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Souza, Ercia Xavier Novais. Desenvolvimento e avaliacdo de lipossomas com
bioativos de uva (Vitis vinifera) para medicamentos e cosméticos. 88 f. il. 2015.
Dissertacao (Mestrado). Instituto de Ciéncias da Saude. Universidade Federal da
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RESUMO

A vitivinicultura no Brasil € concentrada nas regifes Sul, Sudeste e Nordeste, sendo
uma atividade consolidada e com significativa importancia sécio-econémica. Na Bahia
apresenta expressao econdmica principalmente na regido do Vale do S&o Francisco.
As uvas sao consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos dentre os
vegetais e frutas. A fabricacdo de vinhos e sucos gera grandes quantidades de
residuos sélidos, como o bagaco de uva, 0s quais sdo descartados ou
subaproveitados. Esse residuo apresenta uma composicao rica e heterogénea de
compostos fendlicos, o que € interessante do ponto de vista econbmico. O
desenvolvimento de sistemas emulsificados envolvendo nanoformulacdes é uma
alternativa para melhorar a disponibilidade biol6gica de substancias ativas. Estas
vantagens podem ser empregadas na veiculacdo de bioativos em produtos
farmacéuticos ou cosméticos, principalmente para os cuidados com a pele. O objetivo
deste trabalho foi encapsular em lipossomas os extratos de uva in natura e residual
com o intuito de determinar e comparar os efeitos do processamento e da natureza
sobre a composicdo, estabilidade, propriedades organolépticas e atividade
antioxidante entre as amostras obtidas. Os teores dos compostos fendlicos e
flavondides foram determinados por espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-VIS),
bem como através de tratamento quimiométrico de anéalise de componentes principais
(PCA). A atividade antioxidante (AA) foi avaliada pelo método de sequestro de radicais
livres DPPH. Os lipossomas obtidos através da técnica de extrusdo mostraram-se
estaveis quanto as propriedades organolépticas (odor, cor, aspecto), fisicas, fisico
guimica tanto para as amostras obtidas da uva in natura quanto para dos residuos. As
amostras apresentaram AA comparavel ao padrao hidroxitolueno butilado (BHT), o
lipossoma de uva in natura demonstrou o maior IC50. Os teores de compostos
fendlicos e flavonoides foram maiores nas amostras derivadas do residuo, tanto no
extrato quanto nos lipossomas. Na PCA permitiu prever a similaridade e a preservacao
das caracteristicas quimicas nos lipossomas obtidos. Os resultados mostraram o
potencial de aplicacdo dos extratos de uva in natura e residual no desenvolvimento de
sistemas lipossomados com atividades antioxidantes em promissores produtos
bioativos.

Palavra — chave: Uva, Residuo Industrial, Lipossomas, Compostos Fendlicos,
Atividade antioxidante, PCA.



Souza, Ercia Xavier Novais. Development and evaluation liposomes with bioactive
grape (Vitis vinifera) for medicines and cosmetics. 88 f. il. 2015. Thesis (MS). Institute
of Health Sciences. Federal University of Bahia, Salvador, 2015

ABSTRACT

The Viniculture in Brazil is concentrated at the South, Southeastern and
Northeast region, being a consolidated activity and with significant socioeconomic
importance. In the state of Bahia presents economic expression mainly in the region
of the S&o Francisco Valley where the most of the production of grapes are designed
to elaboration of Table Wines. The grapes are considered one of the biggest phenolic
compounds sources among vegetables and fruits. The manufacture of wines and
juices generates great amounts of solid residues, as the grape bagasse, which is
discarded or partially tapped, this residue presents a rich and heterogeneous
composition of phenolic composites, and it is very interesting of the economic point of
view. The development of emulsified systems involving nanoformulations is an
alternative to improve the bioavailability of active substances. These advantages can
be employed in serving bioactive in pharmaceutical and cosmetic products, mainly for
skin care. The objective of this work was the encapsulation of in nature grape extracts
in liposomes and residual in order to determine and compare the effects of processing
and the nature of the composition, stability, organoleptic properties and antioxidant
activity of the samples obtained. The content of flavonoids and phenolic compounds
were determined by UV-VIS spectroscopy as well as by chemometric treatment
principal component analysis (PCA). The antioxidant activity (AA) was evaluated for
the kidnapping method of free radicals DPPH. The liposomes obtained by extrusion
technique were stable as the organoleptic properties (smell, color, appearance),
physical and physicochemical both for samples obtained grape in nature and for
residue. The samples showed AA comparable to BHT, liposome of in nature grapes
demonstrated higher IC50. The content of flavonoids and phenolic compounds were
higher in samples derived of residue, both to the extract and to the liposomes. PCA
allowed to predict the similarity and the preservation of the chemical characteristics
obtained on the liposomes. The results showed the potential application of in nature
grape extracts and residual developing using liposome systems with antioxidant
activities in promising bioactive products.

KEYWORDS: Grape, Industrial residue, Liposomes, Phenolic compounds,
Antioxidant activity, PCA.
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1. INTRODUCAO

A videira € uma trepadeira da familia Vitaceae, cujo fruto € a uva (SOUZA,
2008). E uma das frutas mais consumidas no mundo, seja na forma “in natura” ou na
forma processada, sendo considerada como uma importante fonte de compostos
ativos benéficos a saude humana (ORAK, 2007; SHRIKHANDE, 2000).

A fruta da videira possui diversos compostos bioativos, dentre eles os
polifendis, com atividades antioxidantes que atuam como redutores de oxigénio
singleto. Estudos recentes evidenciaram que os antioxidantes fendlicos de cereais,
vegetais e frutas contribuem positivamente, na reducdo da incidéncia de doencas
degenerativas e crbnicas A uva e seus derivados possuem propriedades
antimicrobinas, anti-inflamatéria, antialergénicas, antiarteriogénicas, antitrombdéticas
e,ainda ,efeitos cardioprotetores (ROESLER et al., 2007).

A vitivinicultura tropical destinada a producéo de vinhos e outros derivados da
uva tem se tornado uma importante fonte na geracdo de emprego e renda, sendo
evidenciada como um importante segmento da fruticultura brasileira nas regides nas
Sul, Sudeste e Nordeste (MOURA et al., 2009). A producédo brasileira de vinhos em
regides tropicais tem mobilizado distintas instituicées de pesquisa e desenvolvimento:
Embrapa Semi-Arido, Embrapa Uva e Vinho, Financiadora de Estudos e Projeto -
FINEP, e Instituto do Vinho do Vale do Séo Francisco. A regido do Vale Séo Francisco
iniciou a producao comercial na década de 1980 (TONIETTO; CAMARGO, 2006).

O Submédio do Vale do Séo Francisco € formado pelos municipios de Casa
Nova, Curaca e Juazeiro, no Estado da Bahia, e Petrolina, Lagoa Grande e Santa
Maria da Boa Vista, localizados no Estado de Pernambuco. Nessa regido, a uva se
destaca como uma das principais frutas de exportacéo brasileira. De acordo com
Moura e colaboradores (2009), a producao de uva nessa regiao ocorre durante todo
0 ano, o que é possivel devido ao clima semiarido, com forte insolacéo, temperatura
média anual entre 23 °C a 27 °C e umidade relativa média em torno de 50%.

De acordo com Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (BRASIL, 2014)
a regiao € um dos grandes polos Nacionais em producédo de uva. A producéo de
videira no Brasil, entre os anos de 2013 e 2014, cresceu 1,5% em areas plantadas.
De acordo com levantamento sistematico da producao agricola do pais, no Nordeste,
em 2013 foram produzidas 282.199 toneladas de uva e 282.450 toneladas em 2014.
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O Nordeste, no ano de 2014 foi responséavel por 19,7% da producao nacional de uva,
o Estado do Pernambuco sozinho produziu 15,9% e Bahia 3,7% (BRASIL, 2014).

As caracteristicas do Vale do Submédio Sdo Francisco, séo favoraveis ao
cultivo da uva (MOURA et al.,2009). Nessa regido, dentre as espécies de uva, a mais
cultivada é a Vitis labrusca. Esse tipo de uva é utilizada como alimento e na producao
de sucos e vinho de mesa, devido a suas caracteristicas sensoriais de aroma,
equilibrio acucar/acidez. Nao é recomendada para producdo de vinhos finos, visto
que possui baixo teor de solidos soluveis totais quando comparado a outras
variedades das Vitis vinifera (RIZZON; MENEGUZZO, 2007). Por outro lado, as uvas
viniferas (Vitis vinifera), produzem vinhos com melhor qualidade e sabor, sendo
economicamente interessantes. As variedades Cabernet Sauvignon, Carmenére,
Chardonnay, Merlot, Tempranillo, Pinotage sdo algumas das uvas viniferas mais
produzidas no Brasil (KUHN et al., 1996).

Na vinificag@o o principal subproduto é o residuo, constituido basicamente de
casca e semente (SILVA, 2005). Muitos desses residuos contem compostos
utilizados no combate aos danos causados por radicais livres, como é o caso dos
antioxidantes que possuem elevado valor comercial (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006). A depender do processo de fabricagéo do vinho a concentracéo de
resveratrol, 4cido linoleico, acido palmitico e outros compostos permanecem no
bagaco em maior ou menor quantidade (CAMPQOS, 2005).

Esses bagacos, provenientes da vinicultura, representam um problema
ambiental devido ao seu elevado volume, aproximadamente 20% do processo total,
e a suas caracteristicas poluentes (BUSTAMANTE et al., 2008). A maior parte do
bagaco produzido pelas vinicolas é desperdicada. E de suma importancia que ocorra
uma exploracdo desses subprodutos uma vez que possuem propriedades
alimenticias, fitoterapicas e quimicas, permitindo assim que seja agregado valor a

este residuo industrial, que geralmente é descartado (CAMPOS, 2005).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Uva

A parreira € uma planta tipo trepadeira, pertencente a familia Vitaceae, com
tronco retorcido, ramos flexiveis, folhas grandes e repartidas, flores esverdeadas,
cujos frutos sdo carnosos e alcunhados de uvas (GIOVANNINI, 2005). O cacho da
uva é composto basicamente de bagas e talo, as bagas possuem forma ovalada ou
arredondada, com uma coloracédo especifica para cada classe de uva, variando do
verde amarelado ao vermelho azulado escuro. A pigmentacdo vermelha ou azul das
bagas é encontrada apenas nas células exteriores da pele da uva, salvo algumas
excecOes como hibridos possuem pigmentacdo na polpa dos frutos (VOGT et al.,
1986).

As videiras pertencem ao género Vitis, principal género da familia Vitaceae, é
composta por 12 géneros e cerca de 800 espécies. Dessas, mais de 60 espécies com
capacidade de adaptacdo, podem ser encontradas em ambientes tropicais da
Ameérica e da Asia a regides extremamente frias (CHOUDHURY et al., 2001; SOUZA;
LORENZI, 2008). O género Vitis agrupa as espécies de maior importancia econémica
e divide-se em dois subgéneros: Muscadinea (3 espécies) e Euvitis (mais de 50
espécies). No subgénero Euvitis, as espécies de grande importancia econémica sédo
as Vitis labrusca L. e Vitis vinifera L. utilizadas na producéo de suco e vinho, ou como
alimento na forma “in natura” (GIOVANNINI, 2008).

A espécie Vitis labrusca, originaria da America, possui caracteristicas mais
rusticas quanto a suscetibilidade a doencas, além de ser utilizada pela viticultura em
regides inaptas as castas mais nobres. A Vitis vinifera, originaria da Europa, € uma
das plantas frutiferas de uso mais antigo na alimentacdo humana, com elevada
importancia econémica, constitui a base da vitivinicultura mundial, sendo responséavel
por mais de 90% dos vinhos fabricados no mundo. Além disso, seus vinhos sdo
considerados nobres (GIOVANNINI, 2008; CAMARGO; OLIVEIRA, 2001).

A videira (Vitis vinifera Linnaeus) chegou ao Brasil em 1532, originaria da Ilha
de Madeira, Acores e outras partes do Reino Portugués e foi introduzida na Capitania
de S&o Vicente, atualmente Estado de S&o Paulo, por Bras Cubas (considerado o
primeiro viticultor Brasileiro) (GIOVANNINI, 2005). A vitivinicultura Brasileira teve seu

desenvolvimento baseado em uvas americanas, conhecidas como uvas comuns,
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pertencentes as espécies Vitis labrusca e Vitis bourquina, utilizadas no preparo de
vinhos de mesa. Ap6s meados do século XX com a utilizacdo de uvas da variedade
Vitis vinifera, denominadas de uvas finas teve inicio a producdo de vinhos finos
(CAMARGO, 2009).

A implantagdo da viticultura no Vale do Submédio do S&o Francisco,
localizado nos Estados de Pernambuco e Bahia, foi iniciada na década de 50. Durante
0os anos de 1963 e 1964 foi iniciada a construcdo de dois campos irrigados:
Bebedouro, em Petrolina-PE e Mandacaru, em Juazeiro - BA, ambos inaugurados em
1968; durante essa época as uvas de mesa comecaram a ser introduzidas nesses
locais (LEAO; POSSIDIO, 2000).

A sensibilidade a doencas das uvas viniferas (Vitis vinifera L,) ocasionou a
restricdo do seu cultivo a algumas regides vitivinicolas brasileiras a exemplo do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Vale do Rio Sao Francisco. A producéo Brasileira
de uva é composta, basicamente, pelas varietais Cabernet Sauvignon, Carmenere,
Chardonnay, Gewdurztraminer, Merlot, Pinotage, Pinot Noir, Sauvignon Blanc, Syrah,
Tannat, Tempranillo, Teroldego, Verdelho e Viogneir (KUHN et al. 1996). A
Tempranillo originaria da Espanha, também é conhecida como Aragonez ou Tinta
Roriz em Portugal, vem sendo cultivada em diversas regidbes do mundo,
principalmente na Peninsula Ibérica (CHILE, 2006). No Vale do Sdo Francisco, foi
recentemente instalada e vem apresentado bons resultados na elaboracao de vinhos
tintos (PEREIRA et al., 2009).

