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RESUMO

Os flavondides sédo considerados excelentes antioxidantes, capazes de interagir com
espécies reativas de oxigénio com grande eficiéncia. Varios sdo os métodos para
testar a atividade antioxidante, podendo ser usados para compostos isolados e
extratos. Diversos estudos tém demonstrado que a Vitis vinifera € fonte natural de
antioxidantes e rica em compostos fendlicos. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
potencial antioxidante de extratos concentrados de frutos de Vitis vinifera e de suco
de uva integral em sistemas carreadores aditivados. Como objetivos secundarios
foram incluidos: O preparo de sistemas carreadores a base dos extratos concentrados
obtidos. Além disso, comparar a atividade antioxidante dos extratos concentrados nos
sistemas carreadores, avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas e a estabilidade dos
sistemas carreadores. Foram preparados extratos a partir das amostras e analisados
o melhor método de extracdo desses frutos, avaliando a partir de espectrofotdmetro
qual metodologia apresentou maiores concentracdes de fendlicos totais e flavonoides.
De acordo com os resultados obtidos a amostra obtida através do método de
rotaevaporacao exibiu maiores concentracdes de fendlicos totais e flavonoides, e apés
analise do sequestro de radicais livres, observou-se que a amostra de Vitis vinifera in
natura apresentou maiores atividades antioxidantes quando comparada com 0 suco
de uva integral. Ainda obteve-se como resultado que a utilizacdo de um complexo
carreador ndo promoveu estatisticamente um maior potencial antioxidante.

Palavras chave: Antioxidante, Uva, DPPH, Compostos fendlicos



ABSTRACT

Flavonoids are considered excellent antioxidants, capable of interacting with reactive
oxygen species with great efficiency. Several methods are used to test the antioxidant
activity and can be used for isolated compounds and extracts. Several studies have
shown that Vitis vinifera is a natural source of antioxidants and rich in phenolic
compounds. The objective of this work was to evaluate the antioxidant potential of
concentrated fruit extracts of Vitis vinifera and of integral grape juice in additive carrier
systems. As secondary objectives were included: The preparation of carrier systems
based on the concentrated extracts obtained. In addition, to compare the antioxidant
activity of the concentrated extracts in the carrier systems, to evaluate its physical-
chemical characteristics and the stability of the carrier systems. Extracts were
prepared from the samples and the best method of extracting these fruits was
analyzed, evaluating from the spectrophotometer which methodology presented higher
concentrations of total phenolics and flavonoids. According to the results obtained the
sample obtained by the method of rotaevaporation exhibited higher concentrations of
total phenolics and flavonoids, and after analysis of the free radical sequestration, it
was observed that the sample of Vitis vinifera in natura presented higher antioxidant
activities when compared with the whole grape juice. It was still obtained as a result
that the use of a carrier complex did not statistically promote a higher antioxidant
potential.

Key words: Antioxidant, Grape, DPPH, Phenolic compounds
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1. INTRODUCAO

A uva € uma das frutas mais cultivadas no mundo com aproximadamente 75
milhdes de toneladas em 2014 (FAOSTAT, 2014). No Brasil, h4 predominancia do
cultivo de uvas da espécie Vitis vinifera para elaboracéo de vinhos finos e da espécie
Vitis labrusca, caracterizada pelas uvas americanas e hibridas utilizadas na
elaboracao tanto de vinhos de mesa e sucos quanto para o consumo in natura. Estima-
se que cerca de 80% das uvas produzidas € destinada a fabricacédo de vinhos. Neste
processo de industrializacdo sdo gerados residuos liquidos e soélidos (RIBEIRO,
2016).

A uva pode conter diferentes substancias bioativas, como os flavonoides (flavanois,
flavonois, flavonas, antocianidinas, entre outros) e os compostos de natureza néo
flavonoide (4cidos fendlicos, benzoicos, cinamicos e estilbenos), os quais
permanecem no residuo devido a sua extracao incompleta durante o processamento.
Apesar disso, boa parte do residuo da uva ainda é utilizado como adubo ou na
alimentacao animal (RIBEIRO, 2016).

Os bioativos presentes na uva, ndo estdo somente relacionados aos fendlicos, mas
também, estdo associados aos acidos graxos poli-insaturados presentes nas
sementes, como os acidos linoleico e linolénico que sdo essenciais visto que nao
podem ser sintetizados pelo organismo humano. Além disso, os compostos bioativos
podem apresentar diversas atividades bioldgicas, tais como atividade antioxidante,
capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio, capacidade de sequestrar
eletrdlitos, capacidade de quelar metais e capacidade de modular a atividade de
algumas enzimas celulares (MELO, 2011).

Desta forma, essas substancias podem proteger os constituintes celulares e limitar
o risco de desenvolvimento de doencas associadas ao estresse oxidativo tecidual e
nos sitios de inflamacéo em certas doencas, como por exemplo, a artrite reumatoide.
Existem estudos sobre a composicdo e determinacdo de compostos bioativos da uva,
entretanto, sdo pesquisas relacionadas as fracdes separadas do bagaco de uva
constituido por cascas, sementes e polpa (BOUTERFAS et al., 2016).

Alguns frutos possuem uma gama de compostos bioativos vegetais. Estes

apresentam grande atividade antioxidante, moléculas como: carotendides,
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flavondides, acidos cindmicos, acidos benzoicos, é&cido félico, acido ascorbico,
tocoferdis, tocotriendis, terpendides, alcaldides e polifendis sdo naturalmente
sintetizadas pelas plantas e possuem alto poder antioxidativo (GHASEMZADEH,
JAAFAR e RAHMAT, 2010). Apesar da existéncia de varios agente antioxidantes
sintéticos, seu consumo a longo prazo pode gerar problemas indesejados a saude
(BOUTERFAS et al., 2016). Portanto, a necessidade de substancias naturais, seguras
e de baixo custo, faz das plantas organismos de grande interesse para a industria
farmacéutica, cosmética, alimenticia, dentre outras. Ainda ha poucos estudos que
contemplem as caracteristicas fisicas e quimicas, o perfil dos compostos fendlicos
remanescentes e o potencial antioxidante da uva em sua totalidade, considerando
todo o residuo gerado pela industria.

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo, avaliar a atividade
antioxidante das uvas das espécie Vitis vinifera da variedade Vitoria e do Suco de uva
Integral contendo um mix de uvas da espécie Vitis Vinifera das variedade Isabel e
Bordd. As amostras foram associadas a sistemas carreadores objetivando uma maior
estabilidade e maiores resultados no teor de compostos fendlicos e uma maior

reducao de radicais livres.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante de extratos de frutos de Vitis vinifera e sistemas
carreadores aditivados.

2.1.1 Objetivos Especificos

Preparar extratos a partir dos frutos da Vitis vinifera e do Suco de Uva Integral
Industrializado

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e estabilidade dos extratos.

Otimizar a metodologia de extracdo de bioativos antioxidantes

Quantificar o teor de Fendlicos Totais nos extratos.

Quantificar o teor de Flavondides nos extratos.

Preparar os sistemas carreadores a base dos extratos concentrados obtidos.

Avaliar e comparar a atividade antioxidante dos extratos concentrados nos
sistemas carreadores.
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3. Justificativa

O interesse por substancias que tenham efeito antioxidante comprovado provém
do fato que essas substancias geralmente apresentem agao antienvelhecimento, uma
vez que protegem o tecido cutaneo de agressdes geradas por radicais livres. Algumas
plantas medicinais e frutos constituem uma importante fonte de recursos terapéuticos,
conforme atestam diversos medicamentos provenientes de substancias de origem
vegetal ou inspirados em seus componentes (CASANOVA et al., 2017).

O uso de sistemas nanotecnoldgicos como forma de veicular ativos dermocosméticos
podem contribuir para uma melhor liberacdo e estabilidade desses ativos, melhorando
assim os beneficios de tratamento inovadores para a saude.

A combinacdo de substancias ativas mostra-se particularmente promissora no
tratamento de doencas complexas, pois permite a atuacao simultanea sobre diversos
alvos, garantindo maior eficacia e menor chance de resisténcia aos farmacos
empregados. Nesse contexto as plantas medicinais e seus metabdlitos tém sido objeto
de crescente interesse. Suas interacdes farmacoldgicas, que podem ser observadas
tanto entre componentes de extratos vegetais quanto entre produtos naturais e
farmacos sintéticos, apresentam significante potencial terapéutico (CASANOVA et al.,
2017). Entretanto, sdo necessarios métodos de estudo adequados para compreendé-

las.
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4. Referencial Tebrico

4.1 PELE

A pele é o o6rgdo mais extenso do corpo humano, correspondendo a
aproximadamente 15% do peso corporal e 1,80 m? em um adulto de porte médio
(SIMON, 2013). Este 6rgao reveste e protege o organismo, exercendo funcdes como
termorregulacéo e controle hemodinamico, além de sintese e excrecdo de metabdlitos
como vitaminas e hormonios (AZULAY, 2011). Estruturalmente, a pele € composta por
trés localizagbes principais: a hipoderme composta pelo tecido subcutaneo ou
adiposo, a derme sobrejacente composta pelo tecido conjuntivo frouxo e pelo tecido
conjuntivo denso ndo modelado, e a epiderme, camada superficial composta pelo
tecido epitelial (ANISSIMQV et al. ,2013). (FIGURA 1).

Figura 1. Esquematizacdo das camadas principais da pele: epiderme, derme e hipoderme.

r<—— Pele com pélo ——=— Pegle glabra —»
Disco de )
Merkel =

- ———————

Limite
epiderme-derme —__ =

T -
Terminagao — PSS Etie
nervosa livre

Corplisculo —
de Meissner

Receptor do —
foliculo piloso

Corpusculo—"
de Pacini

Corpusculo — 2
de Ruffim

Fonte: (BEAR, M.F; CONNORS, B,W.; PARADISO, M.A. 2002)
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A epiderme, com uma espessura média de 1,00 a 4,00 mm é, por sua vez,
subdividida em quatro camadas: basal, espinhal, granulosa e por fim, a camada
cérnea, considerada o verdadeiro limite entre o organismo e o meio exterior (DRENO,
2008). Segundo Ribeiro (2006), a pele possui diversas funcdes tais como: protecao
contra agentes fisicos, quimicos e biolégicos do ambiente (relativamente
impermeavel); regulacdo de temperatura; excrecao; sensibilidade tatil; producdo de
vitamina D. Ainda segundo Ribeiro (2006) Também a cor da pele varia em relacéo
com a raga, idade, sexo e regides corporais, dependendo predominantemente da
quantidade de pigmentos (melanina, oxi-hemoglobina, hemoglobina reduzida,

melandide, carotenos) existentes.

De acordo com Spencer (1991) a derme € uma camada de tecido conjuntivo fibroso
irregular, com fungcé&o de nutrir e proteger o corpo contra lesdbes mecanicas. O seu
desenvolvimento se da a partir da mesoderme embrionaria, assim como os musculos
e 0 esqueleto. Contém algumas fibras elasticas e reticulares, assim como muitas fibras
colagenas, e € bem suprida por vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos. As fibras
elasticas mantém a elasticidade da pele, sdo imprescindiveis a correta manutencao
do tegumento e formam uma espessa e sélida rede na derme profunda. Possui um
tempo de vida de cerca de 180 dias e é degrada pela enzima elastase. Ja as
reticulares se localizam principalmente ao redor de glandulas, foliculos do pélo e
agrupados na regido subepidérmica, aumentando de tamanho e sendo mais
desenvolvidas quando héa intensa atividade fibroblastica, como por exemplo, na

sarcoidose, tuberculose e tumores.

Ja a camada papilar € considerada como a mais superficial e caracteriza-se por
possuir fibroblastos, fibras colagenas, fibras elasticas, mastécitos e macréfagos. Esta
camada recebe esse nome por causa de suas numerosas papilas que se projetam na
regido dérmica. Estende-se pouco abaixo das bases da papila, onde se liga a camada
reticular. Inidmeras dessas papilas contém alcas capilares e outras possuem
receptores sensoriais especializados que reagem a estimulos externos, como
mudancgas da temperatura e pressdo (SPENCER, 1991; DI DIO el col., 2002;
GUIRRO, 2004).

Boigly (1986) e Spencer (1991), delineiam que a hipoderme pode ser descrita como
a ultima camada da pele e se localiza entre a camada tendiniforme da derme e as

superficies aponeurdticas dos 6rgdos subjacentes. E também chamado de tecido
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subcutaneo ou fascia superficial. Forma-se através de um tecido conjuntivo frouxo,
frequentemente tendo células adiposas colocadas entre as fibras. Em alguns locais
como no abdome e nas nadegas, o acumulo de gordura no tecido subcutaneo pode

ser muito amplo. Supri-se de vasos sanguineos e terminacdes nervosas.

4.1.1 Envelhecimento Cutaneo

O envelhecimento pode ser caracterizado pelo conjunto de alteragBes inevitaveis
que ocorrem progressivamente em nosso organismo ao longo de nossas vidas. E um
processo bioldégico complexo, continuo que se caracteriza por alteracées celulares e
moleculares, com diminuicdo progressiva da capacidade de homeostase do
organismo, senescéncia e/ou morte celular (DE PAULA et al., 2016). Existem dois
processos que podem ocasiona-lo: o envelhecimento intrinseco, processo biologico
gue acontece ao logo do tempo, algo inevitavel, porém estudos revelam que este
processo pode ser modulado com manipulacdes relacionadas com o envelhecimento
e o envelhecimento extrinseco, que ocorre por acumulos de danos ao DNA, causados
por exposi¢cdes excessivas aos raios solares ultravioletas e fatores ambientais como

poluicdo, fumo, consumo excessivo de alcool e estresse. (DE PAULA et al., 2016).

Segundo BORGES (2006), desde que nascemos o envelhecimento € um processo
natural, porém apos a terceira idade o processo fica em maior evidéncia. A qualidade
de vida a qual o organismo foi submetido relaciona-se diretamente com o
envelhecimento. O envelhecimento é um dos temas de maior relevancia na medicina
atual, tendo em vista 0 aumento da expectativa de vida da populacéo e, ao mesmo
tempo, a procura de formas para retarda-lo (BECHELLI et al, 2016). Quando se
descreve especificamente em envelhecimento cutédneo, reconhecemos o sol como o
fator ambiental mais relevante, através da acdo oxidativa das radiacdes solares,
particularmente da radiagdo UVA. (BECHELLI et al, 2016).

Na area dermatoldgica, reconhece-se que a preocupacao com o bem-estar fisico,
associado a aparéncia jovem e saudavel, € solicitacdo frequente dos pacientes nos

consultérios dermatologicos. O entendimento dos fenbmenos envolvidos com o
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envelhecimento, assim como ac¢bes que visem a sua prevencao e seu tratamento,

constitui capitulos essenciais na pratica dermatolégica moderna (SCHALKA etal., 2016).

