristico do radical, desta forma avalia-se o poder redutor do antioxidante que ao doar
um elétron se oxida, tornando-se um composto mais estavel. Assim, sua absorbancia
diminuiu o qual foi notado visualmente pela descoloracdo da solu¢do de DPPH e do ABTS

através da utilizagdo de um espectrofotometro (HUANG et al., 2005).

3.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE — PODER REDUTOR

O poder redutor para medir a capacidade de reduzir radicais livres nos residuos
das uvas apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre todos os residuos
na ordem de Merlot, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon e Shiraz. Nessa mesma ordem o residuo
da uva Merlot foi o que apresentou a maior absorbéancia igual a 1,06 pelo tanto foi amostra
que teve o melhor poder redutor, assim mesmo resultou que o residuo da uva Shiraz foi a
amostra que teve o valor mais baixo de absorbancia igual a 0,37. Dos valores encontrados o
poder redutor das amostras foi uma medida que fornece uma estimativa da capacidade de um
composto em reduzir Fe** (na forma de ferricianeto) para Fe*? (forma ferrosa) na presenca de
um composto antioxidante através da mudanga do cor amarelo da solugdo para tons verde

azul, formando o composto azul da Prussia (Ferreira et al., 2007).
3.7 ANALISE DE COR
Na Tabela 5 e Figura 10, apresentam-se os valores médios e desvio padrao dos

parametros de cor CIELab, L*, a*, b*, angulo Hue e Cromaticidade (C°) determinados nos

residuos de diferentes variedades de uva procedentes da vinificacao.
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Tabela 5 - Parametros de cor nos residuos de diferentes variedades de uva procedentes da

vinificacao.
Parametros de cor
Residuos a* b* L* C H°

Cabernet

Sauvignon 15,81 +1,2a 4,13 £1,7b 21,50+0,2b 16,51 +1,0a 16,47+4,5b
Merlot 15,05+0,4a 0,64 +£0,2c 2232+0,4a 1506+09a 2,40+09c
Pinot Noir 10,61 £0,2b 5,80 +0,1a 19,92+0,2¢ 11,97+0,6 b 27,29+34a
Shiraz 11,16 +0,5b 5,30 +0,1a 18,04 +0,2d 12,45+1,2b 26,11£19a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade; C*= Cromaticidade; H°= Tonalidade

Figura 10 - Parametros de cor nos residuos de diferentes variedades de uva procedentes da

vinificacao.
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Observou-se que os valores do pardmetro (a*) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) entre os residuos de uva Merlot e Cabernet
Sauvignon, da mesma maneira foram Pinot Noir e Shiraz, sobre a escala do parametro (b*) o
residuo da variedade Merlot teve diferenca significativa com as demais amostras o que
indicou uma maior tendéncia da coloragdo azul. Portanto o valor deste parametro foi
positivo e indicaram que os residuos das variedades Cabernet Sauvignon e Merlot foram os
que apresentaram-se mais vermelhos. Sobre a luminosidade o residuo Shiraz é o que

apresentou uma cor mais escura que os demais residuos, mas esse pardmetro ndo foi uma
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expressao propria da intensidade vermelha. Respeito a cromaticidade e tonalidade, o residuo
Shiraz e Pinot Noir foram os que apresentaram diferenga significativas com os demais
residuos, os residuos Merlot e Cabernet Sauvignon tiveram altos valores de cromaticidade,
por enquanto estas dois amostras foram mais escuras e vermelhas, pelas caracteristicas de
tonalidade pode-se confirmar ao alto conteido de antocianinas totais, entanto o residuo
Merlot de uva foi o que apresentou o teor mais alto de antocianinas. Segundo trabalhos
realizados por CIliff, King e Schlosser (2007), a maior concentragdo de antocianinas
pode houver contribuido para que os produtos e subprodutos de uvas apresentassem

maiores valores de cromaticidade e tonalidade de cor.

4. CONCLUSAO

Todos os residuos de uva procedentes da vinificagdo avaliadas apresentaram
valores de pH idénticas as bagas de uva, de acidez total titulavel mais alta e de sélidos
soltiveis mais baixo das bagas de uva, devido & concentragdo de hidrogénios nesse médio,
facilitando sua estabilidade fisico quimica como substrato ideal para sua conservagdo e ser
utilizado no processo industrial.

Da composi¢do quimica centesimal de todos residuos da vinificagdao o residuo
da variedade Merlot foi o que apresentou o contetido mais baixo de valor energético, pelo
tanto a influencia de sua composi¢do foi produto da variedade de uva e da tecnologia de
producao de residuos.

Dos residuos de uvas avaliadas determinou-se que existiu uma influencia da
presenca das antocianinas sobre o contetido dos fenolicos totais, onde o residuo de uva da
variedade Merlot apresentou os valores mais altos em antocianinas, flavonodides totais e
fenolicos totais.

Dos residuos de uvas avaliadas determinou-se que as antocianinas, flavonoides
totais e fendlicos totais, tiveram uma relacdo direita sobre métodos de seqiiestro de radicais
livres ABTS e DPPH, onde o residuo de uva da variedade Merlot apresentou os valores mais
altos de atividade antioxidante e do poder redutor como um indicativo de sua alta atividade
antioxidante.

Os residuos de maior coloragdo vermelha apresentaram maior contetido de

antocianinas, compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante.
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Os residuos de uva da variedade Merlot avaliados constituem uma boa fonte
de antocianinas totais, compostos fendlicos totais e de alta capacidade antioxidante, e
resultando com valores mais elevados que muitas frutas brasileiras, pudendo se utilizar como

um alimento funcional.
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ARTIGO 11

ESTUDO DA EXTRACAO DE FENOLICOS E TRANS-RESVERATROL, E
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DOS RESIDUOS
DA VINIFICACAO.
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RESUMO

Os extratos foram obtidos por extracdo sélido-liquida dos residuos de uva (Vitis vinifera L.),
das variedades: Merlot, Shiraz, Pinot Noir e Cabernet Sauvignon, procedentes da vinificagao
utilizando como solventes etanol, metanol, acetona ¢ suas misturas e a enzima celulase. Nos
extratos determinou-se trans-resveratrol por cromatografia liquida de alta eficacia. O extrato
metanolico apresentou alto contetido de compostos fenolicos e alta atividade antioxidante. O
extrato de Cabernet Sauvignon apresentou maior conteudo de antocianinas € o extrato
Merlot apresentou maior contetido de fenolicos totais (1601,1 mg mv-3-glc./100 g e 9366,4
mg acido galico/100 g de extrato em materia seca, respectivamente). O maior conteudo de
flavonoides totais foi do extrato Shiraz (192,2 mg quercetina/100 g de extrato), determinou-
se maior atividade antioxidante no extrato Merlot frente aos métodos de captura de radicais
livres 1,1-difenil-2-picrilhidrazil e 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido-sulfonico)
(5057,3 e 4986,2 mg equivalente de trolox/100 g de extrato, respectivamente), e com o
método de poder redutor o extrato Shiraz apresentou a maior atividade antioxidante. O
extrato do residuo da variedade Shiraz apresentou o conteido mais alto de frans-resveratrol

(3,7 mg resveratrol/100 g de extrato em matéria seca).

Palavras-chave: Residuos da vinificagdo. 7Trans-resveratrol. Atividade antioxidante.

Fenodlicos. Flavonoides.
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1 INTRODUCAO

Os residuos de uva provenientes da vinificacdo geralmente estdo constituidos
por cascas e semente, elementos importantes donde se acumula a maior parte de compostos
fenolicos, classificados entre os flavonodides e nao flavondides que tem alta atividade
antioxidante. Desta maneira tornam-se uma fonte natural de fitoquimicos e antioxidantes que
precisam de uma boa extragdo e purificagdo. Por isso ¢ importante o estudo da extragdo e
caracterizacao de compostos fendlicos com propriedades benéficas para a satde, atribuidas a
sua a¢ao antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatdria e vasodilatadora, utilizados muito em
farmacologia, cosmetologia ¢ a saide. (ARVANITOYANNIS; LADAS; MAVROMATIS,
2006; FONTANA; ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013; TSENG; ZHAO, 2013; XU et al., 2010).

Os compostos fenolicos presentes no residuos da uva pertencem a uma classe
de estruturas simples e complexas, das quais possui pelo menos um anel aromatico no qual ao
menos um hidrogénio ¢ substituido por um grupo hidroxila, resultando assim o fenol como o
composto mais simples, podendo ser classificados em dois grupos: nao-flavondides e
flavonoides. Os compostos ndo-flavondides compreendem os acidos fendlicos, benzodicos e
cinamicos, e¢ outros derivados fenolicos como o trans e cis resveratrol. Sua atividade
antioxidante esta relacionada com a posi¢ao dos grupos hidroxila e quanto mais proximo esse
grupo estiver do grupo fenil, maior serd a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na
posicdo meta. O resveratrol ¢ uma fitoalexina quimicamente conhecida como 3,5,4'-tri-
hidroxistilbeno que est4 presente nas cascas de uvas, sementes, nos bagacos da vinificagdo e
nos vinhos, o contetudo de resveratrol depende principalmente das variedades de uva, clima o
solo (FERRI et al., 2009; GATTO et al., 2008; VITRAC et al., 2005; SILVA et al., 2011).

O resveratrol atua como sistema de defesa nas celulas da casca da uva, por isso
o contetido de trans-resveratrol nos vinhos tintos ¢ muito mais elevado do que nos brancos
(ROMERO-PEREZ et al., 2001; GAMBUTI et al 2004; ATANACKOVIC et al., 2012). O
trans-resveratrol tem efeitos benéficos sobre a satde cardiovascular humana, devido a sua
capacidade de inibir a agregacdo plaquetdria e de produzir vaso-relaxacdo dependente de
6xido nitrico endotelial in vivo, elimina o cancer ja que o trans-resveratrol inibe a proliferacao
de células tumorais (XIANG et al., 2014; MACEDO et al., 2013).

Os flavonoides sao compostos polifenolicos que tem uma estrutura de base de
15 4tomos de carbono que compreendem dois anéis aromaticos ligados através de uma cadeia
3 de carbono (Cs-C3-Cs), que podem ou ndo ser parte de um terceiro anel. Destes compostos

podem-se citar as flavonas, flavononas, isoflavonas, flavanois e antocianinas. Os flavonodides
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sdo os principais componentes quimicos terapéuticos sendo potentes antioxidantes,
seqiiestrantes de radicais livres, quelantes de metais e inibidores da peroxidacdo. As
catequinas presentes na planta sdo poderosos antioxidantes inibindo os danos causados ao
DNA pelas espécies reativas de oxigénio, a imunossupressao ¢ a inflamagao cutanea induzida
pelos raios UV. Sua atividade antioxidante deve-se ao mecanismo de transferéncia de elétrons
destas para as espécies reativas de oxigénio, atuando como seqiiestrantes dos radicais livres e
dentre as catequinas presentes nas plantas, a epigalocatequina galato € o composto mais
efetivo como antioxidante na prote¢ao de DNA (IACOPINI et al, 2008; MITIC et al., 2012;
GARRIDO; BORGES, 2013; MOON; SHIBAMOTO, 2009).

Existem estudos sobre a extragdo de compostos fenolicos com solventes dos
residuos solidos da industria de vinho, onde os resultados mostraram que os extratos destes
bagacos tém quantidades elevadas de fenolicos totais, flavonoides totais e boa atividade
antioxidante. Ap6s conhecer que estes compostos antioxidantes estdo presentes nos bagacos
de uva e que tem grandes efeitos benéficos para a satde, o estudo da extragdo e purificagdo
dos compostos biotivos de estes residuos torno-se muito importante para conhecer a
identificacdo qualitativa e quantitativa de seus fitoquimicos e assim ter uma nova fonte de
antioxidantes naturais, uma das metodologias comumente utilizada e a extragao sélido-liquido
mediante uso de solventes como o metanol, etanol e acetona, aplicados pequena variagdo de
pH e temperatura (MANTELL; RODRIGUEZ; MARTINEZ DA OSSA, 2002; PINELO et
al., 2005; CISSE et al., 2012; CACACE; MAZZA, 2003).

A extracdo so6lido-liquido ¢ um dos métodos mais utilizados para a separacao
de fenolicos, esta ocorre devido a que se produz uma remocao dos compostos antioxidantes
do bagaco de uva frente a um solvente liquido com alta polaridade, esse contato de solvente-
soluto permite a separacdo dos solutos, que depende da polaridade das moléculas dos
compostos antioxidantes e da solubilidade dos solventes o qual depois de algum tratamento
levam na parte sobrenadante a recuperagdao dos fenolicos e que a partir deste podem ser
tratadas com técnicas de separacdo ou purificagdo de moléculas especificas ou da mistura de
compostos fendlicos (SPIGNO; DE FAVERI, 2007; RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD,
2001; PINELO; FABBRO; MANZOCCO, 2005; LAPORNIK; PROSEK; WONDRA, 2005;
LIU et al., 2013; GORINSTEIN et al., 2004).

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi determinar a extracdo de
compostos fendlicos e trans-resveratrol, caracterizagdo fendlica e a avaliacdo da atividade

antioxidante de diferentes extratos de residuos da vinificacdo (Vitis vinifera L.).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade P.A. e também agua
destilada deionizada foi utilizada em todo o processo. A enzima celulase foi do tipo blend

(cédigo: SAE0020) adquirida do Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha).

2.2 AMOSTRAS

A matéria prima utilizada neste trabalho foram os residuos da vinificagao de
uvas pretas da espécie Vitis vinifera L., em suas variedades: Merlot, Shiraz, Pinot Noir e
Cabernet Sauvignon, coletadas em Flores Acunha Caixas do Sul no RS-Brasil. As amostras
foram armazenadas a -18 °C até sua utilizagdo nos experimentos. As amostras tiveram
conformado por quantidades de massa em casca e semente, nas seguintes propor¢des: Shiraz
(45% de semente e 55% de casca), Pinot noir (30% de semente e 70% de casca), Merlot

(18,2% de semente e 82,8% de casca) Cabernet sauvignon (5% de semente € 95% de casca),
2.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A extragdo solido-liquida dos compostos fendlicos e da molécula de trans-
resveratrol utilizando diferentes solventes, sobre os residuos da vinificagao foi feita conforme

o esquema apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Esquema experimental para a extragdo de compostos fendlicos e resveratrol.

M¢étodos de extragao

Residuos T T, T3 T, Ts Te T;
Merlot (R1) Ry Ry R R R R; Ri
Shiraz (R2) R> R> R Ro Ro R Ro
Cabernet Sauvignon (R3) R3 R3 R3 R3 R3 R3 R3
Pinot Noir (R4) R4 R4 R4 R4 R4 R4 R4

T1: Extracao etandlico (70%) acidificado, T2: Extracdo com acetona (70%) acidificada, T3: Extra¢do etanol-
acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4: Extragdo etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo II, TS5:
Extra¢do metanolica, T6: Extracdo enzimatica, T7: Extrac@o etandlica-enzimatica.
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2.3.1. Extracao etanolica (70%) acidificada (T1)

A extragao foi feita em triplicata, com o emprego de solvente etanol:agua
(70:30 vv). Pesaram-se 5 g de cada residuo moido e homogeneizado, adicionou-se 15 mL do
solvente. Em seguida foi acidificado com HCL 0,1 M até pH 1,5 a temperatura ambiente e
deixou-se em repouso por 24 h. Logo foi centrifugado a 5000 xg em centrifuga Modelo
Biosystem-LPW350 por 15 min e separou-se o sobrenadante, que foi lacrado com folha de

aluminio e guardado em refrigeragdo para as analises (ROCKENBACH et al., 2011Db).

2.3.2 Extracao com acetona (70%) acidificada (T>)

O extrato foi preparado com o emprego de solvente acetona:agua (70:30 vA),
pesaram-se 5 g de cada residuo moido e homogeneizado, adicionou-se 15 mL do solvente.
Acidificado com HCL 0,1 M até pH 1,5 a temperatura ambiente e deixou-se em repouso
durante 24 h. Logo foi centrifugado a 5000 xg durante 15 min e separou-se o sobrenadante,
que foi lacrado com folha de aluminio e guardado em refrigeragdo para as analises

(BAYDAR et al., 2004).

2.3.3 Extracao etanol-acetona acidificada, mistura tipo I (T3)

Os solventes foram etanol (70%) e acetona (70%), a mistura dos solventes foi
preparada na propor¢ao 50:50 vA, foi pesado 5 g de cada residuo moido e homogeneizado,
adicionou-se 15 mL da mistura dos solventes. Em seguida foi acidificado com HCL 0,1 M at¢
pH 1,5 a temperatura ambiente, deixou-se em repouso durante 24 h. Logo foi centrifugado a
5000 xg durante 15 min e separou-se o sobrenadante, que foi colocado em recipiente escuro,
lacrado com folha de aluminio e guardado em refrigeracdo para as analises (Método adaptado

pelo proprio autor)

2.3.4 Extracao etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo II (T4)

Foi pesado 5 g de cada residuo moido e homogeneizado, primeiramente
adicionou-se 10 mL do solvente etanol 70% acidificado com HCL 0,1 M até pH 1,5 e
deixado em reposo a temperatura ambiente durante 24 h. Logo foi centrifugado a 5000 xg

durante 15 min e separou-se o sobrenadante. O residuo restante foi tratado com 10 mL de
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acetona ao 70% acidificada com HCL 0.1 M até pH 1,5, também deixado em repouso a
temperatura ambiente durante 24 h, centrifugado e separado o sobrenadante. Depois foram
misturados os dos sobrenadantes, colocados num recipiente escuro, lacrados com folha de

aluminio e guardado em refrigeragdo para as analises (Método adaptado pelo proprio autor).

2.3.5 Extra¢ao metandlica (Ts)

Empregou-se como solvente metanol 98% acidificado com HCL 0,1 M até pH
1,5. Adicionou-se 15 mL deste solvente em 5 g de cada residuo deixando-se, em repouso
durante 24 horas a temperatura ambiente. Depois foi centrifugado a 5000 xg durante 15 min e
separou-se em recipiente escuro e foi lacrado com folha de aluminio e guardado em

refrigeragdo para as analises (CASAZZA et al., 2010).

2.3.6 Extracao enzimatica (Te)

Foi feita uma suspensao de 50% de residuos em agua destilada, ajustados a um
pH 5,3 com 4cido citrico 10%, foi adicionado 25 pL de enzima celulase (atividade de tipo
endoglucanases que clivam liga¢des internas da fibra celuldsica) em 50 g de suspensdo, com
agitacao a 37 °C durante 2 h. Logo foi centrifugado a 5000 xg durante 15 min e separou-se o
sobrenadante em recipiente escuro, lacrado com folha de aluminio e guardado em refrigeragao

para as analises (SINEIRO et al., 2008).

2.3.7 Extracgao etanolica-enzimatica (T7)

Primeiro realizou-se a extracdo enzimatica (Ts) para quebrar a estrutura
celuldsica dos residuos e depois do centrifugado a 5000 xg durante 15 min, separou-se o
sobrenadante (A). Logo os residuos precipitados foram tratados em uma suspensdo de 50%
em etanol 98% acidificado at¢ pH 1,5, centrifugado e separado o sobrenadante (B).
Finalmente misturou-se os sobrenadantes (A e B) e deixou-se em recipiente escuro, lacrado
com folha de aluminio e guardado em refrigeracdo para as analises (Método adaptado pelo

proprio autor).
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2.4 DETERMINACAO DE ANTOCIANINAS TOTAIS

O conteudo de antocianinas foi determinado nos extratos da vinificacdo das
uvas pelo método da diferenca de pH, em que se dissolve em dois sistemas-tampao: cloreto de
potassio pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sédio pH 4,5 (0,4 M), a leitura da absorbancia foi
realizada a 510 nm, considerando a absorbancia maxima para cianidina-3-glicosideo, e 700

nm para descontar a turbidez da amostra (GIUSTI; WROSLTAD, 2001)

O teor de Antocianinas foi calculado a partir da seguinte Equagao:

Teor de Antocianinas (?):A xMMxFDx10%)/(ex1) (1)
A= [(As10nm- A700nm)pr10- (As100m- A700nm) pHas) )
Onde: Asio = Absorbancia das amostras lidas a 510 nm

A700= Absorbancia das amostras lidas a 700 nm
MM = Massa molecular da cianidina 3-glicosideo 449,2 (g/mol)
FD = Fator de dilui¢ao, 1= Espessura da cubeta (cm)

€ = Absortividade molar (26900), que corresponde a cianidina 3-glicosideo.

2.5 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Foi realizado conforme o método de Folin-Ciocalteau, que consistiu em utilizar
5 mL de extrato, ap6s realizou-se uma centrifugacdo de 5000 xg por 15 minutos. Em
seguida separou-se do sobrenadante 0,5 mL desse extrato em um tubo de ensaio, ao qual foi
adicionado 8 mL de agua destilada e 0,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteau (0,25 M)
deixou-se em repouso por 3 minutos, logo adicionou-se 1 mL de solu¢do de carbonato de
sodio (Na,COs) 1 M, deixando repousar por 10 minutos. O tubo foi centrifugado (9000 xg por
30 minutos) e mantido na escuridade por duas horas, realizando-se a leitura da absorbancia
em espectrofotdometro a 750 nm sobre cubetas de vidro, tendo como branco o metanol e todos
os reagentes sem a aliquota da amostra centrifugada. O teor de fenois totais (FT) foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragao
construida com padrdes de acido galico e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido
galico) por 100 g de residuo seco. Todas as andlises foram realizadas em triplicata (BUCIC-

KOIJIC et al., 2007). A construcao da curva de calibragdo foi preparada com 0, 2, 4, 8, 15, e



124

20 pL de solugao estoque. A equacdo da linearidade dos fendlicos totais foi Y = 4,8144X +
0,00003, onde X corresponde a concentragdo de fenolicos totais, Y € a absorbancia medida a

750nm e R = 0,998.

2.6 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES TOTAIS

Foi determinada por ensaio colorimétrico usando cloreto de aluminio como
agente cromoforico, de acordo com a metodologia descrita por Yang, Martinson e Liu (2009).
Aliquotas de 250 pL de cada amostra foram misturadas com 1,25 mL de dgua deionizada. Em
seguida acrescentou-se 75 uL de solugdo aquosa de nitrito de sodio (NaNOy) a 5% e agitados
em vortex. Apos 5 min, 150 pL de solugdo aquosa de cloreto de aluminio (AICl3) a 10%
foram adicionados e as solu¢des homogeneizadas. Apds 6 min, 0,5 mL de solugdo aquosa de
NaOH a 1,0 M foram adicionados ¢ o volume completado para 3,0 mL com 4gua deionizada.
As solugdes foram agitadas e as absorbancias foram medidas a 510 nm, tendo como “branco”
o metanol e todos os reagentes, menos os extratos. Para a constru¢do da curva de calibracao
foi preparada solucdo estoque e diluigdes de 0, 20, 40, 80, 100, e 175 pL. A equacdo obtida
foi Y= 9,3799X+0,0062, onde X corresponde a concentragdo de flavonoides totais, Y ¢ a
absorbancia e R = 0,9998. Os resultados foram expressos como mg de EQ (equivalente de

quercetina) por 100 g de extrato seco.

2.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — METODO DPPH

Foi realizada conforme o método do radical DPPH descrito por Nenadis et al.
(2004). Que consistiu em pesar, 5 g de extrato, apos realizou-se uma centrifugacdo de 5000
xg durante 25 minutos. Em seguida separou-se o sobrenadante tomando-se 150 pL desse
extrato em tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2,85 mL de solucdo diluida de DPPH e
manteve-se em agitacdo por 15 minutos na auséncia da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Kasuaki modelo 10UV), em cumprimento de onda de 515 nm, utilizando-
se cubetas de vidro. A atividade antioxidante foi determinada com a interpola¢do da
absorbancia das amostras contra uma curva padrao construida com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e os resultados foram expressos em atividade
antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) (mg TEAC por 100 g de residuo seco). Todas as
analises foram realizadas em triplicata. Para a constru¢do da curva de calibracdo foi

preparado 2000 uM/mL de solugdo estoque de Trolox e dilui¢cdes de 80, 160, 240, 320, 405,
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e 625 uM. A equagdo da linearidade foi Y = 0,0012X + 0,0001, onde X corresponde a
concentragdo de uM (micro molar) de Trolox, Y ¢ a absorbancia medida a 515 nm e o

coeficiente de correlagdo foi de R = 0,999.

