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RESUMO

A populacdo brasileira vem consumindo mais frutas in natura e processadas
consequentemente a quantidade de residuos gerados também aumentou. Estes residuos séo
normalmente descartados de forma incorreta causando danos ao meio ambiente. Porém, por
terem compostos bioativos estdo despertando bastante interesse da industria. As uvas por
serem bastante cultivadas sdo uma das frutas que mais gera residuo. Estes sdo ricos em
compostos fendlicos que possuem atividade antioxidante. Alguns compostos fenolicos sdo
poucos soluveis e apresentam baixa estabilidade sendo um desafio para a sua utiliza¢do. A p-
ciclodextrina € uma molécula que apresenta o formato de um cone truncado e que possui a
capacidade de modificar caracteristicas fisico-quimicas da molécula hospedeira. Desta forma
0 objetivo deste trabalho foi a preparacdo dos complexos de incluséo da B-ciclodextrina (-
CD) com as farinhas e extratos metandlicos do residuo do processamento da uva 2016 e 2018
(FB2016, FB2018, EFB2018, EFB2016), caracterizacdo dos complexos formados,
determinacdo da toxicidade e atividade fotoprotetora. A preparacdo dos complexos de
inclusdo foi realizada pelo método de malaxagem e mistura fisica. As caracteriza¢fes foram
realizadas pela espectroscopia de UV-visivel, espectroscopia de absorcdo no infravermelho,
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG). A toxicidade foi
determinada pela atividade fosfolipasica e a atividade hemolitica. A atividade fotoprotetora
foi determinada pelo método de Mansur. A complexacdo foi confirmada pela espectroscopia
de UV-visivel, Espectroscopia de absorcdo no infravermelho e a calorimetria exploratéria
diferencial (DSC). Porém, a termogravimetria ndo indicou a complexacdo. Pela atividade
fosfolipasica pode-se observar que nao houve a inibicéo significativa das fosfolipases, porém
na atividade hemolitica houve a inibicdo das enzimas proteases. Sendo que a MFB2016,
MEFB2016, MFFB2016 apresentaram inibicdo significativa de 40% em todas as proporcoes e
as amostras FB2018 (1:0,05, 1:0,1), MFB2018 (1:0,05), MEB2018 (1:0,05, 1:0,1, 1:0.5),
MFFB2018 (1:0,05, 1:0,1, 1:0,5) apresentaram inibicao significativa de 30%. Na atividade
fotoprotetora o EFB2016 (12,85 + 0,45) e o EFB 2018 (6,73 % 0,73) apresentaram um maior
FPS que a FB2018 (5,32 £ 0,50) e FB2016 (2,24 £ 0,24). Dentre os complexos formados o
método da malaxagem favoreceu o FPS das MFB2016 (6,28 + 2,60) e MFB2018 (5,55 +
0,07) e a mistura fisica favoreceu o FPS das MFEFB2016 (17,08 + 0,27) e MFEFB2018 (8,48
+ 0,25). Os demais complexos apresentaram reducdo do FPS se comparados as amostras puras
exceto 0 MFFB2016 que apresentou um pequeno aumento no FPS. Portanto pode-se concluir
que houve a complexacdo e que mais estudos devem ser realizados com relagdo a toxicidade
destes compostos. Possivel inferir também que os extratos, farinhas e complexos formados
apresentam um FPS que ¢ favorecido devido ao método de complexacéo.

Palavras-chave: p-ciclodextrina. Compostos fenolicos. Antioxidante.