Em 2014 o Brasil totalizou uma producéo de 1.437.245 toneladas de uva,
sendo os maiores produtores nacionais os estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo
e Pernambuco (BRASIL, 2014). No Nordeste os maiores produtores sao os estados
do Pernambuco, Bahia e Ceara. As producdes conjuntas destes estados representam
aproximadamente 9.686 mil hectares de area cultivada, o que representa cerca de
12,3 % da éarea total produtora do pais (BRASIL, 2014).
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2.1.1 Subprodutos do processamento da uva

A uva é uma das frutas mais produzidas no mundo, as estimativas apontam
gue anualmente sdo produzidas em todo o mundo, cerca 61 milhdes de toneladas.
Aproximadamente 80% dessa producao, sédo destinados a fabricacdo de vinho. Dessa
producdo de vinho, aproximadamente 20% € constituida pela massa do bagaco,
gerada pelo processamento, resultando em uma producdo anual de 9 milhdes de
toneladas de residuo vinicolas (MELO et al., 2011).

A extensa atividade agricola Brasileira, gera um elevado volume de residuos
agroindustrias e a busca por alternativas viaveis para utilizagdo dessa matéria
organica tem elevado o interesse de diversos centros de pesquisas. A inddstria e 0s
produtores da area vinicola possuem empecilhos no descarte dessa biomassa
residual, que mesmo biodegradavel precisa de um tempo minimo para mineralizacao,
considerada fonte de poluentes ambientais (CATANEO et al., 2008).

No Brasil, um grande volume desse residuo industrial é considerado de baixo
valor econdémico, sendo utilizado, na maioria das vezes, como racdo animal
(ROCKENBACH et al., 2011). Os subprodutos e residuos das vinicolas podem conter
substancias que agregam valores, cuja recuperacdo vem despertando interesse
econdbmico e ambiental, dentre eles as substancias tartaricas, leveduras de
fermentacdo, compostos inorganicos e compostos fendlicos (SILVA, 2003), etanol e
0 6leo da semente da uva (BAGCHI et al., 2000; SHRIKHANDE, 2000).

Os compostos fendlicos sdo acumulados em grande parte nas sementes e
cascas de uvas, por esse motivo, 0 extrato obtido do bagaco de uva tem sido
recentemente utilizado para a obtencdo de ingredientes funcionais como
antioxidantes naturais e suplementos alimentares (BAGCHI et al.,, 2000;
SHRIKHANDE, 2000; XU et al., 2010). Uma possivel reducdo do risco de doencas
através da dieta tem despertado o interesse académico e das industrias alimenticias
com o objetivo de desenvolver “alimentos funcionais”, ou alimentos ricos em um ou
mais compostos bioativos que apresentam efeitos benéficos na saude (PINTO, 2008).
O alimento de origem vegetal contém compostos nao nutrientes (fitoquimicos ou
compostos bioativos) que possuem atividades bioldgicas favoraveis a saude, como

antioxidante, anti-inflamatoria, hipocolesterolémica (ROESLER et al., 2007).
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Considerando as questbes ambientais e a potencialidade dos residuos
provenientes de vinicultura como fonte de compostos bioativos torna-se necessario a
realizacdo de estudos que utilizem desse material na producdo de compostos que
possam ser aplicados nas industrias farmacéuticas, cosmética e alimenticia
(BONILLA et al., 1999; HOGAN et al., 2010).

2.2 Compostos bioativos em uvas

A alimentacéo diaria, além de fornecer micros e macros nutrientes essenciais,
proporciona a ingestdo de alguns compostos quimicos presentes em hortalicas e
frutas, que exercem atividade de protecdo biolégica. Esses compostos bioativos ou
fitoquimicos podem desempenhar diversas atividades benéficas a saude humana
(CARRATU; SANZINI ,2005).

No reino vegetal, as substancias fendlicas estdo largamente distribuidas,
fazendo parte da dieta humana (SOARES, 2002). Os vegetais constituem uma vasta
e importante fonte de produtos naturais que possuem atividade antioxidante. As
plantas podem possuir uma grande variedade de moléculas sequestrantes de radicais
livres, a exemplo de compostos fendlicos como fenois simples, acidos fendlicos,
cumarinas, flavonéides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas. Dentre as distintas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, o composto fendlico vem despertado muita atencdo nos ultimos anos,
sobretudo devido ao fato de inibirem a peroxidacgéo lipidica e a lipooxigenase in vitro
(HASLAM, 1996; SOARES, 2002).

Na uva os compostos fenolicos provem do metabolismo secundéario e
desempenham funcbes de defesa, pigmentacdo e atracdo de seres polinizadores
(YILMAZ; TOLEDO, 2004) ;(PEREZ-JIMENEZ, 2007). As videiras sintetizam esses
compostos quando submetidas a estresses bibticos (defesa patogénica) ou abidticos
(incidéncia de radiacdo ultravioleta, temperaturas extremas, déficit hidrico etc)
(CANTOS et al., 2000).

A composicdo quimica da uva é determinada pelo potencial genético, estagio
de maturacao, manejo e pelo clima (PEIXOTO, 2000). A producao, o desenvolvimento
e a qualidade das uvas destinadas a producdo de vinhos, sao influenciadas

diretamente por fatores meteoroldgicos a exemplo de temperaturas, radiacdo solar,
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umidade ao longo de todos os estadios fenologicos da videira. Cada um destes
estadios fenoldgicos necessita de quantidade de luz adequada, agua e calor para que
a videira se desenvolva e produza frutos de qualidade (GUERRA et al., 2005).

A evolucao dos compostos fendlicos € diferente em cada regido e em cada
safra, pois depende da variedade, do clima, do solo, das préticas culturais e do grau
de maturagédo da uva sendo um fator importante na determinagéo da qualidade da
uva. As antocianinas, por exemplo, apresentam-se com maior intensidade durante a
fase final da maturacdo (GIOVANNINI, 2005). As uvas de coloracdo mais escura
possuem elevado indices de atividade antioxidante e compostos fenolicos (ABE et
al., 2007). Os compostos fendlicos estdo presentes principalmente nas sementes e
cascas das bagas (GIOVANNINI, 2005). A semente possui fibra, 6leo, proteina,
compostos fendlicos complexos (taninos), acucares e sais minerais. A casca da uva
contém antocianidinas e antocianinas, que sao corantes naturais com propriedades
antioxidantes inibidores da lipoperoxidacdo e com atividades antimutagénicas
(MURGA et al., 2000).

Esses compostos fendlicos sdo caraterizados através da presenca de
estruturas com anéis aromaticos contendo duplas ligacdes conjugadas, a partir das
quais exercem acgdes antioxidantes (PEREZ-JIMENEZ, 2007). Existem dois grandes
grupos de compostos fendlicos na uva ; os néo flavondides e os flavonéides (Figura
1). As diferencas de estrutura entre ambos 0s grupos consistem principalmente que
os nao flavondides tém um Unico anel, enquanto que os flavondides sao formados
por dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de trés atomos de carbono (AVILA,
1999).
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Figura 1 - Classificacdo geral dos compostos fendlicos (Fonte: ZAMORA, 2003 -Modificado)

De acordo com a sua estrutura, os flavondides podem ser divididos em sub-
grupos: flavonas (apigenina, luteolina), flavanois (catequina, epicatequina, taninos
condensados), flavondis (quercetina, miricetina), flavanonas (hesperidina,
naringenina), isoflavonas (genesteina, daizeina) e antocianidinas (FERREIRA;
ABREU, 2007). Estes compostos podem existir livres ou em polimeros com outros
flavondides, ndo flavondides, agucares, ou em uma combinacao destes (JACKSON,
2008).

Os flavondides atuam na protecao dos vegetais contra virus, insetos, fungos e
bactérias, incidéncia de raios ultravioletas e visiveis e na atracdo de animais com
finalidade de polinizacdo e no controle da acdo de hormdénios vegetais (ZUANAZZI;
MONTANHA, 2004). Esses compostos sédo inseridos na alimentacdo atraves de
alimentos, tais como: cerveja, cha verde, cha preto, vinho, verduras, soja e frutas. De
fato, compostos fendlicos sdo importantes durante o processo de fabricagéo de vinho,
pois é das antocianinas e taninos que depende grande parte da qualidade
organoléptica geral de vinhos tintos (GABBARDO, 2009).
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Nas uvas e seus derivados, frequentemente sdo encontrados os flavanois
(catequina, epicatequina e epigalocatequina), flavonéis (kaempferol, quercetina e
miricetina) e antocianinas, todos bem conhecidos por suas fortes acdes biologicas
(XIA et al., 2010; ZHU et al., 2012; KY et al., 2014).

A Figura 2 representa as estruturas quimicas das substancias fendlicas

encontradas, mais comumente, nos vinhos.
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As uvas da espécie Vitis vinifera, possuem flavondides do tipo taninos
condensados, que sdo compostos pela catequina, epicatequina, galocatequina e
procianidinas encontradas em maior quantidade nas sementes, na pelicula e no
engaco da uva, estao associados as caracteristicas organolépticas de adstringéncia,
cor, estrutura e amargor. A isomeria destes compostos influencia estas
caracteristicas, sendo a catequina mais adstringente do que a epicatequina
(WATERHOUSE et al.,, 2000; MASCARENHAS, 2009). Esses flavondides sédo
compostos por pigmentos amarelos encontrados principalmente na pelicula, ligados
aos acgucares e ao acido glucorénico, enquanto a quercetina encontra-se nas uvas da
espécie Vitis labrusca e o kaempferol nas Vitis vinifera (MASCARENHAS, 2009).

Entre os nado flavondides, destacam-se dois grupos, o primeiro inclui os
estilbenos representados pelo resveratrol. O segundo é composto por inumeros
acidos fendlicos designados de: acido galico, acido elagico, derivados dos acidos
hidroxibenzéico e hidroxicinamico (&cido caféico, ferdlico, caftarico e cumarico)
(MASCARENHAS, 2009). O &cido galico € derivado do acido benzoico sendo
encontrado na natureza geralmente na forma de seu dimero de condensacéo, o acido
elagico (CARVALHO et al.,, 2001); O &cido caféico € um dos compostos mais
encontrados em vinhos brancos, possui atividade antibacteriana e antiviral, € um
inibidor da enzima lipoxigenase, que esta relacionada com a biossintese de
leucotrienos e prostaglandinas (RIBEREAU-GAYON et al., 2003; TRUEBA;
SANCHEZ, 2001).

Tanto em Vitis vinifera como em Vitis labrusca, os estilbenos, estdo presentes
em maior quantidade nas cascas nao sendo encontrados nas sementes. O resveratrol
€ um estilbeno presente principalmente em vinhos tintos. Devido ao fato de ser uma
das fitoalexinas responsaveis pela resposta imune da planta a ataques de fungo a
sua quantidade é dependente do nivel de estresse sob o0 qual se encontrava a videira
durante a producéo do fruto (FLANZY, 2003). O resveratrol apresenta propriedades
antioxidante, antiaterogénica e apoptotica (YILMAZ; TOLEDO, 2004). A atividade
antioxidante do resveratrol ocorre através da inibicAo da atividade dioxigenase da
lipoxigenase (PINTO et al.,1999). A atividade antiinflamat6ria do resveratrol é decorrente da
inibicdo da transcricdo e atividade da ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), inibindo também a

sintese de tromboxinas, atuando também como anticoagulante (SUBBARAMAIAH et
al.,1998).
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2.3 Atividade antioxidante

Antioxidante € qualquer substancia que, mesmo quando presente em baixas
guantidades quando confrontado com o substrato oxidavel, atua na prevencédo ou
reducado da oxidacao deste substrato (BENZIE, 1996). A atividade antioxidante € uma
propriedade empregada para reduzir a agéo dos radicais livres, ajudando a minimizar
os efeitos do estresse e da falta de oxigénio, formando complexos que atenuam as
reacoes produtoras de radicais livres (ALLEN; HAMILTON, 1983).

Os radicais livres atuam no organismo sintetizando importantes substancias
bioldgicas, produzindo energia, regulando o crescimento celular e na sinalizacao
intercelular. A ocorréncia de uma producao excessiva de radicais de oxigénio durante
0s processos fisiopatoldégicos ou devido a fatores ambientais adversos atrelada a
indisponibilidade de antioxidantes in vivo, pode ocasionar patologias e danos aos
tecidos como envelhecimento precoce, doengas cardiovasculares, danos aos acidos
desoxirribonucleico (DNA) e acido ribonucleico (RNA), caso ocorra o rompimento da
cadeia de DNA, esta pode ser reconectada em outra posi¢cao, ocasionando a inversao
da ordem de suas bases levando ao surgimento de cancer, entre outras doencas
(ALVES et al., 2010) ;( BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A oxidagéo é descrita como sendo a conversdo de uma substancia quimica em
um derivado com menor nimero de elétrons, portanto € a perda de um ou mais
elétrons para outra substancia; O procedimento inverso é considerado reducéo
(ALVES et al., 2010). Constitui um processo importante no metabolismo das plantas
e dos animais, os radicais livres sado produzidos naturalmente em decorréncia a
disfuncdes biolégicas ou devido processo de oxidagcdo. Nestes radicais, o elétron
desemparelhado encontra-se no atomo de oxigénio ou nitrogénio, sendo, portanto,
estes radicais classificados como espécies reativas do oxigénio (ERO) ou espécies
reativas do nitrogénio (ERN) (BARREIROS; DAVID; DAVID; 2006). Os processos
oxidativos podem ser evitados através da modificacdo das condicbes ambientais ou
pela utilizacdo de substancias antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir
0 desencadeamento das reacdes oxidativas (ALLEN; HAMILTON, 1983).

Nos seres vivos, a producdo de radicais livres é controlada através de
diferentes compostos antioxidantes, que podem ser de origem enddgena ou

provenientes da alimentacdo e outras fontes como os tocoferéis (vitamina E), acido
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ascorbico (vitamina C) e polifendis. Esses compostos possuem capacidade para
estabilizar ou desativar os radicais livres antes do ataque aos alvos biologicos nas
células (SOUSA et al., 2007).

Os antioxidantes séo capazes de inibir a oxidacdo de diversos substratos, de
moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: 0 primeiro envolve a inibicdo da formacdo de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciacdo; o segundo abrange a eliminacdo de radicais
importantes na etapa de propagacao, como alcoxila e peroxila, através da doacao de
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reacdo em cadeia (NAMIKI,
1990; SIMIC; JAVANOVIC, 1994).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais (SHAHIDI et al., 1992), agindo tanto na etapa de
iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios,
formados pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a
ressonancia do anel aromatico apresentada por estas substancias (NAWAR, 1985).
Os compostos fendlicos e alguns de seus derivados séo, portanto, eficazes para
prevenir a oxidacao lipidica (SHAHIDI et al., 1992).