2.8 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — METODO ABTS

Utilizou se 0 método de Surveswaran et al. (2007), o radical ABTS " é formado
por uma reacdo quimica com 5 mL de solucdo de persulfato de potdssio e 88 uL de uma
solugdo de estoque de ABTS (192 mg de reagente ABTS em 50 mL de agua destilada). Uma
vez formado o radical ABTS ™, o mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (= 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm, a temperatura de 30 °C.
A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro modelo (Kasuaki 10UV), nos tempos 1, 4 e
7 minutos apds a adi¢do do extrato. O teor foi determinado por interpolagdo na curva padrao
construida com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) antioxidante
sintético similar a vitamina E e os resultados foram expressos em atividade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) (mg TEAC por 100 g de extrato seco). Para a construcido da
curva de calibracao foi preparada uma solugdo estoque de 2 mM/mL e foram feitas diluigdes
de 0, 100, 500, 1000, 1500, e 2000 uM. A Equagdo de linearidade foi Y = 0,0003X + 0,0053,
onde X corresponde a concentracdo de uM (micro molar) de Trolox, Y ¢ a absorbancia

medida a 734 nm e R=0,997.

2.9 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DO PODER
REDUTOR

O poder redutor dos extratos de reduzir o fon Fe*" para Fe** foi determinado
pelo método de You-Tung et al. (2015). Um volume de 2 mL de amostra (5 mg/mL) foi
adicionado em 2 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2 mL de ferricianeto de potassio
(1%). A seguir, a mistura foi incubada a 50 °C durante 20 minutos, e apds adicionou-se na
reagdo 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 10%. Uma aliquota de 2 mL foi misturada com 2
mL de agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico 0,1% em tubos de ensaio . Apds 10 minutos
de reagdo a absorbancia da solugdo resultante foi lida a 700 nm em espectrofotometro UV/VIS
(Kasuaki modelo 10UV). O aumento da absorbancia da reacdo indicou aumento de poder de

redutor. Todas as amostras foram preparadas em triplicata e em ambiente escuro.
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2.10 ANALISES DO TRANS-RESVERATROL POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE
ALTA RESOLUCAO
Para a analise do frans-resveratrol, 5 mL do extrato de Shiraz, Pinot Noir,

Cabernet Sauvignon e Merlot, foram centrifugados a 9000 xg por 30 min, filtradas em
Millipore de 0,22 pM, com auxilio de uma seringa, além disso utilizou-se a ultrafiltracao
com membranas de 10 kD (Advantec MFS, modelo UHP76) para eliminar interferentes dos
extratos. O procedimento foi seguido por Cromatografia liquida de alta performance
conforme a metodologia descrito por Romero-Perez et al. (2001). O cromatografo utilizado
teve uma configuragdo modular composto por uma bomba de tipo LC-10ATvp, detector de
arranjo de fotodiodos (SOD-M10A VP) e injetor automatico, todos da marca Shimadzu. As
filtragdes da fase movel foram realizadas com membranas filtrantes de 0,45 um de diametro
de poro (Millepore) em um sistema de filtragdo ao vacuo e foi feito a degaseificacdo
utilizando Ultrassom por 30 minutos para a retirada as bolhas de ar dissolvidas nos eluentes.
a) Fases Moveis (Eluentes)

Eluente A: Agua Milli-Q e Eluente B: Metanol
b) Descricdo do Método Condicdes operacionais utilizadas no HPLC:

Coluna Cis, fase reversa (modelo CLC-ODS-M), Shim-pack 250mm x 4,6mm
X Sum mantida a 30 °C; Detetor: 308 nm; Fluxo 0,5 mL/min; Volume injetado: 20 uL;
Gradiente de eluicao: Concentragao de solvente A e B, (50:50); tempo de corrida 10 min.
¢) Quantificagdo do trans-resveratrol

Para esta quantifica¢do utilizou-se o area do pico no comprimento de onda
definido para o resveratrol (308 nm), onde definiram-se as respectivas retas de calibragdo.
d) Curva de calibragdo do resveratrol

Para a construgdo da curva de calibracdo, usou-se uma solucao padrao estoque
de trans-resveratrol com uma concentra¢do de 3,88 mg/L, foi preparada em metanol grau
HPLC e as solugdes de diversas concentracdes foram preparadas pela diluicdo da solugdo
estoque em metanol. A linearidade do trams-resveratrol foi construida com injecdo, em
triplicata, de sete concentracdes crescentes de solugdes padrao (0,08; 0,39; 0,97; 1,56; 2,14;

2,92; 3,50 mg/L), a curva de calibragdo obtida foi Y=2e+06X — 13957, com um R de 0,999

2.11 DETERMINACAO DA COR
A determinagdo dos parametros colorimétricos nos extratos foi obtida no

sistema CIELAB, utilizando colorimetro portatil marca Konica Minolta CR-400, calibrado

com placa de porcelana branca (GOMEZ-PLAZA; MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006).
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2.12 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados foi realizada pela aplicagdo da Anova ¢ o teste de Tukey
visando identificar diferencas significativas entre as médias, usando o software Statistica®
5,0. O nivel de significancia considerado para a diferenca entre as médias foi de 5 %
(p<0,05). Todas as analises quimicas foram realizadas em triplicata e os resultados

apresentados como média + desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANTOCIANINAS TOTAIS

Os teores de antocianinas totais dos extratos de residuos de uva respeito as
variedade Shiraz, Pinot Noir, Merlot e Cabernet Sauvignon, foram estatisticamente diferentes
(p<0,05) entre todos os residuos conforme pode se observar na Tabela 2, sendo que para o
residuo Shiraz e Pinot Noir o melhor tratamento foi a extracdo com etanol-acetona (70%)
acidificada obtendo-se valores de 314 e¢ 324,4 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de extrato
(b.s.).

Tabela 2 - Contetido de antocianinas totais (AT) nos extratos dos residuos procedentes da
vinificacdo de diferentes variedades de uvas (Vitis vinifera L.).
mg mv-3-glc./100 g de extrato (b.s.)

T; Shiraz Pinot Noir Merlot Cabernet Sauvignon
Ti 47,83+0,1294 69,51£0,179°  659,14+0,93B° 717,84+0,24¢%
T, 81,22+0,718 94,24+0,305¢  457,91+0,17"° 743,23+0,35%
T; 314,08+0,734¢  324,43+0,374°  629,13+0,31¢® 858,42+0,2982
T4 135,6140,12B¢  164,61+0,17%°  579,94+0,21P° 849,74+0,1852
Ts 113,32+0,26P¢  137,73+0,36“°  814,81+0,884°  1601,14+0,924
Te 69,73+0,36" 72,33+£0,42F¢  332.91+0,36%° 465,92+0,1P?

T, 116,62+0,1¢¢  124,24+0,48°¢  515,44+0,37%° 705,82+0,60%

Ti: Tratamentos, Ti: Extragdo etandlico (70%) acidificado, T,: Extragdo com acetona (70%) acidificada, Ts:
Extragdo etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4: Extra¢do etanol-acetona (70%) acidificada,
mistura tipo II, Ts: Extracdo metanolica, Ts: Extracdo enzimatica, T7: Extracdo etandlica-enzimatica. Valores
seguidos da mesma letra maitscula na coluna nao diferem considerando os tratamentos € a mesma letra
minuscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades de uva, pelo teste de Tukey
(p<0.05). mv-3-glc = malvidin-3-glicosideo; b.s. = Base seca.
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Esses resultados deve-se porque sdo variedades da baixa quantidade de
antocianinas, mais apresentaram melhor polaridade com respeito ao etanol-acetona poduzindo
uma boa ligacdo de seus grupos hidroxilos, em comparagao com os demais solventes. Nas
variedades Merlot e Cabernet Sauvignon, o melhor método foi a extragdo metanolica onde se
obtive a maior quantidade de antocianinas em comparagdo com as outras variedades. A
comparagdo entre os tratamentos de extragdo mostrou que o método de extragdo metanolica
dos extratos do residuo da variedade Cabernet Suvignon obteve a maior quantidade de
antocianinas que foi de 1601,1 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de extrato (b.s.), o que pode
justificar-se pela sua caracteristica fisica, de apresentar uma tonalidade de cor vermelha muito
intensa em comparagdo aos demais residuos indicativo da alta presencia de antocianinas.
Além disso apresentaram alta polaridade da ligagdo dos grupos hidroxilos das antocianinas
com o metanol prodizindo alta solubilidade. Estes resultados em comparagdo com outras
pesquisas, mostram que o valor de antocianinas do residuo Cabernet Sauvignon tratadas por
extragdo metanolica foi superior ao obtido por Cheng et al. (2012), em seu estudo sobre os
métodos de extragao com acetona, etanol e metanol de residuos da variedade Pinot Noir (718,
663 e 601 mg de cianidina-3-glicosideo/100 g de extrato seco de residuos, respectivamente).
Estes resultados foram semelhantes aos reportados por Rockenbach et al. (2011b), obtidos em
extratos de residuos de uva Merlot e Cabernet Sauvignon, valores que estiveram entre 827,49

e 1684,11 mg de malvidin-3-glicosideo/100 g de extrato de residuos, respectivamente).

3.2 FENOLICOS TOTAIS

Na Tabela 3 que apresenta os valores de fendlicos totais nos residuos da uva
procedentes da vinificagdo, observou-se que existiu diferenca significativa (p<0,05) entre
todos os tratamentos aplicados aos extratos dos residuos e também entre as variedades de uva.
Ademais pode se observar que o tratamento T (Extracdo etanolico 70%) apresentou o menor
valor de extracdo de fenodlicos totais, enquanto o tratamento Ts (Extragdo metandlica)
apresentou a maior extragdo de fenolicos totais em todos os residuos, onde a variedade
Merlot foi a que apresentou a maior quantidade de fenolicos totais expressados em 9366,4
mg GAE/100 g de extrato, seguido de Cabernet Sauvignon e Shiraz (8157,8 e 7085,5 mg
GAE/100 g de extrato, respectivamente). Esses resultados € produto da alta polaridade que
existiu entre o metanol e as moléculas fendlicas, produzindo reagdes quimicas de ligacao
entre seus grupos hidroxilos e obtendo um médio muito polar de alta solubilidade para a

extracao dos fenolicos.
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Tabela 3 - Conteido de fenodlicos totais (FT) nos extratos dos residuos procedentes da
vinificacdo de diferentes variedades de uvas (Vitis vinifera L.).

mg GAE/100 g de extrato (b.s.)

Ti Shiraz Pinot Noir Merlot Cabernet Sauvignon
T 1835,35+1.319¢  3381,18+4.55  2136,60+4.747  2714,63+2.63F¢
T, 4516,81+3.48™  1996,58+1.31%°  1905,54+£6.99¢  2593,50+7.89C°
T3 5773,68+6.57°¢  5867,29+2.28“¢  6540,73+2.63  6073,72+2.28°
T4 6397,38+4.748¢  6732,17+1.318  7319,06£1.31¢®  6849,21+3.485°
Ts 7085,47+3.48%¢  6924,01+5.26%9  9366,43+5,73A%  8157,84+1.314°
Ts 4953,58+3.945¢  5738,62+2.28P¢  7413,97+4.745  6068,36+6.02P°
Ty 5476,94+7.32P°  4903,70+4.555%  5979,68+3.48F¢  4851,07+5.26"

Ti: Tratamentos, GAE: Equivalente de 4cido galico, T: Extragdo etanolico (70%) acidificado, T,: Extragdo com
acetona (70%) acidificada, Ts: Extrag@o etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4: Extragdo etanol-
acetona (70%) acidificada, mistura tipo II, Ts: Extragdo metanodlica, Ts: Extragdo enzimatica, T7: Extragdo
etanolica-enzimatica. Valores seguidos da mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem considerando os
tratamentos e a mesma letra mintiscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades
de uva, pelo teste de Tukey (p<0.05), b.s. = Base seca

Os valores encontrados neste estudo estiveram dentro da faixa dos reportados
por Oliveira et al. (2013) em extratos de bagaco de uva Merlot (1180 mg GAE/100 g b.s.) e
Shiraz ( 6070 mg GAE/100 g b.s.). Nossos resultados foram menores a os valores obtidos
por Cheng et al. (2012) frente a uma extracdo com metanol e acetona dos residuos de Pinot
Noir cujos valores foram 11250 mg GAE/100 g e 14830 mg GAE/100 g de extrato de
residuos respectivamente. Da mesma maneira quando se comparou com os resultados de
Rockenbach et al. (2011) em extratos de residuos da variedade Cabernet Sauvignon e Merlot
(7475 e 4623 mg GAE/100 g de extrato dos residuos b.s.) nossos resultados foram superiores.
A variabilidade dos valores em comparagdo com outros autores, deveu-se a influéncia de

varios factores como o clima, solo e praticas do cultivo.

3.3 FLAVONOIDES TOTAIS

O contetido de flavonoides totais apresentados na Tabela 4, extraidas pelos
métodos de extragdo solido-liquido nos residuos da uva procedentes da vinificagdo, observou-
se que existiu diferenca significativa (p<0,05) entre todos os extratos e os tratamentos de
extracdo. Ademais pode se observar que no tratamento T (Extrag¢do etandlico 70%) obteve-

se a menor quantidade de flavonoides totais, devido a sua baixa polaridade do solvente. Por
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enquanto a melhor extracdo foi o tratamento Ts (Extracdo metandlica) onde os extratos
apresentaram maior quantidade de flavonoides totais, assim mesmo dos métodos de extracao
a variedade Shiraz teve o maior conteudo de flavondides totais expressados em 192,2 mg
QE/100 g de extrato de bagago (b.s), seguido de Pinot Noir, Merlot e Cabernet Sauvignon
(185,3; 175,2 e 162,5 mg QE/100 g de extrato de residuo b.s., respectivamente). Os altos
valores de flavonoides nas variedades Shiraz e Pinot Noir deve-se posivélmente aos altos
conteudos de flavonois (quercetina) e flavonas (catequinas) nos extratos. Além disso estes
residuos tiveram maior conteudo de sementes as quais provavélmente sdo responsaveis desta
composi¢do. Os valores encontrados em nosso estudo de extragdo de compostos fenolicos
foram muito superiores a os reportados por Ruberto et al. (2007) sobre os extratos de bagago
de uva Cabernet Sauvignon (52 mg GAE/g b.s.). Também os resultados deste estudo foram
superiores aos reportados por Cassaza et al. (2010) em extratos de semente e casca da
variedade Pinot Noir cujos valores foram de 138 e 28,7 mg GAE/100 g de extrato b.s.).
Nossos resultados estiveram dentro da faixa dos reportados por Cheng et al. (2012) frente a
metodos de extragdo com acetona, etanol e metanol, cujos valores foram 213,5, 177 e 125 mg

QE/100 g de extrato de residuos da variedade Pinot Noir, respectivamente.

Tabela 4 - Conteudo de flavondides totais (FVT) nos extratos dos residuos procedentes da
vinificacdo de diferentes variedades de uvas (Vitis vinifera L.).

mg QE/100 g de extrato (b.s.)

T;

Shiraz Pinot Noir Merlot Cabernet Sauvignon
Ti 25,80+2,2P4 79,24+0,17°®  116,72+0,53¢ 61,67+2,765
T, 111,4740,598¢  166,56+0,62**  147,39+0,375° 161,95+0,1942
Ts 52,30+0,11°4  118,046:+0,483¢  159,35+0,424 139,050,135
Ta 97,48+0,57%°  162,28+3,55%4%  170,80+0,6542 116,48+0,43¢2
Ts 192,200,274 185,26+0,25%*  175,19+0,16"° 162,56+0,084°
Ts 28,19+0,26%°  44,73+0,13®  55,57+0,08F2 64,89+0,13F2
T, 90,08+0,46%  92,53+0,08%*  79,99+0,31P° 91,58+0,11P2

Ti: Tratamentos, T;: Extragdo etandlico (70%) acidificado, T»: Extragdo com acetona (70%) acidificada, Ts:
Extracao etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4 Extra¢do etanol-acetona (70%) acidificada,
mistura tipo II, Ts: Extracdo metandlica, Ts: Extracdo enzimatica, T7: Extragdo etanolica-enzimatica. Valores
seguidos da mesma letra mailGscula na coluna ndo diferem considerando os tratamentos e a mesma letra
miniscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades de uva, pelo teste de Tukey
(p<0.05), QE = Quercetina, FVT= Flavonoides totais, b.s. = Base seca

Estes resultados foi produto das ligacdes quimicas mediante pontes de

hidrogénios que existiu entre o gram numero de grupos hidroxilas livres de alcool e da parte
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glicosidicas dos flavonoides dos residuos, frente a presenca dos solventes especialmente do
metanol, estes interagem para produzir meios de alta polaridade e solubilidade da fase
organica, permitindo a separagdo ou extragao dos flavonodides. Portanto a variabilidade dos
resultados de antocianinas, fenolicos e flavonoides totais, deve-se ao efeito da polaridade dos
solventes etanol, metanol e acetona frente a presenca dos metabolitos secundarios,
expressando em alguns tratamentos de extragdo maiores quantidades que outros, sobre este
mesmo efeito Lafka, Sinanoglou e Lazos (2007) reportou que os solventes metanol, etanol e
acetona, permitiram nesse ordem a maior extracdo de fenodlicos totais em residuos da
vinificagdo. Além disso, deve ter-se em conta que tem outros fatores que influenciam no
valor quantitativo dos compostos fendlicos das bagas de uva e pelo tanto na biomassa dos
residuos da vinificagdo, como ¢ o tamanho e quantidade das sementes, peles, estresse hidrico
que ¢ submetido a planta durante seu periodo de crescimento, solo, clima e praticas culturais

(RODRIGUEZ et al., 2006)

3.4 ANALISE DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE - METODO DPPH

O Anadlise da atividade antioxidante pelo método DPPH medida nos
tratamentos de extracdo de compostos fendlicos dos residuos da vinificagdo apresentou
diferenca significativa (p<0,05) entre todos os extratos e metodos de extracdo, conforme
pode se observar na Tabela 5, onde o residuo Merlot teve o valor mais alto, seguido de
Cabernet Sauvignon, Shiraz e Pinot Noir, com valores de 5057,3; 4576,0; 4566,2 ¢ 4511,6
(mg Eq-Trolox/100 g de amostra em base seca) respectivamente. Portanto o melhor método
de extracdo foi o tratamento Ts (Extragdo metandlica) por apresentar maior atividade
antioxidante nos extratos. Este resultado indica que o radical (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl)
foi reduzido pelos fendlicos antioxidantes dos extratos, passando de um cor purpura ate uma
coloragdo amarela, além disso o radical livre teve a capacidade de reagir com os doadores de
hidrogénio (H+) dos antioxidantes dos extratos dos residuos, essa redu¢do permitiu evitar sua
oxidacdo. Os valores encontrados neste estudo foram inferiores aos reportados por
Rockenbach et al. (2011b) sobre os extratos de bagago de uva da variedade Cabernet
Sauvignon e Merlot que tiveram valores de 12638 e 8209,8 mg Eg-Trolox/100 g de extrato
respectivamente. Por outra parte comparadas com os reportados por Samavardhana et al.
(2015) sobre seus extratos de residuos de uva da variedade Rainha Preta com valores de

4090,8 mg TEAC/100 g de extrato, nosso resultados da extragdo metandlica foram superiores.
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Estes resultados variam pela procedencia dos residuos

compostos ativos que geram determinada atividade antioxidante.

Tabela S - Atividade antioxidante pelo método DPPH nos extratos de residuos procedentes

da vinificacdo de diferentes variedades de uvas (Vitis vinifera L.).

influindo clima e solo, em seus

T; TEAC (mg eq-Trolox/100 g de extrato b.s.)
Shiraz Pinot Noir Merlot Cabernet Sauvignon

T 3131,64+0,215¢  3299,12+0,64™  3574,34+0,24"  3261,95+1,04™
T> 3949,90£0985  3964,12+0,645° 3969,67+0,75°°  3985,30+1,39P8
T3 3488,66+1,51P4  3946,33+£0,94°°  4333,64+1,36“*  4067,06+0,91<°
T4 3843,88+1,15%¢  3880,28+0,42P°  4538,15+£0,605%  4214,06+1,18B°
Ts 4566,22+2,774°  4511,65+0,64%¢  5057,25+0,48%  4576,00+3,004°
Te 2057,95+1,279¢  3351,05+5,18%¢  3373,66+0,96°  3828,69+2,10%2
T, 2559,99+3,19%  3174,21+2,82%°  3707,40+1,605*  2185,37+3,44%4

Ti: Tratamentos, T;: Extragdo etandlico (70%) acidificado, T»: Extragdo com acetona (70%) acidificada, Ts:
Extracao etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4 Extra¢do etanol-acetona (70%) acidificada,
mistura tipo II, Ts: Extracdo metandlica, Ts: Extracdo enzimatica, T7: Extracdo etandlica-enzimatica. Valores
seguidos da mesma letra mailscula na coluna ndo diferem considerando os tratamentos e a mesma letra
mintscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades de uva, pelo teste de Tukey
(p<0.05), TEAC = Capacidade antioxidante equivalente a trolox, b.s. = Base seca

3.5 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE - METODO ABTS

Os valores da medida da atividade antioxidante nos extratos pelo método
ABTS apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre todos os residuos e métodos de
extracdo, conforme pode se observar na Tabela 6, onde o melhor método de extracdao foi o
tratamento Ts, porque neste tratamento todos os residuos apresentaram maior valor de
atividade antioxidante. Além disso, o residuo da uva Merlot foi o que apresentou
relativamente o maoir valor igual a 4986,2 (mg Eq-Trolox/100 g de extrato em base seca),
assim mesmo os que seguiram no orden quantitativo foram os residuo da uva Shiraz, Pinot
Noir e Cabernet Sauvignon, com 4367,6, 4176,5 e 3687,4 mg Eq-Trolox/100 g de extrato em
base seca, respectivamente. Dos valores encontrados a parte da variedade Merlot o extrato do
residuo Shiraz também foi o que sorprendeu por apresentar alta capacidade antioxidante
obtida em nosso estudo. Este resultado demonstrou que os antioxidantes dos extratos

permitieram o decaimento do cation-radical, produzido pela oxidacdo do ABTS (2,2’-

azinobis(3-ethylbenzothiaziline-6-sulfonate), reagindo também energeticamente pela adi¢ao
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dos antioxidantes que atuaram como um doador de 4tomo de hidrogénio. Os resultados da
capacidade antioxidante dos residuos do melhor método de extragdo de nosso estudo foram
menores aos reportados por Rockenbach et al. (2011b) sobre os valores de 12135,5 ¢ 7954 mg
TEAC/100 g de extrato dos residuos de uva Cabernet Sauvignon e Merlot. Tambem nosso
resultados ao ser comparadas com os reportados por Samavardhana et al. (2015) foram
menores frente ao valor de 7954 mg TEAC/100 g em base seca dos extratos de residuos da
uva Rainha Preta. Este resultado deve-se porque o alto contetdo de antocianinas e flavonoides

totais, nos extratos Merlot contribuiram a seu poder antioxidante.

Tabela 6 - Atividade antioxidante pelo método ABTS nos extratos de residuos procedentes da

vinificacdo de diferentes variedades de uvas (Vitis vinifera L.).

Ti mg eq-Trolox/100 g extrato de bagaco (b.s.)
Shiraz Pinot Noir Merlot Cabernet Sauvignon

Ti 1486,63+3,46%4  3112,14+1,79°° 3327,18+1,31P*  3216,91+1,465°
T, 3546,53+3,89%%  3059,66+2,95%° 3063,72+1,72F  3406,59+2,84%°
Ts 3359,88+2,51P 2685,86+3,44F  3647,7442,05*  3357,66+2,17"°
Ta 3965,99+1,938%  3541,38+2,03B¢  4033,8842,2382  3600,09+4,375¢
Ts 4367,68+2,31%°  4176,52+1,604¢  4986,26+2,034%  3687,40+1,414A¢
Te 1405,17+1,229¢  2270,11£2,90%°  2219,36+3,519¢  3507,77+2,48P8
Ty 2610,15+1,45F  2567,05+2,137  3116,65+1,785°  3536,22+2,79¢*

Ti: Tratamentos, Ti: Extragdo etandlico (70%) acidificado, T,: Extragdo com acetona (70%) acidificada, Ts:
Extra¢do etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4: Extragdo etanol-acetona (70%) acidificada,
mistura tipo II, Ts: Extra¢do metandlica, Ts: Extracdo enzimatica, T7: Extragdo etandlica-enzimatica. Valores
seguidos da mesma letra maitGscula na coluna ndo diferem considerando os tratamentos ¢ a mesma letra
minuscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades de uva, pelo teste de Tukey
(p<0.05), TEAC = Capacidade antioxidante equivalente a trolox, b.s. = Base seca

3.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE — PODER REDUTOR

Os valores de atividade antioxidante pelo método do poder redutor medida nos
extratos de compostos fenolicos dos residuos da vinificagdo apresentaram diferengas
conforme pode se observar na Tabela 7, onde o melhor método de extragdo foi o tratamento
Ts que foi o que apresentou os maiores valores. O comportamento redutor dos residuos dentro
deste método de extracdo mostrou que os residuos da variedade Shiraz e Pinot Noir, foram os
que apresentaram os maiores valores seguido de Merlot e Cabernet Sauvignon. Os resultados

mais sorprendente foi que os extratos Pinot Noir e Shiraz, resultaram ser residuos interesantes
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por su alto poder e capacidade de reduzir radicais livres, isto ocorreu, na presenga de 2,4,6-
tripiridils-triazina, ja que foi uma medida que forneceu uma estimativa da capacidade de um
composto em reduzir Fe™ (na forma de ferricianeto) para Fe*? (forma ferrosa) na presenca de
um composto antioxidante através da mudanca do cor amarelo da solugdo para tons verde
azul, formando o composto azul da Prussia (Ferreira et al., 2007). Entanto os resultados de
nosso estudo comparados com os reportados por Baydar et al. (2011) em extratos de semente
de uvas Cabernet Sauvignon o valor de absorbancia (1,68) foi superior a nosso estudo. Em
extratos de casca da mesma variedade o valor foi de 0,19, muito menor de nosso resultado e
em vinhos com valores de 1,54 de absorbancia ficou superior a nossos resultados. Destes
resultados pode-se concluir que a semente tem boa capacidade antioxidante como poder
redutor e que esta manifestagdo ndo € precisamente pelo valor da antocianina, mas pela

presenca de outros polifenois como a catequina, epicatequina, galocatequina ou resveratrol.