ABSTRACT

The Brazilian population has been consuming more fresh fruits and processed, consequently
the amount of waste generated also increased. These wastes are usually disposed of
incorrectly causing damage to the environment. However, because they have bioactive
compounds are arousing a lot of industry interests. Grapes are widely cultivated and is one of
the fruits that generates more waste. These are rich in phenolic compounds that possess
antioxidant activity. Some phenolic compounds are poorly soluble and have low stability and
are a challenge for their use. B-cyclodextrin is a truncated cone-shaped molecule that has the
ability to modify the physicochemical characteristics of the host molecule. Thus the objective
of this work was the preparation of the inclusion complexes of B-cyclodextrin (B-CD) with the
flour and methanolic extracts of grape processing residue 2016 and 2018 (FB2016, FB2018,
EFB2018, EFB2016). toxicity and photoprotective activity. The preparation of the inclusion
complexes was performed by the method of mixing and physical mixing. The
characterizations were performed by UV-visible spectroscopy, infrared absorption
spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetry (TG). Toxicity
was determined by phospholipase activity and hemolytic activity. The photoprotective activity
was determined by the Mansur method. Complexation was confirmed by UV-visible
spectroscopy, infrared absorption spectroscopy and differential scanning calorimetry (DSC).
However, thermogravimetry did not indicate complexation. By phospholipasic activity it can
be observed that there was no significant inhibition of phospholipases, but in hemolytic
activity there was inhibition of protease enzymes. Since MFB2016, MEFB2016, MFFB2016
showed significant inhibition of 40% in all proportions and samples FB2018 (1: 0.05, 1: 0.1),
MFB2018 (1: 0.05), MEB2018 (1: 0 0.05, 1: 0.1, 1: 0.5), MFFB2018 (1: 0.05, 1: 0.1, 1: 0.5)
showed significant inhibition of 30%. In the photoprotective activity, EFB2016 (12.85 + 0.45)
and EFB 2018 (6.73 + 0.73) presented a higher SPF than FB2018 (5.32 + 0.50) and FB2016
(2.24 £ 0.24). Among the complexes formed the malaxing method favored the SPF of
MFB2016 (6.28 + 2.60) and MFB2018 (5.55 = 0.07) and the physical mixture favored the
SPF of MFEFB2016 (17.08 + 0.27). ) and MFEFB2018 (8.48 * 0.25). The other complexes
showed SPF reduction compared to pure samples except MFFB2016 which showed a small
increase in SPF. Therefore it can be concluded that there was complexation and that further
studies should be performed regarding the toxicity of these compounds. It can also be inferred
that the extracts, flours and complexes formed have an SPF that is favored due to the
complexation method.

Keywords: B-cyclodextrin. Phenolic compounds. Antioxidant.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt see st 10
2. REFERENCIAL TEORICO .....ooiiiieeieeeeecesee et sesiss s s s aenenes 11
2.1 Residu0S agrOiNAUSTIIAIS........ccveiiieiiiiesieeiie e se et sre e re e sne e 11
2.2 O CUITIVO A8 UV ..ottt 11
2.3 COMPOSLOS FENOIICOS .....vveiieii e 12
2.4 CICIOTEXEIING ...ttt 16
2.5 Atividade fOSTOHPASICA ........ccviiiiiiciicc e 17
2.7 AtiVidade TOTOPIOTETONA. .......iiviieiiieeiie e 19
3. MATERIAIS E METODOS ... tes st ere st enee s sn e san s, 21
3.1 Obtencao e preparo da @MOSTIA ..........ooiiiiiiieeeieiee et 21
3.2 Preparo d0S EXEFAT0S. ........uiiiiiieieierie sttt ettt 21
3.3 Preparo dos complexos de INCIUSE0 (C1) ...cvvviiiieieiiieicseseee e 21
3.3.1 MAIAXAGEM (IM) .ttt 21
3.4 MISEUFA FISICA (IMF) ..ttt 21
3.5 Composicao fendlica dos extratos determinada por CLAE .........c.cccceevivevvecieenen, 22
3.6 Caracterizacao dos complexos de inClUSE0 (C)......cceovveiriiiiiieiecieceece e 22
3.6.1 Espectrofotometria de UV- VISIVEl ... 22
3.6.2  Espectroscopia de INfravermelno ..o 22
3.6.3 Calorimetria exploratdria diferencial.............c.cccooeiiiiiic i, 23
3.6.4 TermMOQIraAVIMELIIA ...ccvvi ittt ae e e e beesraearee s 23
3.7 Atividade fosfolipasica em meio SO0 .........ccoevviiriiiiec e 23
3.8 Atividade hemolitica em mMeio SOHTO ..........coviiiiiiiieie e 23
3.9 Determinagéo do fator de proteca@o solar (FPS) ... 24
4 RESULTADOS E DISCUSSAD ...t ees s 25
4.1 Composicao fenolica dos extratos determinada por CLAE ..., 25