A quantidade excessiva de radicais livres é minimizada através da inclusédo na
dieta de antioxidantes na forma enddégena ou exégena de antioxidantes. Dentre os
diferentes antioxidantes exdgenos existentes, sdo destacados 0Ss compostos
fendlicos presentes em produtos naturais (BARREIROS et al., 2006; SOARES, 2002).
Nas industrias alimenticias, a oxidacao lipidica € bloqueada por sequestradores de
radicais livres. As substancias mais comumente utilizados para esta finalidade séo os
antioxidantes de origem sintética, dentre os quais o butilidroxianisol (BHA),
butilidroxitolueno (BHT), terc-butilidroxiquinona (TBHQ), tri-hidroxibutilfenona (THBP)
e galato de propila (GP). Evidenciou-se, em estudos, que esses antioxidantes
apresentam efeitos toxicos (SOUSA et al., 2007). Como o aumento da formacao de
H202 nos microssomos, que ocasiona alteracdes nas fungdes hepaticas (ROSSING
et al., 1985).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém-se dirigido no sentido de
encontrar compostos naturais com atividade antioxidante os quais permitirdo

substituir os sintéticos ou fazer associacdes entre eles, com o intuito de diminuir sua
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quantidade. Os estudos estdo centralizados nos compostos fendlicos de origem
vegetal, pois eles agem como aceptores de radicais livres, interrompendo a reagao
em cadeia provocada por estes, além de atuarem também nos processos oxidativos
catalisados por metais, tanto in vitro, como in vivo (SOARES, 2002).

Para tanto, estratégias tecnoldgicas buscam investigar procedimentos para
melhorar a eficacia da atividade antioxidante, dentre as quais, a veiculagdo dos
compostos bioativos em sistemas encapsulados com a finalidade de favorecer a
liberacao eficiente quando estes forem aplicados nas estruturas bioldgicas com acéo

antioxidante.

2.4. Nanotecnologia

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que inclui conhecimentos da
biologia, fisica, quimica, engenharia, matematica, computacdo e de outros ramos da
ciéncia (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006). Consiste na habilidade de manipular
a matéria em escala nanométrica, ou seja, uma escala que corresponde a 1
bilionésimo do metro (1 nm =1/1.000.000.000 m) ou aproximadamente a distancia
ocupada por cerca de 5 a 10 atomos, dispostos de maneira a formar uma linha, com
0 objetivo de criar estruturas com uma organiza¢ao molecular diferenciada o que pode
favorecer o uso em estruturas complexas (PEREIRA et al., 2006). Possui como foco
a caracterizacao, fabricacdo, manipulacéo e aplicacédo de estruturas biologicas e ndo
biol6gicas (SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Na industria de alimentos a nanotecnologia é empregada no desenvolvimento
de novos materiais funcionais, desenvolvimento de novos produtos e nanossensores
para a seguranca alimentar (MORARU et al., 2003). Diferentes estudos vém
demonstrando o potencial da nanotecnologia no setor farmacéutico, as pesquisas
abrangem desde o diagnostico e prevencdo de patologias, a producdo e
desenvolvimento de cosméticos (PEREIRA et al., 2006).

As nanoparticulas possuem algumas caracteristicas vantajosas que fazem
delas carreadores promissores para aplicagbes tdpicas, como a capacidade de
protecdo a compostos labeis contra degradacéo quimica, possibilidade de controle
da liberac&do da substancia ativa e também por poder atuar como agentes oclusivos.

No caso de aplicagdo topica pode ser util para melhorar a penetracdo de uma
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substancia e favorecer a liberagdo sustentada do ativo, especialmente importante
para substancias ativas com potencial irritante em concentragcdes elevadas ou que
devam suprir a pele por um periodo prolongado de tempo (JENNING et al., 2000).

Diferentes sistemas carreadores tém sido extensivamente estudados visando
a liberacédo controlada do ativo e o possivel aumento da eficacia e seletividade destes
em formulagfes. Para isso, diferentes taticas tecnologicas tém sido propostas, dentre
elas os sistemas nanométricos que € uma Otima opcao para o carreamento de
substancias lipofilicas, pois facilitam a liberacdo homogénea do ativo. Carreadores
coloidais de farmacos, incluindo as nanoemulsdes, nanoesferas, nanocapsulas,
lipossomas e complexos lipidicos, tém atraido um crescente interesse, sendo
utilizados como veiculos para administracdo topica de farmacos lipofilicos, por
permitir o controle da velocidade de cedéncia e do regime de dosagem das
substancias (VERMA et al., 2003; SHIM et al., 2004)

Dentre esses sistemas carreadores, 0s sistemas lipossomais sao
caracterizados por encapsular uma variedade de substancias ativas, é considerado
um principais sistemas nanoestruturados para carregamento de farmacos e vacinas
(LASIC,1995).

2.5 Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas compostas por uma ou diversas
bicamadas concéntricas de lipidios capazes de isolar um ou varios compartimentos
aquosos internos do meio externo (FREZARD et al., 2005). S&o de natureza anfétera,
possuem uma fase externa com membranas fosfolipidicas e a fase interna constituida
por um meio aquoso, podendo encapsular diferentes moléculas (FREZARD ,1999).

Os lipossomas convencionais possuem em sua composicdo fosfolipidios e
colesterol, podem ainda possui cargas positiva ou negativa procedente de outros
fosfolipidios ou surfactantes utilizados para aumentar a estabilidade, a
biodisponibilidade e para evitar a agregacao de vesiculas (LIRA et al., 2009). Os
lipossomas podem proteger o material encapsulado da degradacdo enzimatica
possibilitando o aumento das concentra¢des destes no sitio alvo, e prolongar o tempo
da vesicula na circulagdo, permitindo um possivel direcionamento para sitios
especificos de células ou 6rgdos (GREGORIADIS, 2007).
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Uma das limitacGes apresentadas pelos lipossomas € a rapida liberacdo no
sangue, gerado pela adsorcéo de proteinas do plasma (opsoninas) com a membrana
fosfolipidica, e o reconhecimento e captacao dos lipossomas pelo sistema fagocitico
mononuclear (SFM) (GREGORIADIS, 2007). Os lipossomas convencionais in vivo
quando reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear, sado rapidamente
removidos da circulacdo o que acarreta limitacdo a sua aplicacao a locais especificos,
mas nao inviabiliza a sua aplicacdo. Os lipossomas de sitio especificos séo
direcionados, pois possuem ligantes acoplados em sua superficie, os que atuam
conferindo seletividade na distribuicdo do farmaco encapsulado no sitio de acéo
almejado. Os lipossomas de longa duracdo sao revestidos superficialmente por
polimeros hidrofilicos sintéticos ou naturais, especificamente os polietilenoglicois
(PEG) que previnem o reconhecimento e, consequentemente associacdo com as
opsoninas no plasma, reduzindo a sua captura pelo sistema fagocitario mononuclear
e 0 processo de reconhecimento molecular (LIRA et al., 2009).

Os lipossomas sao formados através da hidratacdo sob agitacdo de
fosfolipidos (moléculas anfipaticas), gerando uma dupla camada de moléculas
anfipaticas. A interacdo das regides lipofilicas estabiliza o sistema, facilitando as
interacbes com a fase aquosa (ALLEN; CULLIS, 2013). Constituindo sistemas
altamente versateis, que permitem alteracdes no volume, tamanho da superficie, e
na composicéo lipidica e do meio aquoso interno (FREZARD et al., 2005). S&o,
portanto, capazes de transportar materiais ativos lipofilicos e aquosos.

Podem ser obtidos por diversos processos como agitagcdo, sonicacao,
extrusdo, liofilizagdo, congelamento e descongelamento, evaporacdo em fase
reversa, entre outros. A obtencéo dos formatos vesiculares lipidicas com diametros
variando entre 400 e 3500 nm estéo relacionados ao modo de preparo. Os lipossomas
de preparacdo mais imediata sao as vesiculas multilamelares (MLV), compostas por
numerosas bicamadas lipidicas. Na figura 3 estao presentes os lipossomas do tipo
MLV, LUV E SUV. A partir das vesiculas multilamelares, sdo obtidas as demais
vesiculas unilamelares pequenas ou SUV (diametro: 45 a 80 nm); vesiculas
unilamelares grandes ou LUV (diametro superior a 100 nm); lipossomas
multivesiculares ou MVL Figura 3 (FREZARD et al., 2005).
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Figura 3 - Classificacdo dos lipossomas quanto ao tamanho e nimero de lamelas (Modificado de
SHARMA; SHARMA,1997).

Na primeira fase de preparacao dos lipossomas os componentes lipidicos sédo
dissolvidos em solventes, a exemplo da acetona. Apés a remocéo do solvente a baixa
temperatura e pressao, obtém-se um filme lipidico bem fino. Este filme é entdo
hidratado com uma solucdo tampao, em temperatura superior a temperatura de
transicdo de fase, de modo que ocorra a fusdo do lipidio. Feito isto a solucao é
submetida a ciclos de agitacdo e aquecimento, ap0s essa etapa obtém-se a
suspensao de MLV e entdo os outros tipos de lipossomas. O SUV é preparado através
do processo de sonificacdo, LUV através de extrusao, utilizando homogeneizadores
de alta pressdo, ja 0 MVL é obtido através de congelamento e liofilizacdo (FREZARD
et al.,2005; PRISTA; ALVES; MORGADO, 1990).

As bicamadas dos lipossomas tém sido estudadas intensamente, pois suas
propriedades sdo muito semelhantes aguelas das membranas naturais. Por exemplo,

as bicamadas de fosfolipidios e as membranas naturais possuem alta resisténcia
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elétrica; elas permitem que a agua passe facilmente, mas ndo permitem a passagem
de cations ou anions (RIDOUT; SANTUS; GUY, 1988).

As bicamadas sdo estruturas mais rigidas que as micelas, embora ambos
sejam sistemas altamente dinamicos, havendo constantes intercambios entre os
mondmeros fosfolipidios em solugédo e aqueles que fazem parte da estrutura. Esta
rigidez pode ser avaliada pelo tempo de troca de mondémeros entre 0s agregados e a
solucdo, que é da ordem de mili segundos para micelas e varias horas para
bicamadas de fosfolipidio (RIDOUT; SANTUS; GUY, 1988).

A partir dos resultados quimicos, das evidéncias da microscopia eletrénica e
da semelhancga nas propriedades das membranas naturais com as bicamadas de
fosfolipidios sintéticos, Singer e Nicholson (1972) postularam uma teoria unificadora
da estrutura de membrana chamada de modelo do mosaico fluido. De acordo com o
modelo de mosaico-fluido de Singer e Nicholson, a matriz da membrana bioldgica é
uma bicamada de glicofosfolipidios na qual proteinas estdo incorporadas em sua
superficie ou em seu interior (SINGER; NICHOLSON, 1972).

Uma vantagem da aplicacao de sistemas lipossomados, com relacdo a outros
sistemas transportadores de ativos, € a sua elevada biocompatibilidade,
especialmente quando estes sédo formados de lipideos pertencentes as familias de
lipideos naturais. Além disso, sdo sistemas altamente versateis, podendo ser
manipulados em func&o dos requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos (FREZARD et
al., 2005). Os lipossomos possuem a capacidade de encapsular moléculas hidrofilicas
no nucleo aquoso e moléculas hidrofébicas na regido apolar das bicamadas e liberar
estas moléculas dentro de determinadas condicbes ambientais e energéticas
(MALHEIROS; DAROIT; BRANDELLI, 2010). As presencas dessas caracteristicas
atribuem a utilizacdo dos lipossomas a diferentes formas farmacéuticas com
diferentes aplicacdes (LESOIN et al 2013).

A solubilizagdo dos lipossomas através dos sais biliares caracteriza uma
vantagem, ao almejar a incorporac¢do de moléculas nesse sistema e com liberacao
no trato intestinal (RAMALDES et al., 1996). As alteracdes do pH, ao longo do trato
gastrintestinal, acarretam em alteracdes fisicas e quimicas na estrutura das vesiculas,
modificando a permeabilidade das membranas e, assim, contribuindo para a liberacao
do material encapsulado (NACKA et al., 2001).



33

A encapsulacdo além de proteger o material encapsulado da umidade, luz,
oxidagcdo e de agentes externos adicionais, atua no controle da liberagédo das
substancias ativas. A liberacdo dos materiais encapsulados varia de acordo com a
composicdo do agente encapsulante, mas normalmente ocorrem por: alteracao de
temperatura e de pH, solubilidade do meio, biodegradacéo, difusdo, ruptura
mecanica, permeabilidade seletiva, e gradiente de concentracéo existente em relacéo
ao meio de liberacdo (BRANNON-PEPPAS, 1993).

Esses atributos fazem da encapsulacdo dos compostos bioativos dos extratos
de uva in natura e residual em lipossoma algo promissor e desejavel ao ponto de vista
industrial. Uma vez que na industria alimenticia e farmacéutica, os lipossomas séo
utilizados na encapsulacao de enzimas, flavors, proteinas, vitaminas e antioxidantes
(MOZAFARI et al., 2008; TAYLOR et al., 2005), e de antimicrobianos (MALHEIROS;
DAROIT; BRANDELLI, 2010).

Diversas técnicas analiticas sdo empregadas para determinacao do teor de
bioativos e compostos fenélicos em uvas e seus derivados. Dentre elas destacam-se
as técnicas cromatograficas e espectroscopicas, como a espectrofotometria de
absorcdo no UV-VIS, ou a associacdo destas, como a cromatografia liquida acoplada
a espectroscopia de massas (LC-MS) (SAUTTER et al., 2005; PROESTOS et al.,
2005; BIRSE, 2007; JAITZ et al., 2010).

A espectrofotometria € a técnica instrumental ou processo de medicao
baseado nas propriedades que os materiais tém em absorver ou emitir energia
eletromagnética em determinada regido do espectro eletromagnético, ou seja, que
mede a radiacdo eletromagnética emitida ou absorvida por um corpo é designado
espectrofotometria (MUSTRA, 2009). Os espectrofotbmetros sao instrumentos
capazes de registrar dados referente as as propriedades de absorbancia ou
transmitancia de um material em funcdo do comprimento de onda. O espectro é o
registro dos dados, sendo nominado espectro de absor¢cdo ou de transmissao, a
depender do dado registrado, se for absorbancia ou transmitancia, respectivamente.