Tabela 7 - Atividade antioxidante pelo método do Poder redutor nos extratos de residuos

procedentes da vinificagdo de diferentes variedades de uvas tintas (Vitis vinifera L.).

Ti Abs
Shiraz Pinot Noir Merlot Cabernet Sauvignon

T 0,507+0,038°  0,633+0,027°°  0,724+0,0124° 0,527+0,014¢
T2 0,638+0,0465°  0,839+0,0184%  0,732+0,0434° 0,74240,0174°
Ts 0,613+0,0325¢  0,753+0,065* 0,839+0,0242 0,646+0,0575°
T4 0,637+0,0665¢  0,825+0,059%  0,844+0,044" 0,709+0,0164°
Ts 0,941+0,045%  0,911£0,0144%  0,812+0,0394° 0,705+0,0414¢
Te 0,141£0,013%°  0,212+0,030°*  0,171+0,009¢* 0,202+0,034F2
T7 0,445+0,013%°  0,556+0,012°¢  0,602+0,095° 0,433+0,014°

Ti: Tratamentos, T;: Extragdo etandlico (70%) acidificado, T»: Extragdo com acetona (70%) acidificada, Ts:
Extracao etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4 Extra¢do etanol-acetona (70%) acidificada,
mistura tipo II, Ts: Extracdo metandlica, Ts: Extracdo enzimatica, T7: Extragdo etandlica-enzimatica. Valores
seguidos da mesma letra mailGscula na coluna ndo diferem considerando os tratamentos ¢ a mesma letra

miniscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades de uva, pelo teste de Tukey
(p<0.05).

Sobre este resultado os autores mencionados anteriormente, consideram que
suas amostras tém alto potencial antioxidante, tomando conta esta afirmag¢ao nosos extratos de
residuos de uva Merlot e Pinot Noir, seriam também amostras com alto potencial
antioxidante. A variabilidade dos valores nos métodos de DPPH, ABTS e poder redutor,

devem-se provavelmente as caracteristicas de cada amostra onde eles diferem ao tipo de
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cultivo, variedade, solos e aspectos climaticos. Além alguns variedades t€ém maior numero e
tamanho de sementes, isso leva a ter uma diferencia no conteido de antocianinas totais,
fendlicos totais, flavonoides totais e capacidade antioxidante. Os compostos fenolicos estao
distribuidos em diferentes partes da uva, ficando em quantidades diferentes nos extratos dos
residuos da uva. Quando sdo extraidas com solventes, a polaridade ¢ importante para sua
manifestagdo de extrair maior quantidade de compostos fenolicos, pelo mesmo os

componentes de casca e semente vao influir na variabilidade dos testes.

3.7 ANALISE DE COR

Na Tabela 8, apresentam-se os valores médios e desvio padrao dos parametros
de cor CIELab, L*, a* b* angulo Hue e Cromaticidade determinados nos residuos de
diferentes variedades de uva procedentes da vinificacao.

Observou-se que os valores do parametro (a*) ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas (p<0,05) entre os métodos de extraccdo e extratos dos residuos uva
Merlot e Cabernet Sauvignon, sobre a escala do pardmetro (b*) o residuo da variedade Merlot
teve diferenca significativa com as demais amostras o que indicou uma maior tendéncia da
coloracdo menos amarelo. Em todos os tratamentos, os extratos de Shiraz e Pinot Noir
apresentaram a mais alta luminosidade (L*), e os de Merlot e Cabernet Sauvignon tiveram
valores menores, sendo que o extrato do residuo de Merlot resultou ser a amostra mais escura.

O valor da tonalidade foi maior nos extratos de Shiraz e Pinot Noir, assim
mesmo foi menor em Merlot e Caberrnet Sauvignon, o que indica que a menor tonalidade
levou a uma maior coloracdo vermelha. Os extratos dos residuos Merlot e Cabernet
Sauvignon apresentaram os valores de coordenada cromatica (a*) menores frente as outras
variedades e os menores valores de b* indicam uma coloragdo menos amarelo, estes foram
observados nos métodos de extracdo de compostos fendlicos especialmente em Merlot e
Cabernet Sauvignon. Dos resultados pode-se determinar que os extratos dos residuos Merlot e
Cabernet Sauvignon, apresentaram a maior coloragdo vermelha caracteristica que da como
indicativo a presenca quantitativa de antocianinas. Segundo trabalhos realizados por CIiff,
King e Schlosser (2007) e Gomez-Plaza, Minano e Lopez-Roca (2006) a maior
concentracdo de antocianinas pode ter contribuido para que os produtos e subprodutos de

uvas apresentassem maiores valores de cromaticidade e tonalidade de cor.
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Tabela 8 - Parametros de cor nos residuos da vinificacdo de diferentes variedades de uva.

T; Residuos a* b* L* (H (C®
Shiraz 18,91+0,398  476+0,17% 16,2840,318¢  14,13+0,198  19,50+0,428B2
Pinot Noir 15,14+0,508°  3,20+0,19 15,650,228+ 11,95+£0,30°®  15,48+0,538b

T; Merlot 2,960,355 0,50+0,17"° 13,55+1,015° 9,48+2,02¢®  3,01+0,37%
Cabernet S. 6,98+£0,24%  0,90+0,17¢ 14,23+0,855° 7,35£1,13%  7,04+0,25%
Shiraz 9,08+0,49¢ 1,65+0,21P2 14,48+0,69%*  10,25+0,78%*  9,23+0,51P2

T, Pinot Noir 8,5840,27¢ 1,43+0,08¢ 14,95+0,30B2 9,45+0,50%*  8,69+0,27¢"
Merlot 6,93£0,46°  0,72+0,13% 15,00£0,9142 5,91£0,79%>  6,96+0,47¢°
Cabernet S. 5,92+0,19¢¢ 0,68+0,08 15,560,414 6,55+0,56° 5,96+0,20¢d
Shiraz 11,1£0,67¢  2,55+0,37P° 16,90£0,77%  12,91+1,05% 11,360,742

T;  Pinot Noir 8,90+0,63¢ 1,77+0,10< 15,54+0,228+  11,2940,55*  9,0840,63¢>
Merlot 4,53+0,50¢°  0,45+0,13P° 15,34+0,524 5,59+1,12P%  4,45+0,50"¢
Cabernet S. 5,50+0,24P¢ 0,69+0,07¢¢ 15,62+0,374b 7,22+1,040 5,54+0,23¢¢
Shiraz 7,67£0,19%>  1,49+0,10P2 13,72£0,07°  11,04+0,97%*  7,81£0,16"

T4 Pinot Noir 10,21+0,37%  1,74+0,22 14,82+0,1952 9,71£1,36“*  10,36+0,35%
Merlot 4,47+0,20°¢  0,48+0,08P° 13,29+0,16<P 6,19+1,02P°  4,50+0,20P4
Cabernet S. 5,21£0,197°  0,66+0,08° 13,80+0,50<° 7,21£0,69%°  5,26+0,19P°
Shiraz 6,57+1,88F2 1,48+0,07"2 11,88+0,70P*  13,3243,37%  6,74+1,84%

Ts  Pinot Noir 4,544+0,39%  0,94+0,18P° 12,35£0,86P*  11,66+1,64%*  4,63+0,41P2
Merlot 4,25+0,22P*  0,98+0,06° 10,700,265  12,97+0,994  4,36+0,21P2
Cabernet S. 3,4840,34%  0,76+0,14% 11,68+£0,24%  1220+1,17%*  3,57+0,36™
Shiraz 5,7940,115¢  14,42+0,13%  30,22+026%  68,16+0,23%  15,54+0,16*

Ts  Pinot Noir 6,37£0,23P°  12,75+0,134>  22,63+£0,22%°  63,49+0,764°  14,25+0,195°
Merlot 11,43£0,335  3,02+0,1244 12,09+0,46°¢  14,79+0,16%¢  11,82+0,35B¢
Cabernet S. 10,66£0,208°  6,46+0,18%¢ 17,010,394 31,2440,36%¢  12,46+0,265¢
Shiraz 22,31+0,19%  7,34+1,09B2 14,07£0,17%  18,21+2,66%  23,50+0,1842

T;  Pinot Noir 21,33£1,88%  7,04+1,675 14,46+0,44C  18,1543,1782 22,4942 1942
Merlot 13,49+0,294°  2,53+0,065° 11,65£0,21%°  10,64+0,265  13,73+0,294°
Cabernet S. 19,63+1,384  4,83+0,5452 12,410,867  13,80+0,578>  20,21+1,474

Ti: Tratamentos, T;: Extragdo etandlico (70%) acidificado, T»: Extragdo com acetona (70%) acidificada, Ts:
Extracao etanol-acetona (70%) acidificada, mistura tipo I, T4 Extra¢do etanol-acetona (70%) acidificada,
mistura tipo II, Ts: Extracdo metandlica, Ts: Extracdo enzimatica, T7: Extracdo etandlica-enzimatica. Valores
seguidos da mesma letra mailGscula na coluna ndo diferem considerando os tratamentos e a mesma letra
miniscula na linha os valores ndo diferem considerando os extratos das variedades de uva, pelo teste de Tukey
(p<0.05), C*= Cromaticidade; H°= Angulo Hue (Tonalidade).

3.8 TRANS-RESVERATROL

No cromatograma do trans-resveratrol da Figura 1 apresenta-se os picos do
trans-resveratrol e os picos dos extratos dos residuos da variedade Shiraz, Pinot Noir, Merlot
e Cabernet Sauvignon, procedentes da extragdo metanolica acidificado. O tempo de reteng¢ao
foi de 7,8 minutos, além disso, os picos formados foram produto do conteudo de trans-

resveratrol e de seu fator de dilugdo utilizados em cada um dos extratos, onde o pico do
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resveratrol no extrato Shiraz foi o mais pronunciado devido a seu maior conteudo de trans-

resveratrol.

Figura 1 - Cromatograma-HPLC do tranms-resveratrol para Ts (extragdo metanolico
acididificada dos residuos da vinifica¢ao). Resveratrol standard (a), Shiraz (b), Pinot Noir(c),
Merlot(d) e Cabernet Sauvignon (e).
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O conteado de trans-resveratrol medido no tratamento de extracdo com

metanol (Ts) dos residuos da vinificagdo apresentou diferenga significativa (p<0,05) entre

todos os residuos sendo que os residuos Pinot Noir e Cabernet Sauvignon, ndo apresentaram
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diferenga estatistica entre os extratos, conforme pode se observar na Tabela 9. O extrato de
residuo da uva Shiraz foi o que apresentou o valor mais alto de 3,7 (mg trans-resveratrol/100
g de extrato em base seca), assim mesmo os que seguiram na ordem quantitativa foi o residuo
da uva Pinot noir, Cabernet Sauvignon e Merlot, com 2,6, 2,3 e 0,7 mg trans-resveratrol/100
g de extrato em base seca, respectivamente. Os valores encontrados em nosso estudo de
extragdo de trams-resveratrol foram inferiores a os reportados por Rockenbach et al. (2011)
em bagacos da vinificagdo de uva Cabernet sauvignon ¢ Merlot (4,02 ¢ 6,4 mg trans-
reveratrol/100 g b.s.). Mas nossos resultados foram superiores a os reportados por Liu et al.
(2013) em extratos de cascas de uva “Vitis vinifera” da variedade Saint-Emilion (0,62 mg
trans-reveratrol/100 g b.s) e foram inferiores aos obtidos por Sun et al. (2006) em extratos de

sementes de uvas da variedade Syrah (4,02 a 6,8 mg trans-vereratrol/100 g b.s.).

Tabela 9 — Conteudo de frans-resveratrol nos extratos metanolicos dos residuos da

vinificagdo de diferentes variedades de uvas tintas (Vitis vinifera L.).

Residuos Trans-resveratrol (mg/100 g de extrato em b.s.).
Shiraz 3,71+0,11*
Pinot Noir 2,63 +0,24°
Merlot 0,70 £ 0,02°
Cabernet Sauvignon 2,30+ 0,01°

Resultados s@o expressos da média + desvio padrio (n = 3); Médias com letras diferentes na mesma coluna sio
significativamente diferentes no teste de Tukey (p < 0,05).

Destes resultados obtidos pode se mencionar que os residuos tiveram uma
variabilidade quantitativa de trans-resveratrol, sendo que as variedades Shiraz, Pinot Noir e
Cavernet Sauvignon, apresentaram residuos com maior quantidade de trans-resveratrol, o alto
contetido de frams-resveratrol nos extratos Shiraz e Pinot, foi devido a que estas variedades
naturalmente contem maior massa de particulas de sementes em seus residuos, pelo tanto
estos componentes nos extratos dos residuos foram os que contribuiram em sua boa
caracterizacao fenolica e alto valor de frams-resveratrol. Do método de extragcdo soélido-
liquida mediante metanol acidificado acredita-se que este solvente teve alta polaridade
quimica frente aos compostos fendlicos dos extratos de residuos da vinificagdo, por que

permitiu extrair maior quantidade de compostos antioxidantes no especial do trans-
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resveratrol, pelo tanto estes extratos podem se considerar como uma boa fonte de polifenois

constituidos por trans-resveratrol (CHENG et al., 2012; IACOPINI at al., 2008).

4 CONCLUSAO

O melhor método de extragdo sélido-liquido dos compostos fendlicos foi o
tratamento com metanol acidificado (98%; pH 1,5; 24 horas) devido a polaridade quimica do
solvente e os principios ativos dos residuos da vinificagao.

O extrato dos residuos da vinificagdo das variedade Cabernet Sauvignon e
Merlot, apresentaram maior conteido de antocianinas e fendlicos totais, com a extracao
metanolica, esta caratacteristica foi demostrada pelos 6timos parametros cromaticos de cor,
onde estes residuos tiveram uma alta tonalidade de cor vermelha.

O conteudo de flavonoides totais foi maior nos extratos dos residuos Shiraz e
Pinot Noir. O alto valor da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS ¢ poder
redutor dos extratos Merlot e Cabernet, foi devido a alta presenca de antocianinas e a
atividade antioxidante dos extratos Shiraz e Pinot Noir, foi conseqiiéncia da alta presenga dos
flavonoides totais e trans-resveratrol, responsaveis da boa capacidade de seqiiestrar radicais
livres ABTS e DPPH.

O extrato metanolico acidificado do residuo da variedade Shiraz foi a que
apresentou o maior contetido de trans-resveratrol.

Os resultados deste estudo confirmam que os extratos dos residuos Shiraz,
Pinot Noir e Cabernet Sauvignon, podem ser considerados boas fontes naturais de trans-
resveratrol. Além disso, eles sdo uma fonte rica de fenodlicos, flavonoides totais e de alta
capacidade antioxidante que poderiam ser usadas como aditivos em suplementos dietéticos,

alimentos nutraceuticos e medicamentos.
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ARTIGO III

AVALIACAO FiSICA, QUIMICA E BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS DE
EXTRATOS FENOLICOS DE RESIDUOS DA VINIFICACAO.
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RESUMO

Os extratos aquosos obtidos dos residuos da vinificagdo sdao boa fonte de compostos fendlicos
e possuem atividade antioxidante, com poderosos efeitos bioldgicos sobre a satde, portanto
manter a estabilidade destas moléculas e ter uma aplicac¢ao biologica ¢ um rol da investigacao
cientifica. O objetivo do presente estudo foi determinar a nanoencépsulagdo de compostos
fenodlicos procedentes dos residuos da vinificacdo, a avaliagdo in-vitro da atividade
antioxidante e da digestdo gastro-intestinal simulada e o efeito sobre o estresse oxidativo ¢ a
longevidade utilizando o nematdide Caenorhabditis elegans. Primeiro foram formulados
diferentes tipos de nanopaticulas obtidas pelos métodos de secagem por atomizacao,
liofilizag@o e por emulsdo de baixa energia. Nas nanoparticulas foi determinado o contetido de
antocianinas, fenodlicos e flavonodides totais. Avaliou-se in vitro a atividade antioxidante,
determinou-se o tamanho ¢ a morfologia das particulas, assim como o indice de polidispersao
e potencial zeta das mesmas. Apos da avaliacdo dos resultados determinou-se que a melhor
bioatividade correspondeu as nanoesferas formulados com os extratos Shiraz e Merlot,
utilizando maltodextrina e secado por atomizag¢do. Na segunda parte realizou-se a digestao
gastro-intestinal in vitro e como terceira parte deste trabalho avaliou-se o efeito biologico in
vivo em organismos modelo de C. elegans medindo o estresse oxidativo e a longevidade. As
nanoesferas apresentaram protecdo contra a liberacdo dos compostos fendlicos e antioxidantes
dentro da boca, estdmago e intestino. Os efeitos biologicos in vivo verificaram que as
nanoesferas de T2 nas concentragdes de 50, 100 e 150 mg/mL atuaram como pro-oxidantes,
nao tiveram resisténcia ao estresse oxidativo e a longevidade ficou por baixo do controle. No
entanto, as nanoesferas de Ty nas concentracdes de 50, 100 e 150 mg/mL, apresentaram alta
resisténcia ao estresse oxidativo e uma alta longevidade dos C. elegans, com uma

sobrevivéncia maxima de 37 dias e um 27,03% de reducao de sobrevivéncia media.

Palavras-chave: ROS. Caenorhabditis elegans. Nanocapsulas. Fenolicos. Antioxidantes.

Longevidade.
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1 INTRODUCAO

Existem compostos fenolicos presentes em diferentes fontes vegetais como
frutas, legumes e plantas medicinais, demonstradas in vitro e in vivo que tem importantes
propriedades bioldgicas e que atuam fisiologicamente para prevenir doengas nos seres
humanos, estes metabolitos estdo ubicadas em diferentes partes da planta: folhas, talos, polpas
e sucos das frutas, casca e sementes. A uva ¢ uma fruta que apresenta todas estas
caracteristicas, esta demonstrado cientificamente que contem alta quantidade de fitoquimicos
na casca e semente, mas variam muito de acordo a variedade e procedéncia dos cultivos,
quando sdo tratados na elaboragdo de vinhos. De 100 kg de uva 20,59 % sdo gerados como
residuos formados principalmente pela casca e sementes, € os principios ativos destes residuos
nao sao aproveitados (ARVANITOYANNIS; LADAS; MAVROMATIS, 2006; FONTANA;
ANTONIOLLI; BOTTINI, 2013; TSENG; ZHAO, 2013). As variedades Vitis vinifera,
possuem grandes quantidades de metabdlitos secundérios que estdo ubicadas nas estruturas
celulares das cascas e sementes de uvas, que ainda permanecem nos residuos depois da
elaboragdo de vinhos. Pesquisas sobre a extragdo dos compostos fenodlicos destes residuos
indicam que a variedade Shiraz e Merlot possuem alto conteudo de fendlicos e boas
propriedades antioxidantes (XIANG et al., 2014). Estas moléculas sdo do grupo nao-
flavonoides que compreendem (4cidos fenolicos, benzodicos e cinamicos, € outros derivados
fenolicos como o frans e cis resveratrol) e os compostos do grupo dos flavonodides (flavonas,
flavononas, isoflavonas, flavandis como a catequinas, epicatequinas e antocianinas),
considerados como potentes antioxidantes, seqiiestrantes de radicais livres, quelantes de
metais, antimicrobianos, inibidores da peroxidacao. Além disso podem atuar contra o cancer e
inibindo a prolifera¢dao de células tumorais (MACEDO et al., 2013; FERRI et al., 2009). A
boa atividade biologica dos flavondides e ndo flavonodides dependem muito de sua
estabilidade quimica de isomerizacao evitando que exista a variacao de trans a cis.Para isso €
necessario o controle de certas condi¢cdes em que estas moléculas devem estar em contato,tais
como: as enzimas oxidativas, alta temperatura, pH, umidade, presenca de luz e oxigénio
(GATTO et al., 2008; VITRAC et al., 2005; SILVA et al., 2011).

A encépsulacdo desses compostos € uma das formas de manter a estabilidade
das moléculas fendlicas dos residuos da vinificagdo. Neste contexto, a encapsulagdo ¢ um
processo alternativo para aumentar a estabilidade dos compostos ou moléculas susceptiveis,

protegendo das condi¢des ambientais adversas (POURASHOURI et al., 2014).
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O encapsulamento ¢ definido como um processo no qual uma molécula ativa
estad presa ou revestida por uma matriz, que isola a molécula do ambiente, até que ela seja
liberada e os materiais que formam essa matriz também sdo conhecidos como transportadores
ou agentes de encapsulacdo e podem ser de origem natural, sintética ou semi-sintética
(AZEREDO, 2005; PORRARUD; PRANEE, 2010; DE BARROS FERNANDES et al.,
2014). Embora possam ser utilizados varios tipos de agentes encapsulantes, escolher o mais
adecuado depende de muitos fatores; o ideal deve ter propriedades de formagdo de pelicula,
ser emulsificante, biodegradavel, resistente aosfluidos do trato gastrointestinal, com uma
baixa viscosidade, ter conteudo de solidos elevados, ndo ser reativo com o material a ser
encapsulado, além de apresentar uma baixa higroscopicidade, proporcionar a liberagdo do
composto encapsulado e ser economico (BARROS; STRINGHETA, 2006; BHUSARI,
MUZAFFAR; KUMAR, 2014; AGHBASHLO et al., 2013; SCHROOYEN; VAN DER
MEER; DE KRUIF, 2001; FANG; BHANDARI, 2011; MATALANIS; JONES;
MCCLEMENTS, 2011). Os polimeros de maltodextrinas [(Cs Hi2 Os)n H20] com graus de
equivaléncia de dextrose (DE) entre 10 e 20 sao amplamente utilizados no encapsulamento de
acidos fenodlicos, devido a garantir maior estabilidade fisica a matriz da particula
(BAKOWSKA-BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011; ERSUS; YURDAGEL, 2007;
TONON; BRABET; HUBINGER, 2010). Outro exemplo o polimero de goma arabica ¢ um
heteropolissacarideo de alta massa molécular formada por uma cadeia lineal de moléculas de
D-galactosa unidas por enlaces B-1,4 e B-1,6, que apresenta carater anfifilico que permite
atuar como agente formador de capsulas (AHMED; RAMASWAMY; NGADI, 2005).

A diferenga entre microencapsulagdo e nanoencapsulagao estd no tamanho das
partuculas formadas, os métodos de microencapsulagdo sdao caracterizados pela obtencdo de
particulas com tamanho micrométrico (1-1000 pm) e de nanoencapsulagdo (1-1000 nm)
(SINGH et al., 2014; RATHORE et al., 2013; SOUZA et al., 2014). Este procedimento foi
utilizado com sucesso pelas industrias de cosméticos, farmacéuticas e alimentares (SOARES
et al., 2014). Especificamente, a industria de alimentos utiliza estas técnicas para preservar e
entregar substancias sensiveis, como gorduras e 6leos, compostos aromaticos, fenolicos e
antioxidantes, alcaloides, proteinas, peptideos, vitaminas, minerais, corantes € enzimas
(CHEN et al., 2013a; FANG; BHANDARI, 2011; ROCHA; FAVARO-TRINDADE;
GROSSO, 2012). As micro-nanoparticulas podem ser realizada por diferentes técnicas, como
spray-dryer, spray cooling, coacervagdo, extrusdo, recobrimento em leito fluidizado,
lipossomas, complexagdo por inclusdo e por liofilizagdo. As técnicas de encapsulagdo

utilizadas na presente pesquisa foram a atomizagdo, liofilizacdo e emulsificagdo por baixa
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energia (SCHMITZ-SCHUG; KULOZIK; FOERST, 2016; JYOTHI et al, 2010;
ESTEVINHO et al., 2013; SHOFINITA; LANGRISH, 2014; PHISUT, 2012).