4.2 Caracterizagdo dos complexos de INCIUSE0.........cccoovrireiiiiiiiineee e 30



4.2.1 Espectrofotometria de UV-VISIVel ..........ccocooiiiiiiii e 3U

4.2.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (IV) ... 33
4.2.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) ......cccccvivviiiiviiiciieieicse e 37
4.2.4 Termogravimetria (TG) ..ot 42
4.3 Analise da toxicidade dos complexos de iNCIUSAOD ...........ccceoviirernineneise e 50
4.3.1 Atividade fosfolipasica em meio SO0 .........cccvevviiiiieiice e 50
4.3.2 Atividade NEMOITTICA. ........coveiiiieiiice s 52
VAN TNV o F=To (o 0] £o] o] 0] (=] (0] ir- VUSSR 53

REFERENCIAS ..ottt e e et e e s e e s et e e es e e es et eeesere et aae s eseseseeeseeesaresarans 57



10

1. INTRODUCAO

Como a populacdo brasileira vem se alimentando cada vez mais de mais frutas in
natura e processadas a proporcao de residuos produzidos também aumentou. Este fato é um
problema, pois normalmente estes residuos ndo tem uma destinacdo correta. Mas, por terem
compostos bioativos, tém despertado o interesse de varios segmentos para agregacdo de valor
a este residuo.

Dentre as frutas a uva € a que se destaca por ser amplamente cultivada, consumida e
processada, consequentemente, a quantidade de residuos produzidos também é enorme. Esse
residuo € rico em compostos fenolicos, que sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas. Na uva sdo encontrados compostos como &cidos fenolicos, antocianinas, flavonoides,
entres outros, que podem ser utilizados como antioxidantes naturais pela industria. Na
literatura é relatado que os compostos fendlicos possuem atividade anticarcinogénica, anti-
inflamatoria e contra doencgas cardiovasculares. Alguns compostos fendlicos apresentam baixa
solubilidade e sdo poucos estaveis dificultando a sua utilizag&o.

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos que tem o formato de um cone truncado,
constituidos de unidades D-glicose unidas por liga¢des a- (1-4). Estas tem a capacidade de
modificar as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas hospedeiras, tais como a
solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade, sabor e odor.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi a preparacdo dos complexos de inclusdo da
B-ciclodextrina (B-CD) com as farinhas e extratos metandlicos do residuo do processamento
da uva cv. Bordd 2016 e 2018 (FB2016, FB2018, EFB2016, EFB2018), caracterizacdo dos
complexos formados, determinacdo da toxicidade e atividade fotoprotetora.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Residuos agroindustriais

A populacédo brasileira tem modificado seus habitos alimentares e consumido mais
frutas in natura e processadas. Desta maneira, houve um aumento na producdo e
consequentemente um aumento dos residuos gerados. Mundialmente, o processamento de
frutas gera milhdes de toneladas de residuos agroindustriais, que para as industrias sdo um
problema pois ndo tem uma destinacdo, geram custos e danos ambientais se descartados de
forma incorreta. Na producdo de sucos e polpas estima-se que sao produzidos de 30 a 40% de
residuos agroindustriais — estes variam sua composi¢do de acordo com a fruta processada,
mas geralmente sdo constituidos por cascas, sementes, carocos e polpa. Assim, as indudstrias
vém pesquisando alternativas que agreguem valor a este residuo e evitem a contaminacéo do
meio ambiente (NASCIMENTO FILHO; FRANCO, 2015).

Grande parte destes residuos € rico em compostos bioativos eficientes no combate aos
danos oxidativos promovidos pelos radicais livres, como os antioxidantes, que sdo compostos
de alta importancia comercial. Estes sdo amplamente utilizados nos ramos de farmaécia,
cosmetologia e nutricional, além de serem empregados como aditivos alimentares (SARAIVA
etal., 2018).

Uma das frutas que gera mais residuos mundialmente é a uva, por ser amplamente
cultivada. No mundo todo sdo produzidos 73 milhdes de toneladas de uvas e deste total 20%
sdo residuos (BENDER et al., 2016). No ano de 2017, no Brasil, foram elaborados 303,46
milhdes de litros de vinho no Rio Grande do Sul e, consequentemente, uma grande quantidade
de residuos foi gerada (SARAIVA et al., 2018).