Mais recentemente, entretanto, a ciéncia tem procurado avaliar outros fatores
ambientais, além da radiacdo solar, que possam contribuir para o aceleramento do
processo de envelhecimento cutaneo extrinseco (BECHELLI et al, 2016). Os eventos
relacionados ao envelhecimento cronolégico (intrinseco) e, principalmente, o
fotoenvelhecimento sdo mais bem conhecidos e estudados. O uso diario de medidas
de fotoprotecao, particularmente o uso de protetores solares, é reconhecido por todos
como medida essencial em um programa de prevencédo do envelhecimento. A geracao
de espécies reativas de oxigénio € comum a todos. Assim, cresce o desenvolvimento
de produtos cosmecéuticos que contenham ativos antioxidantes especificos visando

a retardar o envelhecimento cutaneo. (SCHALKA et al., 2016).

A vida moderna, particularmente nos centros urbanos, propde um estilo de vida
bastante diferente do passado, com exposicdo a novos fatores ambientais como a
poluicéo, tabaco, alimentagcéo inadequada, estresse emocional, sono irregular e ritmo
de vida acelerado (DE PAULA et al., 2016).

4.2. RADICAIS LIVRES

Os radicais livres sdo &tomos ou moléculas produzidas de maneira continua durante
0S processos metabodlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons
em varias reacdes bioquimicas, desempenhando funcBes importantes no
metabolismo (CAMPOS, 2011). A Figura 2 representa de forma simplificada o que
ocorre com uma molécula estavel (azul) ao perder um elétron. A molécula torna-se

um radical livre (em laranja), ficando altamente reativa e instavel.
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Figura 2. Diferenca estrutural da molécula estavel para uma molécula instavel.
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Fonte: BACHTOLD, 2013

A teoria dos radicais livres é atualmente a mais aceita na tentativa de explicar o
processo de envelhecimento da pele (RUIVO, 2014). Tal teoria € atribuida a Denham
Harman que, em 1956, fundou-se na observacdo de que a irradiacdo em seres vivos
levava a inducdo da formacao de radicais livres, os quais diminuiam o tempo de vida
desses seres e geravam modificagcdes semelhantes ao envelhecimento. De acordo
com esta teoria, o lento desenvolvimento de danos celulares irreversiveis leva ao
envelhecimento (GOUVEIA et al, 2016).

A geracdo de radicais livres € um processo continuo e fisiolégico podendo ocorrer
no citoplasma, nas mitocéndrias ou na membrana celular de proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA, que possui fungdes biologicamente relevantes (FRANZEN et al,
2013). Alguns radicais livres de importancia biolégica podem ser agrupados junto a
espécies quimicas nao radicalares, sob a denominagcdo Espécies Reativas, termo
utiizado para designar espécies quimicas radicalares ou nao radicalares.
(WINTERBOURN, 2008 apud FORMAN et al, 2015).


https://radicaislivres97.wordpress.com/author/bacheleren/
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Estas espécies quimicas sdo denominadas Espécies Reativas de Oxigénio (ERO),
guando provenientes da reducdo do oxigénio (como o radical hidroxila, o anion radical
superoéxido, o peroxido de hidrogénio, etc.) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN),
quando derivadas do oxido nitrico (SANTO, 2016).

As principais fontes exdgenas de radicais livres sdo alimentos ricos em gordura,
alcool, fumo, radiacao ultravioleta e o estresse, que produzem assim um aumento de
catecolaminas. Quando ocorre a formacéao de radicais livres em excesso provoca um
desequilibrio no balango entre o processo oxidativo e o antioxidativo natural, ocorrera
um estresse oxidativo (KEDE, E SABATOVICH, 2009). O estresse oxidativo decorre
de uma instabilidade entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos
sistemas de defesa antioxidante. A geracao de radicais livres ou espécies reativas nao
radicais € resultante do metabolismo de oxigénio. O sistema de defesa antioxidante
tem a funcéo de impossibilitar ou limitar os danos causados pela agéo prejudicial dos

radicais livres ou espécies reativas de néo radicais. (COQUEIRO et al., 2017).

4.3. ANTIOXIDANTES

Antioxidante € a substancia que retarda o aparecimento de alteracdo oxidativa
(MELO; BOAS, 2010). Consideram-se como antioxidantes certas substancias
presentes de forma natural ou adicionadas intencionalmente as gorduras ou aos
alimentos para retardar o aparecimento dos fendmenos de oxidacdo, mantendo
intactas suas caracteristicas sensoriais (SANTOS et al., 2010). A grande preocupacao
em estudar substancias antioxidantes vem, em detrimento dos efeitos maléficos que
os radicais livres geram ao organismo. O fato de a oxidacdo ser importantissima a
vida aerdbica faz com que os radicais livres sejam produzidos naturalmente. Os
radicais livres gerados in vivo estdao envolvidos na producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizagéo intercelular e sintese de substancias
bioldgicas de grande importancia (ROSA et al., 2012).

E de suma importancia a ingestio diaria de antioxidantes dietéticos, visto que o
sistema de defesa antioxidante humano ndo € completo sem os antioxidantes
dietéticos, e o0s componentes celulares ndo sao totalmente protegidos por

antioxidantes enddgenos, o que reforca a importancia da ingestdo diaria destes
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compostos. Assim, o consumo de antioxidantes traz inumeros beneficios ao
organismo humano contribuindo para uma melhoria na qualidade de vida da
populacdo (BIANCHI; ANTUNES, 2011; NUNES; MERCADANTE, 2011). Grande
interesse tem sido voltado para o papel do estresse oxidativo e dos radicais livres na
etiologia de varias doencas como as cardiovasculares, canceres, aterosclerose,
inflamacéo e envelhecimento (PAULA et al., 2011). Nesta perspectiva, existe um
grande estimulo relacionado a busca por novas substancias obtidas de plantas com
potencial antioxidante (PAULA et al., 2011).

4.4. COMPOSTOS FENOLICOS

A crescente demanda nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica e a
necessidade de reutilizar a grande quantidade de subprodutos agricolas gerados
anualmente tém despertado especial interesse em materiais residuais que sejam
fontes de compostos bioativos passiveis de reaproveitamento (RUBIO, 2017). As
plantas sintetizam uma grande variedade de compostos organicos que Sao
classificados como metabdlitos primarios ou secundarios. Metabdlitos primarios sédo
0S compostos que tem papel essencial, associado a fotossintese, respiracao,
crescimento e desenvolvimento, e incluem fitoesterdis, lipidios, nucleotideos,
aminoécidos e &cidos organicos (CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006).

Outros compostos, que se acumulam muitas vezes em altas concentracoes e
variedades em algumas espécies, sdo denominados metabdlitos secundarios
(CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006; WINK, 2010). Nas plantas, possuem
papel fundamental na protecéo frente a ataques de insetos e microrganismos, sendo
também responsaveis por atrair polinizadores e animais que se encarregam da
dispersdo de sementes. Além disso, sdo protetores de radiagcdo UV, e auxiliam na
fixacdo de nitrogénio, em algumas espécies (CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA,
2006; TAIZ E ZEIGER, 2004). De acordo com Crozier, Clifford e Ashihara (2006), os
metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos: compostos
fendlicos, terpenoides e alcaloides.

Os polifendis sédo sintetizados por plantas em condigbes normais de
desenvolvimento (FRAGA, 2009; PRIDHAM, 1960; TAIZ E ZEIGER, 2004) e

principalmente em resposta a condi¢des de estresse, tais como infec¢des, ferimentos,
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radiacdo ultravioleta, estresse hidrico, dentre outros (NICHOLSON E
HAMMERSCHMIDT, 1992; SHAHIDI E NACZK, 2004). Compreendem uma grande
familia, que varia de acidos fendlicos, de cadeias bastante simples, até polimeros de
cadeia complexa, como taninos e lignina (BRAVO, 1998; HOPKINS E HUNER, 2008).

Os fendis se classificam em dois grandes grupos: flavonoides e nao- flavonoides
(CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006; FRAGA, 2009). O grupo dos flavondides
esta dividido nas subclasses: flavonois, flavonas, flavanonas, flavan-3-ois,
antocianidinas e isoflavonas (CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006; FRAGA,
2009). Os flavonoides tém em sua estrutura 15 carbonos, dispostos em trés anéis:
C6-C3-C6 (denominados A, B e C). Os dois anéis de seis carbonos sdo aromaticos
(FRAGA, 2009; PIETTA, 2000). As classes de flavonoides sao diferenciadas entre si
devido ao nivel de oxidacdo e ao padrédo da substituicdo do anel C; jA os compostos
individuais, dentro de cada uma das classes, diferem entre si devido ao padréo de
substituicdo dos anéis A e B (PIETTA, 2000).

Os flavonois sdo os flavonoides mais difundidos, podendo ser incolores ou
amarelos, e tem como principais representantes a miricetina, quercetina, isoramnetina
e campeferol (CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006; FRAGA, 2009). Sao
comumente encontrados na forma glicosilada. As flavonas sdo pouco difundidas,
encontradas em alguns vegetais especificos, podendo ser encontradas hidroxilada,
metilada, alquilada ou glicosilada, e as principais representantes sdo a apigenina e a
luteolina (CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006; FRAGA, 2009). As flavanonas
sao altamente reativas, podendo submeter-se as reacdes de hidroxilacéo, glicosilacéo
ou metilacdo (CROZIER, CLIFFORD E ASHIHARA, 2006; FRAGA, 2009).

As frutas representam ricas fontes de vitaminas, acicares e compostos bioativos
(incluindo fibras e compostos fendlicos) e estdo frequentemente relacionadas com a
reducédo do risco da maioria das doencas crbénicas degenerativas (SINGH et al., 2016).
O reconhecimento dos valores nutricionais e terapéuticos e a crescente preocupacao
do consumidor com a saude tiveram um grande impacto no consumo de frutas
(HAMINIUK et al., 2011).
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4.4.1 Compostos Fendlicos Da Uva

A producao de uva (Vitis vinifera L.) aproximadamente 75,1 milhdes de toneladas
em 2013 — representa o maior cultivo mundial de fruta (MEDOUNI-ADRAR et al., 2015)
e tem a maior parte destinada a producao de alimentos (ZAGKLIS; PARASKEVA,
2015). Estudos epidemioldgicos sugerem efeitos benéficos da uva na salde humana,
relacionando o consumo moderado da bebida com a prevencdo de doencas
cardiacas. Esses efeitos sdo atribuidos ao conteido de compostos fendlicos
(ZAGKLIS; PARASKEVA, 2015).

As uvas contém uma quantidade consideravel de diferentes compostos fendlicos,
presentes nas folhas, cascas, polpa e sementes, 0S quais Sao responsaveis por
propriedades de interesse, relacionadas principalmente com sua atividade
antioxidante. A composicdo quimica é um dos critérios mais importantes para
determinacdo da qualidade de produtos derivados da uva, uma vez que a
concentracdo de compostos fendlicos e acidos organicos confere caracteristicas
sensoriais para a uva e seus derivados. Essa concentracdo depende da variedade da
uva e € influenciada por fatores climéaticos e ambientais, praticas de cultivo e o estagio
de maturacédo (FARHADI et al., 2016; SILVA; QUEIROZ, 2016).

Os polifendis encontrados na uva incluem: Flavonoides: antocianinas
(monoglicosideos de malvidina, cianidina, petunidina, peonidina e delfinidina), flavan-
3-0is (de catequinas monoméricas a proantocianidinas, flavonois (miricetina,
qguercetina, campeferol, isoramnetina e seus glicosideos) (Guerrero et al., 2009;
Monagas, Bartolome e Gomez-Cordove, 2005). Nao-flavonoides: estilbenos
(principalmente o resveratrol), &cidos fendlicos e hidroxicinamatos (&cidos
hidroxicinamicos) (acido p-cumarico e acido cafeico) (Guerrero et al., 2009; Monagas,

Bartolome e Gomez-Cordove, 2005; Obreque-Slier et al., 2010).
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Figura 3. Estrutura das principais classes dos Flavonoides
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Fonte: (CERQUEIRA et al., 2007)

As antocianinas sao as principais responsaveis pela coloracdo das uvas,
encontrando-se assim, em maior concentracdo na casca (Monagas, Bartolome e
Gomez-Cordove, 2005), enquanto os flavan-3-ois vdo conferir adstringéncia e
amargor (Gawel, 1998; Hufnagel e Hofmann, 2008; Obreque-Slier et al., 2010),
podendo ser encontrados na casca e em maior quantidade nas sementes (Simén,
Hernandez e Estrella, 1993; Obreque-Slier et al, 2010). Ja os flavonois vao contribuir
com amargura e cor, e estdo localizados na casca (Gawel, 1998; Obreque-Slier et al.,
2010).

Os compostos fendlicos possuem anel aromatico em sua estrutura quimica e tém
estrutura variavel, conferindo a eles caracteristicas multifuncionais. O grupo dos
fendlicos € composto por moléculas simples e moléculas com alto grau de
polimerizagdo, as quais podem estar ligadas nos vegetais em sua forma livre ou
associadas a agucares e proteinas (RUBIO, 2017). Dentre os fendis distintos
presentes na natureza, destacam-se os flavonoides (incluindo as antocianinas),
acidos fendlicos e taninos (ANGELO; JORGE, 2007). No bagaco de uva séao
encontrados fendlicos como o acido galico, a catequina, acido cafeico, acido siringico,

epicatequina, rutina, resveratrol e quercetina (ROCKENBACH et al., 2011;
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TOURNOUR et al., 2015). Os compostos fendlicos estao presentes em todas as frutas
como um grupo de metabdlitos secundarios, ou seja, componentes que nao Sao
essenciais para a sobrevivéncia da fruta inteira ou de certas partes dela (RUBIO,
2017).

A sintese desses metabdlitos ocorre durante o desenvolvimento normal de plantas,
em resposta a diferentes situacdes, tais como estresse e radiacOes ultravioleta
(HAMINIUK et al., 2012). No Brasil, a maior parte do bagaco da uva é tratado como
residuo com baixos lucros, utilizado na alimentacdo animal (ROCKENBACH et al.,
2011). Apesar de o bagaco representar problemas, tanto do ponto de vista biol6gico
guanto econbmico, para estocagem, transformacdo ou eliminacdo, representa uma
fonte acessivel de antioxidantes naturais, 0 que torna o seu reaproveitamento uma
oportunidade de interesse para as industrias de alimentos, farmacos ou cosméticos,
principalmente no que diz respeito a recuperacdo dos compostos bioativos desse
residuo agroindustrial (BARCIA et al., 2014; LOPEZ-MIRANDA et al., 2016).

O primeiro passo para a utilizacdo dos compostos fendlicos para aplicacdo na
indUstria é a extragcdo. O método mais utilizado é a extracdo solido-liquido, que
submete o bagaco da uva ao contato com diferentes tipos de solventes organicos,
como o etanol, metanol, acetona e acetato de etila (LOPEZ-MIRANDA et al., 2016),
entretanto, prefere-se a utilizacao de misturas de agua e etanol nas industrias, por ndo
afetarem a salde humana (ZAGKLIS; PARASKEVA, 2015).