A nanoencapsulacao por liofilizacdo destaca-se entre as demais pela aplicacao
de baixas temperaturas, o que propicia a preservagao da particula. Esta técnica ¢ baseada na
desidratacdo de um produto congelado por sublimacdo, sendo realizado primeiramente um
congelamento rapido do produto seguido da sublima¢do do gelo sob vacuo (DUTRA et al.,
2016; AZEREDO, 2005). Para a técnica de emulsificagdo usando baixa energia, uma
emulsdo consiste em pelo menos dois liquidos imisciveis (fase oleosa e fase aquosa), sendo
um dos liquidos dispersos como pequenas goticulas na outra. As emulsdes podem ser
classificadas de acordo com a organizacdo espacial de suas fases como 6leo em agua (O/A) ou
agua em Oleo (A/O). Além disso, existem emulsdes simples de O/A ou A/O e emulsdes de
fase multipla, como O/A/O ou A/O/A, que também podem ser produzidas. A fase dispersa
geralmente consiste no composto bioativo a ser encapsulado na fase oleosa enquanto isso a
dispersdo aquosaatua como a fase continua (RODRIGUEZ et al., 2016).

A digestdo gastrointestinal humana ¢ um processo complexo em que ocorre
simultaneamente com as transformagdes mecanicas que reduzem o tamanho das particulas de
alimentos e transformagdes enzimaticas onde macromoléculas s3o hidrolisadas em
constituintes menores que sao absorvidas na corrente sanguinea (GUERRA et al., 2012;
PINHEIRO, 2013).0s compostos fendlicos estdo formados por moléculas como os
flavondides e estilbenos, que apresentam diferentes atividades biologicas anticancerigenas,
antioxidantes e de longevidade, os testes bioldgicos em organismos modelos permitem
demostrar esta atividade. Nos ultimos anos, um modelo alternativo e bem caracterizado ¢
utilizado para avaliar o efeito biologico das nanoparticulas em organismos vivos para
identificar novos alvos farmacologicas. Onematdide Caenorhabditis elegans ¢ um organismo
bem caracterizado, tendo o genoma completo mapeado com 97 milhdes de pares de bases
(AVILA et al., 2012). Muitos sdo os fatores que levam a escolha deste modelo para ensaios
biologicos, sendo que 60 a 80% dos genes humanos possuem homologos no C. elegans, ser de
facil cultivo e possuir um tempo de vida de aproximadamente trés semanas. Outra vantagem ¢
que, devido a sua pequena dimensdo, permite a realizacdo de ensaios em placas de
poliestireno e, por ser um nematoide transparente com marcadores fluorescentes, permite que
os mecanismos da resposta ao estresse e longevidade sejam facilmente investigados in vivo,
se conhece que a longevidade dos organismos vivos por efeito dos fenolicos depende das
interagdes com as proteinas celulares da SIRT1-7 (URANO et al., 2002; GAMI; WOLKOW,
2006; KALETTA; HENGARTNER, 2006).
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Desta maneira, nosso trabalho utilizou o nematoide C. elegans para a avaliagdo
das nanoparticulas de compostos fenolicos dos residuos da vinificagdo conferidas na prote¢ao
contra os danos causados pelo estresse oxidativo e a sobrevivéncia dos organismos vivos.O
objetivo do presente trabalho foi realizar a nanoencapsulagdo de extratos fenolicos dos
residuos da vinificagdo, a avaliagdo da atividade antioxidante in-vitro,da digestdo gastro-
intestinal simulada e do estresse oxidativo e longevidade in-vivo em Caenorhabditis elegans

das nanoparticulas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 REAGENTES E MATERIAIS

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade P.A. e também &gua
destilada deionizada foi utilizada em todo o processo. Dos agentes encapsulantes, utilizou-se
maltodextrina de dextrose equivalente (DE-20) adquiridas do Pryme Foods-Brasil ¢ goma
arabica pura (GA) adquiridas do Instantgum BA®, da Colloides Naturels Brasil. Polysorbato
80 (Tween 80) foi adquirido do Sigma-Aldrich-Brasil, Oleo de soja foi adquirido do Jedwards
International, Inc. (Braintree MA, Brasil). Alfa amilase, a pepsina e pancreatina foram
adquiridas do Sigma-Aldrich-Brasil. As linhagens de Caenorhabditis elegans foram cedidas

pelo Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Rio Grande-Brasil.

2.2 PREPARACAO DA AMOSTRA E DOS EXTRATOS DE COMPOSTOS FENOLICOS

A matéria prima utilizada neste trabalho foram os residuos da vinificagcdo de
uvas pretas da espécie Vitis vinifera L., em suas variedades: Merlot e Shiraz, coletadas em
Flores D’Acunha Caixas do Sul no RS-Brasil. As amostras de residuos foram armazenadas a
-18 °C até sua utilizacdo nos experimentos. As amostras foram preparadas da seguinte
maneira:

As amostras foram esmagadas manualmente em gral e com pistilo de
porcelana, para obter uma massa completamente misturada.

Apo6s a obtencao da massa triturada, separou-se por tratamentos e adicionou-se
o solvente para a sua extragdo fenolica. Empregou-se o método de extracdo sélido-liquido
com metanol a 98% acidificado por HCL a 0,1 M até pH 1,5 para a extrair as moléculas

fendlicas, deixando-se em repouso durante 24 horas a temperatura ambiente. Foi
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centrifugado a 9000 x g durante 15 minutos em centrifuga (Biosystem-LPW350) o
sobrenadante separou-se em recipiente escuro, foi lacrado com folha de alumnio e guardado
em refrigeragdo para posteriores tratamentos.

A evaporagao do solvente realizou-se em um rota vapor Fisatom, Modelo 550-
Brasil a 70 °C por 3 horas, para concentrar, evaporar todo o solvente metanol e ao final para
lavar as moléculas fendlicas coladas no aparelho, adicionou-se 4gua deionizada para misturar

todo o extrato, assim obter um extrato aquoso de 3,37% de solidos totais.

2.3 FORMULACAO DAS NANOPARTICULAS

2.3.1 Preparacao das nanoparticulas por secado de atomizacio e liofilizacao

Para obter as nanoparticulas contendo compostos fendlicos pelo método de
secagem por atomizacao, foi utilizando o extrato aquoso obtido no item 2.2, misturados com
biopolimeros de maltodextrina 15,5 DE e goma ardbica, como matriz polimérica. As
formulacdes estdo descritas na Tabela 1. A encapsulacdo foi realizada utilizando um mini
atomizador Labmaq, Modelo PS-1 com as seguintes condi¢des de trabalho:

- Vazao de alimentagdo: 0,3 L/h

- Vazao de ar comprimido: 40,0 L/min

- Vazio do ar de secagem: 0,85 m*/min

- Temperatura do ar de secagem: 115 °C
- Pressdo do ar comprimido: 4,5 bar

- Diametro do bico atomizador: 0,5 mm

Para obter os nanoparticulas pelo método da liofiliza¢ao, utilizou-se a mistura
do extrato aquoso com maltodextrina 15,5 DE e goma arabicasendo as quantidades descritas
na Tabela 1. Inicialmente, foram mantidas em ultra freezer (Indrel, IULT-90-D, Brasil) a
temperatura de -80 °C durante 48 horas, e logo liofilizadas por 48 horas, utilizando
liofilizador (Liotop, L108, Brasil). Finalmente os produtos foram esmagadas. Imediatamente
apos obter as nanoparticulas em cada método, as mesmas foram colocadas em garrafas
escuras, revestidas com papel aluminio e seladas hermeticamente.

O armazenamento das nanoparticulas envasadas foi colocado em dessecadores contendo silica

gel a temperatura ambiente (25 + 2 °C), durante todo o proceso da pesquisa.
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Tabela 1 - Formulagdo das nanoparticulas contendo extratos fenolicos dos residuos da
vinificacao.

NP  Componentes GA MD OS Tw-80 Tf ExRu DA
T ExS-GA-Atomizagao (%) 8,3 - - - - 13,7 78
T2 ExS-MD- Atomizagao (%) - 8,3 - - - 13,7 78
T3 ExS-GA-Liofilizagao (%) 8,3 - - - - 13,7 78
T4 ExS-MD-Liofilizagao (%) --- 8,3 --- --- --- 13,7 78
Ts ExS-GA/MD- Atomizagdo (%) 4,1 4,1 --- --- --- 13,7 78,1
Te ExM-GA/MD-Atomizagdo (%) 4,1 4,1 --- --- --- 13,7 78,1
T ExS-Be-Nanocapsula (%) - 13,3 6,7 6,7 53,3 20 ---
Ts ExM-Be-Nanocapsula (%) --- 13,3 6,7 6,7 53,3 20 -
To ExM-MD- Atomizagao (%) --- 8,3 --- --- --- 13,7 78
Tio  ExM-GA- Atomizagao (%) 8,3 - - - - 13,7 78
Ti1  ExM-GA-Liofilizagao (%) 8,3 - - - - 13,7 78
T2  ExM-MD-Liofilizagao (%) --- 8,3 --- --- --- 13,7 78
Tz  ExM-GA/MD-Liofilizagdo (%) 4,1 4,1 --- --- --- 13,7 78,1

Ti: Tratamentos, GA: Goma Arabica, MD; Maltodextrina, OS: Oleo de Soja, Tw-80: Tween 80, Tf: Tampdo
fosfato, ExRu: Extrato de residuos da vinificagdo, DA: Agua Desionizada, ExS: Extrato de Shiraz, ExM: Extrato
de Merlot, Be: Baixa energia, NP: Nanoparticulas.

2.3.2 Preparaciao de nanocapsulas por emulsao de baixa energia

As emulsdes fabricadas por emulsificagdo espontanea foram preparadas em
base ao método descrito por Davidov-Pardo e McClements (2015), com algumas
modificagdes. Resumidamente, o 6leo de soja foi misturado durante 1 h e depois se adicionou
o0 agente tensoativo (Tween 80) e o sistema foi misturadocom agitador magnetico durante uma
hora. A fase organica resultante foi adicionado uma fase aquosa (solugdo 5 mM de tampdo de
fosfato at¢ pH 7) durante um periodo de 10 min em agitacao constante (700 x g) sob agitador
magnético (Fisatom. Modelo 752A-Brasil) a temperatura ambiente. Apds a adicdo da fase
organica, deixou-se em repouso por 5 minutos, depois adicionou-se o extrato de residuos da
vinificagdo e em seguida a maltodextrina durante agitacdo constante a 37 °C/700 x g por 8
horas. A emulsdo foi centrifugada a 3000 x g e finalmente foi liofilizada, seguindo a

formulacao da Tabela 1.
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2.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE ANTOCIANINAS, COMPOSTOS
FENOLICOS, FLAVONOIDES E TRANS-RESVERATROL

2.4.1 Determinacao de antocianinas totais

O contetido de antocianinas foi determinado nas nanoparticulas dos residuos da
vinificacdo pelo método da diferenca de pH, em que se dissolve as particulas em dois
sistemas-tampao: cloreto de potéassio pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sédio pH 4,5 (0,4 M), a
leitura da absorbancia foi realizada a 510 nm, considerando a absorbancia maxima para
cianidina-3-glicosideo, ¢ 700 nm para descontar a turbidez da amostra (GIUSTI-

WROSLTAD, 2001).

O teor de Antocianinas foi calculado a partir da seguinte Equagao:

Teor de Antocianinas (?FA xMMxFDx10)/(ex1) (D)
A= [(As10nm- A700nm)pH10- (As10nm- A700nm) pras] )
Onde: Asio = Absorbancia das amostras lidas a 510 nm

A700= Absorbancia das amostras lidas a 700 nm
MM = Massa molecular da cianidina 3-glicosideo 449,2 (g/mol)
FD = Fator de diluicdo, 1= Espessura da cubeta (cm)

€ = Absortividade molar (26900), que corresponde a cianidina 3-glicosideo.

2.4.2 Determinacio de compostos fendlicos totais

Foi realizado conforme o método de Folin-Ciocalteau, que consistiu em utilizar
0,5 g das nanoparticulas dos residuos da vinificagdo em 20 mL de metanol, apds realizou-se
uma centrifugacao de 5000 x g por 30 minutos. Em seguida separou-se do sobrenadante 0,5
mL desse extrato em um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 8 mL de 4gua destilada ¢ 0,5
mL de solugdo de Folin-Ciocalteau (0,25 M) deixou-se em repouso por 3 minutos, logo
adicionou-se 1 mL de solugdo de carbonato de sddio (Na,CO;) 1 M, deixando repousar por 10
minutos. O tubo foi centrifugado (9000 x g por 30 minutos) (Biosystem-LPW350) e mantido
na escuridade por duas horas, realizando-se a leitura da absorbancia em espectrofotometro a
750 nm sobre cubetas de vidro, tendo como branco o metanol e todos os reagentes sem a

aliquota da amostra centrifugada. O teor de fendis totais (FT) foi determinado por
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interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragcdo construida com
padrdes de acido galico e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido galico)/100 g de
residuo seco. Todas as analises foram realizadas em triplicata ( BUCIC-KOIJIC et al., 2007).
A construgdo da curva de calibragdo foi preparada com 0, 2, 4, 8, 15 e 20 uL de solugao
estoque. A equagdo da linearidade dos fenodlicos totais foi Y= 4,8144X+0,00003, onde X

corresponde a concentracao de fendlicos totais, Y ¢ a absorbancia a 750 nm e R=0,998.

2.4.3 Determinaciao de flavonoides totais

Foi determinada por ensaio colorimétrico usando cloreto de aluminio como
agente cromoforico, de acordo com a metodologia descrita por Yang, Martinson e Liu (2009).
Misturou-se 0,5 g das nanoparticulas dos residuos da vinificagdo em 20 mL de metanol por 2
horas, apods centrifugou-se a 5000 x g durante 30 minutos. Aliquotas de 250 pL de cada
sobrenadante foram misturadas com 1,25 mL de 4dgua deionizada. Em seguida acrescentou-se
75 nL de solucdo aquosa de nitrito de sédio (NaNO2) a 5% e agitados em vortex (Warmnest,
VX-38-Brasil). Apds 5 min, 150 pL de solugdo aquosa de cloreto de aluminio (AICl3) a 10%
foram adicionados e as solu¢des homogeneizadas. Apds 6 min, 0,5 mL de solugdo aquosa de
NaOH a 1,0 M foram adicionados e o volume completado para 3,0 mL com agua deionizada.
As solugdes foram agitadas e as absorbancias medidas a 510 nm, tendo como branco o
metanol e para a construcdo da curva de calibragdo foi preparada solugdo estoque e diluigdes
de 0, 20, 40, 80, 100 e 175 pL. A equacdo obtida foi Y= 9,3799X+0,0062, onde X
corresponde a concentracdo de flavonoides totais, Y € a absorbancia ¢ R = 0,9998. Os

resultados foram expressos como mg de EQ (equivalente de quercetina)/100 g de extrato seco.

2.4.4 Analises do frans-resveratrol por cromatografia liquida de alta resolucio

Para o anélise do trans-resveratrol, 0,5 g da amostra foram misturadas com 20
mL de metanol, depois de 2 horas foram centrifugados a 9000 x g por 30 minutos, filtradas
em filtro Millipore de 0,22 uM, com auxilio de uma seringa, além disso utilizou-se a
ultrafiltracdo com membranas de 10 kD (Advantec MFS, modelo UHP76) para eliminar os
interferentes. O procedimento foi seguido por Cromatografia liquida de alta performance
conforme a metodologia descrito por Romero-Perez et al. (2001). O cromatdgrafo utilizado
teve uma configuragdo composto por uma bomba de tipo LC-10ATvp, detector de arranjo de

fotodiodos (SOD-M10A VP) e injetor automatico, todos da marca Shimadzu. As filtragcdes da
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fase movel foram realizadas com membranas filtrantes de 0,45 pm de didmetro de poro
(Millepore) com sistema de filtracdo ao vacuo e a degaseificagdo foi utilizando Ultrassom
(Unique, USC-800) por 30 minutos para a retirada as bolhas de ar dissolvidas nos eluentes.
Fases Moveis (Eluentes)

Eluente A: Agua Milli-Q

Eluente B: Metanol
Descrigao do Método Condigdes operacionais utilizadas no HPLC:

Coluna Cis, fase reversa (modelo CLC-ODS-M), Shim-pack 250mm x 4,6mm X Sum
mantida a 30 °C; Detetor: 308 nm; Fluxo de 0,5 mL/min; Volume injetado: 20 uL; Gradiente
linear de elui¢do: Concentracdo de solvente A e B, (50:50); tempo de corrida 10 minutos.

Para esta quantificacao utilizou-se o area do pico no comprimento de onda definido
para o resveratrol (308 nm), onde definiram-se as respectivas retas de calibragao.

Para a constru¢do da curva de calibragdo, usou-se uma solucdo padrao estoque de
trans-resveratrol com uma concentracao de 3,88 mg/L, foi preparada em metanol grau HPLC
e as solugdes de diversas concentragdes foram preparadas pela dilui¢ao da solucdo estoque em
metanol. A linearidade do frans-resveratrol foi construida com inje¢do, em triplicata, de sete
concentragdes crescentes de solugdes padrao (0,08; 0,39; 0,97; 1,56; 2,14; 2,92; 3,50 mg/L), a
curva de calibrag¢ao obtida foi Y=2e+06X — 13957 ¢ R de 0,999

2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE “In-vitro”

2.5.1 Determinacio da atividade antioxidante — Método DPPH

Foi realizada conforme o método do radical DPPH descrito por Nenadis et al.
(2004). Consistiu em pesar, 0,5 g das nanoparticulas dos residuos da vinificacdo em 20 mL de
metanol por 2 horas, ap6s realizou-se uma centrifugacdo de 5000 xg (Biosystem-LPW350)
durante 25 minutos. Em seguida separou-se o sobrenadante tomando-se 150 pL desse extrato
em tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 2,85 mL de solugdo diluida de DPPH e manteve-
se em agitacdo por 15 minutos na auséncia da luz. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro (Kasuaki modelo 10UV) a 515 nm, utilizando-se cubetas de vidro. A
atividade antioxidante foi determinada com a interpolagdao da absorbancia das amostras contra
uma curva padrdo construida com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico) e os resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox

(TEAC) (mg TEAC por 100 g de residuo seco). Todas as analises foram realizadas em
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triplicata. Para a constru¢do da curva de calibragdo foi preparado 2000 pM/mL de solugdo
estoque de Trolox e dilui¢des de 80, 160, 240, 320, 405 e 625 puM. A equacado da linearidade
foi Y = 0,0012X + 0,0001, onde X corresponde a concentragdo de uM (micro molar) de

Trolox, Y ¢ a absorbancia medida a 515 nm e o coeficiente de correlagdo foi de R = 0,999.

2.5.2 Determinacio da atividade antioxidante — Método ABTS

Utilizou se 0 método de Surveswaran et al. (2007), o radical ABTS ™ é formado
por uma reacdo quimica com 5 mL de solugdo de persulfato de potassio e 88 uL. de uma
solugdo de estoque de ABTS (192 mg de reagente ABTS em 50 mL de agua destilada). Uma
vez formado o radical ABTS™, o mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (+0,02) a 734 nm, a temperatura de 30 °C. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro modelo (Kasuaki 10UV), nos tempos 1, 4 ¢ 7 minutos ap6s a adi¢do do
extrato da nanoparticula. O teor foi determinado por interpolagdo na curva padriao construida
com Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) antioxidante sintético
similar a vitamina E, os resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao
Trolox (TEAC) (mg TEAC/100 g de extrato seco). Para a construcdo da curva de calibragdo
foi preparada uma solugdo estoque de 2 mM/mL e em dilui¢des de 0, 100, 500, 1000, 1500 e
2000 uM. A Equagdo de linearidade foi Y=0,0003X+0,0053, onde X ¢ a concentracdo de uM

(micro molar) de Trolox, Y ¢ a absorbancia medida a 734 nm e R=0,997.

2.5.3 Determinacio da atividade antioxidante - Método do poder redutor

O poder dos extratos de reduzir o ion Fe** para Fe?* foi determinado pelo
método de You-Tung et al. (2015). Um volume de 2 mL de amostra (5 mg de
nanoparticula/mL de metanol) foi adicionado em 2 mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2
mL de ferricianeto de potassio (1%). A mistura foi incubada a 50 °C por 20 minutos e
adicionou-se na reagdo 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 10%. Uma aliquota de 2 mL foi
misturada com 2 mL de agua destilada e 0,4 mL de cloreto férrico 0,1% em tubos de ensaio.
Apos 10 minutos de reacdo a absorbancia da solu¢do resultante foi lida a 700 nm em
espectrofotometro (Kasuaki modelo 10UV). O aumento de absorbancia na reacdo indica

aumento do poder redutor. As amostras foram preparadas em triplicata e em ambiente escuro.
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2.6 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

2.6.1 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A andlise da superficie das nanoparticulas foi realizada no Centro de
Microscopia Eletronica do Sul (CEMESUL), da Universidade Federal do Rio Grande, em
microscopio eletronico de varredura (Jeol, JSM - 6610LV, Téquio, Japao). As amostras foram
depositadas em suportes de aluminio (stubs) revestidos com uma fita condutora de carbono.
Em seguida, foram recobertos com uma fina camada de ouro (Desk, Denton Vacuum, Estados
Unidos) durante 120 s. A morfologia das amostras foi observada em 1000X de ampliacdo e

utilizada uma aceleragao de elétrons de 15 Kv (MACHADO et al., 2014).

2.6.2 Tamanho de particula, indice de polidispersao e potencial zeta

O tamanho de particula, indice de polidispersdao (PDI) e Potencial Zeta foram
determinados por espalhamento de luz dinamico utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano
Series (Malvern Instruments, Worcestershire, RU). O preparo das amostras foi igual para
todas as medigdes, sendo que as suspensdes dos encapsulados foram diluidas na proporc¢ao de
1:100 em agua Milli-Q. Para potencial zeta as amostras foram colocadas na célula de vidro,
onde foi estabelecido um potencial de £ 150 mV. Os analises foram realizadas em triplicata,

sendo calculada a média e o desvio-padraio (MACHADO et al., 2014).
2.6.3 Umidade.

O teor de umidade das nanoparticulas foi determinado gravimetricamente por
secagem em estufa (Thelco Model 28, Precision Scientific, Chicago, Ill., U.S.A.) a 105 °C at¢
atingir um peso constante de acordo com AOAC (2000).

2.6.4 Atividade de agua

A atividade da agua foi determinada por um analisador do Aqua Lab

(dispositivos Decagon, Pullman, Wash., U.S.A.) de acordo com AOAC (2000).
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2.6.5 Higroscopicidade

A andlise de higroscopicidade foi determinada por meio da pesagem de 1,0 g
de nanoparticula posteriormente espalhado uniformemente sobre uma placa de Petri colocada
em dessecador por 90 min, segundo Goula e Adamopulos (2008), sob condi¢des de 24 °C e
75% de umidade relativa utilizando solu¢ao saturada de NaCl e calculada por meio da

Equacao 1

f 1
100 M
i |u

H=

Onde, H = higroscopicidade (%); X = massa de dgua absorvida (g); U= umidade do p6 em

base seca (g/g); @ = massa da amostra (g).

2.6.6 Solubilidade

A solubilidade foi determinada de acordo com Cano-Chauca et al. (2005) com
algumas modificagdes. Em primeiro lugar, transferiu-se 100 mL de agua destilada para um
copo e adicionou-se 1,0 g de nanoparticula e agitou-se com um agitador magnético (VMS-C7-
2, VWR, Staufen, Alemanha) a 280 x g durante 30 min e depois centrifugadas durante 5 min a
3000 x g. O sobrenadante foi cuidadosamente colhido e seco na estufa a 105 °C. A
solubilidade foi calculada como a percentagem de sobrenadante seco em relacdo a quantidade

original de amostra.

2.6.7 Grau de aglomeracao

O grau de aglomeragao foi avaliado baseando-se no método utilizado por
Nijdam e Langrish (2006) com algumas modificagdes. A nanoparticula, acondicionada de
acordo com a metodologia do teste de higroscopicidade, foi levada & estufa a uma temperatura
de 102 °C por um periodo de 1 h. Apds foi resfriada em dessecador, uma porcao de
aproximadamente 1,5 g de amostra foi pesada e rapidamente transferida para peneira de aco
inoxidavel (peneira Tyler niimero 32) de 500 pum de 20,5 cm de diametro, a qual foi
submetida a vibragdo. O p6 que atravessou a peneira foi pesado e o indice de aglomeracao

determinado pela Equagao 2.
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Onde Mt ¢ a massa total de amostra; Mf ¢ a massa de finos que atravessam a peneira
2.6.8 Molhabilidade

O teste de molhabilidade foi baseado na metodologia proposta por Sharma,
Jana e Chavan (2012) com alguma modificagdo. O método consiste na queda de 2,0 g de
nanoparticula sobre 400 mL de dgua destilada em temperatura ambiente. A dgua foi colocada
em um béquer de 1000 mL de 12 cm de diametro e a nanoparticula foi pulverizada de forma
homogénea sobre a superficie do liquido. A contagem de tempo foi interrompida quando toda
a superficie da amostra foi molhada. O tempo foi medido com o auxilio de um crondémetro

digital. As medi¢des foram realizadas em triplicata.