2.2 O cultivo da uva

O inicio do cultivo de uvas no Brasil ocorreu com a vinda dos portugueses, trazendo
com eles uvas de origem europeia. Ja mais tarde, com a chegada dos italianos ao pais foi
inserido o cultivo da uva cv. Isabel que substituiu as uvas europeias que eram cultivadas
anteriormente. Esta produgdo sempre ocorreu nas regides sul e sudeste, principalmente pelo
clima temperado que favorece o cultivo. Mas, com 0 progresso nas técnicas de producéo,
comegou-se a produzir uvas em regides tropicais como o Vale do Sub-Médio S&o Francisco,
norte de Minas Gerais e noroeste paulista (DEBASTIANI et al., 2015).

Uma das cultivares de uvas americanas que se sobressai € a cv. Bordd por sua

excelente adequagdo ao clima brasileiro, por ter boa fertilidade e ser bastante resistente a
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doencas causadas por fungos. Esta é empregada principalmente na elaboracdo de vinhos e
sucos (POZZAN; BRAGA,; SALIBE, 2012).

Esta cultivar € da espécie Vitis labrusca e pode ser chamada também de “Terci” ou
“Ives” e teve sua origem na costa leste americana. E uma uva ristica que distingue-se das
outras por apresentar alta coloracdo, o que acarreta em vinhos de mesa e sucos muito
coloridos. Em 2013, no Rio Grande do Sul, foram processadas 127.000 toneladas desta uva
(SILVEIRA; HOFFMANN; GARRIDO, 2015).

A partir do processamento da uva cv. Bordd sdo gerados grandes quantidades de
residuos, e estes possuem varios compostos bioativos como &cidos fendlicos, antocianinas,
flavonoides, entre outros. Desta maneira, estes residuos podem ser usados pela industria
como fonte de antioxidantes naturais (BENNEMANN et al., 2016).

2.3 Compostos fenolicos

Os compostos fenolicos podem ser definidos como metabdlitos secundarios das
plantas, sendo originado quando a planta sofre algum tipo de estresse como falta de agua,
alteracOes de temperatura, entre outros. Quimicamente eles sdo substancias que apresentam
pelo menos um anel de benzeno hidroxilado (Figura 1). Estes compostos séo relevantes por
apresentarem inimeras propriedades benéficas ao ser humano, como atividade antioxidante,

acdo anti-inflamatoria, e contra doencas degenerativas (BRANDAO et al., 2019).

Figura 1- Anel de benzeno hidroxilado.
OH

Fonte: GUILARDUCI et al., (2006)

Estas propriedades benéficas ocorrem pelos compostos fendlicos terem a habilidade de
prevenir a peroxidacdo lipidica, evitar o dano oxidativo do DNA e estabilizar os radicais
livres, que ocasionam o enfraquecimento do sistema imunologico, alteracdo na expressdo
génica, ocasionando doencas cronicas degenerativas e envelhecimento (BARBOSA et al.,
2018).

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos ocorre porque eles agem
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sequestrando radicais livres, doando atomos de hidrogénio ou elétrons e quelando cations de
metais. Desta maneira, eles tém acdo tanto no inicio quanto na propagacdo da oxidacao.
Durante este processo formam-se intermediarios que sdo parcialmente estaveis por existir
ressonancia no anel aromatico presente na estrutura desses compostos (COSTA; JORGE,
2015).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em diversas partes da planta, sendo sua maior
quantidade encontrada em frutos como morango, uva, cereja e ameixa. Assim como em
cereais e leguminosas, verduras e bebidas feitas a partir destes, como vinhos, sucos, chas,
cerveja, entre outros (SUCUPIRA et al., 2012).

Dentre as frutas, a uva se sobressai por apresentar um alto teor de compostos
fenolicos. Estes tem a fungdo de garantir os aspectos do vinho como cor, adstringéncia, sabor
e corpo, sendo também associadas a beneficios a saide humana quando consumidas na forma
de vinho moderadamente (SOUZA; VIEIRA; PUTTI, 2018).

Os compostos fendlicos presentes na uva variam de acordo com a cultivar e podem ser
classificados em flavonoides (flavonois e antocianinas) e ndo flavonoides (acidos fendlicos,
hidroxibenzoicos e hidroxicindmicos) e o resveratrol (polifenolestilbeno) (LOPEZ et al.,
2017).