Pesquisas recentes abordam a capacidade antioxidante, antiradical,
antimicrobiana, anti-inflamatéria e cardioprotetora das substancias bioativas. A
importancia destas substancias, torna o estudo de subprodutos interessante para as
industrias de alimentos, nutracéutica, farmacéutica e quimica, principalmente devido
a possibilidade de aproveitar os residuos, ricos em compostos fendlicos, para
producdo de extratos e novos produtos de manutencédo da saude humana (RUBIO,
2017). A extracdo dos bioativos de materiais derivados das praticas industriais
representa uma alternativa atrativa, sustentavel e de baixo custo para obter bioativos
com alto valor biolégico e farmacolégico os quais podem ser incorporados em
alimentos ou cosméticos (JARA-PALACIOS et al., 2015). Na FIGURA 4 observa-se o

modelo do sistema de plantio e cultivo de videiras.



31

Figura 4. Modelo do sistema de plantio de videiras.

Fonte: IBRAVIN (Instituto Brasileiro do Vinho)

4.5. ENSAIOS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DO TESTE DE DPPH

Em 1922, Goldschmidt e Renn descobriram um radical livre estavel de cor violeta,
que atualmente tem sido usado como reagente colorimétrico para processos de oxi-
reducdo. O DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) pode ser mantido indefinidamente com
pouca decomposicdo porque ele ndo reage com o0 oxigénio. O método provou ser
bastante util em série de investiga¢des, tais como a determinacdo das propriedades
antioxidantes de aminas, fendis ou compostos naturais (vitaminas, extratos vegetais,
medicamentos) (VEDANA, 2008).

As vantagens do método DPPH séo, avaliar uma grande quantidade de amostras
em um periodo curto de tempo e rapidamente. E um método sensivel que detecta
pequenas concentracdes do ativo testado e além disso, permite avaliar antioxidantes
lipofilicos, ja que o solvente do processo é metanol ou etanol (REZENDE, 2010).

O radical estavel DPPH reage com a substancia antioxidante e é convertido a 2,2-
difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloracao indica a capacidade do extrato em

sequestrar o radical livre (RUFINO et al.,2007). Um alto potencial de sequestrar
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radicais livres é expresso através de um baixo indice de ICso, pois quanto menor a
concentracdo necesséria do extrato para inibir a oxidacao do radical em 50%, maior

potencial antioxidante.

Brand-Williams e colaboradores (1995) propuseram o método envolvendo a
utilizacdo do 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), no qual compostos antioxidantes
reagem com o radical estavel em uma solucdo de metanol ou etanol. A reducédo do
DPPH é acompanhada pelo monitoramento do decréscimo na absorbancia em
comprimento de onda caracteristico durante a reagdo. Em sua forma radical, o DPPH
apresenta absorbancia méaxima a 517 nm (nanémetros), mas sob redugdo por um

antioxidante (AH) ou uma espécie radical (R) a absorbancia diminui.

Figura 5. Mecanismos de reag&o entre o radical DPPH e um antioxidante através da transferéncia

de um atomo de hidrogénio.
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Fonte: (REZENDE 2010).

Esse método continua sofrendo muitas modificagbes ou adaptacdes e por isso
varios procedimentos ou protocolos para o DPPH tém sido relatados, incluindo
diferentes solventes para dissolver o radical DPPH, diferentes concentragdes iniciais
da solucdo de DPPH, diferentes aliquotas das varias substancias utilizadas e da
solucdo inicial de DPPH, diferentes tempos de reacdo com o radical DPPH
(REZENDE, 2010).

O DPPH pode agir como um capturador de outros radicais livres ou de

substancias neutras capazes de estabiliza-lo. As substancias com propriedades



33

antioxidantes possuem essa capacidade. No teste de captura com DPPH ocorre uma
reacdo de oxi-reducéo, onde o DPPH, que apresenta coloragéo violeta, € reduzido, ou
seja, o elétron desemparelhado do nitrogénio se emparelha com o elétron cedido por
um radical hidrogénio de um antioxidante, tornando a solugédo amarela e ocorrendo a
formacdo do DPPH-H, reduzido e estavel. E essa caracteristica de mudanca de
coloracdo que permite o acompanhamento visual da reagdo (REZENDE, 2010).

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra € determinada pela
habilidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estavel DPPH. Este
método pode ser utilizado para avaliar a atividade antioxidante de compostos
especificos ou de um extrato em um curto periodo de tempo. Portanto, este método
tem sido uma ferramenta Util para avaliar a capacidade antioxidante de frutos
(BORGUINI, 2006). A intensidade da cor varia de acordo com a concentra¢cdo, como

mostra a Figura 6.

FIGURA 6: Representacéo da reacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

Fonte: (Modificado de VEDANA, 2008)

Prado, (2009) descreve que o0s modelos como DPPH s&o praticos e
recomendados para a avaliacdo da capacidade antioxidante total de frutas, visto que
0 sequestro de radicais livres € um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a
acao dos antioxidantes.

Assim, na presenca de um doador de hidrogénio ou elétron a intensidade de absorgéo

diminui e a solugdo com o radical perde cor, tornando-se amarela, ou seja, quando o
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elétron desemparelhado do atomo de nitrogénio recebe um atomo de hidrogénio
proveniente de compostos antioxidantes, ocorre a mudanca de cor (PRADO, 2009).
Entre os métodos quimicos aplicados para determinar a capacidade antioxidante
de um composto em capturar radicais livres, 0 método DPPH é um dos mais utilizados
por ser considerado rapido, pratico e estavel. Além disso, o DPPH apresenta
vantagens quando os antioxidantes analisados sdo mais solUveis em solventes
organicos e representa, portanto, um excelente método para medir a atividade

antioxidante em frutas e sucos de frutas (PRADO, 2009).

4.6. NANOTECNOLOGIA

Nas ultimas décadas, esta cada vez mais eminente o uso da nanotecnologia para
producdo de nanoformulacbes e/ou nanomateriais, 0os quais podem ter diversas
aplicacoes, tais como detectar doencas com alta sensibilidade, melhorar a eficiéncia
de atuais sistemas de entrega de principios ativos, dispersar substancias hidrofébicas
em fases aquosas e aumentar a absorgéo pelo sistema gastrointestinal (GHOSH et
al., 2013). A nanotecnologia representa uma combinag&o Unica das areas Matemaética,
Fisica, Quimica, Biologia, Informatica e Ciéncias dos materiais, que visam investigar
e manipular a matéria na escala de nandmetros. Estruturas modificadas séo
comparadas em tamanho a moléculas bioldgicas, isso tem sido reconhecido desde
1950 (BARKALINA et al., 2014)

7

Nanotecnologia é uma area do conhecimento que causa muita curiosidade e
expectativa, especialmente para a parcela da sociedade na qual o tema é pouco
difundido. Um mundo desconhecido e cheio de mistérios que pouco a pouco vem
sendo desmistificado. E evidente a preocupacédo em levar para a populacdo uma
melhor compreensédo (FERREIRA, 2016). A etimologia do termo nano, prefixo da
palavra nanotecnologia, € atribuida ao grego nanno-, de nanos _ano’, e tem sua
origem documentada em vocabulos eruditos, a partir do século XIX (CUNHA, 2012).
A este prefixo é creditada a intencdo dos cientistas de representarem particulas de
magnitude demasiadamente pequenas, os nandémetros (nm), conforme destaca
Santos Junior (2011).
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Ainda segundo Santos Junior (2011) o termo nano também serve como parametro
de medida, um nandmetro (nm) equivalendo a bilionésima parte de um metro. A
demonstracdo da escala manométrica, apresentada na Figura 7, ilustra como as
nanoestruturas podem ser representadas em dimensdes dezenas de mil vezes menor
do que a do diametro de um fio de cabelo, como no exemplo apresentado. Santos
Junior (2011) acrescenta ainda que um atomo mede cerca de dois décimos de um

nandémetro (0,2 nm) e um virus cerca de 100 nanémetros (100nm).

Figura 7. Escala comparativa entre 0 mundo nano e o macro. Comparag&o entre o tamanho do
menor atomo, o H, ao tamanho do planeta Terra.

Atomo Hemdcia — Kiocda de Bola de Planeta Terra —
deH célula do Carrapato 1 Euro - futebol onde vivemos
R m
Nanotubo ibosoma Bactéria  S3N8Ue leai) l

l x | T | |

nm
01 02 1,0 20 200 500,0 30000 300.000,0 23.000.000,0 220.000.000.0 12.740.000.000.000.000.0
1A 2A 1nm 2mm 20 nm 05um 3pm 300 ym 23cm 22¢m 12740 km

Fonte: (RESENDE, 2016)

O rapido desenvolvimento da nanotecnologia aplicada s6 comecou a partir de 1981
com a descoberta da técnica de Microscopia de Varredura por Tunelamento, pela
empresa International Business Machines Corporation - IBM de Zurich, e alguns anos
mais tarde, com a Microscopia de For¢ca Atdmica. Ambos os métodos permitem a
visualizacdo e manipulacdo da matéria em pequena escala com excepcional exatidao,
onde desencadeou um crescimento exponencial nha area de nanociéncia (BARKALINA
et al.,, 2014). Trata- se, portanto, de tecnologias em escala de nivel atbmico e
molecular no qual o nanémetro constitui a medida de extensdo (CORREIA et al.,
2016).
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Para otimizar as qualidades das substancias cosméticas, a industria aliou os
cosmeéticos a sistemas multiparticulares, dando origem a designacdo de nano-
cosmeético. (CORREIA et al., 2016). Os nano-cosmeéticos pretendem aumentar a
permeabilidade nas camadas cutaneas, diminuir a quantidade de ativos para ter o
mesmo efeito que um cosmético convencional, proteger os ativos, aumentando a sua
estabilidade a degradacdo. Além disso visam melhorar o desempenho dos
cosmeéticos, diminuir os riscos de irritacdo na pele através de uma libertacdo gradual
do ativo e possibilitar a diminuicdo da toxicidade dos cosméticos (ANTUNES, 2016).
Atualmente, a nanotecnologia voltada para a cosmética tem como foco, sobretudo os
produtos destinados a aplicacdo na pele do rosto e do corpo, com acgéo

antienvelhecimento e de foto-protecéo (LEITE et al, 2015).

4.6.1 Sistemas Carreadores

A busca por novos farmacos e ferramentas para o tratamento de doencas constitui
um desafio constante no ambito farmacéutico. O futuro da terapia genética como
estratégia terapéutica depende da solucao de suas limitacbes (ZORZI et al., 2017). O
primeiro obstaculo estd relacionado com o conhecimento sobre a doenca e se a
expressdo de determinada proteina desempenha um papel na fisiopatologia dessa
doenca. A segunda dificuldade se refere a busca de um sistema que seja a0 mesmo
tempo capaz de proteger o material genético e transporta-lo de maneira eficaz até o

seu local de acdo, sem representar riscos para a saude (ZORZI et al., 2017).

Nesse sentido, diferentes veiculos estdo sendo estudados como ferramentas que
permitem a transferéncia de material genético exdgeno a célula. Fundamentalmente,
€ possivel diferenciar dois tipos de sistemas transportadores: vetores virais
(adenovirus, lentivirus, etc) e vetores néo virais ou sintéticos (complexos, micelas,

lipossomas, nanoparticulas, entre outros).

Do ponto de vista quimico, os vetores nao virais sdo 0s mais interessantes
especialmente devido a sua seguranca (ZORZI et al., 2017). Com o passar dos

anos, os carreadores de base nanotecnolégica tém ganhado atencao devido a
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capacidade de superacgdo das limitagc6es tanto da terapia genética como da
administracdo de farmacos (ZORZI et al., 2017).

As caracteristicas mais importantes dos sistemas carreadores séo a capacidade de
proteger o material genético, internalizacdo celular especifica, estabilidade, cinética
de liberagdo compativel com a via de administragéo, facil obtencéo e precgo acessivel.
Ja os biomateriais empregados na construcdo desses vetores, devem possuir
biocompatibilidade, biodegradabilidade, estabilidade quimica, devem ser de facil
obtencao e ter preco acessivel (ZORZI et al., 2017). Nanoparticulas sdo estruturas
geralmente compostas por polimeros, lipidios ou combinagcdes de ambos.
Dependendo dos constituintes e do método de preparo, o material genético pode estar

associado no interior da estrutura ou adsorvido em sua superficie (SAHOO, 2008).

Quando esses sistemas contém um polimero (geralmente insolivel em &agua), o
termo nanoparticula pode se referir tanto a estrutura com nucleo completamente
matricial (nanoesfera) quanto a com nudcleo oleoso (nanocapsula) (ZORZl et al., 2017).
Nanoparticulas obtidas a partir de polimeros hidrofilicos sdo preparadas
principalmente por geleificacdo ibnica, coacervagdo ou nanoprecipitacao, permitindo
uma associacdo de material hidrofilico, como o material genético, no interior da
particula, o que oferece uma maior protecao contra a degradacao (GAUDANA, 2008).
Nanoparticulas contendo polimeros hidrofébicos pré-formados invariavelmente
necessitam de solvente orgéanico, utilizado para a solubiliza¢@o do polimero, e podem
eventualmente desnaturar o acido nucleico utilizado (NAGARWAL et al., 2009).
Nanoparticulas lipidicas sélidas sao estruturas formadas por lipidios que sdo sélidos
em temperatura ambiente e temperatura corporal (SOUTO, et al., 2007; SOUTO, et
al., 2008).

Existem basicamente dois métodos de preparo: homogeneizacao a alta pressao e o
meétodo de microemulsdo. Dependendo do método de preparo pode ser a necessaria
a presenca de um surfactante ou co-surfactante (MUCHOW, et al., 2008). Assim,
normalmente o material genético € adsorvido a nanoparticulas pré-formadas, de

maneira similar ao que ocorre com as nanoemulsdes (ZORZI et al., 2017).
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4.6.2 Ciclodextrina

Ciclodextrinas (CD) S&o oligossacarideos ciclicos constituidos por seus, sete ou
oito unidades de glicose, nomeadas respectivamente de Alfa-CD, Beta-CD ou Gma-
CD, unidas por ligacdes de alfa-(1,4) (SOUZA, 2016) Esses compostos sao formados
por uma enzima, a glucanotransferase (CGTase), produzida por alguns
microorganismos, e que realiza as ligacbes de transglicolizacdo a partir da
degradacdo do amido, formando a estrutura ciclica das CDs (RAJPUT; PATEL;
TRIVEDI, 2016) Sua configuracdo tridimensional mais estavel apresenta-se no
formato de um cone truncado e as ciclodextrinas mais comuns sao as a-, - e y-
ciclodextrinas. (URBAN, et al., 2016).

Estes aclUcares apresentam uma cavidade interna apolar (hidrofébica), devido ao
posicionamento do oxigénio das ligacdes glicosidicas e aos hidrogénios das unidades
glicopiranoses, e uma superficie externa polar (hidrofilica), devido a posicédo ocupada
pelas hidroxilas primérias unidas ao carbono C6 e hidroxilas secundarias ligadas aos
carbonos C2 e C3 (URBAN, et al., 2016). A presenca da cavidade hidrofébica
possibilita que as ciclodextrinas sejam capazes de alojar uma molécula hdspede ou
sua parte, formando, assim, um complexo de inclusdo (URBAN, et al., 2016). A Figura
8 representa a esquematizacdo da estrutura quimica e tridimensinonal das

ciclodextrinas.