2.6.9 Temperatura de transicio vitrea (Tg) ¢ Andlise de calorimetria diferencial de

varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura e a temperatura de transicao vitrea (Tg),
das nanoparticula, foi determinada segundo Meng e Ma (2001) em calorimetro diferencial de
varredura (Shimadzu, TA-60WS, Quioto, Japao) com modificagdes. Aproximadamente 2 mg
das nanoparticula foram pesadas em capsulas de aluminio hermético. As capsulas foram
hermeticamente seladas e a varredura foi realizada com uma taxa de aquecimento de 10
°C/min sob uma atmosfera de nitrogénio em um intervalo de temperatura de 30 a 300 °C. Os

valores de Tg calcularam se utilizando o software TA Universal Analysis.
2.6.10 Determinacao do Cor

A determinagdo dos pardmetros colorimétricos nas nanocapsulas foi obtida no
sistema CIELAB, utilizando colorimetro portatil marca Konica Minolta CR-400, calibrado
com placa de porcelana branca, pelo diagrama tridimensional de cores (L—a—b). Onde “L”
indica a luminosidade (0 = Black and 100 = White), a* e b* representam coordenadas de
cromaticidade (+a* = Vermelho, -a* = Verde, +b* = Amarelo, -b* = Azul). O angulo Hue foi
determinado pela Equacdo 3 utilizando a relacdao de 0° ou 360° (Vermelho), 90° (Amarelo),

180° (Verde), 270° (Azul) (GOMEZ-PLAZA, MINANO; LOPEZ-ROCA, 2006).
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C= (a2 + b2)1/2
Hue= Tan! (b/a) (3)

2.7 RENDIMENTO DA NANOENCAPSULACAO

A eficiéncia de encapsulamento refere-se ao potencial dos materiais da matriz
parede para manter o material do nucleo dentro da nanoparticulas. Para avaliar a eficacia da
nanoencapsulacao se realizou a quantificagdo dos metabolitos presentes na extracao de seus
principios ativos antes ¢ depois da encapsulagdo. Neste experimento foram determinados de
acordo com um método modificado de Mahdavi et al. (2016). Com algumas modificagoes.
Pesaram-se 100 mg de amostras e adicionou-se cerca de 1 mL de dgua destilada e, em
seguida, as amostras foram misturadas num agitador magnético por 15 minutos ate a
solubilidade completa das particulas. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 2000
x g. O sobrenadante foi utilizado para os andlises e o rendimento da encapsulagdo, foi
calculada através da equagao 4.

Rendimento de encapsulagdo (%) = (Cs/Ct)*100 (4)
Onde: Cs= Componentes totais apds da ruptura das nanoparticulas e sua quantificacdo de

uma quantidade conhecida; Ct= Componentes da superficie a quantidade de compostos
contidos antes da encapsulacdo.

2.8 DIGESTAO GASTRO-INTESTINAL IN-VITRO

A digestdo in vitro foi realizada simulando partes do aparato digestivo como a
boca, estdmago, intestino delgado e intestino grosso (Figura 1), como descrito por Reis et al.
(2008), modificada por Salawu et al. (2017). 2 g de nanoesfera foram pesados e dissolvidos
em 40 mL de dgua destilada. Simulando a boca 300 uL de a-amilase (32,5 mg de a-amilase
foi dissolvido em 25 mL de CaCl> 1 mM a pH 7) foi adicionado aos tubos onde continham as
amostras nanoencapsuladas e foram coletadas amostras para sua avaliagdo fenolica.
Simulando o estdmago os tubos foram incubados num banho de agua com agitacdo a 37 °C
durante 10 min. Ap6és 10 min, o pH foi ajustado para um valor de 2,0 usando HCI
concentrado. Apds 30 min de incubacdo em um banho de dgua com agitacdo a 37 °C,
adicionou-se 2,0 mg de pepsina que foi dissolvida em 1 mL de HCI (0,05 M). Os tubos foram
entdo incubados num banho de agua com agitacdo a 37 °C durante 10 minutos e amostras

foram coletadas para sua avaliagdo fenolica. Simulando o intestino delgado, ap6s mais 20 min
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de agitacdo dos tubos, o pH foi ajustado para 6 usando NaOH (0,5 M). Em seguida, foram
adicionados 10 mL de pancreatina (3 g de pancreatina em 20 mL de 4gua destilada) e os tubos
foram incubados num banho de 4gua com agitacao a 37 °C durante 20 minutos. Amostras
foram coletadas para sua avaliacao fenolica. Finalmente o pH foi ajustado para 7,5 utilizando
NaOH 0,5 M, simulando condi¢des de pH no intestino grosso. Em seguida, os tubos foram
incubados durante 10 min num banho de dgua com agitacdo a 37 °C em uma incubadora
Shaker de bancada (Marca, Cientec-CT. Modelo-712RNT). A amostra digerida foi incubada a
100 °C durante 4 minutos para inativar as enzimas € a amostra digerida foi entdo centrifugada
(Hanil, Supra 22 K, modelo 1544-6906, Coréia do Sul) durante 60 minutos a 3,200 x g e, em
seguida, a fragcdo soluvel foi mantida na geladeira para analises de fenodlicos, flavonoides,

antioxidantes e trans-reveratrol. A fracao insoluvel foi descartada.

Figura 1 - Modelo biologico do sistema gastrointestinal em seres humanos
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2.9 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO E LONGEVIDADE IN-VIVO COM
CAENORHABDITIS ELEGANS

2.9.1 Cepas do modelo in vivo C. elegans, cultivo e sincroniza¢io
As cepas de C. elegans de tipo selvagem utilizadas neste estudo foram obtidas

do Instituto de Ciéncias Biologicas-CIB e os testes foram desenvolvidos no laboratorio de

Bioquimica Animal Funcional de Organismos Aquaticos (BIFOA)-CIB-FURG (Universidade
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Federal do Rio Grande-Brasil). Realizou-se transferindo animais L; (nematoide entre 8-12
horas de vida) para uma solu¢ao 1:1 de tampao M9 (22 mM KH>POy; 42 mM Na,HPOs; 85,5
mM NaCl; 1 mM MgSO4) e solucao de congelamento (50 mM Tampao Fosfato; 100 mM
NaCl; 30% de glicerina). Desta mistura 1 mL foi colocado em tubos de 1,5 mL e
armazenadas em congela¢do no ultra freezer (- 80 °C) até a sua utilizagdo. As linhagens
utilizadas foram propagadas a 20 °C em placas de meio de crescimento de nematdides (NGM-
Nematode Growth Medium) (Brenner, 1974) semeados com E. coli OP50 como alimento e
incubadas a 20 °C, o que permitiu o desenvolvimento do ciclo de vida normal. A manutengao
das linhagens foi feita transferindo animais em diferentes estagios de vida para novas placas a
medida que a camada de bactéria ficava escassa. A sincroniza¢do das cepas foi conseguida
através de lise alcalina (ovoposi¢do), que se baseia no tratamento de lavagem dos nematoides
adultos gravidos com uma solu¢do (NaOH a 1%, NaOH 0,25 M) das placas aos tubos de
centrifuga, seguido de flocos numa solucao de sacarose a 30% (m/v) para separar os ovos de
vermes dissolvidos e detritos bacterianos. Os ovos foram lavados com tampao M9 (KH2PO4
0,02 M, Na,HPO4 0,04 M, NaCl 0,08 M e 0,001 M MgSQ4) e deixaram-se chocando durante
a noite em placas de agar NGM sem E. coli. Os animais L; foram entdo transferidos para
placas NGM semeadas com E. coli OP50 contendo ou ndo um volume de 10 uL das
nanoesferas (T> e To), das concentracdes de 50, 100 e 150 mg/ml, por 36 h a 20 °C. A
ovoposicao consiste em colocar hermafroditas gravidos nas placas de NGM e deixados por 6
a 8 horas. Apds esse tempo, os animais foram retirados deixando somente os ovos colocados

por estes animais (AVILA et al., 2012)

2.9.2 Tempo de vida dos C. elegans

Os nematoides jovens sincronizadas com idade L; (entre 8-12 horas) foram transferidas para
placas de agar NGM (Medio de crecimiento de nematdides) frescas (didmetros de 96 mm)
contendo cada um 10 ul das nanoesferas ensaiadas e crescidas a 20 °C. Quando os
nematoides atingiram o estagio L4 (2,5 a 3 dias depois), eles foram transferidos com um fio de
platina para pequenas placas de agar NGM frescas (diametros de 35 mm). Quinze animais
foram transferidos por placa e utilizaram-se 100 nematodos pelo menos por tratamento. Os
vermes foram transferidos num meio de crescimento de nematodos com E. coli OP50 como
recursos alimentares diariamente durante 6 dias consecutivos até a cessacdo do oitavo dia para

evitar geracdes sobrepostas. Depois, os vermes foram transferidos em placas NMG a cada
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dois dias. Os nematoides foram marcados como morto se eles ndo responderam ao estimulo

tactil com o fio de platina, os testes foram feitas em triplicado (CHARAO et al., 2015).

2.9.3 Estresse oxidativo em C. elegans

Para a medicao das espécies reativas de oxigénio (ROS), 1000 nematdides de
cada grupo e grupo controle foram tratados seguindo o protocolo de tempo de vida. Apos do
tratamento de tempo de vida, os nematoide foram ressuspensos em 100 ul de solu¢ao de NaCl
0,9% (m/v) e transferidos para uma placa de 96 pocos. Em seguida, adicionou-se 100 uL de
diacetato de 2,7-diclorofloresceina 0,05 mM (DCF-DA; Sigma-Aldrich Co.) e a fluorescéncia
foi medida por 5, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos a uma excitagao de 485 nm e emissao de 530 nm
utilizando um leitor de microplacas (Spectramax Me2; Molecular Devices LLC, Sunnyvale,
CA, EUA). Na presenca de espécies reativas, a DCF-DA ¢ oxidada ao produto fluorescente
diclorofloresceina (DCF). Os valores foram expressos como unidade arbitraria da intensidade

de florescéncia em relagio ao controle (CHARAO et al., 2015).

2.9.4 Longevidade em C. elegans

A linhagem selvagem de tipo N2 foi utilizada para os ensaios relativos a
longevidade, Os nematoides sincronizados no estagio L1 em meio (10 a 15 nematodides por
20 ul) contendo 5 mg/mL de E. coli OP50, receberam uma mistura de penicilina-
estreptomicina a uma concentragdo 1% (v/v). Logo de 120 mL de suspensdo de nematoides,
1.26 mL foram transferidos para cada pogo de uma microplaca de 96 pocos, colocada sobre
agitador de placas de microtitulador durante 2 min e incubadas durante 45 h a 20 °C, até que
os animais atingirem o estagio L4 (adultos). Passado esse periodo foi adicionado 30 uL de
uma solugdo estoque de 0,6 mM de Fluorodisoxiuridina (FUDR) a cada poco para esterilizar
os animais. Apds 8-12 h da adicao de FUDR foi adicionado 1% que corresponde a um volume
de 7,5 uL das nanoesferas de T> e To de concentragdes iniciais de 50, 100 e 150 mg/mL, e
selados com filme pléstico (Press’n’Seal, Glad Okland, CA) e incubou-se a 20 °C. 5 uL de E.
coli OP50 (100 mg/mL) foram adicionados a cada poco para alimentar os nematoides. Foi
observado cada dia o comportamento dos nematoides vivos € mortos (que apresentassem
natagdo morfologica caracteristica) ao microscopio, para determinar as taxas de

sobrevivéncia. Os dados foram submetidos ao programa estatistico GraphPad Prisma versdo
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5 para construgdo dos graficos de sobrevivéncia e calculo de valores p<0,0001 (Log-Rank)

(SOLIS; PETRASCHECK, 2011).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada pela aplicagdo da Anova e o teste de Tukey
visando identificar diferencas significativas entre as médias, usando o software Statistica®
5,0. O nivel de significAncia considerado para a diferenca entre as médias foi de 5 %
(p<0,05). Todas as analises quimicas foram realizadas em triplicata e os resultados
apresentados como média + desvio padrdo. As curvas de longevidade dos C. elegans foram
estimadas pela andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier e o teste Log-Rank, para

comparagao utilizou o software GraphPad Prism (GraphPad Prism, Inc., La Jolla, CA, EUA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACAO DO CONTEUDO TOTAL DE ANTOCIANINAS, FENOLICOS E
FLAVONOIDES

Na Tabela 2 se apresenta o conteido de antocianinas, fendlicos totais e
flavonodides totais das nanoparticulas dos extratos de residuos de vinificagdo. Os teores de
antocianinas totais das nanoparticulas foram estatisticamente diferentes (p<0,05) entre todos
os tratamentos formulados, sendo Ty (extrato de Merlot encapsulado com goma ardbica e
elaborado por atomizacdo) o que teve a maior quantidade de antocianinas em comparagao
com os demais tratamentos, obtendo um valor de 402,94 mg malvidin-3-glicosideo/100 g de
extrato (b.s.). A comparagdo entre os tratamentos em fun¢do das antocianinas mostraram
diferencas em sua caracteristica fisica, por apresentar uma maior tonalidade de cor vermelha
escura na encapsulagdo. Os resultados comparadas com outras pesquisas, mostram que o valor
de antocianinas dos tratamentos T2, Ts, Ts, T1o € T11 foram superiores ao obtido por Rocha-
Parra et al. (2016), em seu estudo sobre microencapsulados de vinho vermelho (100 mg de
malvidin-3-g/100 g de polvo). Estes resultados foram inferiores aos reportados por Souza et
al. (2015), que obtiveram valores em microencapsulados de residuos de uva Bordo, que
estiveram entre 610 e 1930 mg de malvidin-3-glicosideo/100 g de materia seca,
respectivamente), esta diferenca € possivelmente devido ao tipo de variedade, clima e solo do

origem das uvas.



166

Tabela 2 - Composi¢do de antocianinas, fendlicos e flavonodides totais apresentada pelas
nanoparticulas dos extratos de residuos da vinificacdo

Ensaio Antocianinas Ensaio Fendlicos Ensaio Flavonoides
de totais de totais de totais
NP (mg mvd-3-glu/100 g b.s.) NP mg GAE/100 g b.s.) NP mg QE/100 g b.s.)

T, 17,838+0,99" T, 3730,33+0,36% T, 8,38+ 1,73%
T, 128,13+4,81°¢ T, 4530,86+0,35° T, 29,55+1,30°
Ts 53,78+2,72f Ts 1145,63+0,02° Ts 3,76+0,73¢

Ts 57,69+2,74f Ts 4320,53+0,30% Ts 30,13+1,69°
Ts 28,57+1,238 Ts 1145,86+0,37° Ts 3,34+0,22°

Ts 232,40+4,69° Te 1318,08+0,32% Te 5,73+1,18d®
T, 11,82+1,93" T, 1504,77+0,4420 T, 25,64+0,33°

Ts 169,99+4,18¢ Ts 1185,14+0,15% Ts 7,47+0,97¢
To 402,94+3,192 To 2354,55+0,542b¢ To 24.7840,91°
Tio 243.42+4,18° To 946,51+0,05° Tio 5,39+1,63d°
T 194,18+2,09° T 1747,24+0,3920¢ T 5,77+0,75d¢
Tz 38,11+1,23¢ Ti> 1245,59+0,41%¢ T 13,93+0,97°
Tis 45,68+6,24f Tis 2061,11+0,432¢ Ti3 6,25+0,54d°

Ti: ExS-GA-Atomizagdo, T2: ExS-MD- Atomizagdo, Ts: ExS-GA-Liofilizacdo, T4: ExS-MD-Liofilizagdo, Ts:
ExS-GA/MD-Atomizagdo, Ts: ExM-GA/MD-Atomizacdo, T7: ExS-Be-Nanoemulsio, Ts: ExM-Be-
Nanoemulsdo, To: ExM-GA-Atomizagao, Tio: EXM-MD-Atomiza¢do, T1:: ExXM-GA-Liofilizagdo, Ti2: ExM-
MD-Liofiliza¢ao, Ti3: ExXM-GA/MD-Liofilizagdo, mvd-3 glu: malvidin-3-glicosideo, GAE: equivalente acido
galico, QE: equivalente a quercetina, Letras minusculas iguais nas colunas indicam que ndo ha diferenca
estatistica, NC: Nanoparticulas.

Ao observar os valores de fenolicos totais nas nanoparticulas de residuos da
uva procedentes da vinificagdo, verificou-se que entre alguns dos tratamentos das formulagdes
existiu diferenca significativa (p<0,05). Pode se observar que o tratamento T (extrato de
Shiraz encapsulado com maltodextrina e elaborado por atomizacdo) apresentou o maior valor
de fenolicos totais entre todos (4530,86 mg GAE/100 g base seca), enquanto que o grupo de
tratamentos que contém extrato Merlot e emulsdes, o tratamento To (extrato de Merlot
encapsulado com goma arabica e elaborado com secagem por atomizagdo) foi o que
apresentou a maior quantidade de fenodlicos totais (2354,55 mg GAE/100 g base seca). Os
valores encontrados neste estudo foram superiores aos reportados por Rocha-Parra et al.
(2016), em encapsulados por liofilizacdo de vinho vermelho (1593 mg GAE/100 g b.s.).

Tambem determinou-se que foi maior aos reportados por Boonchu e Utama-ang (2015), sobre

a microencapsula¢do de compostos fendlicos de residuos de uva vermelha, esta diferenca
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deve-se possivelmente ao tipo de variedade, praticas culturais da procendencia das uvas e
métodos de extracdo de fenolicos.

No contetdo de flavonodides totais das nanoparticulas de residuos da uva
procedentes da vinificagdo, observou-se que entre alguns tratamentos das formulagdes existiu
diferenga significativa (p<0,05). Ademais pode se observar que os tratamentos T2, T4 ¢ T7, de
encéapsulacdo contendo extratos de Shiraz foram os que apresentaram a maior quantidade de
flavonoides totais neste grupo (30,113, 29,55 e 25,6 mg Quercetina/100 g base seca),
respectivamente. Dos encapsulados que contiveram extratos de Merlot o To foi o que
apresentou maior quantidade de flavondides totais (24,78 mg Quecetina/100 g b.s.). Os
valores encontrados neste estudo foram menores aos obtidos por Souza et al. (2014), quando
avaliaram extrato microencapsulado de bagaco da vinificacdo da uva e encontraram teor de
flavonoides totais entre 1,14 a 36,80 mg de quercetina/g de matéria seca. A variabilidade dos
valores comparadas entre os tratamentos, deveu-se a influéncia de vérios factores como tipos
de extratos utilizados e biomasa durante a formula¢do das nanoparticulas, referente a estes
chegou-se a determinar que das formulagdes baseadas, nos extratos Shiraz o T> formulada
com maltodextrina e processada por atomizag¢ao foi o melhor tratamento e baseados nos
extratos Merlot determinou-se que o Ty formulado com goma ardbica e atomizagao, foi o que

apresentou a maior quantidade de antocianinas, fendlicos e flavonodides totais.

3.2 AVALIACAO IN-VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A Tabela 3 Apresenta os valores de atividade antioxidante das nanoparticulas
dos extratos de residuos de vinificagdo. A andlise da atividade antioxidante pelo método
DPPH apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos, exceto entre T11 com
Ti2 e T3 com Tio, onde a formulacdo de T» (com extrato Shiraz, maltodextrina e elaborado
com secagem por atomizagdo) foi o que teve o valor mais alto de atividade antioxidante
(665,55 mg Eq-Trolox/100 g de amostra em base seca), seguido do tratamento T9 formulado
com extrato Merlot, goma arabica e elaborado por atomiza¢do (359,16 mg Eq-Trolox/100 g
de amostra em base seca). Os valores encontrados neste estudo foram inferiores aos
reportados por Kuck et al. (2016) sobre a microecapsulacao dos fenolicos da casca de uva
variedade Bordo que teve valor de 1270,5 mg Eq-Trolox/100 g de amostra seca. Essa
diferenga pode-se dever ao tipo de variedades da uva, biomasa utilizada na formulacio e aos
parametros de secagem por atomizac¢do, onde varia muito o rendimento dos principios ativos

do produto final, porque ficam particulas coladas na camara de secagem e o vapor de ar
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quente que sai durante a secagem, elimina particulas fenolicas provocando uma disminug¢do

de principios ativos nas nanoparticulas obtidas.

Tabela 3 - Atividade antioxidante das nanoparticulas dos extratos de residuos da vinifica¢do.

Ensaio DPPH Ensaio ABTS Ensaio  Poder redutor
de (mg TEAC/100 g de (mg TEAC/100 g de (Abs)
NP Amostra) b.s NP Amostra) b.s NP
T, 51,62+3,041 T, 301,16+5,13¢ T 0,616£0,016"
T> 665,55+2,96° T> 1850,19+2,12° T> 1,565+0,021°
Ts 34,20+1,80/ Ts 135,13+7,56 T3 0,355+0,023!
T4 591,14+3,68° T4 1519,11+6,09° T4 1,944+0,016*
Ts 220,49+3,259 Ts 497,91+2,76 Ts 0,768+0,006°
Ts 27,66+3,11% Ts 172,26+5,728 Ts 0,439+0,014"
T, 149,82+2,82¢ T, 269,30+1,27° T, 0,382+0,016"
Ts 72,92+2,58" Ts 155,7145,95" Ts 1,515+0,048°
To 359,16+3,37° To 642,09+3,95° To 1,038+0,0104
T1o 41,76=1,12j Tio 300,61+5,85¢ Tio 0,209+0,0117
Tu 110,4+1,468 Tu 244,50+4,47° T  0,536+0,012¢
Ti2 101,4+0,528 Tiz 186,079+1,27¢ Ti2 1,475+0,052¢
Tis 133,07+2,7¢ Tis 309,95+2,74¢ Tis 0,738+0,011¢

Ti: ExS-GA-Atomizagdo, To: ExS-MD- Atomizagdo, T3: ExS-GA-Liofiliza¢do, T4: ExS-MD-Liofilizagdo, Ts:
ExS-GA/MD-Atomizagdo, Ts: ExM-GA/MD-Atomizacdo, T7: ExS-Be-Nanoemulsio, Ts: ExM-Be-
Nanoemulsdo, To: ExM-GA-Atomiza¢do, Tio: ExXM-MD-Atomizacdo, Ti;: ExXM-GA-Liofilizagdo, T2: ExM-
MD-Liofiliza¢do, Ti3: ExM-GA/MD-Liofilizagdo, GA: Goma Arabica, MD; Malto Dextrina, Be: Baja energia,
S: Extrato de Shiraz, M: Extrato de Merlot, Letras mintsculas iguais nas colunas indicam que ndo ha diferenga
estatistica, NC: Nanoparticula.

Os valores da atividade antioxidante medida pelo método ABTS apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos de encapsulagdo, onde o melhor
tratamento foi o T> com um valor de 1850,19 mg TEAC/100 g de amostra seca, seguido de T4,
as duas representadas pelo extrato de Shiraz. Além disso, em funcdo do extrato de uva Merlot
o Ty foi o que apresentou relativamente o maior valor igual a 642,09 mg TEAC/100 g de
amostra seca. Os valores determinados dos tratamentos Otimos foram superiores aos
reportados por Stoll et al. (2016), sobre a microecapsulacao de fendlicos apartir dos residuos
de uva cabernet sauvignon que apresentaram entre (320-782,5) mg Eg-Trolox/100 g de
amostra seca. Esse resultado deve-se ao alto conteido de antocianinas e flavonoides, nos
tratamentos de encapsulacdo que contribuiram a alto poder antioxidante. Os valores da

atividade antioxidante pelo método do poder redutor das encapsulacdes apresentaram
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diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 3), onde os melhores tratamentos (T2 e T4)
foram os representantes do extrato Shiraz e dos tratamentos Tg, To e Ti> foram do extrato
Merlot. Os comportamentos redutores destes nanoparticulas resultaram ser interesantes por sua
alta capacidade de reduzir radicais livres, ja que foi uma estimativa da capacidade de um
composto em reduzir Fe™ (forma de ferricianeto) para Fe*? (forma ferrosa) na presenca de
um antioxidante através da mudanca do cor amarelo da solugdo para tons verde azul,
formando o composto azul da Prussia (Ferreira et al., 2007). Entanto nossos resultados
comparados com os reportados por Baydar et al. (2011), em extratos secos de semente de uvas
Cabernet Sauvignon com valor de absorbancia (1,68) foram semelhantes a nosso estudo.
Comparadas com analises em extratos de casca da mesma variedade com absorbancia (0,19),
foram inferiores aos nossos resultados.