Cada espécie quimica apresenta um espectro de absorcdo caracteristico
permitindo a identificacdo das espécies quimicas atraves da analise de seu espectro
de absorcdo (VINADE; VINADE, 2005). Caldas et al., (2015), utilizaram da

espectrofotometria para medir a glicose, em 490 nm, pelo método convencional fenol-
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sulfarico (ESP-FS) na determinacgéo dos teores de acgucares em suco concentrado e
néctar de uva. Abe et al., (2007), usaram o espectrofotdmetro para determinar os
compostos fenodlicos e capacidade antioxidante de cultivares de uvas Vitis labrusca
L. e Vitis vinifera L. Vargas et al., (2008), determinaram os polifendis totais (método
Folin-Ciocalteau), e a atividade antioxidante (método-DPPH) dos sucos de uva em
espectrofotometro de UV/VIS. Rockenbach et al., (2008), avaliaram a Influéncia do
solvente no conteudo total de polifendis, antocianinas e atividade antioxidante de
extratos de bagaco de uva (Vitis vinifera) variedades Tannat e Ancelota através da

espectrofotometria.

2.6 Quimiometria

A Quimiometria envolve a aplicacdo de métodos matematicos, estatisticos e
computacionais para investigar, interpretar, classificar e fazer previsdo de conjuntos
de dados de interesse especialmente da Quimica, Engenharia Quimica, Engenharia
de Alimentos e Biotecnologia.

No Brasil, os trabalhos em quimiometria podem ser agrupados em trés areas:
planejamento e otimizacdo de experimentos, reconhecimento de padrées (métodos
de andlise exploratoria e classificacdo) e calibracdo multivariada (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006). Durante a fase do planejamento do experimento séo
feitas as buscas pelas variaveis que mais afetam um determinado processo assim
como suas interacdes. No reconhecimento de padrdes, a partir de uma vasta gama
de informac¢Bes (medidas quimicas ou espectrais, por exemplo) sobre uma série de
objetos, pretende-se encontrar agrupamentos de amostras (objetos) que possuam
similaridade, afim de detectar tendéncias nos dados. Na calibracdo multivariada,
busca-se estabelecer um modelo que relacione uma série de medidas (quimicas ou
espectrais) realizadas em amostras com uma determinada propriedades a exemplo
da composicao (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2006).

A andlise de dados representa um fator fundamental para o sucesso na
obtencdo de resultados em procedimento analitico. Dependendo da forma como é
conduzida, pode ser do tipo univariada ou multivariada. Quando uma Unica variavel é
medida sistematicamente para varias amostras, € denominada de analise univariada

de dados. A andlise multivariada de dados quimicos consiste na verificacdo da
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relagdo entre grupos de variaveis dependentes coletadas sobre a mesma amostra e
corresponde a um grande nimero de métodos e técnicas que utilizam, de forma
simultanea, todas as variaveis para a interpretacdo tedrica do conjunto de dados
obtidos (MOURA et al., 2006).

Diversos sdo os meétodos de andlise multivariada, os mais comumente
utilizados sdo as de Andlise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis, PCA) e Minimos Quadrados Parciais (PLS) (MEIRA et al., 2012). A PCA
geralmente é empregada para visualizar a estrutura dos dados, encontrar
similaridades entre amostras, detectar amostras andémalas (outliers) e reduzir a
dimensionalidade do conjunto de dados (WU; MASSART; DE JONG, 1997). A analise
exploratdria através da PCA é um dos métodos mais empregados em Quimiometria,
tendo cada vez mais novos usuarios do meio académico (alunos de graduacéao, pos-
graduacéo e pesquisadores) (SARKHOT; GRUNWALD; MORGAN, 2011).

A técnica de PCA possibilita uma visualizacdo do conjunto de dados através
de uma reducdo do numero de variaveis a algumas poucas componentes principais,
gue sao capazes de explicar em maior propor¢ao o conjunto original, permitindo com
isso, verificar como as amostras se relacionam entre si, ou seja, 0 quanto estas se
assemelham segundo as variaveis utilizadas no trabalho (MEIRA et al., 2012).E uma
técnica matematica de analise multivariada que possibilita a realizacdo de pesquisas
com elevados numeros de dados coletados, tornando possivel a identificacdo de
medidas responsaveis pelas maiores variacdes entre os resultados, sem ocasionar
perdas significativas de informacdes.

A PCA é um método que permite a reducao da dimensionalidade através da
representacdo do conjunto de dados em um novo sistema de eixos, denominados
componentes principais (CP), permitindo a visualizacdo da natureza multivariada dos
dados em poucas dimensdes (WOLD; ESBENSEN; GELADI, 1987). No espaco original,
as amostras sdo pontos localizados em um espaco n-dimensional, n equivale ao
namero de variaveis. Com a reducao de dimensionalidade proporcionada pela PCA,
as amostras passam a ser pontos localizados em espacos de dimensdes reduzidas
definidos pelas PCs, por exemplo, bi- ou tridimensionais. Matematicamente, na PCA,
a matriz X é decomposta em um produto de duas matrizes, denominadas escores (T)
e pesos (P), mais uma matriz de erros (E) (WOLD et al., 1987) como mostrado na
Equacéo 1: X=TP'+E (1)
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As CP séo obtidas pela transformagdo de um conjunto de variaveis aleatérias
correlacionadas em um conjunto de variaveis nao correlacionadas e ortogonais entre
si. Essas variaveis sdo combinacdes lineares das variaveis originais nas quais a
primeira componente principal fornece a maior variancia dos dados originais. A
segunda variavel é responséavel pela maior variancia restante, sem haver correlacao
com a primeira, e assim por diante. As componentes principais podem ser descritas
como uma combinacéo linear das variaveis originais, denominadas por meio dos
autovalores (M) e dos autovetores (£). Os autovalores de uma matriz de correlagcédo
correspondem a variancia de cada componente principal, sendo a base para a
construcdo das cargas fatoriais (VICINI, 2005).

Na andlise de componentes principais, 0 agrupamento dos individuos € de
acordo com as suas correlacdes, ou seja, estdo agrupados de acordo com a suas
variancias ou seu comportamento dentro da populacao, que pode ser identificado pela
variacdo do conjunto de caracteristicas capazes de definir, o individuo. Ou seja, 0s
individuos sdo agrupados segundo suas variancias (KHATTREE; NAIK, 2000).

A determinacdo dos componentes principais € obtida através dos calculos
iniciais da matriz de variancia-covariancia (3) ou de correlagdo (R), encontrar os
autovalores e os autovetores. Os autoveteros representam a variabilidade de cada
componente, a soma dos mesmos equivale ao numero de variaveis. Caso as
componentes sejam removidas da matriz de correlacdo, a somatoria dos
componentes explicard 100% dos dados, sem perda de informacdo. A figura 4

descreve um esquema para a determinagéo dos componentes principais.

X1 = ) i ) = CP1
Matriz Determinar Determinar .
X2 = Selecionar as = CP2
X = R = oS = 0s = | Componentes = CP3
3 ] ou autovalores autovetores principais ]
. A [ .
-Variavei . S— p-Componentes
P-Variavels Andlise de Componentes Principais (CP) Principais

Figura 4 - Esquema para encontrar as raizes caracteristicas que formardo os autovetores. Fonte:
SOUZA, 2000.

Varias ferramentas sao utilizadas para a escolha do nimero de componentes

principais. Uma das ferramentas utilizadas nessa escolha é o grafico scree plot
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proposto por Cattle (1966), que consiste de um gréafico dos autovalores distribuidos
em funcdo da ordem das componentes principais. Este grafico representa o
percentual de variancia explicada por componente. A medida que a porcentagem se
reduz e a curva se torna quase paralela ao eixo das abscissas, podem-se excluir os

componentes correspondentes (Figura 5).
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Figura 5 - Gréfico scree plot (cotovelo) para uma analise de componentes principais. Fonte:
ROSENBERG, 1965.

Este gréafico esboca de que maneira a variabilidade dos dados esté distribuida
nos eixos da ordenacdo. Permitindo a identificacdo do numero de eixos mais
significativos. O niumero das componentes principais a serem utilizados também pode
ser determinado através da inclusédo de componentes cujos autovalores (eigenvalue)
sao superiores a um. Este critério foi sugerido por Kaiser (1958). Assim a Analise de
Componentes Principais (Principal Component Analysis, PCA) é um método

exploratdrio capaz de separar informagdes importantes das incertas, desnecessarias
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e repetidas. Auxiliando na elaboracgéo de hipoteses gerais a partir da coleta de dados
(PANERO; DA SILVA, 2008).

A andlise de componentes principais (PCA) consiste basicamente em
reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de eixo mais conveniente
para a analise dos dados. As n-varidveis originais geram, através de suas
combinacdes lineares, n-componentes principais, cuja principal caracteristica, além
da ortogonalidade, € que sédo obtidos em ordem decrescente de maxima variancia,
ou seja, a componente principal 1 detém mais informacdo estatistica que a
componente principal 2, que por sua vez tem mais informagéo estatistica que a

componente principal 3 e assim consequentemente (KOWALSKI,1984).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho é microencapsular por extrusao os extratos obtidos de
uva in natura e do residuo industrial, a fim de avaliar e comparar as propriedades
fisico-quimicas, composicdo de compostos fendlicos e atividades antioxidantes das
amostras estudadas, visando o aproveitamento e aplicabilidade desses residuos
como fonte de compostos de interesse para as industrias de alimentos, cosméticos e

fitoterapicos.

3.2 Objetivos especificos

1. Microencapsular os extratos de uva in natura e residual por sistemas
lipossomais;

2. Determinar a atividade antioxidante dos extratos e dos sistemas
lipossomados;

3. Avaliar as propriedades fisicas, fisico-quimicas dos extratos e dos sistemas
lipossomados;

4. Analisar as caracteristicas organolépticas;

5. Determinar o teor de compostos fendlicos dos extratos puros e dos
lipossomados;

6. Realizar PCA com as matrizes de dados obtidos na técnica espectroscopica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Equipamentos

Placa de aquecimento e agitador magnético modelo (78HW-1) da BIOMIXER
®; As pesagens foram feitas em balanca analitica (AND ®, modelo HR 200); As
amostras foram trituradas no liquidificador industrial (Vitalex-LQI-04); O rota
evaporador utilizado na retirada dos solventes foi o (QUIMIS- Q344M2) com
temperatura em geral entre 35°C e 50°C; As amostras foram armazenadas na estufa
(Fabbe, Graduacdo 0 a 100°C) e no refrigerador (Ecoplus 370-Bosch); A agua
ultrapura utilizada foi obtida em um sistema NANOpure DiamondTM (Barnstead
®,Dubuque, lowa, EUA); e visualizadas em Microscépico 6ptico Olympus BX-43 e
fotografados com camera Samsung Galaxy 2 16.3MP. As leituras das absorvancias
na PCA e determinacdo de fendlicos e flavondides foram realizadas em
espectrofotometro Varian ®, modelo Cary 50 ; As leituras das absorvancias do teste
de atividade foram executadas em um leitor de ELISA (Biotek® ), modelo EL800. O

potencial hidrogeniénico foi obtido pHmetro Micronal — Mod. B-474

4.1.2 Reagentes e solventes utilizados
Todos os reagentes e solventes possuiam grau de pureza analitico (PA):
v' DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) SIGMA-ALDRICH ®
v" Acido ascérbico; Merck ®;
v Palmitato de isopropila- Merck ®;
v BHT (butil hidroxitolueno) —Merck ®;
v Polaxamer 407-Sigma ®;
v’ Sortbato de potassio —Merck ®;
v Carbonato de sédio- Sigma ®;
v" Cloreto de aluminio —Sigma ®;
v" Nitrito de sédio —Sigma ®;
v Hidréxido de sédio—Sigma ®;
v" Folin-Ciocalteu. —Sigma ®;
v Alcool etilico 95%- LabSynth®;
v’ Alcool metilico P.A —Vetec®.
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4.1.3 Substancias quimicas de referéncia padréo
v Quercetina padrao de primario de referéncia, teor de pureza 100%, Sigma ®;

v Acido gélico padrao primario de referéncia, teor de pureza 99,95%, Sigma ®.

4.2 Amostras
As uvas da variedade Aragonez pertencentes a familia da Vitis vinifera e os
residuos de uvas em estudo foram gentilmente cedidos pela vinicola Miolo e Santa
Maria localizadas no Vale de Sao Francisco do Estado da Bahia, recepcionadas dia
03/09/2014, no Laboratério de Farmacotécnica da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) em Salvador -Ba onde foram higienizados
com agua e alcool etilico 70° e armazenados em freezer (—20°C) até inicio das

analises.

4.3 Obtencéo dos extratos
4.3.1 Extrato de uva in natura

Para a obtencdo do extrato foi utilizado como liquido extrator o &lcool etilico
P.A. As uvas (400 g) foram trituradas no liquidificador industrial (Vitalex LQI-04)
(Figura 6) juntamente com 400 mL do liquido extrator e em seguida acondicionados
no percolador. O sistema de percolacdo foi constituido por uma camada de algodao,
papel filtro, o material a ser percolado e, por ultimo, outro papel filtro, logo apos foi
adicionado o solvente sobre papel filtro. Inicialmente as uvas permaneceram em
contato constante com o liquido extrator durante um periodo determinado de dez dias.
Durante esse periodo foi necessaria a adicdo de uma quantidade de 1,200 mL de
alcool etilico para manter o nivel inicial.

Ao findar esse periodo, deu-se o inicio do processo de percolagéo
propriamente dito com a abertura da torneira do aparelho. O controle do gotejamento
foi estabelecido a uma velocidade de 5mL/mim, e mantido até o total esgotamento
do solvente, que foi observado através da coloracéo incolor, caracteristico do liquido

extrator. A temperatura de extracdo esteve entre 25-30 °C.
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A solucédo resultante (1600mL), foi concentrada em evaporador rotativo
(Q344M2- QUIMIS), sob presséo reduzida, a temperatura de banho-maria de 40-50
°C, com a finalidade de retirada do solvente. Para finalizar a retirada do residuo de
solvente o material foi mantido em capela com fluxo laminar para evaporacéo final. O
material foi mantido sobre refrigeracdo a 4°C e protegido da luz para posterior

utilizagéo.