Figura 8. Estrutura quimica da ciclodextrina. Estas possuem superficies polares e hidrofilicas e uma

regido central apolar e hidrofébica.

(a) Chemical Structure (b) 3D Structure
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Fonte: (Adaptado de SOUZA, 2016; ZHOU; RITTER 2010)
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Apos a dissociacdo, o farmaco estara na forma livre e apto para ser absorvido e
distribuido pelo organismo, uma vez que complexado ele ndo consegue atravessar as
membranas plasmaticas devido a hidrofilia da ciclodextrina, caracteristica que justifica
sua baixa toxicidade (URBAN, et al., 2016 apud LOFTSSON et al., 1996; HOPPE,
1997; UEKAMA, 2004).

A técnica de microencapsulacédo apresenta um grande potencial de aplicacdo para
0 aprimoramento e desenvolvimento de estruturas para a conservagao dos produtos
naturais. E um método em os compostos bioativos s&o incorporadas numa matriz ou
num sistema de revestimento com a finalidade de isolamento, protecéo contra fatores

e uma taxa de liberacéo controlada dos compostos bioativos (SOUZA, 2016).
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5. Metodologia

Para a realizacéo deste trabalho foram realizadas etapas de coleta, armazenamento,
preparo e analise das amostras. Tais etapas podem ser evidenciadas de forma mais
esclarecida na Figura 9, onde primeiramente realizou-se a obtencdo das amostras a

partir de sua compra em um supermercado da regido metropolitana de Salvador.

Figura 9. Fluxograma das etapas metodoldgicas realizadas.

A Otbtenggo o d Maceracao e
mostras - Compradas : =
em Supermercado da  |—> P/&ergg;(t) rgsas —> Tr'%%%%??agas —> Liofilizagéo do
Regido Metropolitana Material Vegetal
de Salvador
v
Avaliagao das Otimizacédo Da
Secagem e Caracteristicas Metodologia De .
~ = Encapsulagcdo com
Concentracdo dos |—> Fisico-Quimicas e —> Extracdo De —> Cigl od egtrin a
Extratos Estabilidade dos Bioativos
Extratos Antioxidantes
I
\4
Analise dos Avaliagdo da
Compostos S Atividade S Analise Estatistica
Fendlicos Antioxidante - dos Resultados
Encapsulados Método do DPPH

5.1 LOCAIS DE DESENVOLVIMENTO

Os procedimentos foram realizados nos laboratérios de Farmacotécnica,
Farmacognosia e Toxicologia da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da

Bahia, localizados no Campus de Ondina — Salvador / Bahia.
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5.2 EQUIPAMENTOS

As pesagens foram feitas em balanca analitica (AND®, modelo HR 200). Para a
secagem utilizou-se o Liofilizador da marca e o Spray Driyer da marca. Além disso, foi
utilizado e evaporador rotatorio, objetivando a concentragdo dos extratos a pressao
reduzida, foi da marca IKA RV 10®digital (220V), com temperatura na faixa entre 40°C.
Para algumas analises de fendlicos totais e flavonoides utilizou-se o banho maria da
marca. A determinacgdo da atividade antioxidante foi feita pela leitura de absorvancia
em equipamento ELISA (Biotek®), modelo EL800.

5.3 REAGENTES

Todos os reagentes e solventes utilizados possuiam grau de pureza analitico (PA).

Figura 10. Descricdo dos reagentes utilizados durante o desenvolvimento do projeto exposto.

REAGENTES FABRICANTE
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) SIGMA-ALDRICH ®
BHT (butil hidroxitolueno) SIGMA-ALDRICH ®
Carbonato de so6dio SIGMA-ALDRICH ®
Folin-Ciocalteu SIGMA-ALDRICH ®
Alcool etilico 95%- LABSYNTH ®
Alcool metilico P.A ALCOOL METILICOP.A®
Acido galico padréo primario de referéncia, SIGMA-ALDRICH ®
teor de pureza 99,95%
Quercetina padrdo de primario de referéncia, SIGMA-ALDRICH ®
teor de pureza 100%
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5.4 AMOSTRAS

Para esse trabalho foi realizada a comparacao de amostras de Vitis vinifera. A uva
in natura e um suco de uva integral adquirido em mercados de Salvador. As uvas
foram compradas em supermercado da Regido metropolitana da cidade de Salvador
— Bahia, as quais séo distribuidas pela Cooperativa Agricola de Juazeiro (CAJ) Bahia.
As uvas produzidas na cooperativa sdo da espécie Vitis Vinifera, contemplando as
variedades Italia Muscate, Red Globe, Brasil, Benitaka, Sweet Jubilee e Nubia — todas
com sementes.

Ha ocorréncia também das variedades Thompson, Crimson, Festival, Arra 15, Sugar
Crisp, Vitéria, Isis, Celebration, Timco, Sweet Globe, Cotton Candy, entre outras —
todas sem sementes. Para o projeto utilizou-se a variedade Vitéria, estas se
desenvolveram em um periodo de 10 a 12 meses e durante esse periodo, houve a
necessidade de tratos diarios para a conducdo da mesma. Apos os 12 meses, foi
realizada a poda de producéo, e a partir dai, durante um ciclo de cerca de 120 dias, o
fruto chegou ao ponto de colheita / embalamento, segundo informac¢des do produtor.

Em sequéncia, a area que estava em producao, repousa por cerca de 60 dias, para
gue entdo, ocorra nova poda de producédo, e assim o ciclo se perpetue. O suco de
uva, também comprado em supermercado da regido tem origem no Vale dos Vinhedos
(RS), E Integral e sem adic&o de acucar. Fonte de nutrientes e energético, € um blend,
uma mistura de duas variedades de uva: Isabel e Bordd, ndo possuindo conservantes
ou qualquer aditivo quimico em sua composicao. Para o seu preparo foi realizado o
desengace das uvas frescas. Seu cozimento foi realizado através de vapor a
temperatura de 80° C.

A etapa seguinte procedeu-se a separacdo de sélidos e liquidos. A fase liquida
engarrafamento foi realizado a uma temperatura de 80°C em garrafas de vidro e
fechamento com tampa twist-off. A temperatura da adega €é controlada sendo
mantidos os produtos a 20°C. Por fim é feita a maturacdo do produto por 02 meses
até ocorrer estabilizacdo dos componentes do suco e seu prazo de validade € de 2
anos. Seu método de elaboracgéo, a partir do aumento de temperatura, extrai 1 litro de

suco a cada 1,7 quilos de uva, segundo informacdes do fabricante.
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5.4.1 Preparo das amostras de uva e suco de uva industrializado integral

Os frutos de uvas da variedade Vitoria foram armazenadas em Freezer — 20°. O
peso das uvas inicialmente foi equivalente a 490 gramas sendo este 0 peso ainda com
os talos. ApGs congelamento, foram lavadas com agua potavel e &lcool etilico 70%,
separada as uvas dos talos, desprezando os talos e triturando polpa e casca. As uvas
desta variedade n&o apresentaram sementes. Antes de iniciar a extracao é necessario
uma trituragdo dos uvas, a qual foi realizada através de processador PHILCO
resultando em um volume equivalente a 4 litros e sem adi¢&o de solvente para auxiliar
No processo.

O obijetivo da trituracéo foi diminuir o tamanho dos sélidos para aumentar a area da
transferéncia de massa e por consequéncia a eficiéncia na obtencdo do seu extrato.
O suco de uva integral industrializado fora mantido até a realizacdo dos testes e

demais preparos em temperatura ambiente.

5.4.2 Liofilizagéo das amostras

Novas tecnologias permitem processar a fruta na forma de p6, fazendo com
qgue o fruto, que antes era consumido s6 em sua época de safra, hoje possa ser
consumido em qualquer periodo do ano. A liofilizacdo € o melhor método de secagem
para materiais termosensiveis e para a obtencdo de produtos desidratados com
elevada qualidade. Para a concentracdo dos extratos realizou-se 0 processo de
liofilizacdo. Ele faz com que a agua contida no produto, passe do estado sélido
(produto congelado) para o estado gasoso sem passar pelo estado liquido, ocorrendo
desta forma, o processo de sublimac&o (IBARZ e BARBOSA-CANOVAS, 2012).

As vantagens da liofilizac&o perante outros tipos de secagem séo decisivas, uma
vez que, reduz em muito a desnaturacdo oxidativa e também as reacdes degradativas
(MUJUMDAR 2010). O produto pode ser reconstituido com grande facilidade, pois a
estrutura dos poros formada se assemelha a uma colméia (COHEN & YANG, 1995).
Isso gera uma boa permeabilidade no produto. Além disso, ocorre preservacao das

propriedades quimicas e/ou fisicas do material e suas condi¢cdes operacionais ndo
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propiciam a desnhaturacdo protéica, nem a perda de compostos volateis (sabor e
aroma). Por fim, a liofilizagao dificulta a proliferagdo de microorganismos (COHEN &
YANG, 2009).

Apos trituradas, as amostras da uva vitoria in natura passaram pelo processo de
liofilizacdo para obtengéo da amostra seca. Os 4 litros obtidos no processo anterior,
resultaram em uma amostra seca de volume equivalente a 156,39 gramas. O suco de
uva integral também passou pelo processo de liofilizacdo, sendo retirado do seu
volume total uma aliquota de 2,25 mL subdivididas em 9 amostras de 0,25mL
acondicionadas em tubos falcon e mantidas em congelador -20°C para entdo serem
liofilizadas. Sua massa final foi de 11,39 gramas e para este processo ndo houve
adicao de solvente. As amostras ficaram acondicionadas no liofilizador e o periodo de
secagem durou 4 horas. Este periodo resultou no tempo suficiente para sua total
secagem. Apoés isto, foram lacradas hermeticamente, mantidas em geladeira (- 20°C)

e protegidos da luz até a data de execucao dos testes.

FIGURA 11. Representacdo do modelo do liofilizador utilizado para o processo de producéo de

amostras secas.

O modelo utilizado é composto por prateleiras de metal as quais apoiaram as
amostras no processo de liofilizagdo. Seu método de encaixe ocorre por vacuo.
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5.4.3 Maceracao dos extratos

Extratos brutos vegetais sdo, normalmente, misturas complexas constituidas quase
sempre por diversas classes de produtos naturais, contendo diferentes grupos
funcionais. O processo de separacdo desses produtos naturais bioativos corresponde
a trés fases principais: extracao a partir da matéria vegetal, fracionamento do extrato
ou liquidio extrator e purificacdo do principio ativo (JUNIOR et al, 2005). O termo
extracao significa retirar, da forma mais seletiva e completa possivel, as substancias
ou fracao ativa contida na droga vegetal, utilizando, para isso, um liquido ou mistura
de liquidos tecnologicamente apropriados e toxicologicamente seguros (SIMOES et
al, 2002).

Ao escolher o método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a estabilidade das
substancias extraidas, a disponibilidade dos meios e o custo do processo escolhido,
considerando a finalidade do extrato que se quer preparar. A maceracao é a operacao
na qual a extracdo da matéria prima vegetal é realizada em recipiente fechado, em
temperatura ambiente, durante um periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo
ocasional com e/ou sem renovacao do liquido extrator (processo estatico). Pela sua
natureza, ndo conduz ao esgotamento da matéria prima vegetal, seja devido a
saturacao do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre
0 meio extrator e o interior da célula. Foi realizada a técnica da remaceracao nas
amostras de uva in natura. Esta técnica caracteriza-se quando a operacéao é repetida
utilizando o mesmo material vegetal, renovando-se apenas o liquido extrator (SIMOES
et al, 2002). Este processo restringe-se quando se trabalha com substancias ativas
pouco solaveis, plantas com elevado indice de intumescimento e possiveis
proliferacdes microbianas. Apesar dos inconvenientes apresentados, ainda é uma das
técnicas extrativas mais usuais devido a simplicidade e custos reduzidos (NAVARRO,
2005).

A extrac@o por maceragdo o solido-liquido desenvolveu-se por meio de imerséo de
solvente com temperatura ambiente. A metodologia foi definida em virtude da termos
sensibilidade das antocianinas e flavonéides para temperaturas superiores a 90°C,
segundo Baaka et. al, (2015), assim como aos fins econdmicos para um estudo de

viabilidade econémica utilizando um método com menor demanda de energia.
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As principais variaveis estudadas estéo correlacionadas com o estudo do solvente,
presenca de luz e umidade do residuo seco. Para a fase da obtencdo do extrato
concentrado, realizou-se o processo da Maceracao. Para cada amostra da uva vitoria
in natura previamente triturada e liofilizada, adicionou-se o liquido extrator (alcool
etilico a 50%). Adicionou-se em dois frascos &mbar a amostra liofilizada sem qualquer
tipo de solvente sendo divididos sua massa total e acondicionados no frasco
juntamente com o liquido extrator.

A guantidade de liquido extrator utilizado durante o procedimento foi de 500mL para
0os 78 gramas de amostra, por frasco. As amostras foram submetidas a técnica de
maceragao e remaceracao, sendo eles realizados em 03 ciclos de 72 horas cada. As
amostras foram mantidas em condicfes protegidas da luminosidade (sob a protecéo
de papel aluminio e em frasco de vidro ambar), em temperatura ambiente
(aproximadamente 26°C) durante todo o periodo de maceragéo e remaceracao.

ApOs o processo, o residuo insoltvel fora separado do solvente através do processo
de filtrac&o, utilizando como meio filtrante gaze de tecido de algodao estéril. E todo o
filtrado foi acondicionado em frasco ambar sob refrigeracdo a aproximadamente -6°C
até a realizacéo dos testes. A quantidade de amostra fluida foi de aproximadamente
1500mL. E importante evidenciar que a organizacdo da sequéncia das operacbes
propostas anteriormente € fundamental para garantir que os residuos ndo percam as
estruturas dos componentes responsaveis pela cor, devido a presenca dos fatores

gue as alteram (luz, oxigénio, temperatura elevada, pH).

5.4.4 Secagem por atomizagao ou Spray Dryer

A remocédo de agua de produtos é uma pratica bastante comum na industria de
alimentos, como forma de assegurar a estabilidade microbiolégica dos mesmos,
prevenir reacoes de degradacéo, reduzir o custo de armazenamento e transporte,
além de obter um produto com propriedades especificas como, por exemplo,
solubilidade instantdnea (CALISKAN e DIRIM, 2013; COUTO et al., 2012;
GHARSALLAOQOUI et al., 2007; MISHRA et al., 2014; SINGH e DIXIT, 2014).
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A secagem por spray dryer pode ser citada como um processo comum para tais
finalidades. A secagem por nebulizagdo ou spray dryer consiste em uma operagcao
unitaria através da qual um produto (solucéo, emulsédo ou suspensao) é transformado
do estado fluido para o estado solido em forma de p6 dentro de uma camara, onde é
feita a dispersdo de goticulas do material, que entram em contato com um gas
aguecido, em geral, o ar (GHARSALLAOUI et al., 2007; MASTERS, 1979). O spray
dryer é bastante utilizado para microencapsulacao de ingredientes (ARARUNA et al.,
2013; BOTREL et al., 2014a; HIJO et al., 2015).