O fundamento destes contetudos indica que a semente tem alta capacidade de
poder redutor possivelmente devido a presencga de outros polifendis diferentes as antocianinas,
porque se sabe que na casca ¢ onde se encontraram as antocianinas, porém estas amostras
foram definidas como fontes de alto potencial antioxidante. Considerando esta afirmagdo, as
nanoparticulas desenvolvidas neste estudo, os residuos da vinificagdo da variedade Shiraz e
Merlot, seriam também amostras com alto potencial antioxidante. A variabilidade dos
encapsulados sobre os valores da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH, ABTS e
poder redutor, devem-se principalmente a formulacao de cada tratamento diferindo do tipo de
extrato de residuo de uva, material de parede e método de encapsulamento. Além disso, existe
diferenca de contetido de fenolicos entre os dois tipos de extrato como se pode observar na
Tabela 2, onde o tratamento T9 constituido pelo extrato Merlot apresentou maior conteudo de
antocianinas que o tratamento T2 constituido pelo extrato Shiraz, porém as capsulas Tz e T4,
tiveram maior conteido de fendlicos e flavondides totais. Aprofundando esta discusad a
variedade Shiraz apresentou maior numero € maior tamanho de sementes em sua estrutura
que o residuo Merlot, a justificagdo ¢ porque os compostos fendlicos se concentram nas
sementes da uva que formam parte dos residuos da vinificagdo, isso levou a ter uma diferenga
no contetido de antocianinas totais, fenolicos totais, flavonoides totais e atividade antioxidante

nas formulacdes das nanoparticulas.

3.3 INDICE DE POLIDISPERSAO E POTENCIAL ZETA

Na Tabela 4 se apresenta os valores de didmetro de particula, potencial zeta e

indice de polidispersdo das nanoesferas com o objetivo de avaliar a dispersdo da movilidade
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eletroforética. Como resultado na andlise da distribu¢do do tamanho de particulas existiu
diferencga estatistica (P<0,05) entre as formulagdes, além disso, foram utilizados dois tipos de
extratos de residuos da variedade Shiraz e Merlot, procedentes da vinificagdo para o
encapsulamento. Entretanto as nanoesferas apresentaram diametros de particulas
comprendidos entre 112,63 ¢ 616,07 nm, de acordo com as formulagdes de nanoesferas
testadas. A nanoesfera formulada com extrato de residuo Shiraz, polimero de maltodextrina e
atomizacao, foi o que teve o valor menor de tamanho de particulas equivalente a 112,63 nm

em comparagao aos demais tratamentos com este mesmo residuo.

Tabela 4 - Tamanho de particulas, indice de polidispersdo e potencial zeta das

nanoparticulas dos extratos de residuos da vinificagao.

Ensaios de nanoparticulas Diametro de IPD Pz (mV)
particulas
(nm)
T: ExS-GA-Atomizagao 515,40+2,12°¢ 0,655+0,20 -17,30+0,31
T, ExS-MD-Atomizacao 112.63+9,42° 0,464+0,04 -17,36%0,17
T; ExS-GA-Liofilizac¢do 545,53+2,14 0,941+0,15 -3,14+0,46
T4 ExS-MD-Liofiliza¢ao 203,30+4,010° 0,597+0,05 -3,14+0,53
Ts ExS-GA/MD-Atomizacio 187.89+13,27° 0,694+0,18 -17,10+0,75
Te ExM-GA/MD- Atomizagao 294,60+11,539 0,77+0,06 -17,90+0,85
T7 ExS-Be-Nanocapsula 606,875,81" 0,56+0,28 -6,76+0,37
Ts ExM-Be-Nanoemulsao 616,07+4,70" 0,68+0,22 -6,65+0,22
Ty ExM-MD- Atomizacao 202,33+10,79°¢ 0,545+0,29 -13,50+1,61
Ti0o ExM-GA-Atomizacao 573,67+3,739 0,592+0,08 -11,20+0,80
T11  ExM-GA-Liofilizacao 555,67i2,18'(g 0,901+0,14 -7,55%4,21
T2 ExM-MD-Liofilizacao 219,9743,73°¢ 0,57+0,07 -2,80+0,97
T3 ExM-GA/MD-Liofilizacao 314,33+11,139 0,786%0,06 -16,940,85

Ti: ExS-GA-Atomizagdo, To: ExS-MD- Atomizagado, Ts: ExS-GA-Liofilizacdo, T4: ExS-MD-Liofilizacao, Ts:
ExS-GA/MD-Atomizagdo, Ts: EXM-GA/MD-Atomizacdo, T7: ExS-Be-Nanocapsula, Ts: ExXM-Be-Nanoemulsao,
To: ExM-GA-Atomizacao, Tio: ExXM-MD-Atomizacdo, Ti;: EXM-GA-Liofilizagao, Ti2: ExXM-MD-Liofilizagao,
T3: EXM-GA/MD-Liofilizacdo, GA: Goma Arabica, MD; Malto Dextrina, ExS: Extrato de Shiraz, ExM: Extrato
de Merlot, Be: Baja energia, IPD: Indice de Polidispersdo, Pz: Potencial zeta, Letras minusculas iguais nas
colunas indicam que ndo ha diferenca estatistica,

A nanoesfera formulada com residuo Merlot, polimero de maltodextrina e
secagem por atomizagao, foi o que teve o menor didmetro de particula (202,33 nm) entre os

tratamentos deste mesmo residuo. As capsulas elaboradas por emulsdo espontanea de baixa
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energia com Oleo de soja e Tween 80, resultaram ter o tamanho de particulas de 606,87 nm
(T7) e 616,07 nm (T13) maiores que todos os demais tratamentos. Em comparag¢do com o
resultado de outras pesquisas determinou-se que o didmetro das particulas de nossas
nanoparticulas foram pequenhos com a utilizagdo do secagem por atomizacao e liofilizagao.
Ao respeito Davidov-Pardo, Arozarena e Marin-Arroyo (2013), determinaram um didmetro
médio de 6,7 um, na microencapsulagdo com secagem por atomizagdo de extrato de semente
de uva. Tonon et al. (2010), obtiveram na encapsulacao de agai didmetros de 10,08 pum.
Ferrari et al.(2012), obtiveram na encéapsulagdo de amora diametros entre 12,52 e 34,18 um.
Bastos et al. (2012), usando quitosana em encapsulado de suco de caju, obteveram particulas
entre 0,2-5,0 um. Carneiro et al. (2013), estudando encapsulados do o6leo de linhaga,
obteveram distribui¢do de tamanho de particulas entre (0,02-160,0 um). Moser, Souza e
Nicoletti (2016), em encapsulados de suco de uva por atomiza¢ao determinaram um diametro
de particula médio de 11,57 um. Madene et al (2006), nas nanoparticulas por liofilizagao
indicaram que os didmetros das particulas estdo geralmente entre 10-150 um.

No entanto os didmetros das particulas dos tratamentos por emulsificacao de
baixa energia estiveram dentro da faixa de 0,2-2500 pum, reportado por Betz e Kulozik (2011),
sobre a microencapsulacdo de antocianinas de mirtilo. Quando foram comparadas com
nanoparticulas elaboradas com métodos de lipossomas nossas capsulas resultaram ser de
maior tamanho aos reportados por Gibis, Vogta, ¢ Weiss (2012), sobre encéapsulado por
lipossomas/homogeneizagdo de alta pressdo contendo extrato de uva com diametros de
particulas <100 nm.

Em relacao aos resultados do indice de polidispersdao (IPD) nas nanoparticulas,
observa-se que as capsulas formadas por maltodextrinas (MD) e atomizagdo, apresentam
menor IPD que as capsulas formadas com goma ardbica (GA), mistura de GA/MD e
atomizagdo. Também foram menores as capsulas formadas com goma arabica (GA), mistura
de GA/MD e liofilizagdo. Por ultimo estas capsulas T2 e To, tiveram também indices de
polidispersdo menores que as capsulas da emulsdo espontanea de baixa energia. Estes
resultados sdo importantes por que permitem conhecer a distribu¢do do tamanho de particulas
para determinar com certeza as formulagdes dos encapsulados em uma etapa de produgao,
desejando-se que as particulas elaboradas apresentem uma distribucao unimodal, com baixo
indice de polidispersio (AVGOUSTAKIS et al., 2002). Em nosso trabalho todas as
formulagdes, apresentaram uma ampla faixa de tamanho de particula, com uma distribugao
bimodal, os resultados destas formulagdes podem-se considerar como satisfatdrios em

especial as capsulas T e To, pois as réplicas em triplicata foram reprodutiveis. Entretanto os
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indices de polidispersdo dos tratamentos elaborados com liofilizagdo e emulsdo foram
superiores aos encapsulados elaborados com secagem por atomizagdo. Nesse sentido
apresentamos o comportamento do indice de polidispersdao das melhores formulagdes T-
(extrato de Shiraz, maltodextrina e atomizagdo) ¢ To (extrato de Merlot, maltodextrina e

atomizagdo), onde seu IPD foram de 0,464 ¢ 0,54 (Figura 2).

Figura 2 - Indice de polidispersdo das nanoesferas. A) Extrato Shiraz, maltodextrina e

atomizacao (T2) e B) Extrato Merlot, maltodextrina e atomizagao (To).
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Ao analisar os valores do Potencial zeta (Pz) das nanoesferas, determinou-se
que todas as formulagdes com maltodextrina e atomizagdo, foram as mais negativas
comparadas com os tratamentos de goma arabica, liofilizacdo e emulsdes, em especial os
encapsulados de T2 e To com valores de -17,36 e -13,50, respectivamente. Em comparacgao
com outras pesquisas determinou-se que os valores de potencial zeta de nossas nanoesferas
estiveram dentro da faixa reportada por varios autores. Entre eles, Ameller et al. (2003)
determinaram em nanoparticulas com acido poli €-caprolactona e Tween 80, um valor de -20
mV. Ourique et al. (2008) determinaram em nanoparticulas com acido poli €-caprolactona,
6leo de semente de girasol e Tween 80, um valor de -8,38 mV. Gu et al. (2003) determinaram
em nanoparticulas com lipossomas, um valor de -16,1 mV. Fathi et al. (2013) determinaram
em nanoparticulas lipidicas e Tween 80, um valor de -542 mV e Li et al. (2010)
determinaram em nanoparticulas lipidicas, um valor de -17,5 mV. Portanto o potencial zeta de
nossos resultados foram muito negativo, nesse conceito os encapsulados apresentaram uma
boa movilidade eletroforética entre as particulas e em contato com liquidos adquirem uma
carga elétrica que pode influenciar na cinética de libertagdo e o destino biologico dos
nanotransportadores; quando as particulas possuem carga positiva tendem a ser atraidas por

cargas negativas de superficies e componentes biologicas, e vice-versa. Este potencial elétrico
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¢ chamado potencial zeta e ¢ influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em razao da dissociagdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da
adsor¢ao de espécies i0nicas presentes no meio aquoso de dispersio (HEURTAULT et al.,
2003; TAMIIDI et al., 2013). Depois das analises destes resultados as melhores formulagdes
para ser utilizados nos proéximos estudos foram T> e Ty, e que podem ser considerados dentro
da faixa das nanoesferas. O tamanho de particula interfere no processo de difusdo das
nanoparticulas pelo muco intestinal, para didmetro de 14 nm permeiam-se no muco intestinal
e entram em contato com os enterocitos em apenas 2 minutos. Para particulas, com 415 nm de
diametro, demoram cerca de 30 minutos e para particlulas com 1000 nm de didmetros nao sao

capazes de se difundirem pelo muco intestinal (HUSSAIN; JAITLEY; FLORENCE, 2001).

3.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DAS NANOPARTICULAS POR MEV

A andlise da morfologia das nanoparticulas obtidas durante o encapsulamento
foram realizados usando a Microscopia de Varrido Eletronico-MEV, como se apresenta na
Figura 3. As formas variaram, onde as nanoparticulas elaboradas com secagem por
atomizac¢do e maltodextrina (Ts e Te), apresentaram uma forma esférica quase regular. As
nanoparticulas elaboradas com atomizacdo e goma aradbica (T e Tg), apresentaram particulas
que nao eram esféricas e algumas apresentavam superficie enrugada em forma de flocos de
diferentes tamanhos. As nannoesferas elaboradas por liofilizagdo, maltodextrina e goma
arabica (T3, T4, Tio, T11 € T13) apresentaram superficies irregulares, lisas com forma de pegas
retangulares de diferentes tamanhos. As nanoparticulas elaboradas com emulsdes espontaneas
de baixa energia (T7 e Ti2), apresentaram particulas espalhados de forma heterogénea e
aglomerados de particulas que se formam provavelmente durante a secagem, representados
por pontos com maior superficie. Os resultados da morfologia das nanoparticulas devem-se ao
efecto das metodologias de encapsulamento, assim, para o tipo de secagem a solucao aquosa
das nanoparticulas foi atomizada em micro gotas e durante a passagem pela camara de
secagem foram formadas em particulas esféricas. Para o tipo de secagem por liofilizagdo nao
aconteceu nenhuma pulverizagdo homegeneizada, so que precisava de uma homogeneizagao
depois da secagem, provocando como resultado uma morfologia nao esférica. Para o tipo da
emulsdo espontanea a fase organica foi elaborada sem forca mecanica o que permitiu obter

nanoparticulas ndo homogeneizadas.
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Figura 3 - Morfologia das nanoparticulas encapsuladas
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Nossos resultados tiveram morfologias similares aos reportados por Kuck e
Noreia (2016), na encapsulacdo por atomizagdo e liofilizacdo, em casca de uva. Similar soa
obtidos por Rocha-Parra et al. (2016), em encapsulagdo de fendlicos por secagem por
atomizacdo, similar a Carneiro et al. (2013), em encapsulagdao de 6leo por secagem por
atomizagdo e similar Kosaraju et al. (2008), Fanga ¢ Bhandaria (2010), onde apresentaram

morfologia esférica uniforme sobre encapsulacdo de polifendis com atomizagao.
3.5 CARACTERIZACAO FISICA DAS NANOESFERAS

Devido aos resultados apresentados anteriormente decidiu-se continuar o
estudo com as nanoesferas denominadas T2, que correspondem ao residuo de variedade
Shiraz e as nanoesferas denominads T9,que correspondem ao residuo da variedade Merlot.
3.5.1 Umidade

Na Tabela 5 se apresenta os valores das propriedades fisicas das nanoesferas.

Tabela 5 - Propriedades fisicas das nanoesferas dos extratos de residuos da vinificagao.

Componentes ExS-MD-Atomizagdo (T2) ExM-MD-Atomizacao (To)
Umidade (%) 3,65+0,85% 3,72+0,212
Atividade de dgua 0,279+0,012% 0,266+0,021*
Solubilidade 95,52+1,55° 90,28+1,09°
Higroscopicidade (%) 12,67+0,25% 11,46+0,49°
Molhabilidade (seg) 4,74+0,32° 8,29+1,24*
Grau de aglomeracio (%) 2,62+0,99° 3,25+0,65°
Temperatura de transi¢do vitrea (°C) 54,14+1,622 48,16+1,24°
Cor a* 4,37+0,66° 9,74+0,35°
b* 5,96+1,12° -0,37+0,02°
L* 42,27+1,49° 43,54+2,09°
C 7,39+1,30° 9,75+0,35°
H 53,78+1,25" 357,82+0,04*

MD; Maltodextrina, ExS: Extrato de Shiraz, ExM: Extrato de Merlot, Letras minasculas iguais nas linhas

indicam que ndo ha diferenca estatistica entre as amostras.
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Os valores de umidade, avaliadas entre as duas nanoesferas dos residuos da
vinificagdo ndo apresentaram diferenca variando entre 3,65% (T2) e 3,72% (To9). Estes
resultados foram inferiores comparadas com os reportados por Tolun, Altintas e Artik (2017)
na microcapsulagcdo de polifenois da uva usando maltodextrina e goma arabica, com mistura
de maltodextrina e goma arabica (8;2) por atomizacao a 140 °C, que determinaram uma faixa
entre 5,1 e 10,7%. Portanto puede definirse como uma nanoencapsulacdo microbilogicamente
segura e ter um longo tempo de armazenamento. A variacdo da umidade das nanoesferas esta
em fun¢do da concentragao do matérial de parede sobre a matéria solida da fase organica, os
aumentos na concentracdo de maltodextrina levam a menores indices de umidade, Além
disso, a maltodextrina, devido ao seu alta massa molecular, tem baixa higroscopicidade e
reduz a temperatuta de transi¢ao vitrea (QUEK; CHOK; SWEDLUND, 2007, SANTANA et
al., 2017

3.5.2 Atividade de agua

A atividade da agua dos tratamentos T» e To, variaram de 0,279 a 0,266,
portanto ndo foram significativamente diferentes um do outro, estes resultados comparados
com os obtidos por Daza et al. (2016) foram similares aos nanoencapsulados com 10% de
material de parede e 120 °C de secagem por atomiza¢do com um valor de 0,26, mais foram
superiores a partir de 20% e 30% de material de parede (maltodextrina) com valores de 0,19 e
0,16 de atividade de dgua, respectivamente. Dos resultados pode-se deducir que com maior
concentracdo de material de parede vai se conseguir menor atividade de &agua nas
nanocesferas. O conteido de umidade ¢ diferente da atividade da 4gua, pois representa a
composicdo de dgua em um sistema alimentar, enquanto que a atividade da dgua mede a
disponibilidade de 4gua livre nos alimentos que € responsavel por reagdes bioquimicas. Além
disso, todos os tratamentos apresentaram valores de atividade de agua inferiores a 0,3,
indicando que sao microbiologicamente estaveis e que ndo ha crescimento microbiano abaixo

deste valor.

3.5.3 Solubilidade

Os valores da solubilidade das nanoesferas, variaram em 95,52% e 90,28%,
sendo diferentes um do outro, comparados com os obtidos por Boonchu e Utama-ang (2015),

estiveram na faixa das microcéapsulas dos compostos bioativos de residuos de uva, para uma
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concentragdo do 10% de maltodextrina um 92% e para 20% de maltodextrina um vaor de
76% de solubilidade. Foram inferiores comparando e analisando, os resultados de Yousef],
Emam-Djomeh e Mousavi (2011), sobre as microcapsulas de suco de roma, onde
determinaram que a solubilidade varia em fun¢do da concentragdo de material de parede, para
um 12% maltodextrina um valor de 99,4% e para um 16,5% de material de parede um valor
de 98,2% de solubilidade. Estes resultados tiveram o mesmo comportamento, ja que na
formulacao das nanoparticulas teve a mesma concentracao de material de parede, mas de tipo
e concentragdo de extrato diferente, o que levou a ter menor quantidade de solidos T> porque
seu extrato teve menos solidos, no entanto nao ocorreu com Ty que foi um extrato com maior
quantidade de solidos, mas a concentracdo constante do maltodextrina justifica-se entdo que
o resultado da solubilidade foi menor. De acordo com Jaya e Das (2004), o decréscimo da
quantidade de maltodextrina aumenta a dispersibilidade e, portanto, a adi¢do de maltodextrina

prejudica a solubilidade dos nanoparticulas.

3.5.4 Higroscopicidade

Os valores obtidos para a higroscopicidade das nanoesferas (T2 e To) variaram
entre 12,67% e 11,46%, foram muito proximos aos reportados por Kuck e Norefia (2016),
sobre os microencapsulados de extratos de casca de uva, usando goma arabica, polidextrose e
goma guar hidrolisada, que tiveram valores entre 11,67% a 16,61%. Tambem teve perto
comparando com os obtidos por Souza et al. (2015) que encontraram valores de
higroscopicidade entre 12,4% e 17,4% para microencapsulados com maltodextrina do
pigmento de bagaco da vinificagdo de uva Bordo. Isso se deve ao fato da maltodextrina ser
um material com baixa higroscopicidade e confirma a eficiéncia de seu uso como agente
carreador, no sentido de reduzir a higroscopicidade de produtos desidratados do secagem por
atomizacao. Quanto menor ¢ a umidade das nanoparticulas, maior serd a higroscopicidade, ou
seja, maior facilidade em adsorver agua, o que estd relacionado ao maior gradiente de

concentracdo de dgua existente entre o produto e o ambiente.

3.5.5 Grau de aglomeracao

Os resultados obtidos do grau de aglomeracao das nanoesferas dos residuos da

vinifica¢do (Tabela 5), foram inferiores aos encontrados por Jaya e Das (2004), que obtiveram

valores entre 8,96 e 33,97% para manga em pd. Também menores aos reportados por
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Martinelli, Gabas e Telis-romero (2007) que encontraram 21,11% e 24,6% de aglomeragao
para microencapsulados de limao com maltodextrina e goma arabica. Nossos resultados foram
menores porque tivemos valores baixos de umidade, de sélidos soluveis e utilizamos pouca
concentracdo de maltodextrina com menor DE. Quanto maior é a concentracdo de
maltodextrina ¢ menor o DE, menor o grau de aglomeragdo sendo mais facil o processo de
encapsulacdo, porque a principal causa da aglomeragao ¢ a indugdo da plasticisacdo pela agua
presente na superficie do produto, esta agua adsorvida na superficie forma uma solugao
saturada e torna as particulas pegajosas e capazes de formarem pontes liquidas (RIGHETTO;

NETTO, 2005)

3.5.6 Molhabilidade:

A molhabilidade de nossas nanoesferas teve valores muito baixos entre 4,74 ¢
8,29 segundos, foram menores comparados as microencapsulas de polpa de mango com
maltodextrina de 17,35 a 36,27 segundos, obtidos por Jaya e Das (2004). Também foram
menores aos comparados por Jinapong, Suphantharika e Jamnong (2008), sobre encapsulados
de leite de soja com maltodextrina de 42 segundos de molhablidade. Este resultado ¢
justificado pelo baixo valor de tamanho de particulas, de umidade, so6lidos soliveis e
liposoluveis, exponiendo maiores areas em contato que permitem que as nanoesferas
penetrem e se dispersem rapidamente na agua, produzindo uma boa caracteristica de

instantaneizacdo (GHOSAL; INDIRA; BHATTACHARYA, 2010).

3.5.7 Cor (a*,b*,L* H, C)

Os valores dos parametros cromaticos diferiram significativamente entre os
dois tratamentos (T2 e To). Os resultados de a* e b*, na formulagdo T> apresentaram-se
menos vermelhos indo para o cor amarela e para Ty apresentou um cor mais vermelho indo
para azul. Respeito ao valor da cromaticidade (C), a nanoesfera do tratamento T> (7,39)
apresentou menos pureza e saturacdo que a capsula To (9,85) que foi mais saturado. O valor
do angulo Hue (H) no tratamento T» foi de 53,78 resultando estar dentro da faixa de
tonalidade mais amarelo (Hue amarelo: 90) e To apresentou um valor de 357,82 resultando
dentro da faixa do estimulo vermelho (Hue vermelho: 360). Em conclusdo os resultados deste
estudo foi que Ty apresentou uma cor avermelhada de caracteristica desejavel e T» foi de uma

coloragdo amarelada. Esto justifica-se pela presencia do alto conteudo de antocianinas
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presentes no To, 0 que ndo aconteceu com T, onde foi muito baixo o conteudo de
antocianinas, portanto os valores cromadticos tiveram o mesmo comportamento. Estes
resultados foram semelhantes aos encontrados sobre a microencapsulagdo por atomizagao
com goma arabica do extrato de casca de uva Bordo, sobre microencapsulacdo por
liofilizagdo com maltodextrina do extrato e vinho da uva Cabernet sauvignon, reportados

por Kuck e Norena (2016), Souza et al. (2015) e Stoll et al. ( 2016), respectivamente.