Figura 6 - Liquidificador industrial (Vitalex LQI-04) B-Percolador

4.3.2 Extratos de residuo de uva

O residuo da uva € composto por casca, engago, sementes e polpa
desidratada. Para a elaboragcao do extrato houve a necessidade da retirada manual
das sementes do residuo, com o intuito de evitar interferéncias. Apos esse
procedimento o residuo foi entéo triturado no liquidificador industrial (vitalex-LQI-04)
as particulas foram padronizadas através da tamisacdo (Tamis n° 10), obtendo o
padrdo de p6 grosso (Farmacopéia Brasileira, 2010). A massa foi umedecida em
alcool etilico (400 mL), e acondicionado no percolador. O equipamento foi
previamente preparado colocando-se sequencialmente uma camada de algodéo,
papel filtro, a amostra e por ultimo outro papel filtro, logo apés foi adicionado o liquido
extrator lentamente pelas paredes do recipiente. Durante o periodo de dez dias da
procedeu-se a maceracdo com a adi¢cao de aliquotas do liquido extrator.

No decimo dia 10 iniciou-se a percolagdo com o gotejamento da solugdo com

velocidade controlada de 5mL/mim, mantido até o total esgotamento do solvente,
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que foi observado através da coloracdo incolor, caracteristico do liquido extrator. A
temperatura de extracéo esteve entre 25-30 °C.

A solucdo resultante 1600 mL foi concentrada em evaporador rotativo
(Q344M2- QUIMIS), sob presséo reduzida, a temperatura de banho-maria de 40-50
°C, com a finidade de retirada do solvente. Para finalizar a retirada do residuo de
solvente o material foi mantido em capela com fluxo laminar para esgotando final do
solvente. A massa resultante foi mantida sobre refrigeracéo a 4°C e protegida da luz

para posterior utilizacao.

Résiduo Trituragdo ]——-[ Tamisacao Maceragdo Percolagﬁo]—[ Secagem H E’::;ZZSO

Figura 7 - Fluxograma de obtencéo do extrato de uva residual

4.4 Obtencdo do sistema de lipossomas

4.4.1 Sistema de extrusao-lipossoma de uva in natura a 5%

O sistema de extrusdo utilizado na obtencdo do lipossoma foi constituido
através de duas fases: oleosa e aquosa.

Para a obtencdo de 50 gramas de lipossomas a 5%, foram utilizados 27
gramas da fase aguosa (composta por 10g de hidrogel de polaxamer 407, 0,1g de
sorbato de potassio e quantidade suficiente de agua destilada para 50mL), e 23
gramas da fase oleosa, obtida através da incorporacéo de 2,5 gramas do extrato de
uva in natura a 20,5g da fase oleosa (constituida de lecitina de soja granulada,
palmitato de Isopropila e acido sorbico nas quantidades de 25g, 25g e 0,5Q)
(WILLIMANN et al, 1992 - ADAPTADO).

Uma aliquota de 5,4 gramas da fase aquosa foi transferida para uma seringa
tipo luer lock (10mL) e 4,6 g da fase oleosa foi acondicionada em outra seringa com
as mesmas especificacoes (figura 8-A). As seringas foram acopladas com auxilio de
um conector formando um angulo de 90 graus figuras (B e C). Foi aplicada uma
pressdo, em cada embolo por vez de maneira alternada para a incorporacao das
fases (figura D). Esse procedimento foi reproduzido 110 vezes, até total

homogeneizagao. Esse processo foi continuamente repetido por 5 vezes. O sistema
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obtido foi devidamente armazenado e mantido sob-refrigeragcdo (10 °C) (JONES,
2003 — ADAPTADO).

Figura 8 - Fase A; Fase B; Fase C, e Fase D- Sistema de extrusédo
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4.4.2 Sistema de extrusdo-lipossomas do residuo da uva

Para obtencédo do lipossoma residual foi aplicada a metodologia descrita no
item 4.4.1 Todas as concentracdes foram mantidas, porém o extrato utilizado foi o de

uva residual.

4.5 Avaliagéo dos extratos e dos sistemas nanoencapsulados da uva in natura
e do residuo
4.5.1 Microscopia Optica

As amostras foram preparadas a temperatura ambiente e filtrados a 0,45 pm,
uma pequena aliquota de cada amostra concentrada foi depositada sobre uma lamina
de vidro apropriada de 10x3 cm, uma por¢cdo consideravel de agua MilliQ foi
adicionada para dispersao da amostra e uma outra lamina foi sobreposta. Analisados
em Microscopico 6ptico Olympus BX-43 e fotografados com camera Samsung Galaxy
2 16.3MP.

4.6 Avaliacéo da estabilidade fisica

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

O estudo da estabilidade das formulacdes fornece informacées sobre o grau
de estabilidade relativa de um produto nas diversas condi¢cdes a que possa estar
sujeito, desde a fabricacéo até o término da sua validade (BRASIL, 2004). Este estudo
contribui para a orientagcdo no aperfeicoamento das formulagbes, do material
adequado de acondicionamento, na estimativa do prazo de validade e informacdes

sobre confiabilidade e seguranga dos produtos.

4.6.1 Ensaio de estabilidade - teste de prateleira

O teste de prateleira, também conhecida como shelf life, objetiva o

fornecimento de dados preditivos do tempo de vida util e a compatibilidade da
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formulacdo com o material de acondicionamento. E empregado em escala laboratorial
e piloto de fabricagdo. Possui duracdo de 90 dias, podendo se estender por seis
meses a um ano. De um modo geral, avalia-se caracteristicas organolépticas, fisico-
qguimicas e microbiolégicas.

As amostras obtidas foram armazenadas em recipientes de vidro transparente
com tampa, devidamente identificados. Apds o preparo das amostras ocorreu 0 inicio
dos testes de estabilidade de acordo com o Guia de estabilidade de produtos
cosmeéticos da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004). Todos os
testes foram realizados em triplicata. As amostras foram submetidas a diferentes
ambientes: temperatura ambiente 25°C + 3°C, estufa (Fabbe, Graduacéo 0 a 100°C)
a 35 °C % 2°C, e no refrigerador (Ecoplus 370-Bosch) a -5 + 2°C.

Tabela 1 - Amostras avaliadas

Amostral LIP Sistema lipossomado puro

Amostra2 LUN  Sistema lipossomado contendo extrato da uva in natura
Amostra3 LUR  Sistema lipossomado contendo extrato de uva residual
Amostra4 EUN Extrato da uva in natura

Amostra5 EUR  Extrato de uva residual

4.6.2. Caracteristicas Organolépticas

As amostras foram avaliadas de acordo com os parametros organolépticos e
fisico-quimicos, em periodicidade de zero, 24 horas e 7, 15, 30, 60 e 90 dias em
diferentes ambientes, a temperatura ambiente 25°C = 2°C em estufa a 35°C £ 2°C e
no freezer a -5 * 2°C. A analise organoléptica foi efetuada através da percepcao de
alteracdes olfativa e visuais nas amostras durante o periodo determinado. As
variacdes de cor, odor e aspecto foram observadas da seguinte maneira:

v Cor: Classificadas a partir de tons secundarios.
v Aspecto: Classificados como homogéneo, heterogéneo, floculado.

v" Odor: Classificados como caracteristico, azedo, acre, suave e suas

alteragdes: Alterado (A), levemente alterado (L.A.) e sem alteracao (S.A.).
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4.6.3 Avaliagcao do pH
O potencial hidrogenibnico foi avaliado em pHmetro Micronal — Mod. B-
474 equipado com eletrodo de ponte simples. Previamente calibrado em solucfes
tampéo pH 4,0, 7,0 e 9,0 (Merck) antes de efetuar as leituras nas amostras obtidas
dos extratos e dos sistemas lipossomados. As amostras tiveram seu pH avaliados em
periodicidade de zero, 24 horas e 7, 15, 30, 60 e 90 dias em diferentes ambientes, a
temperatura ambiente 25°C + 2°C em estufa a 35 °C + 2°C e no freezer a -5 + 2°C.
O pH e é um dos responsaveis pelas caracteristicas organolépticas dos vinhos e
sucos de uva (SACH, 2001).

4.7 Avaliacdo da capacidade antioxidante dos extratos e dos lipossomas.

Para avaliar o potencial antioxidante do extrato de uva in natura, do residuo e
dos lipossomas foi utilizado o método de sequestro de radicais livres por DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila) (RUFINO et al.,2007). Essa metodologia tem como base o fato
do DPPH (Figura 9) ser um radical livre estavel de coloragéo violeta, que aceita um
elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula neutra, sendo reduzido
na presenca de um antioxidante e adquirindo coloracdo amarela (MENSOR et al.,
2001).

SUe 0
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Figura 9 - Reagdo genérica entre o radical livre DPPH e um antioxidante

A reacao foi monitorada em espectrofotbmetro de microplaca (Biotek) com
incubagéo a 25°C. A leitura foi efetuada em comprimento de onda A = 517 nm. O
branco foi preparado substituindo o volume dos extratos e dos lipossomas por igual

volume solucdo de DPPH. O padréo utilizado foi o butil hidroxitolueno. (BHT).
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As diluicbes em metanol de 1,0, 5,0 e 2,5% dos diferentes extratos e dos
sistemas lipossomados foram efetivadas em baldes de 25 mL. Todas as
determinacdes foram realizadas em triplicata. A atividade antioxidante foi
determinada em microdiluicdo, adicionando-se em cada cavidade da microplaca 250
ML da solucdo de DPPH (40 mg/mL) e 50 pyL de etanol para o controle, 0 mesmo
volume para as solugbes padroes (BHT) e as amostras a serem testadas nas
concentracdes de 10, 5,0, 2,5 mg/mL. As leituras das absorbancias foram realizadas
no tempo 0 e 00:15 min em espectrofotbmetro. As andlises permaneceram em
repouso a temperatura ambiente (23,0 +2 °C) ao abrigo da luz por um periodo de 15
minutos.

O decaimento da absorbancia das amostras (Aam) correlacionado ao
decaimento da absorbancia da amostra controle (Ac) resultou na porcentagem de
sequestro de radicais livres (% SRL), que pode ser expressa através da seguinte
equacao:

o SRL = Ac- Aam  y 100
Ac

Onde Abs: absorbancia lida em 517 nm apés o tempo (0 e15 min) de reacao.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em 50% €& denominada
concentracgdo inibitéria (CI50), também chamada de concentracéo eficiente (CES50).
Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor seré a sua CI150 e maior
a sua atividade antioxidante (YEN; WU, 1999). Para o célculo do IC50 foi utilizada a
equacdao da reta, substituindo o valor de y por 50 para obtencéo da concentracéo da

amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH.
4.8 Avaliagéo do conteudo fendlicos totais
O conteudo de polifendis totais foi determinado pelo método

espectrofotométrico desenvolvido por Folin-Ciocalteu (ROSSI; SINGLETON, 1965).

Shirahigue (2008), cita 0 metanol como melhor solvente para extracdo de compostos
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fendlicos devido a sua polaridade, mas ndo aconselha sua aplicacdo em extratos que
serdo aplicados em alimentos devido a sua toxidade. Em um tubo de ensaio foi
adicionado 100puL de cada uma das amostras (extratos e lipossomas na concentragao
de 6 mg/mL diluidos em metanol P.A). Em seguida adicionou-se 60uL de H20
destilada e 500uL de reativo Folin-Ciocalteau. Ap6s homogeneizar em vortex
adicionou-se 2mL de carbonato de sédio a 15,0%. Apdés 2 horas mediu-se a
absorbancia em 750 nm em espectrofotometro (Varian Cary 50 UV/Vis) com cubeta
de quartzo com caminho Optico de 1 cm (Beckman Coulter). A quantificacdo de
fendlicos totais foi realizada através de curva de calibracéo de acido galico (263nm).
A equacdo da reta foi usada para determinar a concentragdo em mg de acido gélico,
onde x corresponde a concentracdo de acido galico e y corresponde a absorbéancia

da amostra.

4.9 Determinacéo dos flavondides totais.

A determinacgéo de flavondides foi de acordo com a com metodologia descrita
por Fu et al., (2010) com adaptac¢des. A técnica baseia-se na medida da absorbancia,
a 425 nm, do complexo formado entre o flavonoide e o aluminio do reagente de cor,
formando compostos de coloracdo amarelada. Os resultados foram expressos como
equivalentes de catequina (ECAT) por grama de amostra

Para determinacdo do teor de flavondides totais, foi utilizado um baldo
volumétrico de 5 mL, no qual foi adicionado sequencialmente 2mL de 4gua destilada,
0,5mL da amostra 100 mg/mL de nitrito de sodio 5%, apdés 6 minutos adicionou-se
100 mg/mL do cloreto de aluminio a 10%, apds 5 minuto adicionaram-se 1mL de
hidréxido de sédio 1M. Completou-se o volume do baldo com &gua destilada e
homogeneizou-se manualmente. Apés 30 minutos a absorbéancia foi medida em
espectrofotometro (Varian Cary 50 UV/Vis) com cubeta de quartzo com caminho
optico de 1 cm (Beckman Coulter) a 425 nm, o branco utilizado foi o préprio solvente
(a@lcool etilico-PA) (LEE et al., 2003). Para a construcdo da curva de calibracédo
utilizou-se como padrdo a quercetina nas concentracbes de 2, 4, 6,
8,10,12,14,16,18,20 mg/mL.
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O resultado do teor de flavondides totais foi expresso como equivalente de
quercetina (mg QUE/Q), calculado por meio da constru¢do de uma curva analitica. A
equacao da reta foi usada para determinar a concentracdo onde X corresponde a

concentracdo de quercetina e y corresponde a absorbancia.

4.10 Analise do componente principal -PCA

4.10.1 Preparo da solucao padréo intermediaria de acido galico

Foi transferida para um bal&o volumétrico de 100,0 mL um volume de 5,0 mL
da solucédo estoque de acido galico (100,0 mg/Lt). Em seguida o volume do baléo foi
completado com etanol até obter uma solucéo intermediaria contendo acido galico na

concentragdo de 5,0 mg/L2.

4.10.2 Preparo das amostras para a PCA

Para cada amostra de extrato de uva (in natura e residual) e lipossoma de uva
(in natura e residual) foram realizadas diluicbes em baldo volumétrico com etanol,

conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢do volumétrica das solugBes obtidas com as amostras dos extratos e
aditivadas com os padrdes de acido galico para a PCA.

Solucéo das Volume da solucéao . Concentracéo final do
~ ~ g pon Volume final ~ 7 -
Baldo amostras padrdo de &cido gélico (mL) padrdo de &cido gélico
(mL) (mgl/L) (mg/L)
1 1,0 - 10,0 -
2 1,0 5,0 10,0 0,5

4.10.3 Espectroscopia UV-VIS e PCA

Na analise espectrofotometria no UV-VIS foram analisadas as amostras

descritas na Tabela 2.
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As amostras foram analisadas em triplicata no espectrofotometro Marca
Varian, Modelo Cary 50, a temperatura ambiente. Esse espectrofotdmetro opera na
faixa espectral de 200 a 800 nm. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho
Optico de 1,0 cm e capacidade de 1 mL.