5.4.5 Concentracao dos extratos

Apés o processo de maceragdo, uma aliquota correspondente a 300mL do extrato
fluido total foi usada para iniciar o processo da secagem. Tal metodologia foi realizado
tanto para o extrato de uva vitGria in natura quanto para o suco de uva integral (sem
liofilizar). Os extratos foram concentrados em evaporador rotatério (Q344M2-
QUIMIS), sob presséo reduzida, a temperatura de banho-maria de 40-50 °C. O extrato
seco obtido permaneceu sob refrigeracdo a 6°C e protegido da luz para posterior
utilizacao. Apoés a técnica de rotaevaporacédo, obteve-se um rendimento final de 14,50
gramas do suco de uva integral e 13,27 gramas do extrato seco da uva vitéria in

natura.

FIGURA 12. Representa¢cdo do modelo do Evaporador Rotatério utilizado para o processo de producéo
dos extratos




48

Outra aliquota de 300mL do volume total aplicou para a secagem em aparelho Spray
Dryer LabMaqg do Brasil — LM MSD 0.5) seguindo a metodologia adaptada e descrita
por SOUZA (2013). Antes de submeter a secagem adicionou-se a goma arabica,
SIGMA (5% p/v) ao volume total do extrato liquido. As condicbes operacionais de
secagem foram: temperatura do ar de secagem de entrada 180°C e saida 50°C;
pressao de atomizacao: 0.08 a 0.14 bar; vazao média do ar de secagem: 75.031 m3

/h; vazdo média de alimentacdo: 0.08 L/h observadas na Figura 16.

A goma ardbica atua como sistema carreador auxiliando no processo de secagem
do fruto evitando que ocorra perda de amostra no préprio aparelho. Apés o processo
obteve-se aproximadamente 15 gramas de amostra de extrato seco de uva vitoria in
natura em pé. Esta acédo aplicou de forma similar para o suco de uva integral liofilizado,
obtendo-se um rendimento final de 14 gramas aproximadamente. Ao término, as
amostras foram armazenadas em recipientes herméticos no interior de dessecadores,

até o momento da realizacdo das analises.

Figura 13: Representacdo do modelo do aparelho de Spray Driyer utilizado para secagem por
atomizacéo
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5.5 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ESTABILIDADE

5.5.1 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e propriedades organolépticas

A estabilidade € a capacidade que o produto tem num determinado periodo de
manter as suas propriedades (fisico quimicas e microbiologicas) e caracteristicas
(organolépticas) apresentadas ap0s 0 preparo atravées de um procedimento
padronizado (D'LEON, 2001).

O estudo da estabilidade das formulacdes fornece informacdes sobre o grau de
estabilidade relativa de um produto nas diversas condi¢des a que possa estar sujeito,
desde a fabricacdo até o término da sua validade (BRASIL, 2004). As amostras foram
armazenadas em recipientes de vidro transparente com tampa, devidamente
identificadas. Todas as técnicas descritas foram produzidas em triplicata em cada tipo
de amostra, sendo que cada triplicata foi submetida a um tipo de ambiente:
temperatura ambiente 25° C+/- 3°, e em refrigerador (Consul) a -20°C +/- 2°C. Todos
os testes descritos constam no Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2010).

As amostras foram avaliadas de acordo com parametros organolépticos e fisico-
guimicos, em periodicidade de zero, 24 horas e em 7,15,30, 60 e 90 dias em diferentes
ambientes, a temperatura de 25°C +/- 2° em temperatura ambiente, e no refrigerador
a — 20°C. A analise organoléptica foi efetuada através da percepcédo de alteracbes
durante periodo determinado. As variacfes de cor, odor e aspecto foram observadas

da seguinte maneira:

- Cor: Classificadas a partir de tons secundarios
- Aspecto: Classificados como homogéneo, heterogéneo, floculado.
- Odor: Classificados como caracteristico, azedo, suave, inodoro, nauseoso,

aromatico e acre.

O espectrofotdmetro Varian, Modelo Cary 50, foi empregado com o objetivo de realizar
as leituras de absorbancias no comprimento de onda 510nm. Segundo Baaka et al.
(2015), estes sdo responsaveis por indicar as leituras para os fendlicos Totais e
flavonoides, respectivamente. Antes de iniciadas as leituras foi necessario ligar o

equipamento e esperar que as lampadas estivessem aquecidas por volta de 15 a 20
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min, aproximadamente. As cubetas de quartzo foram manuseadas sendo tocadas
apenas na parte translicida. Depois de habilitado, a primeira leitura foi referente ao
branco da amostra, portanto o branco em questéo é o solvente. Apds a sua leitura
zerou-se o0 aparelho “measuring blank”, a fim de ser descontado o valor da
absorbancia. Finalizado, as amostras foram colocadas na cubeta para leituras. As
amostras concentradas em rotaevaporador, foram diluidas na escala de 1:50, com o

resultado final da absorbancia, considerou-se como fator de diluicéo 0,5.

5.6 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO DE BIOATIVOS
ANTIOXIDANTES

Objetivando realizar uma otimiza¢do da metodologia para escolha do melhor método
de extracdo a ser encapsulado, realizou-se a avaliagdo e quantificacdo dos fendélicos
totais e flavonoides em duas etapas. Na primeira quantificou-se seus teores e

comparando os resultados obtidos nos diferentes métodos de extracao.

E para a segunda ja com a metodologia de extracdo escolhida a partir dos resultados
obtidos, foi incorporado o sistema carreador nas amostras de extrato de suco de uva
integral e no extrato de uva in natura. Tal separacdo por etapas visou uma

incorporacao do sistema carreador a partir da técnica mais rentavel.

5.6.1 Quantificacdo do teor de fendlicos totais

O teor de fendis totais foi adaptado e determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
(BRASIL, 2010; SINGLETON & ROSSI, 1965). Uma solugéo estoque do acido galico
de concentracdo 1 g.L-1 em agua foi preparada para sucessivas diluigcdes. Construcao
de curva analitica para o acido galico foi realizada em concentracdes de 0,1 p.mL*a
0,5 p.mL™? por sucessivas diluigcdes. A estas solugbes preparadas foram adicionados
0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu, seguidos de 1,5 mL de Carbonato de Sédio
(Na2COg3) a 7,5 %. Depois de decorrido a reacdo por um periodo de aquecimento de
20 minutos a 50°C, a absorbancia das amostras foi realizada em espectrofotdbmetro
UV-Vis em 765 nm.
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Uma solugédo estoque em metanol do extrato de 1 g.L* foi preparada para novas
diluigbes. A partir desta 300 pL foram adicionados em balGes de 10 mL seguidos da
adicao de 1,5 mL de Carbonato de Sédio e 0,5 mL do reagente de Folin- Ciocalteu.
Um total de seis variedades de amostras (sendo 03 amostras de uva e 03 amostras
de suco de uva integral industrializado) foram analisados para determinacdo do teor
de fendis sendo este expresso em mg por equivalente de acido galico por grama de
extrato (mg EAG. g.L1).A quantificacdo de fendlicos totais foi realizada através de
curva de calibracdo de acido galico. A equacédo da reta foi usada para determinar a
concentracdo em mg de acido galico, onde x corresponde a concentracédo de 4cido
gélico e y corresponde a absorbancia da amostra.

5.6.2 Quantificacdo do teor de flavondides

A determinacgéo do teor de flavondides totais foi realizada através da metodologia
adaptada de Dewanto et al. (2002).Para este teste, foi utilizado o mesmo extrato obtido
para a analise de compostos fendlicos totais, no qual, 1 mL da amostra final foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL contendo previamente 4 mL de 4gua
destilada. Foram adicionados 0,3 mL de nitrito de sédio 5 %. Apds exatos 5 minutos,
foram adicionados 0,3 mL de cloreto de aluminio 10% e ap6s 1 minuto foram
adicionados 2 mL de hidroxido de s6dio 1M. O baldo volumétrico foi completado com
agua destilada e agitado manualmente.

A absorbancia foi medida a 510nm e a quantificacéo feita através de uma curva de
calibracdo construida pela diluicdo de uma solucédo padrdo de Quercertina (QUER)
(R2=0,9995). O conteudo total de flavonoides foi expresso como mg de equivalentes
de quercetina por grama de amostra.

Para determinagéo do teor de flavondides totais, foi utilizado um baldo volumétrico
de 5 mL, no qual foi adicionado sequencialmente 2mL de agua destilada, 0,5mL da
amostra 100 ug/mL de nitrito de sédio 5%, apds 6 minutos adicionou-se 100 ug/mL do
cloreto de aluminio a 10%, apds 5 minuto fora adicionados 1mL de hidroxido de sodio
1M. Para este teste também fora utilizado um total de seis variedades de amostras

(sendo 03 amostras de uva e 03 amostras de suco de uva integral industrializado).
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Completou-se o volume do baldo com &gua destilada e homogeneizou-se
manualmente. Apos 30 minutos a absorbancia foi medida em espectrofotémetro
(Varian Cary 50 UV/Vis) com cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm
(Beckman Coulter). O branco utilizado foi o préprio solvente (alcool etilico-PA) (LEE
et al., 2003). Para a construcédo da curva de calibracdo utilizou-se como padréo a
guercetina nas concentragbes de 0,03125, 0,625, 0,125, 0,25, 0,5 e 0,75 pg/mL. O
resultado do teor de flavondides totais foi expresso como equivalente de quercetina
(mg QUE/Q) e calculado por meio da construcdo de uma curva analitica. A equacao
da reta foi usada para determinar a concentragéo onde x corresponde a concentracéo
de quercetina e y corresponde a absorbancia.

5.7 ENCAPSULACAO DO ATIVO NA CICLODEXTRINA — SISTEMA CARREADOR

Apés os resultados obtidos a partir das quantificacdes iniciais, as amostras que
apresentaram um maior teor de compostos fendlicos e teor de flavonoides, foram
encapsuladas com ciclodextrina e avaliadas sua absorbancia no teste de DPPH. O
complexo de nanoencapsulagao entre a B-ciclodextrina e o ativo foi preparado pela
técnica de co-solubilizacdo, na qual uma solucao (Fase A) contendo o ativo e a
ciclodextrina cristalina (Sigma-Aldric) numa proporcéo de 1:1 foi preparada utilizando
acetona PA como solvente (100ml), e uma solucéo de polissorbato 80 (1ml) em agua
(100ml) (Fase B).

Estas solugcdes foram mantidas sob agitacdo até completa solubilizacdo das
substancias por periodo equivalente a 24 horas. Apos completa solubilizacdo, a
solucdo final foi concentrada em evaporador rotatério. O soélido resultante
acondicionou-se em recipiente de vidro e mantido em temperatura ambiente (28°C)
(BOMFIM et al; 2016).

5.8 ANALISE DOS COMPOSTOS FENOLICOS ENCAPSULADOS

Apos a otimizagado da metodologia de extragédo de bioativos antioxidantes, realizou-se

nova quantificacdo dos fendlicos totais e flavonoides utilizando os mesmos métodos
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descritos anteriormente. Para todas as analises foram testadas 01 amostra do extrato
de uva concentrado em rotaevaporador, 01 amostra do extrato de uva concentrado
em rotaevaporador com cliclodextrina, 01 amostra do extrato de suco de uva
concentrado em rotaevaporador e 01 amostra do extrato de suco de uva concentrado
em rotaevaporador com ciclodextrina. A metodologia da diluigdo manteve-se a mesma
para cada analise, bem como os valores padrdes para cada teste e suas

absorbancias.

5.9 ENSAIOS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ATRAVES DO TESTE DE DPPH

Para a realizacdo do teste de atividade antioxidante foram preparados 25,00 mL
de solucdes estoques das amostras de uva (extrato concentrado e extrato
concentrado com ciclodextrina) e do Suco de uva integral industrializado ( extrato
concentrado e extrato concentrado com ciclodextrina) . Além disso preparou-se do

padréo de BHT, todas na concentracéao final de 1.000 p.mL™.

Estas solucbes estoques foram diluidas para obtencdo das diferentes
concentracdes usadas no teste, que foram 100 p.mL%, 250 p.mL%, 500 p.mL* e 750
u.mLt. Como padrao, foi usado o butil-hidroxitolueno (BHT) e além das concentracdes
anteriormente descritas, também foi usada uma solugcédo de concentragdo final de 50
ug.mL 1. Também foi preparada uma solucdo metandlica do DPPH na concentracdo
de 200 mcM. O teste foi realizado em placa de ELISA contendo 96 pocos. Para as
amostras e o padrao BHT, foram adicionados em cada poco, 50 uL de cada solucéo
preparada nas diferentes concentracées, e 200 p.mL* da solucdo de DPPH. Para o
branco foi adicionado ao po¢o 200 pyL de solucédo de DPPH e 50 pL de metanol,
apenas. Todas as leituras foram feitas em triplicata no momento da adicdo das
solugdes (tempo 0) e apos 30 minutos. A leitura das placas foi realizada em
espectrofotdmetro (BioRAD) no comprimento de onda A = 517 nm no periodo de 0
minuto e 30 minutos.

Nesse intervalo de tempo a placa foi armazenada sob o abrigo da luz. A atividade
antioxidante (AA%) é calculada a partir da média das absorbancias observadas com

0 branco (Asranco) € as solugdes contendo o DPPH mais os padrdes e as amostras
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7z

(Aamostra), conforme equacdo abaixo, e o valor desse célculo é utilizado para
construcdo da equacao da reta que serviu para determinacéo do ICso (CUENDET,;
HOSTETTMANN; POTTERAT, 2001). O ICso foi calculado pela equagéo da reta do
grafico de concentragéo versus atividade antioxidante.

A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada

utilizando-se a seguinte equacao. Essa formula indica a porcentagem de descoloracao
do radical DPPH.

Figura 14. Férmula da absorbancia calculada ap6s o método do DPPH*.

o o Acomrol;r(-) - ‘A*amuslra x 100
Atividade Antioxidante (%) =

Aconh'ol e(-)

Acontrole(-) = absorvancia da solu¢cdo de DPPH sem a amostra; Aamostra= absorvancia da amostra
com o DPPH. (Fonte: NASCIMENTO et al., 2011).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados apresentados como
média + desvio padréo. Realizou-se analise de dados ndo paramétricos através do
teste de Kruskall — Wallis para identificar diferencas significativas entre as médias por
meio do software SPSS® 2015. O nivel de significAncia considerado para a diferenca
entre as médias foi de 5 % (P<0,05)
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6. Resultados e Discussao

6.1 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ESTABILIDADE

Dentre as caracteristicas dos compostos fendlicos, pode-se considerar como as
mais importantes a sua ag¢ao antioxidante, e a fungcdo como corante de alimentos.
Sendo assim, 0s extratos vegetais se tornam uma alternativa para a substituicdo dos
antioxidantes e corantes sintéticos na industria de alimentos MANFROI et al., 2006;
PINHEIRO, 2008).

O estudo da estabilidade é utilizado para nortear o desenvolvimento de formulacdes
e do material adequado de acondicionamento, oferecer subsidios para o
aperfeicoamento das formulacdes, na estimativa do prazo de validade e no auxilio do
monitoramento da estabilidade microbiologica, organoléptica e fisico-quimica,
(BRASIL, 2004). O Teste de Estabilidade teve como objetivo validar os limites de
estabilidade do produto e comprovar o prazo de validade estimado no teste de

estabilidade acelerada.