3.5.8 Analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A temperatura de transi¢do vitrea (Tg) das nanoesferas variou entre 54,14 °C
(T2) e 48,16 °C (Ty), estes valores foram similares aos obtidos por Kuck e Norefia (2016),
sobre a Tg dos pds microencapsulados: para extratos de casca de uva com 10% de goma
arabica e secagem por atomizacdo, que foi de 48 °C e para liofilizagdo com 10% de goma
arabica foi de 52.2 °C. Rocha-Parra et al. (2016) determinaram valores de Tg na mesma faixa
quando avaliaram microencapsulacdo de vinho vermelho por liofilizacdo com maltodextrina
e goma arabica entre 50,96 °C e 55,89 °C. O valor encontrado neste trabalho justifica-se
porque as duas nanoesferas T2 e T9, continham a mesma concentragdo de material de parede
(10%), baixo valor de DE (15,5), 6timos parametros utilizados no método de encapsulagdo e
diferente tipo de extrato. Além disso, uma apresentou mais coloragdo vermelha, maiores
solidos soluveis e mais contetido fendlicos que o outro, portanto acredita-se que estas
propriedades fisicas e fendlicas, levaram a obter estes resultados e entre as duas nanoesferas
T> e Ty, uma pequena diferenga em sua temperatura de transi¢cdo vitrea. A transi¢do vitrea de
um encapsulado ¢ afetada por varios fatores, concentracdo e composi¢do molecular do
biopolimero carreador, umidade, aglicares e acidos, valores maiores destes levam a ter uma
baixa temperatura de transi¢do vitrea porque um ligeiro aumento destes componentes
transforma-se o p6 em um material pegajoso. Portanto a Tg ¢ um indicador da estabilidade
durante o armazenamento, quanto maior € o valor de Tg, maior ¢ a estabilidade da nanoesfera.
Para maltodextrina a maior equivalente de dextrosa (DE), menor ¢ sua massa molecular e
menor € a temperatura de transicdo vitrea (FERRARI et al., 2013; FERNANDES; BORGES;
BOTREL, 2014; ADHIKARI et al., 2004)

Na Figura 4 apresentam-se os termogramas das noanoesferas selecionadas
como os melhores tratamentos da nanoencapsulacao obtidos dos extratos de vinificagdo.

Realizou-se um analise DSC para avaliar o estado fisico dos sistemas formados, ter
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informacdo como estdo dipersos os compostos fendlicos

e conhecer as propriedades

termodindmicas das nanoesferas mediante sua avaliagdo da energia livre.

Figura 4 - Termograma das nanoesferas T> (Shiraz) e Ty (Merlot) dos extratos de

vinificacao.
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Na mesma Figura se mostra a curva calorimétrica de DSC das nanoesferas

formuladas com extrato de residuos da vinificagdo para a capsula da variedade Shiraz (T>), se

observou a identificagdo das transi¢des térmicas mediante uma representacao da variagao de

energia com a temperatura, o termograma apresentou em sua primeira se¢ao um salto da linha

base que foi associado a temperatura de transi¢do vitrea da nanoesfera de 50,55 °C (Tg),
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provocando um pequeno deslocamento na temperatura de 165 °C. Na segunda secdo
apresentou um pico endotérmico que foi um processo que precisou calor para produzir-se um
ponto de fusdo de 190 °C da fase cristalina de um polimero semicristalino, além disso,
observou-se valores de energia de -7,64 Cal/g. Na terceira se¢do comenzou a se produzir um
processo exotérmico com desprendimento de calor a partir dos 270 °C este fenomeno ¢
conhecido como degrada¢do das nanoesferas. Para a nanoesfera formulada com extrato de
residuos da vinificagao variedade Merlot (To) apresentou um termograma conformado por um
salto da linha base associado & temperatura de transi¢ao vitrea de 43,27 °C (Tg). Seguindo
esta curva apresentou um pico endotérmico produzindo um ponto de fusdo de 237,63 °C e
calor gerado de -0,445 Cal/g. Na ultima se¢do da curva comengou o processo exotérmico com
desprendimento de calor por combustdo a partir dos 255 °C, fendmeno conhecido como
degradacdo. Nossos resultados foram ligeramente menores aos obtidos por Teli e Martines-
Navarrete (2009), sobre o estudo da microencapsulacio por liofilizagdo de suco de uva com
maltodextrina para DE(4-7,07) um Tg de 69,5 °C, para DE(16,5-19,5) um Tg de 65 °C.
Tambem teve muito perto aos reportados por Shrestha et al (2007), na microencapsulacdao de
suco de laranja por spray drying com maltodextrina DE (6) um Tg de 66,4 °C. Também foi
muito semelhante ao reportado por Kuck e Norefia (2016), sobre a microencapsulacao dos
extratos de casca de uva por atomizacao com goma ardbica teve um valor de Tg de 52 °C.
Respeito ao calor de gerado de nossas nanoesferas de -7,64 Cal/g (-3197 J/g) e -0,45 Cal/g (-
1,88 J/g) foram inferiores aos obtidos por Balan¢ et al. (2016) sobre nanoparticulas de
resveratrol com lipossomas de (1,0 - 49,4 J/g).

Analisando os resultados da termografia estes indicaram um comportamento de
fusdo de subtancias impuras de composi¢do polimérica. Analisando os dados da primeira
secdo de Tg indicaram que a estabilidade desta nanoesfera encontrou-se por cima da
temperatuta ambiente permitindo ter uma seguranga das nanoesferas sobre o armazenagem a
temperatura ambiente. Sobre a segunda secdo do ponto de fusdo indicou que a nanoesfera
esteve formada por uma subtancia polimérica impura, ficando demostrado que as nanoesferas
estiveram confomados por uma mistura de metabolitos fenolicos antioxidantes incluindo o
material de parede e estiveram na mesma faixa do ponto de fusdo de subtancias puras de
fenodlicos. A Tg esta relacionados com a umidade, massa molecular e estrutura quimica, que
se torna maior a medida que o peso molecular médio dos solutos aumenta e alimentos ricos
em acucares normalmente apresentam alta suceptibilidade ao colapso por estar ligado a baixos
valores de Tg (Fabra et al., 2009; Telis; Martines-Navarrete, 2009). Outro efeito dos

resultados foi que o Tg de maltodextrina muda dependendo da hidrolise da dextrose
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equivalente (DE), assim para um valor de DE igual a 6 (Tg=197,7 °C) e 33 de DE (Tg=102,8
°C), pode-se atribuir a Tg de maltodextrina e a ruptura de ligagdes de hidrogénio com agua, o
comportamento térmico sugere que os fenolicos estdo dispersos na matriz polimérica no
estado amorfo e a alteracao observada na Tg da nanoesfera ¢ devida as interagdes entre o

polimero e os fendlicos (Hung et al., 2007; Descamps et al., 2009)

3.6 RENDIMENTO DA NANOENCAPSULACAO

A valiagdo do rendimento da nanoencapsulagdo das duas nanoesferas (T2 e To)
dos residuos da vinificacdo (Tabela 6), apresentaram diferenga estatistica entre elas. Esta
diferenga foi produto do tipo do extrato utilizado para o encapsulamento, ou seja o T foi
preparado com um extrato do residuo de uva, variedade Shiraz procedente da vinificagdo e o
Ty da variedade Merlot, estes resultados justifica-se porque durante a avaliagdo destes extratos
aquosos determinou-se que o Shiraz teve maior conteido de flavondides, menor em fendlicos
e antocianinas totais, que o Merlot. No entanto a relagdo da composi¢do fendlica e
antioxidante antes da nanoencapsulagdo manteve-se durante e depois do processo de
encapsulamento, por isso que o rendimento da nanoencapsulagdo entre as duas nanoesferas
variaram significativamente entre um e outro tratamento. Para a analise do rendimento de
cada componente explica-se, que para o processo de encapsulagdo foram preparados,
utilizando uma mesma concentracdo de maltodextrina e os mesmos pardmetros de secagem

por atomizagao.

Tabela 6 - Rendimento da nanoencapsulagdo das nanoesferas em funcdo dos compostos

fendlicos e atividade antioxidante.

Componentes/atividade T> (Shiraz) Ty (Merlot)
Antocianinas totais 71,49+5,72% 77,15+0,76%
Fenolicos totais 75,45+6,24* 90,36+4,77°
Flavonoides totais 91,55+3,22% 72,78+4,90°
AA-DPPH 96,22+0,88* 72,32+1,71°
AA-ABTS 75,57+0,20° 60,69+0,45°

AA-DPPH; Atividade antioxidante pelo método de DPPH, AA-ABTS; Atividade antioxidante pelo método de
ABTS, Letras minusculas iguais nas colunas indicam que néo ha diferenga estatistica entre as amostras.
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Comparando os valores de 71,49% e 77,15%, da rendimento de
encapsulamento de antocianinas totais, foram menores que os reportados por Kuck e Norefia
(2016), sobre o 87% de rendimento da nanoencapsulacdo de residuos de casca de uva bordo
com 5% de goma arabica e 5% polidextrosa e atomizacdo a 140 °C de secagem, mas foram
maiores comparados com os reportados por de Souza et al. (2015), sobre o 52,56% de
reten¢do de antocianinias na encapsulagdo por liofilizacdo com maltodextrina. Os resultados
obtidos no presente estudo sobre os fenolicos totais foram de 75,45% e 90,36%, e sobre os
flavonoides totais foram de 91,55% e 72,78% de rendimento de encapsulacdo. Estes
resultados foram superiores aos reportados por Aizpurua-Olaizola et al. (2016), sobre 30% de
eficiéncia de encapsulagdo de polifendis de residuos de uva obtidas com um encapsulador
Buchi B-390 utilizando solu¢do de alginato de sddio. Tambem foram maiores aos reportados
por Boonchu e Utama-ang (2015), sobre o 31,45% e 18,75% de rendimento de encépsulacao
de fenolicos totais e flavondides, de residuos da uva vermelha por liofilizagdo com
maltodextrina e carboxilmetilcelulose (CMC). Nossos resultados estiveram dentro da faixa
obtidos por Kuck e Norefia (2016), sobre os fenolicos totais de (81,37% a 95,32%) de
rendimento da encapsulacdo. Respeito a rendimento de encapsulamento da atividade
antioxidante determinou-se para DPPH (96,22% e 72,32%) e para ABTS (75,57% e 60,69%),
estes valores forma superiores aos reportados por Kuck e Norefia (2016), sobre a faixa de
(45,43% a 57,31%) da encapsulagdo de uva bordo com goma arabica e polidextrosa, com
secagem por liofilizacdo e atomizacdo. A explicacdo da variagdo destes resultados, deve-se a
selecdo dos pardmetros de encapsulagdo pretendendo obter nanoparticulas, onde o material de
parede € um polimero muito importante para manter o nicleo dentro da nanoesfera,
dependendo do tipo e concentracdo do biopolimero vai se obter propriedades fisicas-quimicas
varidveis desde um rendimento de nanoencapsulagdo ate um tamanho de particulas. A massa
molecular dos biopolimeros ¢ um fator que permite a interagdo e quelagdo dos grupos
hidroxilos frente as moléculas antioxidantes (nlcleo), a nanocapsulagdo criadas com
polimeros de peso molecular médio ou alto permitem obter maiores rendimento de
encapsulamento em comparagdo com as de baixa massa molecular (BALANC et al.; 2016;

ALSBERG et al., 2003).

3.7 AVALIACAO DA DIGESTAO GASTRO-INTESTINAL “IN-VITRO”

A avaliagdo da digestdo gastrointestinal in-vitro das moléculas

nanoencapsuladas dos residuos da vinificagdo foram realizadas em quatro fases do trato
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gastrointestinal (boca, estomago, intestino delgado e intestino grosso), para determinar a
liberagdo dentro do corpo humano dos compostos fendlicos e da atividade antioxidante
apresentada pelas nanoesferas (Figura 5).

Observou-se que existiu diferenga estatistica entre as nanoesferas e em cada
um das fases, Nas nanoesferas (T2) o valor dos fendlicos e flavonoides totais liberados,
aconteceu mais na boca e o estdmago durante a digestdo gastrointestinal, produzindo uma
maior resisténcia ao sistema de liberacdo no intestino delgado e grosso. Estes resultados
apresentaram o mesmo comportamento aos obtidos por Villela-Castrejon, Acosta-Estrada,
Gutierrez-Uribe (2017) onde na fase da boca aconteceu a maxima liberacao e nas outras fases
so ligera diminugdo sobre a digestdo gastrointestinal dos encéapsulados com maltodextrina de
compostos fendlicos.

No entanto para a nanoesfera (To) existiu ligera liberagdao de fenolicos na boca
¢ 0 estdmago, mas teve maior quantidade de liberacdo no intestino delgado e grosso, e sobre
os flavondides teve maior liberacdo na boca, no estdmago e menor no intestino delgado e
grosso. Estes resultados foram muito similares se comparadas com a digestdo de compostos
fenolicos de residuos de uva obtidos por Wang et al. (2016), onde determinaram que o
contetido de fendlicos diminui desde a fase géstrica até a fase pancreatica. Destes resultados
pode-se justificar o seguinte, a liberagdo dos compostos fenolicos depende da composicao do
do principio ativo e do polimero como material de parede, nesta parte a composi¢ao fendlica
do extrato de T> teve maior conteido de flavonodides que To, portanto os encapsulados em
presencia de um médio acido de pH (2,0-3,0) na fase gastrica alguns flavonoides hidrolisados
quebraram suas ligacdes com o material de parede, ficando livres e soluvéis, chegando a
representar os fenolicos liberados. Neste sentido as nanoparticulas podem ser formuladas para
uma liberagdo direcionada a um sitio ativo seja ao sistema linfatico, coracdo, figado, pancreas,
rim, cérebro, bago, ou preparadas para serem administradas na circulagdo sistémica
prolongada. Para ter este efeito o polimero deve ser biodegradavel para compor cépsulas de
sistemas nanoparticulados com boas caracteristicas de tamanho, eficiéncia de encapsulagao, o
potencial zeta (carga da superficie) e caracteristicas de liberagdo (KUMAR; RAVIKUMAR;
DOMB, 2001). Estes polimeros na digestdo gastrointestinal sofrem degradagao por hidrdlise
de suas cadeias em atomos metabolizaveis que entraram no ciclo de Krebs, e sdo degradados
a carbono e agua, sendo excretados pelas vias normais de eliminacao (VILLANOVA;

OREFICE; CUNHA, 2010).
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Figura 5 - Comparagdo da liberagdo durante a digestdo gastrointestinal de compostos
fenolicos (A), flavondides (B), Resveratrol (C) e atividade antioxidante por DPPH (D), por
ABTS (E) e por poder redutor (F) das nanoesferas T> (Shiraz) e To (Merlot).
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A liberagdo do conteudo de resveratrol para as nanoesferas T> e To foi
desenvolvida apenas na fase da boca e o estdmago, permanecendo quase constante nas duas
fases. Nas fases do intestino delgado e grosso, ndo foi quantificado, justifica-se porque nesta
parte o resveratrol encontrou-se em um médio de pH 6,0-8,0 adequado para sua resisténcia a
ser liberado, mas ficou muito ligado aos polimeros de encapsulamento. Ao respeito Koga et
al. (2016), reportaram dados sobre ancapsulamento de resveratrol e determinou que o
encapsulamento tem protecao do trans-resveratrol em todo o sistema de digestdo e permite a
liberacao direta do composto com a entrega do resveratrol ao intestino e com a absor¢ao do
metabolismo definitivo. Respeito ao comportamento da atividade antioxidante também as
nanoesferas apresentaram diferenca significativa en cada fase da digestdo gastrointestinal e
logicamente teve muita relacdo com a presenca dos fenolicos e flavonoides. Na nanoesfela T»
as atividades DPPH, ABTS e poder redutor, sua resisténcia a liberagdo diminuiram desde a
boca ate intestino delgado e ao final da fase aumentou a liberagdo no intestino grosso de
maneira significativa para ABTS e levemente para DPPH e poder redutor. No entanto, na
nanoesfera To o comportamento de liberagdao da atividade antioxidante de DPPH e poder
redutor foram diminuindo desde a fase oral ate fase do intestino grosso, mais ndo oconteceu
com o método ABTS que teve resisténcia no intestino delgado e mais liberagcdo no intestino
grosso, estes resultados foram de similar comportamento comparado com os obtidos por
Sessa et al. (2011), em ensaios do FRAP (atividade do poder de reducdo Ferrico) sobre
nanoparticulas de resveratrol com tamanho nanémetro (128-138 nm) onde reportaram uma
diminuicdo depois da digestdo gastrica e intestinal. Nossas nanoesferas tiveram tamanho de
particulas T> (112,63 nm) e T9 (202,33 nm) que pode-ser considerado como uma nanoesfera e
que este dado fisico possivélmente possa estar contribuindo a ter este mesmo comportamento,
sobre a quantificagdo dos compostos fenolicos das nanoesferas no estdmago e intestino
delgado.

A liberacdo dos compostos fendlicos das nanoesferas pode mudar obtendo
resultados de alta o baixa liberacdo dentro de um processo de digestdo gastrointestinal e pode
ser direcionado para um site ativo especifico para atuar como um potente nano-misil dentro
do corpo humano, levando este nicleo a niveis celulares. Neste sentido, as nanoesferas
obtidas neste estudo demostraram boa resisténcia de liberacao ainda em meios alcalinos e
acidos, desde a boca de um pH 6,0-6,5, estdmago de pH 2,5-3,0, intestino delgado de pH 6,5-
7,0 e intestino grosso de pH 7,5-8,0. Também foi observado a partir dos resultados que
provavelmente houve interacdes de tipo fendlico-proteina e fenolico-enzimas, mediante

ligacdes de pontes de hidrogénio, hidrofobicas ou idnicas, produzindo algumas quelacdes
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moleculares e eliminando na forma de precipitados, que ao momento da quantificacdo dos
compostos fenodlicos elas ficaram isoladas. Este estudo foi iniciado em condi¢des que imitam
a cavidade bucal, entdo, quando o pH diminuiu e o numero de eletrélitos aumentou (como
ocorre no compartimento gastrico), eles se aglomeraram. No final, sob um pH intestinal, as
nanoparticulas voltaram a aparecer. Portanto, ¢ provavel que as nanoparticulas possam ser
encontradas no epitélio de absor¢ao intestinal. Sobre isto Charlton et al. (2002), descreveram
que a saliva humana esta conformada por agua, proteinas, enzimas € compostos inorganicos.
Conhece-se que os polifendis podem ter efeitos perjudiciais, incluindo sequestro de ferro,
inibi¢do da atividade de enzimas digestivas, precipitando glicoproteinas e produzindo dano de
biodisponibilidade no trato gastrointestinal (KUBOTA et al., 2010). Existem trés mecanismos
de interacdo: hidrofobos, hidrogénio e pontes idnicas, as interagdes entre proteinas e
compostos fendlicos dependem das ligacdes de hidrogénio que ocorrem entre as funcdes
carbonilicas de alguns residuos de prolina nas proteinas e os grupos OH dos quatro anéis
fenolicos (ROSSETTI et al., 2008). A interacdo de compostos fendlicos por ligagdes C-C
com proteinas (glicoproteinas da saliva) e a-amilase salivar foram pesquisadas mediante
técnicas de cromatografia, turbidez, dispersdo da luz, microscopia eletronica, ressonancia
magnética nuclear. Todos estes métodos coincidem na observacao de complexos estaveis que
na maioria, formam precipitados (MCRAE; KENNEDY, 2011). No estdomago o acido
cloridrico do suco géstrico atua na desnaturacao de proteinas, onde a pepsina cliva em grandes
peptideos e alguns aminoacidos livres, estes produtos sdo absorvidos no intestino delgado,
mediados por enzimas do intestino e do pancreas, e as fragdes ndo digeridas passam a
funcionar como fibra ou sdo degradadas por microoganismos presentes no intestino grosso.
Os compostos fendlicos livres inibem varias enzimas digestivas, esses compostos estdo
envolvidos nas ligagdes da lignina com os carboidratos da parede celular e essa associacdo
reduz a digestibilidade. Portanto, os compostos fendlicos precipitam as proteinas formando
um revestimento hidrofébico, semelhante a complexagdo tanino-proteina (CARBONARO et

al., 2000; KUBOTA et al., 2010).

3.8 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO E LONGEVIDADE EM IN-VIVO COM
C. elegans

Os resultados obtidos nos artigos 1 e 2 demonstaram que o residuo da
vinificacdo em suas variedades Shiraz ¢ Merlot, s3o boa fonte de metabolitos secundarios

multifuncionais como antioxidantes naturais. Também os extratos destes residuos
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transformadas em nanoesferas neste presente artigo demostraram que tem alta atividade
antioxidante e alto conteido de fendlicos e flavonodides totais. Assim, neste artigo foi
estudado o efeito biologico in vivo das nanoesferas dos residuos da vinificacdo sobre o
estresse oxidativo e longevidade induzidas em linhagens de tipo selvagem de C. elegans. As
formulacdes das nanoesferas T,, feitas com extrato Shiraz e To feitas com extrato Merlot
foram escolhidas como melhores tratamentos. Para conhecer os efeitos bioldgicos das dois
nanoesferas T> e Ty foram testados com 10 uL das concentragdes de 50, 100 e 150 mg/mL,

respectivamente.
3.8.1 Estresse oxidativo em C. elegans

Na Figura 6 mostram-se os efeitos das nanoesferas T (Shiraz) e Ty (Merlot),
sobre o estresse oxidativo, com 10 ulL das concentragdes de 50, 100 e 150 mg/mL,

respectivamente.

Figura 6 - Avaliacdo in vivo da reducdo do estresse oxidativo (Ros-DCFDA) em C. elegans
frente as nanoesferas dos residuos da vinificagao.
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Observou-se que existiu diferenca estatistica entre as amostras (p<0,005) e que
o grupo de nanoesferas (T2) nas concentragcdes de 50, 100 e 150 mg/mL, apresentaram um

aumento da produgdo de espécies de oxigénio reativas (ROS) na massa de C. elegans
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comparadas frente ao controle, dito aumento foi proporcionalmente maior a medida que o
tempo transcorreu desde 5 ate 120 minutos. Portanto o comportamento do ROS foi diferente
para as nanoesferas (T9) em todas suas concentragdes e variaram em fung¢do do tempo, assim
nos tempos de 5, 30 e 60 minutos nao teve producao de ROS pelo contrario as nanoesferas
atuaram como inibidor das espécies de oxigénio reativas, originando um baixo valor de
fluorescéncia. Aos 90 minutos o comportamento virou onde o To (50 mg/mL) comegou a
produzir ROS sendo apenas um pouco menor que o controle, o que ndo aconteceu com as
outras concentragdes que continuaram reduzindo o ROS na massa dos animais, aos 120
minutos aconteceu que a medida que a concentracdo da nanoesfera aumentou estas tornaram-
se toxicas levando a maior produgdo de ROS nos C. elegans. De todo esse comportamento,
pode-se mencionar para um controle do estresse oxidativo em organismos vivos como modelo
em C. elegans que ¢ importante a dose de concentragdo das nanoesferas, porque neste estudo
foi demonstrado que a nanoesfera (T2) apresentou alto contetido de compostos fenolicos e
alta atividade antioxidante, maior que a nanoesfera (To9). Portanto ficou demonstrado que para
altas concentra¢des de fenolicos, flavonodides e de atividade antioxidante, as nanoesferas vao
atuar como pro-oxidantes, como ocorreu no tratamento T», que foram capsulas formuladas
com extrato de residuo de vinificagdo da variedade Shiraz. Também ficou demonstrado que
nas concentracoes moderadas de fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante, as
nanoesferas se comportaram como antioxidantes ao inibir os radicais livres da produ¢do do
ROS na massa de C. elegans. O comportamento dos resultados de To(50 mg/mL) e To(100
mg/mL) nos tempos de 90 e 120 minutos, foram similares aos reportados por Lima et al.
(2014) sobre a reducdo dos niveis do ROS em C. elegans com extratos de mate de Ilex
paraguariensis. Todos os resultados do T> foram similares aos obtidos por Chardo et al.
(2015) sobre avaliagdo da produgdo de ROS durante 100 minutos ap6s da exposi¢cdo com
nanoparticulas lipidicas em na massa de C. elegans. O fundamento destes resultados ¢ que as
espécies reativas de oxigénio sao moléculas caracterizadas por presentar um ou dois elétrons
desapareados em seu orbital mais externo e ao menos uma molécula de oxigénio, o que as faz
extremadamente reativas, atacam a moléculas com alta instabilidade eletronica como atomos
de nitrogénio das proteinas, acidos nucléicos (ADN e ARN). A geracao do ROS no C. elegans
se produz em diferentes partes da célula do animal como resultado das reacdes metabdlicas,
sendo a principal fonte de geragdo do ROS a mitocOndria, na cadeia de transporte de elétrons
onde entre 0,125 e 2% do oxigénio ¢ convertido em ROS (HERRERO; BARJA, 2000;
MULLER et al., 2000).
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3.8.2 Longevidade em C. elegans

Neste estudo, os animais tipo selvagem foram tratados desde L1 por todo o
tempo de vida, tratadas com 7,5 ulL das concentracdes de 50, 100 e 150 mg/mL, das
nanoesferas de Tz e Ty, e 0 numero de animais vivos foram contados diariamente. A primeira
etapa que se realizou foi uma sincronizagdo dos animais para aislar a massa de ovos, em
termos de horas e ter nematoides no estado L1 e em essas condigdes poder comegar o teste de

longevidade nos nematoides (Figura 7C).