Os espectros foram salvos no formato Comma Delimited (CSV) e exportados
para o software OriginPro® 8. Para fazer a PCA com as amostras, os dados espectrais
foram organizados em uma matriz bidimensional (2D) com dimensdes de 8 (média
das leituras das triplicatas das amostras) x 121 (comprimentos de onda de absorcao).
A matriz 2D foi centrada na média e submetida a andlise covariante. A fim de se
verificar se existiam similaridades entre as amostras e os componentes listados na

Tabela 2, uma matriz de dados foi confeccionada para a anéalise de PCA.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Microscopia Optica

A microscopia Optica foi empregada para uma avaliacdo microscopica das
vesiculas estudadas através de um microscopio optico convencional. Numa analise
preliminar de lipossomas foi utilizado um Olympus BX-43 sob luz normal, para
observacéo direta, e sob luz polarizada. O microscopio dispde de objetivas de 10X e
40X. As imagens foram registradas através de uma camera fotografica Samsung
Galaxy 2 16.3MP.

Foi observada a formacdo de vesiculas de forma circular com superficie
topogréfica acentuada (Figura 9).
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Figura 10 - Fotomicrografia dos Lipossomas contendo uva in natura (A) e residuo de uva (B)
em um aumento de 40 vezes.

As vesiculas observadas através da imagem possuem diametro homogéneos.
Estes lipossomas apdés serem depositados sobre a placa apresentaram uma
morfologia tipo esferas, aparentemente, estruturas achatadas, com presenca de um
volume no seu interior, observando também a ocorréncia de bicamadas e/ou
monocamadas lipidicas.

O tamanho das vesiculas bem como a sua distribuicdo em cada preparacao é
de grande relevancia, pois afetam diretamente a biodistribuicdo e o tempo de
circulacdo dos lipossomas, assim como seu processo de captura pelas células do
sistema mononuclear fagocitario (SMF). A velocidade de libera¢do do principio ativo
pode ser controlada pela manipulacdo tanto da composicdo da membrana
(influenciando a velocidade de degradacéo dos lipossomas) quanto do tamanho dos

lipossomas. Assim, lipossomas pequenos séo capturados com menor eficiéncia que
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lipossomas grandes e apresentam uma liberagc&o mais prolongada (FREZARD et al.,
2005).
5.2 Avaliacéo do potencial Hidrogénico (pH)

A determinacdo do pH de uma formulacdo para aplicacdo tépica € de suma
importancia uma vez que o pH afeta a penetracdo cutanea dos farmacos, cada produto
deve apresentar pH compativel com a regido do corpo onde se aplica.

Normalmente a pele possui um valor médio de pH 5,5 este valor pode sofrer
alteracdes em decorréncias das diferentes zonas do corpo. O pH natural da pele é
decorrente das secrecdes das glandulas apoécrinas e endocrinas que acarretam a
formacao de uma pelicula protetora (filme hidrolipidico) sobre toda a superficie cutanea
(OLIVEIRA, 2009).

Os pH do lipossoma de uva residual e do lipossoma da uva in natura
apresentados nas Tabelas (3, 4 e 5) ndo foram significamente alterado em fun¢éo do
tempo e da temperatura). O que parece indicar que apesar das formulagdes terem
oxidado com o passar do tempo, o0 seu pH permaneceu estavel com valores proximos
do 5,5, encontrado na pele. Assim, é permitido concluir que ha auséncia, ou pouca,
interferéncia na fisiologia normal da pele, preservando o filme hidrolipidico e ajudando
na penetracdo cutanea do sistema de liberacédo lipossomados de uva residual e do
lipossoma da uva in natura.

As alteracbes dos valores do potencial de hidrogénio nos extratos e nos
sistemas lipossomados podem ter sido causadas pela sensibilidade a fotodegradacao
das substancias presentes nos extratos, ocasionando a absor¢cdo de uma porcéo do
espectro violeta. A absorcdo dessa radiacdo altamente energética ativa elétrons que
se tornam muito reativos e promovem a oxidagdo, clivagem ou outro tipo de
degradacdo (SHAH et al, 2008). Nesse estudo a média de pH 3,8 do extrato da uva
Aragonez foi semelhante ao encontrado por Tomaz (2013), que realizou um estudo
comparativo entre diversas cultivares de uva. Concluindo que a diferenga significativa
destes parametros pode ser ocasionada por diferentes fatores como clima e cultivares
de uva.

A média de pH 3,40 do extrato de uva residual apresentada no nosso estudo é
proxima ao pH recomendado na fabricacdo de vinho. Esse parametro é um dos

responsaveis pelas caracteristicas organolépticas e pela coloracdo dos vinhos e
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sucos. No processo de producdo de vinho tinto, o ideal € que o pH do mosto seja
inferior aos 3,30 (RIZZON; GATTO, 1987). Entre os fatores que interferem no equilibrio
acido-base ocasionando alteracdes do pH estdo a dissolu¢cdo dos minerais e acidos
organicos da pelicula e da polpa da uva durante o contato da casca com o0 mosto, a
degradacdo do acido malico em acido lactico durante a fermentacdo malolactica, a
precipitacdo do acido tartarico na forma de bitartarato de potassio e tartarato neutro de
célcio, e a sintese de acidos organicos durante a fermentacéo alcodlica (RIBEREAU-
GAYON et al., 2006). Valores superiores podem ser causados pela elevada absorcéo
de potéssio (K) pela videira o que ocasiona salificacdo dos &cidos organicos,
especialmente o acido tartarico. A acidez do mosto e do vinho pode ser avaliada por
meio da acidez titulavel, da concentracdo dos &cidos orgéanicos e da acidez real
(expressa pelo pH) (RIZZON; MIELE, 2002).

Outro fator a ser considerado € a falta de informacao sobre o processo que deu
origem ao residuo da uva, assim pode se inferir que uma possivel explicacdo para o
resultado do pH do extrato de uva residual € decorrente da composi¢cdo quimica do

bagaco de uva, relacionada com a intensidade da prensagem sofrida no processo

industrial.

Tabela 3 - valores de pH em diferentes periodos a 25 + 2°C

AMOSTRAS A TEMP. . . . . .

AMBIENTE (25°C) Oh 24 horas 07 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias

Lipossoma puro 5,55 5,64 5,48 5,67 5,53 5,47 5,52

LUN -Lipossoma de uva in

natura 5,51 5,62 5,53 5,57 5,59 5,50 5,56

LUR-Lipossoma de uva

S 4,80 4,78 4,80 4,87 4,9 4,91 4,95

EUN-Extrato da uva in natura 3,93 3,85 3,83 3,92 3,85 3,85 3,91

EUR-Extrato da uva residual 3,40 3.47 3,51 3,50 3,53 3,50 3,54
Tabela 4 - valores de pH em diferentes periodos a -5 + 2°C

AMOSTRAS DO FREEZER (- oh | 24horas | 07dias | 15dias | 30dias | 60dias | °

5°C) dias

Lipossoma puro 5,55 5,57 5,62 5,81 4,77 5,43 5,45

LUN -Lipossoma de uvaiin 551 | 515 5,68 5,22 5,58 5,2 5,65

natura

LUR-Lipossoma de uva

residual 4,80 4,97 4,94 4,92 4,94 4,90 4,93

EUN-Extrato da uva in natura 3,93 3,93 3,94 3,85 3,86 3,88 3,91

EUR-Extrato da uva residual 3,40 3,47 3,43 3,45 3,43 3,40 3,37
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Tabela 5 - valores de pH em diferentes periodos a 35+2°C

AMOSTRAS DA ESTUFA 15 60

(35°C): Oh 24 horas 07 dias dias 30 dias dias 90 dias
Lipossoma puro 5,55 5,51 5,58 5,55 5,13 5,29 5,38
LUN -Lipossoma de uva in 551 | 5,58 5,74 5,61 5,53 5.4 5,43
natura

LUR-Lipossoma de uva

residual 4,80 4,80 4,82 4,87 4,90 4,92 4,95
EUN-Extrato da uva in natura 3,93 4,3 4,07 3,64 3,92 4,17 3,58
EUR-Extrato da uva residual 3,40 3,40 3,37 3,35 3,32 3,30 3,30

5.3 Ensaios da estabilidade fisica

O estudo da estabilidade € utilizado para nortear o desenvolvimento de
formulacdes e do material adequado de acondicionamento, oferecer subsidios para
o aperfeicoamento das formula¢@es, na estimativa do prazo de validade e no auxilio
do monitoramento da estabilidade microbiolégica, organoléptica e fisico-quimica,
(BRASIL, 2004).

As amostras foram avaliadas durante 90 dias e armazenadas em trés
condi¢cdes ambientais distintas: a temperatura ambiente (25°C), sob refrigeracdo (-
5°C) e na estufa (35°C). A cor determinada como padrao foi o bege, que € uma cor
secundaria, o aspecto foi classificado como homogéneo ou ndo hemogéneo, o odor
padrao foi o flavor da propria fruta (uva).

As amostras do lipossoma puro (padrdo) e de uva in natura mantidas a
temperatura ambiente 25+2°C demonstraram leves alteragdes na coloracdo no
sexageésimo dia, essa alteracdo também foram observadas nos lipossomas de uva
residual nonagésimo dia. As demais amostras mantiveram seus padrdes inalterados
durantes os noventa dias (Tabela 6). As formulagdes nanoencapsuladas submetidas
a temperatura ambiente apresentaram-se estaveis ndo havendo uma diferenciacdo
notoria em sua coloracdo ou em seu odor. Gabriels e Plaizier-Vercammen (2003) nao
observaram degradacao quimica em lipossomas constituidos por fosfatidilcolina de
soja ap6s 6 meses a 22°C, ao abrigo do oxigénio e da luz, resultados semelhantes
foram obtidos por Terra e colaboradores (2009) que avaliaram por 4 semanas
formulagfes de lipossomas contendo sinefrina e cafeina.

Os estudos de estabilidade realizados por Gabriels e Plaizier-Vercammen
(2003) afirmam que os lipossomas constituem sistema inerentemente estavel, desde

gue nao submetidos a condi¢des extremas. Ao avaliar as amostras refrigeradas, foi
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observado que apenas o lipossoma puro sofreu alteragbes da cor no 7° dia e do
aspecto no 60° dia (Tabela 8).

As amostras mantidas a 35+2°C ndo demostraram alteracées no aspecto
(Tabela 8), contudo as constituidas de sistemas lipossomados apresentaram
alteracdes da cor e no odor. Nessa condigao o sistema lipossomado puro apresentou
uma leve alteracdo da cor no 7°dia, o lipossoma in natura e o lipossoma de uva
residual alteraram levemente sua coloracdo no 15° dia, no nonagésimo dia todas
essas amostras estavam com a cor e o odor alterados.

A oxidacéo dos sistemas lipossomados foi observada através da intensificacao
da coloracdo das amostras na temperatura de 35 °C, esses resultados foram
compativeis com os obtidos por Terra e colaboradores (2009) que observaram
oxidacdo da formulacdo de lipossomas contendo sinefrina e cafeina na temperatura
de 40°C. Em temperaturas elevadas, ha certa separacdo das fases da formulacéo,
que sdo normalizadas com o retorno da formulacdo a temperatura ambiente. Altas
temperaturas aceleram reacdes de oxidacao e hidrolise, ocasionando alteracdes em:
atividade de componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto (BRASIL,
2004).

As alteracdes da cor e odor apresentados pelas amostras resultam de fatores
ambientais como luz, calor, umidade e atividade biol6gica de enzimas e ou
microrganismos. Essas alteragcbes resultam em cisdo e consequentemente
transformacdes quimicas e formacdo de novos grupos funcionais que caracterizam
reacoes de degradacdo. Essa degradacdo acarreta mudancas nas propriedades
mecanicas, opticas, descoloracdo, separacdo de fase, entre outras (SHAH et al.,
2008).

Os resultados da analise de estabilidade fisica vém comprovar que as
amostras armazenadas em temperaturas elevadas como 35°C ou mesmo
temperatura ambiente podem perdem a estabilidade e possivelmente sua atividade,
ndo sendo viavel este tipo de armazenamento. O armazenamento dessas
preparacdes deve ser realizado sob refrigeracdo, para ganho na estabilidade do
produto. Portanto, a encapsulacdo do extrato de uva in natura e do residuo da uva

em lipossomas pode ser considerada viavel e promissora desde que refrigerada.
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TEMPERATURA AMBIENTE 25+2°C Tempo
Amostra Caracteristicas Oh 24h 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
. Cor Bege S.A S.A S.A S.A S.A LA
Lipossoma puro
Odor Caracteristico SA S.A S.A S.A S.A S.A
Aspecto Homogéneo S.A SA SA S.A S.A SA
_LUN Cor Marrom SA SA SA SA LA LA
(Lipossoma + extrato
de uva in natura) Odor Caracteristico S.A S.A S.A S.A S.A LA
Aspecto Homogéneo SA SA SA S.A S.A SA
LUR Cor Marrom S.A S.A S.A S.A S.A LA
Lipossoma de uva Odor Caracteristico SA SA SA SA SA LA
residual
Aspecto Homogéneo S.A SA SA S.A S.A S.A
EUN Cor Roxo SA SA SA SA SA SA
Extrato da uva in
natura Odor Caracteristico SA S.A S.A SA SA S.A
Aspecto Homogéneo SA S.A S.A SA SA S.A
EUR Cor Roxo SA S.A S.A S.A S.A S.A
Extrato da uva Odor Caracteristico  S.A SA SA SA SA LA
residual
Aspecto Homogéneo SA S.A S.A SA SA S.A
Legenda: (A) Alterado, (S.A) Sem alteragdo, (L.A) Levemente alterado.
Tabela 7 - caracteristicas organolépticas a -5+2°C.
REFRIGERADO -5+2°C Tempo
Amostra Caracteristicas Oh 24h 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
. Cor Bege S.A LA LA LA LA LA
Lipossoma puro
Odor Caracteristico S.A S.A S.A S.A S.A S.A
Aspecto Homogéneo S.A S.A S.A SA L.A LA
_LUN Cor Marrom SA SA SA SA SA SA
(Lipossoma + extrato
de uva in natura) Odor Caracteristico SA S.A S.A S.A S.A SA
Aspecto Homogéneo SA S.A S.A SA SA S.A
Cor Marrom S.A S.A S.A S.A S.A S.A
LUR
Lipossoma de uva Odor Caracteristico S.A SA S.A S.A S.A S.A
residual
Aspecto Homogéneo S.A S.A S.A SA SA S.A
EUN Cor Roxo SA SA SA SA SA SA
Extrato da uva in
natura Odor Caracteristico SA SA SA S.A S.A SA
Aspecto Homogéneo SA S.A S.A SA SA S.A
EUR Cor Roxo S.A S.A S.A S.A S.A S.A
Extrat_o da uva Odor Caracteristico S.A S.A S.A S.A S.A S.A
residual
Aspecto Homogéneo S.A S.A S.A SA SA S.A

Legenda: (A) Alterado, (S.A) Sem alteragdo, (L.A) Levemente alterado.
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ESTUFA 35+2°C Tempo
Amostra Caracteristicas Oh 24h 7 dias 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
. Cor Bege S.A LA LA LA LA A
Lipossoma puro
Odor Caracteristico SA S.A S.A S.A S.A LA
Aspecto Homogéneo S.A SA SA S.A S.A SA
_LUN Cor Marrom SA SA LA LA LA A
(Lipossoma + extrato
de uva in natura) Odor Caracteristico S.A S.A S.A S.A LA LA
Aspecto Homogéneo SA SA SA S.A S.A SA
LUR Cor Marrom S.A S.A LA LA LA A
Lipossoma de uva Odor Caracteristico SA SA SA SA LA LA
residual
Aspecto Homogéneo S.A SA SA S.A S.A S.A
EUN Cor Roxo SA SA SA SA SA LA
Extrato da uva in
natura Odor Caracteristico SA S.A S.A SA SA S.A
Aspecto Homogéneo SA S.A S.A SA SA S.A
EUR Cor Roxo SA S.A S.A S.A S.A S.A
Extrato da uva Odor Caracteristico  S.A SA SA SA SA SA
residual
Aspecto Homogéneo SA S.A S.A SA SA S.A

Legenda: (A) Alterado, (S.A) Sem alteragdo, (L.A) Levemente alterado.