Com base nos resultados da foi possivel perceber que as amostras de uva vitéria in
natura e o suco de uva integral que foram mantidas em temperatura ambiente
apresentaram maiores modificacbes em seu pH e em suas caracteristicas
organolépticas, quando comparadas com as amostras mantidas em geladeira. Tal
resultado € comprovado ao observar e comparar a leitura obtida do dia O com a leitura
do 90°dia em todos os métodos de extracdo. Ainda segundo os resultados das
analises de temperatura ambiente, observa-se que quando comparadas
separadamente, as amostras da uva vitéria in natura apresentaram uma maior
variacéo de pH. Isso pode ser justificado pelo teor de conservantes presentes no suco
de uva integral. A avaliacao destes atributos € importante para o acompanhamento da
manutencao destas caracteristicas com o passar do tempo, o que € um indicativo de
estabilidade (BRASIL, 2003; ISAAC et al., 2008).

De acordo com a Tabela 1, foi possivel identificar uma variagdo. A diferenca

observada entre as amostras pode ser pressuposta pela diferenca de processamento,
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bem como a variedade da uva in natura, quando comparada com 0O Suco
industrializado integral, além da diferenca da regido de seu plantio (REYES E
CISNEROS-ZEVALLOS ,2007). Correlacionando as tabelas (1 e 3) os extratos em
suas diferentes formas de processamento e apresentacao € possivel descrever que
as amostras que foram mantidas em geladeira apresentaram uma maior estabilidade
de pH, variando menos de um periodo para outro de leitura. A pele possui um valor
meédio de pH 5,5 este valor pode sofrer alteracoes em decorréncias das diferentes
zonas do corpo. O pH natural da pele é decorrente das secrecfes das glandulas
apoécrinas e endocrinas que acarretam a formagdo de uma pelicula protetora (filme
hidrolipidico) sobre toda a superficie cutanea (OLIVEIRA, 2011).

Tabela 1. Avaliagéo de Estabilidade das Amostras De Uva Vitoria e Suco (Temperatura Ambiente)

— pH.
AMOSTRAS DIA O 24 HORAS 7 DIAS 14 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Uva Vitéria SD 4,6 4,6 45 45 4,6 4,3 3,9
Suco SD 3,6 3,6 3,7 3,7 3,8 3,3 2,9
Uva Rota 4,6 4,6 4,2 3,9 3,8 3,5 3,2
Suco Rota 4,3 4,3 4,1 4,1 3,9 3,7 3,5
Uva Liofilizada 4,6 4,6 4,5 4,5 4,3 4,0 3,8
Suco 45 45 4,3 4,2 4,0 4,0 3,8
Liofilizado

Variacdo da escala de pH das diferentes amostras em temperatura ambiente
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Tabela 2: Avaliacdo de Estabilidade das Amostras De Uva Vitoria e Suco (Temperatura Ambiente) -

Caracteristicas Organolépticas

AMOSTRAS DIAO 24 HORAS 7 DIAS 14 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Uva Vitoria SD SA S.A SA S.A C.A C.A CA
Suco SD S.A S.A S.A S.A C.A C.A C.A
Uva Rota S.A S.A S.A S.A C.A C.A C.A
Suco Rota S.A S.A S.A S.A CA CA CA
Uva Liofilizada S.A S.A S.A S.A S.A C.A C.A
Suco Liofilizado S.A S.A S.A S.A S.A C.A CA

Variag&o das caracteristicas organolépticas das diferentes amostras em geladeira. SEM ALTERACAO
DAS CARACTERISTICAS ORGANOLETICAS(SA) COM ALTERACAO DAS CARACTERISTICAS
ORGANOLETICAS (CA).

Ao analisar os resultados obtidos das amostras em geladeira, observa-se uma
variacao insignificante de pH e de suas caracteristicas organolépticas. Tal resultado é
descrito tanto para as amostras de uva in natura, como também na andlise das
amostras de suco de uva integral em todos os métodos de extracao.

Ainda segundo os resultados das andlises de geladeira, observa-se que quando
comparadas separadamente, as amostras da uva vitdria in natura apresentaram uma
maior variagdo de pH. Essa diferenca de variacdo entre as amostras de uva e suco,
também foram presenciadas nas amostras em temperatura ambiente e justifica-se
assim que o seu teor de conservantes mantém o seu pH e suas caracteristicas

organolépticas independentemente do seu métodos de extracao.
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Tabela 3: Avaliacéo de Estabilidade das Amostras De Uva Vitoria e Suco (Geladeira)- pH

AMOSTRAS DIAO 24 HORAS 7 DIAS 14 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Uva Vitoria SD 4.8 4,7 4.5 4,5 4,5 4,6 4,5
Suco SD 3,5 3,5 3,8 3,8 3,8 3,9 3,8
Uva Rota 4,7 4,7 4.5 4,5 4.4 4,2 4,1
Suco Rota 4,6 4,6 4,5 4.4 4,2 4,2 4,0
Uva Liofilizada 4.5 4.5 4.4 4,3 4,3 4,2 4,1
Suco Liofilizado 4,6 4,6 4.4 4,4 4,4 4,2 4,2

Variagédo do pH das diferentes amostras em geladeira.

Tabela 4: Avaliacéo de Estabilidade das Amostras De Uva Vitoria e Suco (Geladeira)- Caracteristicas

Organolépticas

AMOSTRAS DIAO 24 HORAS 7 DIAS 14 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Uva Vitoria SD S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. CA
Suco SD S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. C.A
Uva Rota S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. CA CA
Suco Rota S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. CA
Uva Liofilizada S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. C.A
Suco Liofilizado S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. S.A. CA

Variag&o das caracteristicas organolépticas das diferentes amostras em geladeira. SEM ALTERACAO
DAS CARACTERISTICAS ORGANOLETICAS(SA) COM ALTERAGCAO DAS CARACTERISTICAS
ORGANOLETICAS (CA).
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Os compostos bioativos sao instaveis, podendo ser degradados frente a diversas
condicdes comumente encontradas no processamento e no armazenamento de
alimentos, tais como aplicacdo de altas temperaturas, congelamento, pH, umidade,
presenca de luz, oxigénio, enzimas oxidativas, metais e ions (BAKOWSKA,
KUCHARSKA E OSZMIANSKI, 2003; FANG e BHANDARI, 2011), ou condicdes
encontradas no trato gastrointestinal, como pH, enzimas e presenga de outros
nutrientes (SERRANO-CRUZ et al., 2013). Os compostos bioativos exibem
decomposicdo significativa frente a altas temperaturas (Hamama e Nawar, 1991),

sendo que a proporcgéao e a duracdo do aguecimento podem influenciar a degradacéao.

Sabe-se que um rapido aguecimento pode facilitar a extracdo de alguns compostos,
como exemplo os compostos fendlicos. Além disso, podem inativar enzimas oxidativas
como a polifenoloxidase e a peroxidase, que degradam os polifendis. Porém
LARRAURI, RUPEREZ E SAURA-CALIXTO(1997) elucidaram o efeito das
temperaturas de secagem na estabilidade dos polifendis e na atividade antioxidante
de bagaco de casca de uva tinta. Eles observaram que quando utilizada temperatura
de 100 e 140°C houve uma reducao significativa nos polifendis totais (18,6 e 32,6%)
e de taninos condensados (11,1 e 16,6%), além de observarem um decréscimo da

atividade antioxidante em 28 e 50%, respectivamente.

Em contra partida, SOLYOM et al. (2014) observaram que utilizando temperatura de
150°C na extracao de antioxidantes da uva € possivel preservar pelo menos 90% dos
compostos ativos, desde que o tempo em que o produto seja mantido a essa
temperatura ndo seja superior a 1 minuto. Por outro lado, CRUZ et al. (2007) avaliaram
a estabilidade térmica dos polifendis do bagaco de uva vermelha frente a diferentes
temperaturas e tempos de aquecimento, e observaram que houve 28% de perda de

compostos fendlicos quando utilizado aquecimento de 200°C por 120 minutos.

Em relacéo a baixas temperaturas, diversos estudos demonstram que ocorre uma
reducado no teor de compostos fendlicos, entretanto, alguns sdo mais degradados que
outros, e sendo assim, o percentual de degradacgao vai depender da composicao de
polifendis presentes no fruto (ANCOS, GONZALES E CANO, 2000; CHAOVANALIKIT
E WROLSTAD, 2004; TURKBEN et al., 2010). Quanto ao pH, AMENDOLA, FAVERI
E SPIGNO (2010) avaliaram a estabilidade de extrato de uva e de &cido galico em
quatro diferentes pHs (3, 5, 7 e 9) e observaram perdas maiores de polifendis totais e
atividade antioxidante nos pHs 7 e 9. REYES E CISNEROS-ZEVALLOS (2007)
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avaliaram a estabilidade de antocianinas em extrato e observaram que a estabilidade

foi maior em menores valores de pHSs.

O conteudo de agua também pode influenciar o teor de compostos fendlicos,
entretanto, ha controvérsias em relacdo a isso. Por outro lado, JIMENEZ et al. (2012)
observaram que em temperaturas acima de 100°C a reducdo da atividade de agua
aumenta em 4 vezes a degradacdo de compostos fendlicos. Além disso, a presenca

de luz e oxigénio sdo outros fatores que provocam a degradacao destes compostos.

A natureza insaturada dos polifendis torna as moléculas suscetiveis ao oxigénio
molecular. GONZALES-BARRIO et al. (2005) comprovaram a instabilidade de
antocianinas frente a presenca de luz. J& YORUK E MARSHALL, (2003) avaliaram o
efeito da adigcao de oxigénio em vinhos, e observaram que isto resultou em redugao
no teor de fendis totais e aumento na concentragcdo de compostos poliméricos de
coloracdo vermelha. BENITEZ et al. (2006) observaram decréscimo no teor de
polifendis totais quando vinhos foram submetidos a irradiacdo por luz UV-visivel e alta

temperatura (45°C).

Por outro lado, os compostos fendlicos sdo substratos para enzimas oxidativas
como a polifenoloxidase (PPO) (GONZALES-BARRIO et al., 2005). A PPO ¢
amplamente distribuida em frutas e vegetais, que, na presenca de oxigénio, catalisa
a oxidacado de monofendis e o-difendis em o-quinonas, que posteriormente vao ser
condensadas ou polimerizadas para formar compostos de coloracdo marrom
denominados melaninas (DUANGMAL E APENTEN, 1999; MATHEW E PARPIA,
1971; YORUK E MARSHALL, 2003). Como observado, a estabilidade dos fendis esta
relacionada com diversos parametros, e sendo assim, pode alterar de acordo com as
outras condi¢cfes presentes em um mesmo sistema. O presente teste pode evidenciar
gue o método de extracdo bem como a variedade da uva podem apresentar uma maior

estabilidade e uma menor variagdo do pH e de suas caracteristicas organolépticas.

Acredita-se que os maiores valores de pH encontrados no final do periodo de
armazenamento, os 90 dias, sejam consequéncia dos menores teores de acidos
organicos presentes nas amostras de uva in natura e suco, segundo Rizzon, Miele e
Meneguzzo, (2000) esses parametros estao frequentemente interligados. A acidez em
uvas € atribuida, principalmente, aos acidos organicos que se encontram dissolvidos

nos vacuolos das células, tanto na forma livre como na combinada, como sais, ésteres,
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glicosideos, etc. Descreve-se que alguns acidos organicos ndo so6 contribuem para a
acidez, como também para o aroma caracteristico, porque alguns componentes sao
volateis (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

6.2 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO DE BIOATIVOS
ANTIOXIDANTES

6.2.1 Fenodlicos totais

Os compostos fendlicos, presentes nas frutas e hortalicas, sdo um dos principais
responsaveis pela atividade antioxidante destas. Seu conteudo final pode estar
influenciado por fatores como: a maturacéo, a espécie, praticas de cultivo, origem
geografica, estadgio de crescimento, condicbes de colheita e processo de
armazenamento (Kim et al., 2013).Comparando a eficiéncia de extracdo para as
diferentes amostras foi possivel observar que a forma de obtencdo do extrato
influencia no teor de compostos fendlicos da amostra final. Isto € comprovado nos
resultados dos testes de Fendlicos totais, Flavondides, onde a partir da andlise
espectrofotométrica comparados com o padrdo de cada teste, verificou-se que o
método de extracdo através do Rotaevaporador mantém os teores de compostos

bioativos mais elevados.

Os valores das médias e desvio padrdo dos fendlicos totais da uva in natura e do
sucos estdo apresentados na Tabela 5. A concentracdo de fendlicos totais da uva
comparada com o suco apresentam diferencas significativas, onde a uva concentrada
no rotaevaporador apresentou a maior média. Os fendlicos totais foram dosados pelo
método de, Folin-Ciocalteu (BRASIL, 2010; SINGLETON & ROSSI, 1965). Para a
quantificacdo de fendis totais das amostras foi construida uma curva padrdo
preparada com &cido galico (Sigma, Brasil) e expressa como mg equivalentes de
acido galico (EAG) por mililitro da amostra. O método proposto foi utilizado para a
determinacao de flavondides totais. Seguindo o método descrito para a obtencéo da
curva de calibragdo, a leitura das solucdes foi realizada em triplicata no
espectrofotometro, onde se obtiveram os valores em média de absorbancia que

permitiram confeccionar a seguinte curva de calibracao.



Figura 15. Curva de calibragio de Acido Galico
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Tabela 5: Resultado da quantificacéo do teor de Fendlicos Totais das amostras de Uva in
natura e Suco de uva integral industrializado em seus diferentes tipos de metodologia de
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extracao.
AMOSTRAS MEDIA DESVIO VALOR MEDIO
PADRAO

Uva Vitéria SD 399,6 (A) 3,6 399,6 +3,6
Suco SD 8,2 (A) 0,2 8,2+0,2
Uva Rota 1597,5 (A) 6,2 1597,5+6,2
Suco Rota 840,2 (A) 9,5 840,2+9,5

Uva Liofilizada 1257,9 (A) 9,5 1257,9+9,5

Suco Liofilizado 522,5 (A) 6,3 522,5+6,3

Valores de Branco = 0,000A / Valores Expressos em mg / YAG. / (A) = Absorbancia. Apresentada a

média das absorbancias
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Segundo Belitz, Grosch e Schieberle (2009), a composi¢ao quimica da uva varia de
acordo com a composi¢ao do solo onde a fruta foi cultivada, a localizacdo geogréafica,
0 estagio de maturacdo na colheita, e as diferencas intrinsecas entre as variedades
de uva tintas, Vitis vinifera e Vitis labrusca. Além disso, a uva, também pode
apresentar diferencas quanto a sua composicao dependendo de como é o processo
industrial na etapa de prensagem e sua eficiéncia, para o caso do suco integral
industrializado. Desta forma, a partir dos resultados obtidos, algumas diferencas foram
percebidas entre as amostras de uva (RIBEIRO, 2016)

A quantificac@o de fendlicos totais foi realizada através de curva de calibracdo de
acido galico, representada pelo grafico 1 e tabela 5. A equacéo da retay = 0,0016x +
0,0498 foi usada para determinar a concentracdo em mg de acido galico onde x
corresponde a concentracdo de acido galico e y corresponde a absorbancia da
amostra.