Figura 7 — Nematoide adulto-L4, sometidos ao efeito das nanoesferas To na concentracdo de
50 (mg/mL) com 37 dias de vida (A), Nematodide controle L; (B), Nematoides sincronizados
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Na Figura 8 e Tabela 7, apresentam-se os resultados obtidos do experimento
realizado a 20 °C e as curvas de sobrevivéncia de C. elegans do tipo selvagem (N2) tratadas

com concentra¢des de nanoesferas de T (50 mg/mL), T2 (100 mg/mL), T> (150 mg/mL), Ty
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(50 mg/mL), Ty (100 mg/mL) e Ty (150 mg/mL), respectivamente. Todas as amostras
comparadas com o controle apresentaram diferenga estatistica.

Pode-se observar que as nanoesferas T> (50, 100 e 150 mg/mL) tiveram menor
tempo de sobrevivéncia media (16, 18 e 21 dias, respectivamente) que o controle (18,5 dias),
também encontraram-se tempos de longevidade baixo a sobrevivéncia maxima (25, 25 ¢ 26
dias) que o controle (27 dias), portanto a porcentagem da reducdo da sobrevivéncia media
respeito ao controle foi de (-13,51, -2,70 e 13,51%), mais nenhum a amostra desse grupo de

tratamentos superou a sobrevivéncia maxima do controle.

Figura 8 — Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos nematoides C. elegans do tipo
selvagem (N2), tratados com nanoesferas dos residuos da vinificagdo. T» (Shiraz) e To
(Merlot), em diferentes concentracdes.
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Sobre a analise dos resultados do outro grupo, o tratamento To (50, 100 e 150
mg/mL), obtiveram-se 6timos resultados de longevidade, com maior tempo de sobrevivéncia
media (23,5, 22 e 23 dias, respectivamente) que o controle (18,5 dias), além de resultaram ter

maior tempo de sobrevivéncia maxima (37, 34 e 30 dias) superando ao controle (27 dias)
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sendo a porcentagem da redug¢do da sobrevivéncia media por cima do controle que foi de
(27,03, 18,92 e 24,32 %), A nanoesfera Ty (50 mg/mL) apresentou o maior tempo de
longevidade comparada com os demais tratamentos € com o controle, com 37 dias de
sobrevivéncia, superando muitos estudos sobre o efeito biologico de sobrevivéncia em
organismos de C. elegans. Dos resultados obtidos in-vivo pode-se verificar que, para que os
organismos do C. elegans apresentem maior tempo de sobrevivéncia (longevidade) ¢
importante a consideracao da qualidade e quantidades de moléculas fenolicas e antioxidantes,

a ser adicionado na sua alimentacao.

Tabela 7 - Efeito das nanoesferas sobre a longevidade do C. elegans tipo selvagem

Grupos Sobrevivéncia Sobrevivéncia Porcentagem de Log-Rank n
Média (Dias) Média (Dias) reducéo da p-value
Maxima Sobrevivéncia

Média ao controle

Controle 18,5 27 - -

T2 (50 mg/mL) 16 25 -13,51 <0,0001 100
T2 (100 mg/mL) 18 25 -2,70 <0,0001 100
T2 (150 mg/mL) 21 26 13,51 <0,0001 100
To (50 mg/mL) 23,5 37 27,03 <0,0001 100
To (100 mg/mL) 22 34 18,92 <0,0001 100
To (150 mg/mL) 23 30 24,32 <0,0001 100

T»: Nanocépsulas de extrato Shiraz, To: Nanocéapsulas de extrato Merlot

Em nosso estudo determinou-se que a maior concentracdo de metabdlitos
fenolicos e antioxidantes, permitiram obter menor tempo de sobrevivéncia, ao parecer na
maior concentracdo estes metabolitos atuam como pro-oxidantes provocando um estresse
oxidativo a nivel mitocondrial da célula do C. elegans, produzindo elétrons ndo apareadas
manifestando-se como radicais livres, originando a morte antecipada dos animais. Foi
possivel comparar este mecanismo com o resultado do controle. Dos resultados do grupo de
nanoesferas Ty em sua caracterizacao fisicoquimica demonstraram conter menor quantidade
de fenolicos, flavonoides e menor capacidade antioxidante do que as nanoesferas T>. Nesta

parte determinou-se que as nanoesferas de To (50 mg/mL) produziram 37 dias de longevidade
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frente aos 25 dias do controle, obtendo um porcentagem de 27,03% mais de sobrevivéncia
dos organismos vivos do C. elegans (Figura 7A). Os resultados de nosso estudo monstraram
maior tempo de sobrevivéncia que os reportados por Chen et al. (2013b), onde prolongou-se
a vida util em 10,5% de C. elegans suplementados com trigo roxo rico em antocianinas.
Também foi superior aos reportados por Amigoni et al. (2017) que determinaram um controle
de 23 dias e com extrato de café verde uma sobrevivéncia dos C. elegans de 29 dias.
Também foram superiores aos reportados por Lima et al. (2014) frente a utilizacao de extratos
de Ilex paraguariensis (erva mate), obtendo até 25 dias de sobrevivéncia dos C. elegans.

Isto quer dizer que para ter maior longevidade nos organismos vivos deve
existir um equilibrio da doacdo de elétrons por parte dos fenodlicos das nanoesferas a um nivel
quantico e que este equilibrio deve estar relacionado com a estabilidade quimica, tamanho de
particula e energia livre. A morte prematura ¢ o envelhecimento dos organismos acontece
por causa da geracdo de espécies reativas de oxigénio pela mitocondria (estresse oxidativo).
Ou seja, o envelhecimento aparece a medida que o organismo vivo acumula lesdes oxidativas.
Para fundamentar isto, existe uma serie de mecanismos que tratam de explicar a longevidade,
entre eles lesdes na molécula de ADN, modificagdes na expressdo genética, restri¢ao calorica,
estresse oxidativo nas mitocondrias e encurtamento dos teldomeros. O mecanismos do estresse
oxidativo gera-se quando o O> molecular que € um bi radical e que apds da adigdo seqiiencial
de quatro elétrons e protons na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, gera agua
produzindo grande quantidade de energia celular adenosina trifosfato (ATP). Como pode
gerar moléculas parcialmente reduzidas em um, dois e trés elétrons, correspondem ao radical
superoxido, H>O» e radical hidroxilo, que sdo chamados espécies reativas de oxigénio (ROS)
e causam dano oxidativo em macromoléculas celulares como lipidios, proteinas e DNA. Em
C. elegans, elevadas concentragdes de fenolicos e antioxidantes, poderiam estar apresentando
este mecanismo como foi o caso da nanoesferas de T, no entanto, as concentracdes
moderadas de antocianinas, fenolicos e flavondides, pode estar levando a ter um equilibrio de
estresse oxidativo e pareamento de elétrons nas mitocondrias, prolongando a supervivéncia

dos organismos vivos neste caso dos C. elegans (HERRERO; BARJA, 2000).

4 CONCLUSOES

Foram produzidas nanoparticulas formuladas a partir de extratos de diferentes

residuos da vinificagdo, obtendo os maiores contetidos de compostos fendlicos e atividade

antioxidante as nanoesferas elaboradas com extrato de residuos Shiraz € Merlot.
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Determinou-se em fun¢do do tamanho de particulas, indice de polidispersao e
potencial zeta, que as melhores tratamentos para serem consideradas como nanoesferas
perteneceram as formulas elaboradas com extratos de residuos Shiraz e Merlot, encapsuladas
com maltodextrina DE15,5, com secagem por atomizagao.

Das caracteristicas morfologicas, as nanoparticulas produzidos por
liofilizag¢do apresentaram formas irregulares e tamanho de particulas grandes, entretanto as
produzidas por atomizacao foram de forma uniforme, esféricas e de tamanho muito pequeno.

Em relagdo a caracterizacdo fisica, as nanoesferas T> e To, apresentaram baixa
umidade e baixa atividade de 4agua, portanto podem definir-se como encapsulagdes
microbiologicamente estavéis. Além disso, tiveram boas caracteristicas de solubilidade,
higroscopicidade, molhabilidade e grau de aglomeracdo, devido ao efeito das boas condigdes
do agente carreador e os parametros de encapsulamento.

A andlise das transi¢des térmicas, mostrou que o termograma das nanoesferas
T2 e Ty, apresentaram um valor de temperatura de transi¢do vitrea (Tg) acima da temperatura
ambiente. Alem apresentaram um pico endotérmico com um ponto de fusdo na faixa da
presenca de compostos fenolicos, fora disso as nanoesferas tiveram um valor de energia livre
muito negativo, ideal para ser considerado nas ligagdes intracelulares e mitocondriais.

Durante a digestdo gastrointestinal, a nanoesfera T> teve maxima libera¢do dos
fenolicos e antioxidantes na fase da boca, mas ligera liberagdo no estomago e intestinos. O To
apresentou ligera liberacdo na boca e o estdomago, mas teve maior quantidade de liberagdo no
intestino delgado e grosso.

As nanoesfera T,, formuladas com extrato de residuo Shiraz aumentaram a
producao de ROS, sinal de estresse oxidativo e tiveram valores de fluorescéncia por cima do
controle, sendo os tempos de sobrevivéncia maxima menores que o controle.

As nanoesfera Ty, formuladas com extrato de residuo Merlot apresentaram alta
resisténcia a producao de ROS, o que ¢ um sinal de estresse oxidativo, obtendo valores de
fluorescéncia por baixo do controle, especialmente a concentracdo de 150 mg/mL. Além
disso, essas nanoesferas aumentaram a longevidade no nematéide C. elegans, em particular o
de 50 mg/mL que chegou a ter maxima supervivéncia de 37 dias, quando comparado com o

controle que sobreviveu 27 dias (37.04% de aumento na longevidade).
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4.1 CONCLUSOES PARCIAIS

Da caracterizagao dos residuos de uva procedentes da vinificagdo apresentou
valores fisico-quimicos favoraveis para sua estabilidade como substrato ideal para sua
conservagdo € uso no processo industrial. Da composicdo quimica centesimal, fenolica e
antioxidante, o residuo Merlot foi o que apresentou o conteudo mais baixo de valor
energético, valores mais altos em antocianinas, flavonoides totais e fenolicos totais. Estes
resultados tiveram uma relacdo direita sobre métodos de sequestro de radicais livres ABTS e
DPPH, onde o residuo de uva da variedade Merlot apresentou os valores mais altos de
atividade antioxidante e¢ do poder redutor como um indicativo de sua alta atividade
antioxidante.

Em relacdo a extrac¢do solido-liquido dos compostos fenodlicos, o melhor
tratamento foi o que utilizou metanol acidificado (98%; pH 1,5; 24 horas) devido a sua alta
polaridade quimica entre o solvente e os principios ativos dos residuos da vinificagdo. O
extrato da variedade Merlot reportaram maior conteudo de antocianinas, caratacteritica
demostrada pelos O0timos parametros cromaticos de cor, onde este residuo teve uma alta
tonalidade de cor vermelha. Porém o contetido de flavonoides totais e trans-resveratrol foi
maior no extrato do residuo Shiraz. Portanto o alto valor de atividade antioxidante no extrato
Merlot foi conseqiiéncia da alta presenca de antocianinas e o alto valor de atividade
antioxidante no extrato Shiraz foi devido a alta presenca de flavondides totais e trans-
resveratrol, responsaveis da boa capacidade de seqiiestrar radicais livres ABTS e DPPH.
Esses resultados confirmam que os extratos dos residuos Merlot e Shiraz, podem ser
considerados como boas fontes naturais de fendlicos, flavonodides totais, resveratrol e de alta
capacidade antioxidante.

Das nanocapsulas formuladas a partir dos extratos de residuos da vinificacao,
os maiores valores de antocianinas, fenolicos, flavonoides totais e atividade antioxidante,
foram das nanocdapsulas identificadas como T2 e To. Além disso, se determinou que eles
apresentaram boa estabilidade e que perteneceram as formulas conformados com extratos de
residuos da variedade Shiraz encapsuladas com maltodextrina DE15,5 por Spray dryer (T2) e
os residuos da variedade Merlot encapsuladas com maltodextrina DE15,5 por Spray dryer
(T9). Em relacdo a caracterizagao fisica das nanocapsulas T, e To, apresentaram boas
caracteristicas de solubilidade, higroscopicidade, molhabilidade e grau de aglomeracao,
devido ao efeito das boas especificagdes do agente carreador e os parametros de

encapsulamento. A temperatura de transicao vitrea (Tg) indicou que as nanocapsulas T2 e T9
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apresentaram boa estabilidade e que podem ser armazenadas a cima da temperatura ambiente.
O termograma das nanocapsulas apresentaram um pico endotérmico com um ponto de fusdo
que ficou na faixa da presenca de compostos fenolicos, fora disso as nanocapsulas tiveram
um valor de energia livre negativo, ideal para ser considerados nas ligagdes intracelulares e
mitocondriais.

Durante a digestdo gastrointestinal o encapsulado T teve maxima liberacao
dos fenolicos e antioxidantes na fase da boca, menor liberagao no estomago e intestinos. O To
apresentou menor liberagdao na boca e o estomago, mas apresentou maior quantidade de
liberagdo nos intestinos delgado e grosso.

Durante a avaliagdo do estresse oxidativo in vivo sobre os nematoides C.
elegans, demonstrou-se que as nanocapulas de residuos de Shiraz aumentaram a producao de
ROS por cima do controle e os tempos de sobrevivéncia maxima foram menores que o
controle. Porém as nanocépsulas de residuos de Merlot tiveram alta resisténcia a producao de
ROS sinal de estresse oxidativo e apresentaram valores de fluorescéncia por baixo do
controle, especialmente a concentracdo de 150 mg/mL. Além disso, essas nanocapsulas
aumentam a longevidade em nematdide C. elegans, em particular o de 50 mg/mL que chegou

a ter maxima subrevivéncia de 37 dias, maior que o controle de 27 dias (37.04% de aumento).

4.2 CONCLUSAO GERAL

Extrait-se os compostos fenolicos dos residuos da vinificagdo que
apresentaram boas caracteristicas antioxidantes e que permitiram produzir nanocapsulas de
extratos de residuos Shiraz e Merlot, que mostraram boas caracteristicas fisicas, quimicas,
fenolicas e de atividade antioxidante. Quando avaliadas pela digestdo gastrointestinal “in
vitro” mostraram capacidade de liberagio de  compostos fenolicos com atividade
antioxidante. Quando avaliadas biologicamente produziram efeitos positivos na longevidade e

negativos no estresse oxidativo dos vermes de C. elegans.
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Tabela 1 - Valores de digestdo in vitro das nanoesferas com relagdo a compostos fendlicos e
capacidade antioxidante dos extratos de residuos da vinificacdo.

(T2)

Analises

Nanocapsula

Boca

Estomago

Intesino delgado

Intestino grosso

Fenolicos totais

4530,86+0,35* 3936,63+3,48"

3191,32+2,28?

1634,15+1,64*

1556,56+2,85%

Flavondides
totais 29,55+1,30*  21,58+3,86" 21,26+0,18* 9,35+0,19* 8,5340,19°
DPPH 665,55+2,96*  511,44+0,91*°  498,39+0,66* 268,15+0,42° 270,49+0,73*
ABTS 1850,19+2,12% 1845,24+9,81* 1597,22+8,28* 186,34+9,04* 499,73+9,14*
Poder redutor 1,565+£0,021*  0,769+0,022*  0,764+0,029* 0,554+0,042* 0,583+0,017*
Resveratrol 0,538+0,007*  0,131%0,002* 0,104=+,03E-05* 0 0
(To)
Intesino
Nanocapsula Boca Estomago delgado Intestino grosso
Fendlicos totais ~ 2354,55+0,54°  429,39+2,85° 261,00+1,64°  978,01+2,63° 911,47+3,48°
Flavonoides
totais 13,93+0,97° 13,25+0,36° 13,88+0,18° 8,17+0,11° 7,73+0,19°
DPPH 359,16+3,37°  349,2240,39°  351,02+0,22°  86,01+0,93° 36,08+0,51°
ABTS 497,91+£2,76°  493,10+0,42° 369,82+2,44%  213,90+0,19° 458,94+1,07°
Poder redutor 0,768+0,006*  0,538+0,017° 0,478+0,084°  0,412+0,027* 0,411£0,017*
Resveratrol 0,271+0,004*  0,132+4,4E-04* 0,13149,2E-06" 0 0

MD; Malto Dextrina, ExS: Extrato de Shiraz, ExM: Extrato de Merlot. Letras mintasculas

nas coluna

comparadas entre T2 e T9, Letras minasculas iguais entre os extratos indicam que ha diferenga estatistica entre

as amostras.
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Tabela 1 — Dados experimentais para construir a curva padrao dos fenolicos totais

ANEXO IT

uL Sol. Promedio

ug/mL. Mae (ac. Metanol ABS (750) ABS

G.) ulL (750nm)  ABS
R1 R2 R3

0,004 2 998 0,069 0,079 0,079 0,076 0,020
0,008 4 996 0,082 0,098 0,098 0,093 0,037
0,016 8 992 0,138 0,137 0,137 0,137 0,081
0,03 15 985 0,193 0,193 0,193 0,193 0,139
0,04 20 980 0,2 0,2 0,2 0,200 0,195
0,06 30 970 0,203 0,204 0,204 0,2037 0,199

Tabela 2 — Dados experimentais para construir a curva padrao dos flavonoides totais

Volume Metanol TOTAL ABS (510 nm)
Conc. (uL) (uL) (uL)
No (mg/mL) R1 R2 R3 Promedio
1 0,006 20 980 1000 0,061 0,059 0,065 0,062
2 0,012 40 960 1000 0,117 0,119 0,116 0,117
3 0,018 60 940 1000 0,175 0,172 0,178 0,175
4 0,024 80 920 1000 0,223 0,234 0,237 0,231
5 0,03 100 900 1000 0,286 0,292 0,297 0,292
6 0,0525 175 825 1000 0,498 0,497 0,495 0,497
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ANEXO I1I

Tabela 1 — Dados experimentais para construir a curva padrao da atividade antioxidante pelo
método DPPH.

Micro Sol. Vol. D C ted
Molar Padrao Etanol total ABS (515 nm) ABS egrec (;)ercrfecccee
uM ul ul ul R1 R2 R3 R4 Promedio ABS ABS
0 0 1000 1000 1,006 1,041 1,044 1,044 1,0430 0,0610  0,0000
80 40 960 1000 0,942 0,938 0,929 0,936 0,9343 0,1697  0,1087
160 80 920 1000 0,855 0,855 0,855 0,855 0,8550 0,2490  0,1880

240 120 880 1000 0,789 0,766 0,759 0,758  0,7610  0,3430  0,2820
320 160 840 1000 0,668 0,672 0,669 0,669 0,6700 0,4340 0,3730
400 200 800 1000 0,526 0,567 0,568 0,565 0,5667  0,5373  0,4763
600 300 700 1000 0,398 0,321 0,325 0,309 0,3183  0,7857  0,7247

Sol.: solugdo, Etnol: Etanol

Tabela 2 - Dados experimentais para construir a curva padrao da atividade antioxidante pelo
método ABTS.

Micro Sol. Volum Corrigido
Molar  Padrdo Etanol e total ABS (734 nm) Promedi Decrece  decrece
uM ulL uL ulL R1 R2 R3 0 ABS ABS
0 0 1000 1000 0,678 0,678 0,678 0,678 0,0220 0,000
100 50 950 1000 0,654 0,653 0,657 0,655 0,0453 0,023
500 250 750 1000 0,563 0,552 0,548 0,554 0,1457 0,124

1000 500 500 1000 0,454 0,45 0,45 0,451 0,2487 0,227
1500 750 250 1000 0,335 0,273 0,279 0,296 0,4043 0,382
2000 1000 0 1000 0,206 0,152 0,147 0,168 0,5317 0,510

Tabela 3 - Dados experimentais para construir a curva padrao do resveratrol.

pL Sol. Promedio
mg/mL Mae Metanol ABS ABS
(ac. G.) ulL R1(ABS) R2(ABS) R3(ABS) (308nm) (308 nm)
0 0 1000 0,056 0,056 0,056 0,056 0,000
0,001 1 999 0,069 0,079 0,079 0,076 0,020
0,003 3 997 0,082 0,098 0,098 0,093 0,037
0,005 5 995 0,138 0,141 0,138 0,139 0,083
0,008 8 992 0,2 0,222 0,2 0,207 0,151

0,01 10 990 0,323 0,333 0,313 0,323 0,267
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Tabela 1 - Dados experimentais da fluorescéncia liquida nos C. elegans.

ANEXO IV

Amostra T Lig. Ameostra T Liq. Ameostra T Liq. Ameostra T Ligq.
Al 5 476 A2 5 504 A3 5 465 A 4 5 463
Al 30 594 A2 30 620 A3 30 587 A4 30 590
Al 60 722 A2 60 825 A3 60 757 A 4 60 788
Al 90 1120 A2 90 1121 A3 90 1051 A 4 90 1052
Al 120 1613 A2 120 1516 A3 120 1562 A 4 120 1470
B 1 5 1320 B2 5 1372 B3 5 1278 B 4 5 1293
B 1 30 1595 B2 30 1607 B3 30 1662 B 4 30 1699
B 1 60 2204 B2 60 2040 B 3 60 2064 B 4 60 2083
B 1 90 2865 B2 90 2883 B 3 90 2778 B 4 90 2793
B 1 120 3935 B2 120 3755 B3 120 3713 B 4 120 3792
C1 5 1676 Cc2 5 1600 C3 5 1673 C4 5 1560
C1 30 2033 Cc2 30 2010 C3 30 1988 C4 30 2015
C1 60 2534 Cc2 60 2555 C3 60 2563 C4 60 2562
C1 90 3454 Cc2 90 3480 C3 90 3486 C4 90 3337
C1 120 4506 Cc2 120 4467 C3 120 4378 C4 120 4346
D 1 5 -210 D2 5 -214 D3 5 230 D 4 5 201
D 1 30 -141 D2 30 -180 D 3 30 -152 D 4 30 -151
D 1 60 -81 D2 60 -141 D 3 60 -140 D 4 60 -133
D 1 9 75 D2 90 21 D3 9 &9 D 4 90 6
D 1 120 282 D2 120 238 D 3 120 229 D 4 120 253
E 1 5 400 E 2 5 457 E 3 5 402 A 4 5 -430
E 1 30 -316 E 2 30 -373 E 3 30 -318 E 4 30 -336
E 1 60 -193 E 2 60 -195 E 3 60 -152 E 4 60 -198
E 1 90 -61 E 2 90 43 E 3 9 20 E 4 90 -75
E 1 120 182 E 2 120 223 E3 120 245 E 4 120 216
F 1 5 -645 F 2 5 =690 F 3 5 -710 F 4 5 -662
F 1 30 -558 F 2 30 -603 F 3 30 -569 F 4 30 -531
F 1 60 -422 F2 60 -519 F 3 60 -463 F 4 60 -481
F 1 90 -275 F 2 90 -344 F 3 90 -293 F 4 90 -270
F 1 120 -39 F2 120 -110 F 3 120 -109 F 4 120 -61

CONTROLE

CTRL 1 5 69 CTRL 2 5 57 CTRL 3 5 8

CTRL 1 30 38 CTRL 2 30 39 CTRL 3 30 88

CTRL 1 60 34 CTRL 2 60 32 CTRL3 60 71

CTRL 1 90 148 CTRL 2 90 113 CTRL 3 90 118

CTRL 1 120 347 CTRL 2 120 286 CTRL 3 120 267
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Tabela 2 — Proporcdes de sobrevivéncia dos C. elegans

AMOSTRAS
Dias A B C D E F Controle
0,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
1,000
2,000
3,000
4,000
5,000
6,000
7,000
8,000 94,44444
9,000
10,000 95,2381
11,000 90,47619 95,2381
12,000 85,71429 97,22222 88,88889
13,000 92,30769 83,33334
14,000 71,42857 85,71429  94,44444 77,717778
15,000 57,14286 80,95238 91,66666 90,47619  72,22222
16,000 47,61905 76,92308 71,42857 91,66666 61,11111
17,000 42,85714 69,23077 83,33334 80,95238 55,55556
18,000 38,09524 46,15385 61,90476 80,55556 79,16666 76,19048 50,000
19,000 38,46154 52,38095  72,22222 70,83334 66,66666 22,22222
20,000 33,33333 15,38461 61,11111 66,66666 57,14286
21,000 19,04762 42,85714 58,33333 62,500 16,66667
22,000 9,523809 7,692307 33,33333  55,55556 45,83333 52,38095 11,11111
23,000 23,80952 50,000 41,66667 42,85714  5,555555
24,000 4,761905 9,523809 47,22222 37,500 28,57143
25,000 0,000 0,000 4,761905 33,33333 20,83333
26,000 0,000 30,55556 23,80952
27,000 12,500 19,04762 0,000
28,000 27,77778 14,28571
29,000 16,66667 4,166667 4,761905
30,000 11,11111 0,000
31,000
32,000 5,555555
33,000 2,777778
34,000 0,000
35,000
36,000

37,000 0,000