5.4 Atividade antioxidante dos lipossomas e dos extratos (puro e residual)

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil- DPPH reage com a substancia

antioxidante e é convertido a 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O grau de descoloracdo

indica a capacidade do extrato em sequestrar o radical livre (RUFINO et al.,2007).

Um alto potencial de sequestrar radicais livres € expresso através de um baixo indice

de ICso, pois quanto menor a concentracdo necessaria do extrato para inibir a

oxidacdo do radical em 50%, melhor a atividade antioxidante. Para o calculo do

ICso foi utilizada a equacéo da reta, substituindo o valor de y por 50 para obtencéao da

concentracdo da amostra com capacidade de reduzir 50% do DPPH (Figura 10). O

percentual de inibicdo de oxidacdo em funcéo da concentracdo de LUN, LUR, EUN e

EUR estdo expressos na Figura 12, 13, 14 e 15 respectivamente.
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Figura 15 - Atividade antioxidante do extrato de uva residual

Tabela 9 - Atividade antioxidante dos sistemas lipossomados e dos extratos.

Amostras IC 50
BHT 5,75 mg/mL™*
Sistema lipossomado contendo extrato da uva in natura 16,13mg/mL*
Sistema lipossomado contendo extrato de uva residual 5,11 mg/mL™*
Extrato da uva in natura 7,29 mg/mL™*
Extrato de uva residual 7,33 mg/mL™*

A medida do ICso expressa (tabela 9) a quantidade de antioxidante necessaria
para reduzir em 50% a concentracao inicial de DPPH. O extrato de uva natural
apresentou valor de ICso 7,29 mg/mL* muito préximo aos 7,33 mg/mL* do extrato de
uva residual. Esses dados indicam um bom potencial antioxidante nos extratos

Dentre as amostras encapsuladas, o lipossoma de uva in natura obteve o maior
IC50, guando comparada ao residual. O que significa que serdo necessarios 5,11
mg/mL-* do lipossoma de uva residual para a reducédo de 50% do DPPH, enquanto
gue para o lipossoma de uva in natura serdo necessarios 16,13 mg/mL?* para que
aconteca a mesma reducdo do radical, esse sistema possui uma atividade
antioxidante menor quando comparada ao lipossoma de uva residual. Uma vez que

quanto menor o valor de IC50, maior a atividade antioxidante do lipossoma. O
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controle positivo com BHT e o lipossoma de uva residual obtiveram respectivamente
5,75 e 5,11 mg/mL* de IC50, esses dados evidenciam o potencial desse lipossoma
como uma promissora fonte de atividade antioxidante, o que € bem interessante, uma
vez que um dos objetivos desse trabalho e avaliar e comprovar a capacidade
antioxidante das amostras envolvidas, uma vez que essas substancias geralmente
tém acdo antienvelhecimento e anti-inflamatorias.

A atividade antioxidante das amostras analisadas neste estudo foram
mensuradas de acordo com o método da reducdo do radical livre DPPH. Os
resultados obtidos no presente estudo confirmam a presenca de compostos
antioxidantes na uva. Assim, pode se observar a variagao do percentual de sequestro
do radical livre DPPH pela concentracdo dos extratos e sistemas lipossomados ha

Figura 15.
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Figura 16 - Percentagem de sequestro de Radicais Livres nas amostras BHT, EUR, EUN,
LUR e LUN

Ao comparar as curvas obtidas, nota-se que as inclinagdes das curvas do
extrato de uva e do residuo de uva sdo muito préximas da inclinagdo do controle

positivo BHT, ou seja, 0s extratos obtidos sdo capazes de atuar como antioxidante.
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Ao observar as curvas produzidas pelas diferentes concentracdes do extrato de uva
e do extrato de residuo da uva, infere-se que ao aumentar as concentracdes desses
extratos na solucdo eles aumentam seu percentual de sequestro de radicais livres,
entendendo que os responsaveis pela atividade antioxidante ficaram mais disponiveis
quando foram utilizadas concentra¢cdes maiores.

As amostras (10 mg/mL1) apresentaram os maiores indices no sequestro de
radicais livres. O controle positivo com BHT, mostrou superioridade as demais
amostras, inibindo 83 % dos radicais livres. Os extratos de uva in natura e do residuo,
nessa concentragcdo também apresentaram indices (respectivamente 69,31 e
68,98%) satisfatorios no sequestro de radicais livres nessa concentracdo. Esses
valores sdo superiores a atividade de sequestro de radicais livres apresentado pelo
extrato de uva Nidgara 44,47% e aos 47,29% do extrato de uva lzabel, ambos
analisados na concentracdo de 100 mg.mL* (SHIRAHIGUE, 2008).

A elevada atividade antioxidante averiguada no extrato do residuo de uva
obtidas desse trabalho, sdo semelhantes ao valores obtidos por Rockenbach et al,,
(2008) que determinaram o teor da atividade antioxidante do bagago de uva (Vitis
vinifera) de duas variedades (Tannat e Ancelota). Desta forma, o aproveitamento do
residuo do processamento de uva é bastante interessante devido a elevada atividade
antioxidante com potenciais beneficios para a saude, além de ser um residuo
abundante e de baixo custo. A recuperacdo de compostos antioxidantes oriundos
desses residuos poderia representar um avanco significativo na manutencdo do
equilibrio do meio ambiente. Esta situacdo explica o interesse crescente em explorar
0s subprodutos da vinificagdo (ALONSO, 2002).

O lipossoma do residuo de uva na concentracdo 10 mg/mL* se comportou de
maneira semelhante aos extratos e BHT, assim pode se dizer que a encapsulacéo
nessa concentracao foi eficaz para proteger as substancias presentes no sistema, o
gue nao ocorreu nas concentracées de 5,0 e 2,5 % mg/mL* onde a encapsulacédo
nao foi eficaz para proteger as substancias presentes no sistema lipossomado de
residuo de uva.

Ao observar a curva produzida pelo lipossoma de uva, a concentracdo 10
mg/mL! apresentou o menor percentual de sequestro de radicais livres dentre todas
as amostras avaliadas, o extrato de uva in natura nessa mesma situagao apresentou

o dobro da atividade antioxidante. A concentracdo de 5 mg/mL? foi semelhante ao
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obtido pelo lipossoma de uva residual e proximos aos obtidos pelos extratos de uva
in natura e residual comprovando uma acdo semelhante no sequestro de radicais
livres. Porém, quando se diminui a concentracdo do lipossoma de uva para 2,5
mg/mL" sua acéo foi a menor dentre todas as amostras de diferentes diluicdes assim
pode-se dizer que a encapsulacdo nao foi eficaz para proteger as substancias
presentes no sistema lipossomado de residuo de uva.

Esses valores diferem dos obtidos por Santana Neto (2015) que ao avaliar a
concentracdo da atividade antioxidante dos lipossomas contendo acidos triterpénicos
obteve maiores percentuais de sequestro de radicais livres na concentracéo de 2,5
pg/mL e menor em 10 pg/mL.

Ao avaliar os sistemas lipossomados, a curva produzida pelo lipossoma do
residuo da uva residual encontra-se proxima as curvas obtidas pelo extrato de uva in
natura e residual, sendo a inibicdo de radicais livres maior nos EUR e EUN.

Os lipossomas mostraram inibicdo do radical em todos as concentracdes
testadas. A inclinacdo da reta (Figura 15), demonstra um decaimento da atividade
antioxidante ao diminuir as concentracfes dos sistemas, tornando-os menos
biodisponiveis, diminuindo sua acdo antioxidante. Todas as amostras de extratos
encapsulados em lipossomas apresentaram atividade antioxidante, isto se deve a

possibilidade do lipossoma como material encapsulante.

5.5 Determinacao dos flavonodides totais

Os flavondides sdo uma classe de metabdlitos secundéarios vegetais de
natureza fendlica, que possuem notavel capacidade antioxidante. Catequinas e
epicatequinas, por exemplo, tém demonstrado alta capacidade antioxidante e inibic&o
da proliferacédo celular (FARIA,2006). Estdo presentes, principalmente, nas cascas e
sementes das uvas (MEYER et al.,1997)

A quantificacdo dos flavonoides foi realizada através de curva de calibragéo
da quercetina, representada pela Figura 16. A equacéo da reta y, foi usada para
determinar a concentracdo em mg de quercetina, onde x corresponde a concentracao
de quercetina e y corresponde a absorbancia da amostra. O resultado do teor de

compostos fendlicos foi expresso como equivalente de acido galico (mg?).
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Figura 17 - Curva padréao da quercetina

A figura 17 mostra os resultados para a determinacdo do teor de flavondides

nas amostras avaliadas.
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Figura 18 - Flavondides totais expressos em mg*

As sementes e casca de uva contém flavonéides como a catequina,
epicatequdna, quercetina e antocianinas, que sdo fontes ricas de antioxidantes, em
estudos in vitro foram eficientes na inibicdo do colesterol LDL (O'BYRNE et al.,2002).

Em uvas o perfil de flavondides é variavel em decorréncia dos distintos
cultivares e das respostas biologicas (ABE et al.,2007). Os residuos industriais

gerados pela industria de sucos e vinhos retém compostos fendlicos (O'BYRNE et
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al.,2002). Monrad (2010), cita os flavondides como os principais compostos fendlicos
presentes nesse residuo.

O extrato da uva residual avaliado nesse trabalho apresentou teores de
flavondides de 3,83 mg "Lsuperiores aos 0,97 mg* demostrados pelo extrato da uva in
natura. Meyer e colaboradores (1997) realizaram um estudo em relacdo aos
contetdos de flavondides em uvas da variedade Cabernet Sauvignon; As bagas
analisadas com as sementes apresentaram cerca de 33 mg* de flavonoides. Apds a
retirada das sementes nao houve constatacéo de flavanois nas bagas, enquanto que
em uvas da variedade Petite Sirah, os valores observados foram 1,47 e 23,3 mg *,
respectivamente, para uvas sem e com as sementes.

Ao efetuar uma comparacédo entre os sistemas lipossomados, o lipossoma de
uva residual apresentou o dobro do teor de flavondides em comparacao ao lipossoma
de uva in natura. Ao comparar os lipossomas com 0s respectivos extratos € possivel
averiguar que apos a encapsulacdo os extratos obtiveram teores de flavonodides
inferiores.

Diversos métodos e sistemas de solventes vém sendo usados para a extracao
de compostos fendlicos em materiais vegetais (CHAVAN; SHAHIDI; NACZK, 2001).
O solvente e a sua polaridade podem afetar a transferéncia de atomos de hidrogénio,
que é fundamental na medida da capacidade antioxidante. A presenca de compostos
n&o antioxidantes nas solucdes testadas também pode afetar os resultados (PEREZ-
JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006).

Rockenbach et al., (2008), avaliaram o conteudo total de fendlicos, antocianinas
e a capacidade antioxidante do extrato de bagaco de uva (Vitis vinifera) de duas
variedades, Tannat e Ancelota, utilizando diferentes sistemas solventes, concluiu que
o solvente utilizado na extracdo de bagaco de uva influencia diretamente nos
conteudos de fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante dos extratos. Os
Compostos fendlicos totais foram mais extraidos em acetona (50 e 70%) enquanto
gue as antocianinas foram mais bem extraidas em etanol (50 e 70%).

Os valores demostraram que o teor de flavondides nas amostras encapsuladas
tiveram valores inferiores quando comparadas com o0s extratos. Uma possivel
explicagéo a esse fato, tem como base o solvente utilizado na extragdo. Os sistemas
lipossomados contém substancias que séo solubilizadas no solvente do sistema

escolhido. Estagios adicionais podem ser necessarios para purificar o isolado e
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remover substancias fenodlicas e nao-fendlicas indesejaveis. Por outro lado, essas
mesmas amostras apresentaram atividade antioxidante satisfatéria, o que é
interessante para as industrias cosméticas e alimenticias.

Para um posterior ensaio € interessante a utilizacao de diferentes solventes,
visto que o solvente empregado na obtencédo e/ou diluicdo da amostra influencia

diretamente no resultado obtido.