O método de Folin-Ciocalteau permitiu quantificar compostos fendlicos presentes nas
amostras, os quais tém a capacidade de ligar-se a radicais livres, inibindo processos
oxidativos.

Os resultados foram obtidos por meio da analise espectrofotométrica para a
determinacéo do teor de fendlicos totais nos lipossomas e extratos expressos em mg
equivalente de &cido galico mg/mL, quanto maior o teor equivalente em acido galico

(mg AG g'l) encontrado, maior a porcentagem de fendlicos totais.

De acordo com os resultados fora possivel observar que, as amostras de uva in
natura apresentaram teores de fendlicos totais superiores a 399,6 mg / > AG. Quando
comparadas entre si e avaliando apenas o método de extracdo o extrato da uva in
natura obtido pelo método da rotaevaporacdo apresentou resultados mais elevados
guando comparados com os demais métodos, sendo o teor de fendlicos totais da Uva
Rota de 1597,5 mg / YAG.

O resultado do teor de fendlicos do Suco de Uva Integral corrobora com o método
de extracdo da Uva in natura. Seus niveis de compostos fendlicos totais também se
apresentaram mais elevados no método de extragdo da rotaevaporacgao,
apresentando 840,2 mg / > AG de fendlicos totais, evidenciando assim que o método
de Spray Dryer ndo seria uma escolha ideal para o estudo visto que apresentou

apenas 8,2 mg/ > AG de fendlicos totais no Suco de Uva Integral industrializado.
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As diferencas entre os resultados dos extratos sao esperadas uma vez que em uvas
o perfil de compostos fendlicos € varidvel em diferentes cultivares, podendo esse valor
ser alterado por diferentes respostas biologicas (ABE et al.,2013).
O teor de compostos fendlicos dos extratos da uva obtido nesse trabalho foi superior
aos obtidos por Scher et al., (2010) e Bussolo e Thomé (2008) que obtiveram
respectivamente 14,80 e 24,93 mg/mL de compostos fendlicos em extrato de uva.

Ao efetuar uma comparacao entre as duas amostras, Uva in natura e Suco de Uva
Integral Industrializado, ambas obtidas através do método de extracdo da
rotaevaporacao, a uva in natura apresentou quase o dobro de teor de fendlicos totais

em comparacao ao suco de uva integral industrializado.

6.2.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios vegetais de natureza
fendlica, que possuem notavel capacidade antioxidante. As Catequinas,
epicatequinas e quercetinas, por exemplo, tem demonstrado alta capacidade
antioxidante e inibicdo da proliferacdo celular (RIBEIRO, 2016). Estdo presentes,
principalmente, nas cascas e sementes de uvas (MEYER et al., 1997).Segundo Cheng
et al. (2012), o tipo de solvente € um fator determinante para a eficacia do processo
de extracdo de compostos fendlicos. Além disso, a utilizacdo de solventes com
diferentes polaridades possibilita a extracdo de compostos polares (solvente aquoso)
ou apolares (solvente etandlico). Desta forma, uma solucéo extratora hidroalcodlica €
capaz de carregar tanto compostos polares quanto apolares, significando uma
vantagem na extracdo (SALDANHA, 2005; CHAICOUSKI et al., 2014). A quantificagéo
dos flavonoides foi realizada através de curva de calibracdo da quercetina,

representada pela Figura 19.

A equacéo da reta y = 0,8858x + 0,0253, foi usada para determinar a concentracéo
em mg de quercetina, onde X corresponde a concentracdo de quercetina e y
corresponde a absorbancia da amostra. Ao relacionarmos os resultados obtidos na
Figura 19 e compararmos com a tabela 6 € possivel conceber que houve diferenca no
teor de flavonoides em todas as amostras. Os resultados foram expressos como

equivalentes de quercetina (QUER) por grama da amostra.
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Figura 16. Curva de Calibragdo da Quercetina
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Avaliando a composicao das variedades analisadas, 0s valores mais expressivos
de flavonoides correspondem as amostras que passaram pelo método de extracao de
rotaevaporacéo, tanto para a Uva in natura, quanto para o Suco de uva integral
industrializado. A temperatura, utilizada em suas diferentes formas de obtencéo dos
extratos, pode ter influéncia no resultado obtido (PIES, 2017).

Em ensaios com temperaturas de 35°C o contetdo de fendlicos totais foi maior se
comparado as extracdes a 55°C, indicando degradacao térmica dos compostos em
estudo (MEIRELES, 2011). Uma possivel explicacdo para este comportamento é a
proximidade do ponto critico na temperatura de 30°C onde pequenas alteracfes nas
condicbes de operagcdo provocam variacoes na densidade do solvente, e
consequentemente nos valores de solubilidade e rendimento. Essa variagdo de
temperatura pode indicar uma maior concentragdao ou uma diminuicdo de compostos

antioxidantes.
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Tabela 6: Resultado da quantificacdo do teor de Flavondides das amostras de Uva in natura e Suco
de uva integral industrializado em seus diferentes tipos de metodologia de extracéo.

AMOSTRAS MEDIA DESVIO VALOR MEDIO
PADRAO
Uva Vitéria SD 244.4 (A) 15,6
244.4 + 15,6

Suco SD 3,7 (A 0,1 3,7+0,1
Uva Rota 1620,4 (A) 9,5 1620,4 + 9,5
Suco Rota 1029,8 (A) 11,0 1029,8 + 11,0

Uva Liofilizada 535,0 (A) 12,5 535,0+ 12,5

Suco Liofilizado 522,5 (A) 6,3 522,5+6,3

Valores de Branco = 0,000A / Valores Expressos em mcg / Y QUER/ (A) = Absorbancia. Apresentada
a média das absorbancias

Em uvas o perfil de flavondides é variavel em decorréncia dos distintos cultivares
e das respostas biolégicas (RIBEIRO, 2016). Os residuos industriais gerados pela
industria de sucos e vinhos retém compostos fendlicos (O'BYRNE et al., 2002).
Monrad (2010), cita os flavondides como os principais compostos fendlicos presentes
nesse residuo. Isto justifica assim a diferenga no teor de flavonoides da uva in natura,

esta quando comparada ao suco de uva integral industrializado.

De acordo com os dados obtidos, o teor de flavonoides da uva in natura em seus
trés métodos de extracdo apresentou valores superiores quando comparados aos
resultados do suco. Quando comparados os métodos de extracdo observa-se que as
amostras que passaram pelo processo de rotaevaporacdo apresentaram um maior
teor maior de flavonoides. Tal resultado pode ser comprovado tanto para as amostras
de uva in natura 1620,4 + 9,5, quanto para o suco 1029,8 + 11,0.



67

6.3 RESULTADOS DA OTIMIZACAO DA METODOLOGIA DE EXTRACAO DE
BIOATIVOS ANTIOXIDANTES E INCORPORACAO COM CICLODEXTRINA

6.3.1 Fendlicos Totais e Flavonodides

Apos realizada a primeira andalise farmacognaostica com os extratos da Uva in natura
e do Suco Integral nos seus diferentes tipos de extragcdo, as amostras que
apresentaram melhores resultados foram selecionadas para entdo serem
encapsuladas. Apos o encapsulamento, realizou-se uma nova analise dos extratos
objetivando comparar os resultados obtidos anteriormente com os resultados apés o

encapsulamento.

O extrato de uva in natura encapsulada apresentou um teor de compostos fendélicos de
640,0 £ 180,3, esse valor foi inferior aos 1000,7 + 3,0 da uva sem a ciclodextrina. De
forma similar foi possivel observar que o teor de compostos fendlicos do suco de uva
integral com a ciclodextrina apresentou valores inferiores 556,7 + 152,8, quando
comparados com os valores dos fendlicos presentes no suco sem o sistema carreador
1359,0 + 10,0.

Ao efetuar uma comparacdo das amostras em sua forma pura com as amostras
incorporadas com o0s sistemas carreadores, observou-se que a amostra da uva in
natura sem a ciclodextrina apresentou teores mais elevados de flavonoides, sendo
56,6 £ 0,7 sem o sistema carreador e 3,1 + 0,5, com a ciclodextrina. O mesmo ocorre
com a amostra de suco de uva integral industrializado, onde analisa-se que 0 suco com a
ciclodextrina apresentou valores inferiores de flavonoides 1,5 = 0,2. Ainda, ao
comparar as amostras entre si, € possivel averiguar que ap0s a encapsulacéo todos
0s extratos obtiveram teores de flavonodides inferiores e que, a uva in natura

apresentou maiores teores 56,6 + 0,7 quando comparada com o suco 25,5 + 0,2.

Os valores demostraram que o teor de fendlicos totais e flavonoides nas amostras
encapsuladas tiveram valores inferiores quando comparadas com as amostras sem o
sistema carreador. Uma possivel explicacdo a esse fato, tem como base o solvente

utilizado na formacdo das nanoparticulas. Estes sistemas encapsulados contém
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substancias que sao solubilizadas no solvente (dgua) do sistema escolhido e ao reagir
com outro solvente pode ter acarretado em um menor teor de compostos fendlicos e
flavonoides (XAVIER, 2016). Estagios adicionais podem ser necessarios para purificar
o isolado e remover substancias fenélicas e nao-fendlicas indesejaveis. Para um
posterior ensaio é interessante a utilizacdo de diferentes solventes, visto que o
solvente empregado na obtencédo e/ou diluicdo da amostra influencia diretamente no

resultado obtido.

Na literatura, os flavonoides sdo apontados como antioxidantes efetivos devido a
sua habilidade de sequestrar radicais livres, atuando como doadores de hidrogénio, e
quelar metais, protegendo assim os tecidos dos radicais livres e da peroxidagao
lipidica, reduzindo o potencial de ocorréncia de doencas crbénico-degenerativas
(RIBEIRO, 2016). Uma nova leitura foi realizada e seguiu-se o método padréo para a
obtencao da curva de calibragdo. Novamente a leitura das solugdes foi realizada em
triplicata no espectrofotbmetro, e obteve-se os valores em média de absorbancia

permitindo assim realizar a curva de calibragcédo ja com o sistema carreador.

Figura 17. Curva de calibrag&o de Acido Galico com o complexo de encapsulag&o (Ciclodextrina)
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A partir das andlises obtidas, observa-se que as amostras com o sistema carreador
mantiveram seus teores tanto de fendlicos totais quanto de flavonoides
guantitativamente inferiores quando comparados aos resultados obtidos nas amostras
sem a incorporacédo da ciclodextrina. Nota-se essa diferenca ao comparar o teor de
fendlicos totais da uva in natura sem o complexo carreador 1000,7 + 3,0, com a

amostra tendo a adicao da ciclodextrina 640,0 = 180,3.

A membrana que engloba o sistema carreador tem como principal caracteristica
proteger o ativo o qual sera liberado na via transdérmica, mantendo-o estavel. As
ciclodextrinas e seus derivados hidrofilicos aumentam a solubilidade e estabilidade de
farmacos em preparacfes dérmicas tais como solu¢des aquosas e emulsées. Além
disso, as ciclodextrinas e especialmente os seus derivados hidrofébicos, podem
modificar a permeabilidade dos farmacos através da pele, a bioconversao de farmacos
nos tecidos alvo e a irritacdo topica causada por alguns farmacos (VEIGA, 2002). O
nao rompimento desta membrana pode justificar a diferenca obtida entre as amostras

encapsuladas e as amostras sem a ciclodextrina.

Tabela 7: Resultado da quantificac&o do teor de Fendlicos Totais das amostras de Uva in natura e
Suco de uva integral industrializado ap6s incorporacgéao do sistema carreador (Ciclodextrina)

AMOSTRAS MEDIA DESVIO VALOR MEDIO
PADRAO
Uva Rota 1000,7 (A) 3,0 1000,7 + 3,0
Uva Rota + CICLODEXTRINA 640,0 (A) 180,3 640,0 + 180,3
Suco Rota 1359,0 (A) 10,0 1359,0 + 10,0
Suco Rota + CICLODEXTRINA 556,7 (A) 152,8 556,7 + 152,8

Valores de Branco = 0,000A / Valores Expressos em mcg / Y QUER / (A) = Absorbancia. Apresentada
a média das absorbancias

Tal diferenca é comprovada comparando o resultados obtidos nas Tabelas 7 com
os dados da Tabela 8. E possivel conceber que novamente houve diferenca no teor

de fendlicos totais e flavonodides em todas as amostras. Os resultados dos fendlicos
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totais e dos flavonoides foram submetidos ao teste estatistico pelo método de Kruskal-
Wallis, sendo possivel aferir que ndo houve diferenca estatistica entre as amostras
encapsuladas. Entretanto, quando comparadas as amostras sem o sistema de
complexacao evidencia-se que a amostra de uva in natura apresentou maior teor de
fendlicos totais e flavonoides que o suco.A encapsulacdo molecular consiste na
substituicdo das moléculas de 4gua, que possuem elevada entalpia, por moléculas
hospedes adequadas (GUEDES et al., 2008).

Trata-se de um processo energeticamente viavel por promover uma alteracdo
favoravel de entalpia, aumento de entropia e reducdo da energia total do sistema,
estes fatores contribuem para o aumento da estabilidade do complexo formado
(SAENGER, 1980; SZEJTLI, 1998). Interacdes eletrostaticas de Van der Waals,
interacOes hidrofébicas, ligacées de hidrogénio, também contribuem para formacéo e

estabilizacdo dos complexos de inclusao da ciclodextrina.

Figura 18. Curva de calibragdo da Quercetina com o complexo de encapsulago (ciclodextrina).
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Estudos descrevem que os flavondides apresentam efeito benéfico a saude, tais
como: acdo antioxidante, eliminacéo de radicais livres, acdo anticancer, atividade anti
viral e acdo antialérgica. (MANOEL, 2016).
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Pode prever-se que, se a absor¢cao de um farmaco é limitada pela sua solubilidade,
em vez da permeabilidade, a utilizacdo de potenciadores de solubilidade, como a
ciclodextrina, aumentando assim a absorcdo. Okano et al., (2001) elucida ainda que,
a cavidade interna da ciclodextrina pode atuar de diversas maneiras, sendo uma delas
promover a protecao do estado excitatorio de uma molécula flavonoéide, evitando desta

forma possiveis colisdes com as moléculas de dgua no interior da solucéo.

Tabela 08: Resultado da quantificacdo do teor de Flavondides das amostras de Uva in natura e
Suco de uva integral industrializado ap6s incorporacdo do sistema carreador (Ciclodextrina)

AMOSTRAS MEDIA DESVIO VALOR MEDIO
PADRAO
Uva Rota 56,6 (A) 0,7 56,6 + 0,7
Uva Rota + CICLODEXTRINA 3,1 (A) 0,5 3,1+05
Suco Rota 25,5 (A) 0,2 25,5+0,2
Suco Rota + CICLODEXTRINA 1,5 (A) 0,2 1,5+0,2

Valores de Branco = 0,000A / Valores Expressos em mcg / Y AG./ (A) = Absorbancia. Apresentada a
média das absorbancias

Os flavondides apresentam importantes propriedades farmacoldgicas, porém
baixa solubilidade. Em decorréncia deste fator limitante, existem muitos trabalhos na
literatura que estudam o aumento da solubilidade destes em ciclodextrina
(TOMMASINI et al., 2004). Esta alternativa mostra-se muito interessante para
solucionar os problemas encontrados na administracéo de farmacos hidrofébicos em

agua.