5.6 Determinacado dos fendlicos totais

A guantificacdo de fendlicos totais foi realizada através de curva de calibracéo
de acido gdlico, representada pela Figura 18. A equacao da reta 'y = 0,045x — 0,1401,
foi usada para determinar a concentracdo em mg de acido galico, onde x corresponde

a concentracdo de 4cido galico e y corresponde a absorvancia da amostra.
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R?=0.9951
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Figura 19 - Curva de Calibragédo de acido galico

O método de Folin-Ciocalteau permite quantificar compostos fendlicos
presentes nas amostras, 0s quais tém a capacidade de ligar-se a radicais livres,
inibindo processos oxidativos. A figura 19 mostra os resultados obtidos por meio da
analise espectrofotométrica para a determinacdo do teor de fendlicos totais nos
lipossomas e extratos expressos em mg equivalente de acido galico mg/mL, quanto
maior o teor equivalente em A&cido galico (mg AG g?') encontrado, maior a

porcentagem de fendlicos totais.
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O residuo de uva é composto em sua totalidade por sementes e cascas de
uvas, essas partes sdo responsaveis por acumular a maior parte dos compostos
fendlicos. Bustamante et al., (2008), citam que o bagaco de uva possui elevados
teores de compostos fendlicos com acao fitotoxicas o que dificulta o seu descarte ou
a utilizacao direta como adubo ou racdo animal. Contudo estes mesmos compostos
apresentam bioatividade em humanos sendo utilizado na prevencdo de doencas
cronicas graves como doencas cardiovasculares e cancer (LEIFERT,
ABEYWARDENA, 2008; PETTI; SCULLY, 2009).
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Figura 20 - Fendlicos totais expressos em mg AG?

O extrato de uva in natura apresentou um teor de compostos fendlicos de 20,00
mg/mL esse valor foi inferior aos 27,76 mg/mL obtido pelo extrato de uva residual. As
diferencas entre os resultados dos extratos sdo esperadas uma vez que em uvas 0
perfil de compostos fendlicos € variavel em diferentes cultivares, podendo esse valor
ser alterado por diferentes respostas bioldgicas (ABE et al.,2007).

O teor de compostos fendlicos do extrato do residuo 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 bagaco de uva Isabel. A composicdo quimica e propriedades biolégicas
evidenciadas em estudos com extratos de uva in natura e residual demostram altos
valores de compostos fendlicos, os quais tém demonstrado atividades antioxidantes
(SHIRAHIGUE, 2008).

O extrato de uva vem sendo citado como um antioxidante natural pela literatura.

Os resultados obtidos nesse trabalho para o extrato de uva in natura e residual
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demonstraram potencial antioxidante, atuando como inibidores de radicais livres ou
em sinergismo com o antioxidante sintético.

Os lipossomas obtiveram valores similares ou superiores aos obtidos pelos
respectivos extratos. Assim, pode se concluir que extratos ao serem encapsulados
mantiveram ou aumentaram as concentracfes de compostos fendlicos o que é
interessante, uma vez que os compostos fendlicos presentes na uva possuem acao
antioxidante conhecida e por essa razdo podem ser empregados na industria de
alimentos e cosméticos (PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT ,2009).

5.7 Espectro de absorcdo UV-Vis

A determinacédo de analitos por espectrofotometria UV-Vis tem que obedecer
a lei de Beer que descreve a relacao entre a absorbancia e a concentracao apenas
para baixas concentragdes de analitos. I1sso, pois, com 0 aumento da concentragéo
dos analitos, as moléculas tornam-se mais proximas e a interagédo entre elas podem
afetar absorvancia. Além disso, altas concentragdes de outros compostos, tais como
eletrdlitos podem alterar a absortividade molar do analito por interacdes eletrostaticas.
Em geral, estes efeitos ndo sdo muito significativos se as concentragcdes sdo menores
do que 0,01 mol L?! (SKOOG et al.,, 2006). Assim, observa-se que ndo houve
interferéncias na determinacao de acido galico (AG), utilizado como marcador interno,
pelo método proposto uma vez que as solucbes utilizadas estdo na ordem de
concentragdo de 10° mol L e, dessa forma, obedecem a lei de Beer.
Os espectro de absorgéao para o complexo EUN, EUR, LUN e LUR-AG
pode ser visualizado na Figura 20 a, b, ¢ e d, respectivamente. Observa-se que com
o0 aumento da concentracdo de AG, ocorre uma diminuicdo da absorbancia da

solucéo para as amostras, exceto para o lipossoma de uva natural.
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Figura 21 - Espectro de absorbancia de 350 a 700 nm de (a) extrato de uva natural e acido galico; (b) extrato de uva
residual e acido galico; (c) Lipossoma natural e acido galico; (d) Lipossoma residual e acido galico.
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5.8 PCA dos espectros de absor¢gédo no UV-VIS das amostras

Na andlise de componentes principais (PCA) obtida com os espectros de
absorcdo no UV-VIS das amostras verificou-se que foram necessarios 2
componentes principais para explicar 99,95% da variancia dos dados (Tabela 10).
Para a andlise de PCA do perfil dos compostos quimicos (dados autoescalados)
verificou-se que quatro componentes principais (PC) foram necessérias para explicar
99,44% da variabilidade dos dados. A Figura 21 mostra o grafico de cotovelo em que
se pode verificar que € necessario selecionar os quatro primeiros componentes

principais, pois a partir deste ponto ocorre a estabilizagao da inclinag&do na curva.

Tabela 10 - Percentagem de Variancia capturada pelo modelo PCA

% de variancia % de variancia

PC Auto valor capturada com capturada
este PC b
1 7,95501 99,44% 99,44%
2 0,04062 0,51% 99,95%
3 0,00237 0,03% 99,98%
4 0,00106 0,01% 99,99%
5 7,44E-4 0,01% 100,00%
6 1,21E-4 0,00% 100,00%
7 7E-5 0,00% 100,00%
8 0 0,00% 100,00%
1 ®
S . 4
g
— 2
- 0 —nm ] ] ] ] ]
0 I 2 I ' 4 I 6 I 8

Componentes Principais

Figura 22 - Grafico de Autovalor x PC
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Analisando a distribuicdo das amostras no grafico de PC1xPC2 (Figura 22), é
possivel observar que na primeira componente principal, as amostras EUR, EUR’, e
EUN’ apresentam os escores mais positivos em PC2 e as amostras encontram-se
préximas umas das outras nestas duas componentes. As amostras LUR e LUN
apresentam 0s escores mais negativos e se separam das demais.

Esta analise possibilitou a visualizacdo da formacao de dois grupos dentro do
conjunto amostral. Na Figura 22, um grupo encontra-se sobre o lado direito superior
do gréafico compostos por extratos de uva. Ja o outro agrupamento localizado no lado
direito inferior e representando, quase que totalmente pelas amostras encapsuladas
dos respectivos extratos e uma amostra do EUN, uma possivel explicacdo para esse
resultado tem como base a origem em comum das amostras, logo a regiao produtora
também pode ter sido responsavel por essa agregacdo. Outra possivel explicacao
sao os resultados de abrsorbancia apresentados pelas amostras de EUN, LUN e LUR
nas concentragdes de 0,5 a 1,0 mg mL* AG, os menores valores de absorbancia pode
ter gerado essa segregacao.

As amostras EUR e EUN, apesar de serem de variedades diferentes, saO
produzidas na mesma regido no Vale do S&o Francisco. Esses resultados se
assemelham aos obtidos por Mota (2013), que ao utilizar da mesma ferramenta para
a avaliar a qualidade dos vinhos produzidos, verificou que a regido era a principal
causa na diferenciacéo do vinho. Além disso, tal fato pode estar relacionado com os
nutrientes do solo da regido, uma vez que influenciam tanto no pH quanto no teor de
metabolitos da videira.

De fato, ndo existem diferencas significativas entre o extrato de uva residual e
natural quanto a presenca de acido galico como marcador interno, bem como nao se
apresenta distinto quanto ao extrato de uva residual. Por outro lado, diferem-se das

demais amostras que sdo mais discrepante frente as analises por UV-Vis.
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Figura 23 - PC1xPC2 de espectros de absor¢cdo no UV-VIS para amostras de EUR, EUN,
LUN, LUR. As siglas com ‘referem-se a amostra com adi¢ao de acido galico.

5.9 Andlise univariada das amostras

A Tabela 11 apresenta as absorvancias encontradas nas leituras da amostra

EUN pura e adicionada dos padrdes, no comprimento de onda de 485 nm.

Tabela 11 - Leituras observadas para a adicdo de padrdo na amostra EUN, EUR, LUN E
LUR, em comprimento de onda de 485 nm

Concentragdo (mg mL™Y)

Absorbéancia

AG EUN EUR LUN LUR
0 0014866 0,033812003 0,013077 g 015682
0.1 0,039806 0,024035241  0,015000 (007161
0.2 0032807 0,022457936  0,017736 g 0o5951
03 0027712 0,024935204  0,016915 g og158
04 0022198 0,028000052  0,011247 011213
05 0018217 0,021450624  0,013835 g 005034
0,6 0018153 0,021711229  0,018136 g 005353
07 0018035 0,020454777  0,022190 004315
08 0019928 0,019327357  0,027730 003190
0,9 0,018710 0,020806571  0,017158 g 004355
1,0 0,016713 0,033812003  0,012728

0,015682
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A Figura 23 mostra a curva obtida a partir das absorbancias encontradas para
a adicao do padrao a amostra EUN (a), EUR (b), LUN (c) e LUR (d). Pode-se observar
a partir desta curva uma grande correlacdo entre as absorbancias e concentracoes

dos padrbes, uma vez que o valor de R-quadrado se aproxima a 1.
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Figura 24 - Curva de calibracédo de acido galico para as amostras: (a) EUN, (b) EUR, (c) LUN
e (d) LUR.

A tabela 12 apresenta a equacédo da reta obtida através da regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, que indicam a existéncia de relacdo entre as
areas obtidas e a concentracéo de acido galico, ou seja, existe evidéncia de um ajuste
ideal dos dados para a linha de regressdo (SHABIR, 2003). De fato, ao aplicar a
equacdao da reta para determinacao da concentracdo negativa de AG nas amostras
quando a absorbancia (y) cai a zero, obtém-se o valor de 82,34, 109,80, 1,50 e 252,08
mg.mL! para EUN, EUR, LUN e LUR, respectivamente.
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Tabela 12 - Equacdo da reta para as amostras EUR,EUN,LUR,LUN

Equacéo da reta Concentracédo de AG (mg.mL™?)
EUN y=-0,0234x + 0,0413 83,34
EUR y=0,0673x-0,0739 109,80
LUN y=0,0413x - 0,0062 1,50
LUR y=-0,0096x + 0,0242 252,08

Em alguns casos em analise quimica, a absorbancia é inversamente
proporcional a mudancas na concentracdo do analito (MARCZENKO; BALCERZAK,
2000). Alguns trabalhos na determinacao de flor pelo método SPADNS apresenta o
mesmo padrao de perda de absortividade com 0 aumento da concentragao do analito
(MOTTER et al., 2011; BANDINI et al., 2003; Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater, 2013).

O padréo da curva de calibracéo possuir coeficiente angular negativo é
encontrado, também, em algumas analises quimicas tais como na quantificacdo de
a-polilisina (GROTZKY et al., 2010), que apresenta excelente correlacdo entre a
absorbancia e a concentracdo da amostra em analise. Nesta metodologia o corante
carregado negativamente interage com um policatiénico formando o complexo a-PDL
conduzindo a uma precipitagédo quantitativa e levando a diminuigéo na intensidade da
cor azul do sobrenadante da solucdo (SHEN et al.,, 1984). Além disso, na
determinacdo de metabissulfito por UV-Vis com fucsina, o mesmo padrdo de

comportamento é verificado (SILVA et al., 2010).
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6. CONCLUSAO

A uva in natura e o residuo contém quantidade elevada de fendlicos com
conhecida acdo antioxidante. Por essa razdo tornam-se interessantes ao ponto de
vista industrial uma vez que podem ser Uteis em formulagbes cosméticas para
prevencao e tratamento de desordens cutaneas relacionadas aos radicais livres e
processo oxidativo.

Nas condi¢cOes experimentais do presente trabalho, concluiu-se que € viavel a
encapsulacdo tanto do extrato de uva quanto do residuo em lipossomas, uma vez
que foi observada a formacao de vesicula na microscopia. Os resultados das analises
fisica vem comprovar que as amostras armazenadas em temperaturas elevadas
como 35 °C ou mesmo temperatura ambiente perdem estabilidade e possivelmente
sua atividade, ndo sendo viavel este tipo de armazenamento. O armazenamento
dessas preparacOes deve ser realizado sob refrigeracdo, para ganho na estabilidade
do produto.

O teor de compostos fendlicos ndo apresentou diferenca significativa entre as
amostras compostas de extratos e lipossomas. Contudo, ao avaliar o teor de
flavonoides, as amostras do extrato do residuo de uva apresentaram valores
expressivos enquanto que as demais amostras tiveram valores inferiores. O
lipossoma de uva apresentou o menor teor de flavondides entre as amostras
analisadas, podendo atribuir esse fator a maior presenca de acidos fendlicos do que
flavondides nas amostras.

A analise de PCA mostrou uma tendéncia no agrupamento, uma vez que as
amostras de extratos formaram um grupo e a dos sistemas lipossomados outros. Uma
possivel explicacdo para esse agrupamento é o perfil fisico—quimico e localidade das
amostras.

Analisando os resultados apresentados ao longo deste estudo o extrato do
residuo apresentou atividade antioxidante superior ao extrato de uva in natura, mas
com uma diferenca discreta entre eles. Por outro lado, quando encapsulados, tais
extratos apresentaram perfil antioxidantes inferiores quando comparados aos
extratos originais, pois o lipossoma tem a capacidade de protecdo dos bioativos.
Entretanto, os extratos puros quanto em sistemas lipossomais apresentam potencial

antioxidante, contudo inferiores, quando comparados com o antioxidante comercial



7

(BHT), provavelmente devido ao fato, deste ser uma substancia pura. Porém, a
utiizacdo de substancias antioxidantes sintéticas requer cautela por serem
substancias com potencial toxicolégicas e carcinogénicas. Além disso, esses
antioxidantes sintéticos ja estao proibidos na Europa e Estados Unidos e no Brasil
seu uso tem restrigcoes.

Desta forma, a substituicdo de antioxidantes sintéticos por produtos naturais,
proporcionaria melhor qualidade dos alimentos e a saude. Além disso, a utilizacdo de
residuos provenientes da fabricacdo de vinho e suco torna-se uma alternativa viavel
para dar um destino mais nobre a esses residuos por possuirem excelentes

constituintes nutricionais e compostos bioativos.
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