A complexacédo de farmacos com as ciclodextrinas melhoram sua solubilidade em
agua, a velocidade de dissolucdo, a estabilidade quimica e a biodisponibilidade.
Porém sua eficiéncia depende fundamentalmente de suas estruturas e da habilidade
do farmaco alcancar e interagir com o alvo biolégico (GUZZO, 2007). Neste caso o

resultado obtido pode ter sido influenciado diretamente tanto pela associacdo do
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sistema carreador com o ativo, quanto com o solvente que formou o sistema de

complexacao.

6.4 ENSAIO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE COM A CICLODEXTRINA

O ensaio com o DPPH é baseado na perda da intensidade da cor da solucao
purpura do radical estavel DPPH*, ap0s a reacdo com um composto antirradicalar
(AOH). O DPPH é um radical livre, pois apresenta um elétron ndo emparelhado, com
absorcao na regido de leitura de sua absorbancia (517 nm). Ao se misturar com uma
substancia capaz de doar hidrogénio, o DPPH reage e vai para sua forma reduzida,
passando da cor puarpura para a castanha (CARVALHO, 2016). Os materiais de
revestimento do sistema carreador, a ciclodextrina, que sado basicamente materiais
capazes de formar pelicula, podem ser selecionados a partir de uma grande variedade
de polimeros naturais e sintéticos, de acordo com as caracteristicas desejadas para
as microcapsulas (POSHADRI E KUNA, 2010). Alguns dos materiais utilizados séo
proteinas, lipidios e carboidratos, tais como amidos, gomas e celuloses (UMER et al.,
2012).

Realizou-se o processo de complexacao das amostras da uva in natura e do suco
integral industrializado a Beta Ciclodextrina (B-CD) em diferentes proporcdes, para
gue fosse avaliada a amostra com melhor rendimento e que apresentasse melhores
caracteristicas frente aos métodos de caracterizacdo espectroscépicos utilizados,
para estudos farmacoldgicos posteriores. Os resultados obtidos para o método do
DPPH foi expresso através do calculo da concentracéo inibitéria, cujo valor representa
a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a concentracdo inicial do
reagente, o DPPH em 50%. Utilizou-se diferentes concentracdes para se obter um
intervalo de absorbancia de modo que seja possivel verificar a reagdo (CARVALHO,
2016).

Foram comparadas as amostras de Uva in natura (uva vitoria) com e sem o sistema
carreador ap6s 30 minutos de reacdo. E possivel perceber que, a partir do resultado
do IC50 da uva a mesma apresentou uma maior atividade antioxidante, quando

comparada sua amostra com o sistema carreador. No estudo com frutas realizado por
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Murcia et. al., (2001) os autores concluiram que as frutos tropicais possuem boa

atividade antioxidantes, quanto ao sequestro das espécies reativas de oxigénio. Tal

atividade pode ser observada na Figura 19 abaixo. Esta ratifica o resultado da reacdo

entre o DPPH e a uva in natura, com e sem a ciclodextrina.

Figura 19. Resultado da analise da atividade antioxidante da amostra de uva in natura com e sem
a ciclodextrina apds 30 minutos de reacéo.
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O mesmo é observado no resultado do suco de uva integral industrializado e com

0 padrao (BHT). Ambos também apresentaram um menor IC50, ou seja uma maior

atividade antioxidante, sem a adi¢cdo do sistema carreador.
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Quando comparadas as amostras de uva e suco, é possivel verificar que o valor do
IC50 da uva in natura representou uma maior atividade antioxidante.lsso pode ser
justificado tanto pela variedade da uva, quanto pela quantidade de compostos
guimicos presentes no suco, o que pode ter interferido no resultado final do DPPH.
Munds-Espada et al., (2014) avaliaram as cultivares de Vitis vinifera, e observaram
uma associacao positiva entre o contetudo de flavonoides e a capacidade antioxidante

pelo método de sequestro de radicais livres do DPPH.

RIBEIRO (2016), corrobora e descreve que a capacidade antioxidante pode estar
relacionada com o teor de flavondides das uvas, onde uma variacdo no perfil dos
compostos fendlicos pode resultar em diferentes respostas bioldgicas e apesar das
antocianinas representarem 0s constituintes potenciais, outros compostos podem
estar agindo sinergicamente, contribuindo para os efeitos benéficos associados ao

consumo de uvas e seus derivados.

Valores menores de IC50 indicam amostras com atividade antioxidante superior a
extratos com IC50 maiores. A amostra de uva in natura sem a ciclodextrina apresentou
um valor de IC50 (963,74) menor quando comparadas com as demais amostras
testadas, possuindo assim forte capacidade para capturar radicais livres. Quando
comparadas estatisticamente as amostras com o sistema carreador, ainda que a uva
(1791,60) tenha apresentado um percentual de IC50 inferior ao suco (2164,91),
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre as amostras quando
avaliados as porcentagens de inibicdo de 50 % do radical DPPH* (IC50 %). Os
maiores teores de fendlicos foram verificados nas amostras de uva in natura, que
também apresentaram elevados indices de atividade antioxidante As uvas contém
lipidios, proteinas, carboidratos e cerca de 5 a 8 % de polifendis, dependendo da sua
variedade. Por esta razdo, extratos de uva in natura sdo considerados os
antioxidantes mais potentes (CHEDEA et al., 2010).
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Figura 20. Resultado da analise da atividade antioxidante da amostra de suco de uva integral
industrializado com e sem a ciclodextrina apés 30 minutos de reacéo.
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Ao realizar uma comparacédo do potencial antioxidante do padrédo BHT (676,72 sem
ciclodextrina) e (1291,51 com ciclodextrina), a amostra que mais se aproximou dos
valores de IC50 do padrdo foi a uva in natura, evidenciando assim uma maior
capacidade de capturar radicais livres. Ainda que a amostra de suco tenha
apresentado um poder de sequestro (1401,71 sem ciclo) e (2164,91 com
ciclodextrina), ao confrontar com o padrdo, a mesma ndo apresentou resultados

estatisticamente significantes.
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Figura 21. Resultado da andlise da atividade antioxidante do padrdo BHT com e sem a ciclodextrina
apo6s 30 minutos de reacéo.
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As ciclodextrinas naturais apresentam algumas limitacdes devido a sua baixa
solubilidade aquosa e em solventes organicos (SALTAO E VEIGA 2001). De acordo
com os resultados obtidos € possivel observar que a caracteristica encapsulante do
sistema carreador acaba por “proteger o ativo” e consequentemente diminuir o seu
potencial antioxidante. A alta capacidade antioxidante dos flavonoides esta provando
que eles sdo altamente eficazes para varias doencas mediadas por radicais livres e,
portanto, gradualmente emergindo como alternativas viaveis aos medicamentos

convencionais.

Esses compostos contém um ou mais grupos hidroxilas aromaticos, que sequestram
os radicais livres e séo responsaveis pela alto potencial antioxidante (CHAUDHURI et
al., 2013).0 uso da técnica extrativa também pode ter contribuido para os resultados
uma vez que, por ndo usar aquecimento no processo extrativo, pode ter havido uma
maior conservacdo dos componentes quimicos extraidos. Martins et. al. (2011)
corrobora descrevendo que o produto permanece sem alterar sua composicao

quimica.

Em geral, a capacidade antioxidante das substancias bioativos depende de trés
fatores: o potencial de quelar metais, porque esta fortemente relacionada ao arranjo
dos grupos hidroxilas e carbonilas ao redor da molécula, a presenca de hidrogénio ou
elétrons substituintes capazes de reduzir os radicais livres, e a capacidade do
flavonoide, por exemplo, de deslocar o elétron ndo emparelhado, conduzindo a
formacéo de um radical estavel (MUSIALIK et al., 2009; SHAHIDI, AMBIGAIPALAN,
2015). Deste modo, dependendo da natureza quimica das moléculas antioxidantes, &
importante 0 uso de diferentes métodos para fornecer uma estimativa mais precisa
para as amostras analisadas (RIBEIRO, 2016). A atividade antioxidante da uva pode
estar ligada a varios fatores (RIBEIRO, 2016).

Segundo Barreiros, David, David (2006) e Dorta et al. (2008), os compostos
fendlicos, em particular, os flavonoides possuem estrutura ideal para o sequestro de
radicais, além de serem potenciais agentes quimioprotetores ou suplementares contra
diversos estados patologicos envolvendo dano oxidativo celular, sendo antioxidantes
efetivos. A atividade antioxidante dos flavonoides ainda depende da sua estrutura e
da habilidade do flavonoide em deslocalizar o elétron desemparelhado (RIBEIRO,
2016).
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De acordo com Gan e Latiff (2011), a acetona promove um maior rendimento de
fenolicos que o etanol, metanol, acetato de etila e hexano. O que néo foi aplicavel para
as amostras analisadas neste trabalho, visto que a diluicdo ocorreu com metanol.
Desta forma podemos sugerir que o solvente pode ter influéncia teor de fendlicos
presentes nas amostras, consequentemente influenciando assim no potencial
antioxidante das mesmas. Em trabalho realizado por Lafka et al. (2007), o extrato
hidroalcoolico apresentou o maior teor de fendlicos, entretanto este nédo exibiu a maior
atividade antioxidante. Extracdes hidroalcodlicas sdo ainda mais eficientes que o
proprio solvente puro, sendo o etanol o mais utilizado, por ser um solvente polar e
responsavel pela extragdo de flavonodides e seus glicosideos, catecois e taninos de
matérias vegetais (LOMOLINO et al., 2010).

Mix, ou blends de uvas apresentaram-se como excelentes fontes de compostos
fendlicos, o que esta associado com inumeros beneficios a saude (BOAS, et al., 2016).
Porém €& possivel observar uma reducdo do teor de fendlicos totais,
consequentemente um menor potencial antioxidante quando comparadas a amostra
do suco de uva integral industrializado (composto por um blend de duas variedades
de uvas, Isabel e Bordd) com a uva in natura. Segundo Malacrida e Mota (2005), essa
variabilidade é justificada por uma série de fatores, que podem interferir diretamente
no contetdo de fendlicos de sucos, como: a cultivar de uva utilizada, o grau de
maturacdo, praticas agricolas e procedimentos adotados durante a elaboracgéo,

conservantes presentes e o armazenamento dos sucos.

O aumento na temperatura durante métodos de extracdo e preparo do sistema
carreador e até mesmo das amostras pode ter influenciado diretamente em uma
diminuicao da atividade antioxidante. Isto ocorre provavelmente devido ao fato de que
a maioria destes compostos antioxidantes, como os polifendis e antocianinas, sédo

instaveis e altamente susceptiveis a degradacéo térmica (FERREIRA, et.al., 2016).
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6.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através de uma abordagem nao paramétrica, pelo
teste de Kruskal-Wallis (Programa Statistica - SPSS Verséo 2015). Esse teste € um
correspondente ndo paramétrico da analise de variancia. O nivel de significancia
adotado tanto no teste de efeitos quanto na ordenacdo dos valores centrais foi 0
padrao, p>0,05 (CAMPOS, 1983). Todas andlises estatisticas foram realizadas em
triplicata, sendo os resultados expressos como meédia + desvio padrdo (D.P.). As
andlises foram efetuadas sobre os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante
com a adicdo e sem o sistema de complexagdo. Somente as amostras de uva in natura
sem a ciclodextrina se mostraram estatisticamente significativas quando comparadas

com as amostras de suco de uva integral industrializado.

Porém, de acordo com as andlises realizadas, as quatro amostras analisadas
guando comparadas com entre si, ndo apresentaram significancia entre elas, sendo o
valor de p>0,05. Foi possivel exibir através da andlise estatistica significancias
assintoticas, o que indica uma maior necessidade de se obter amostras com um N

maior.
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7. Conclusao

Os resultados da analise de estabilidade fisica vém comprovar que as amostras
armazenadas em temperaturas elevadas como 35°C ou mesmo temperatura ambiente
podem perder sua estabilidade e possivelmente diminuir ou perder sua atividade
biologica, ndo sendo viavel este tipo de armazenamento. O armazenamento dessas
preparacdes deve ser realizado sob refrigeracdo, para ganho na estabilidade da
amostra. A partir do resultado da andlise de estabilidade observou-se que a variacao
de temperatura influencia diretamente na variacdo do pH e das caracteristicas
organolépticas. Isto pode resultar em diferentes teores de compostos bioativos e em

uma variacao da sua atividade antioxidante.

Foi possivel formar amostras em pg, a partir de extrato fendlico aquoso de uva in
natura (vitis vinifera) e Suco de Uva Integral (mix de uva Bordd e Isabel), utilizando
goma arabica através do método de atomizacdo. Os pOs elaborados tiveram alta
higroscopicidade, baixa temperatura de transicao vitrea e presenca de particulas
aglomeradas, e presenca conteldos de compostos bioativos. A elaboracdo de
microparticulas liofilizadas e atomizadas utilizando goma arabica, resultou em pos
com retencdo dos contetudos de fendis totais e antocianinas monoméricas totais
abaixo do esperado. Quando realizada a triagem de métodos de avaliacdo das
substancias bioativas, seus resultados ndo foram t&o significantes quando

comparados com 0 método de obtencao do extrato através do Rotaevaporador.

Os teores de compostos bioativos s&o significativamente diferentes quando
realizados diferentes métodos de extracdo das amostras de Uva in natura e Suco
Integral Industrializado. A otimizacdo dos métodos de extracao objetivou analisar qual
método apresentaria um maior teor de compostos bioativos, tal otimizacdo foi
direcionada para minimizar custos e analizar qual método pode ser mais rentavel.
ApoOs os resultados observou-se que o método que apresentou resultados mais

satisfatérios foi obtido através do Rotaevaporador.

Apo6s desenvolvido o sistema carreador e analisado seu potencial antioxidante
através do método do DPPH, observou-se que o encapsulamento do ativo nao
promove uma maior atividade, seja por prote¢ao ou por incompatibilidade do ativo com

a ciclodextrina. Ainda foi possivel observar através do resultado da atividade
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antioxidante que a uva in natura apresentou uma maior atividade antioxidante, quando
comparada com o suco de uva integral industrializado. Tal resultado pode ser
justificado pelo teor de componentes no suco, o que promoveriam uma diferenca de
leitura ou tdo somente pela diferenga da variedade da uva, sendo o suco um “mix” das
variedades Bordo e Isabel e a Uva in natura ser da variedade Vitoria. Outra justificativa
da diferencga do resultado da atividade antioxidante seria a diferenga de plantio e solo.
Mais testes sdo necessarios para descrever a estabilidade do sistema carreador

guando associados a ativos com baixo teor de pH.
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