Os flavonoides (Figura 2) sdo metabolitos secundarios largamente presentes em frutas,
folhas, chas, vinhos, entre outros. Nas plantas eles tém a finalidade de preserva-las contra
agentes oxidantes. Estes sdo compostos por trés anéis que podem ter alteracbes em sua
estrutura quimica como hidroxilacdo, hidrogenacdo, metilacdo e sulfonacdo. Com essas
modificacbes podem ser constituidos mais de quatro mil flavonoides, e estes sdo divididos em
categorias. Eles sdo advindos da via do &cido chiquimico (Figura 3) que forma substancias
com anéis aromaticos e da via do acetato (RODRIGUES DA SILVA et al., 2015).

Figura 2 — Ndcleo fundamental dos flavonoides.



14

Fonte: RODRIGUES DA SILVA et al., (2015)

Figura 3 - Ciclo biosintético dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: Barbosa (2014)

Os flavondis sdo flavonoides presentes em uma variedade de plantas. Sdo pigmentos

naturais que se concentram nas configuracdes mono-, di-, ou triglicosideos. Nas plantas atuam

na preservacao da fertilidade, como nas flores, onde séo pigmentos que tem a funcéo de atrair

insetos polinizadores ou de repelir outros que podem causar danos as plantas (ISHIHARA et

al., 2015). Na caracterizacgdo da farinha do bagaco da uva da cultivar Marcelam realizada por

BENDER et al. (2016) encontrou-se os flavonois luteolina, kaempferol, cianidina, quercetina,

rutina, quercitrina e catequina. Ja NISHIYAMA (2016) observou na caracterizacdo da casca
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da uva das cultivares BRS Carmem e BRS MAGNA os seguintes compostos: malvidina,
mircitina, laricitrina, quercetina, isoramnetina e seringetina.

Além dos flavondis, as antocianinas também fazem parte do grupo dos flavonoides.
Elas sdo pigmentos que dao cor a maioria das flores, frutos, folhas, caules e raizes de plantas.
Por sua grande variedade de cores, as antocianinas podem ser usadas como indicadoras de pH.
Sua coloracdo € determinada pela sua estrutura quimica, como posi¢Oes dos grupos
substituintes (hidroxilas e metoxilas) e ndmero de grupos presentes nas moléculas
(MENEZES et al., 2015). As antocianinas sdo identificadas principalmente em frutas e flores,
sendo as mais relevantes as catequinas, epicatequinas, o luteoforol, procianidinas e as
flavonas, existentes principalmente em frutas citricas (RODRIGUES DA SILVA et al., 2015).

Os acidos fenolicos sdo metabolitos secundarios das plantas chamados de ndo
flavonoides e sdo divididos em acidos hidroxibenzdicos e &cidos hidroxicindmicos (Figura 4)
(URIAS ORONA et al., 2016). Nas uvas os acidos hidroxibenzoicos geralmente encontrados
sdo os acidos galico, protocateico, siringico, vanilico e elagico. Ja os &cidos hidroxicindmicos
normalmente encontrados sdo os acidos cafeico, cumarico, ferulico e caftarico (LIMA, 2012).

Estas substancias apresentam um grupo carboxilico ligado ao anel aromatico (Cs-Cy)
e podem ter grupos substituintes nas posi¢des meta e para. J& os acidos hidroxicindAmicos sdo
constituidos por uma cadeia lateral composta por trés carbonos ligada ao anel aromatico (Cg-
Cs). Os representantes mais relevantes dessa classe sao os acidos cafeico, feralico, p-cumarico
e sinaptico (SILVA, 2016).

Figura 4 - Representacdo da estrutura basica de um acido hidroxibenzoéico (a) e do &cido
hidroxicinamico (b).

a) COOH b) 0

A OH

on HO

Fonte: Do Autor (2019)
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A estrutura geral de um &cido fendlico é composta por um nucleo fendlico e uma
cadeia lateral insaturada, o que possibilita a formacdo de um radical fenoxi que é estabilizado

por ressonancia. Por ter esta estrutura, os acidos fendlicos tem um grande potencial
antioxidante (URIAS ORONA et al., 2016).

2.4 Ciclodextrina

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos com formato de um cone
truncado, constituidos de unidades de D-glicose ligadas por ligagdes o-(1,4). As
ciclodextrinas naturais mais empregadas sdo a a, B e y- ciclodextrina (Figura 5), sendo elas
compostas de 6, 7 e 8 unidades de D-glicose, respectivamente (RAKMAI et al., 2017). Estas
sdo resultado da degradacdo do amido pela acdo da enzima ciclodextrina glicosiltransferase,

que é sintetizada por alguns microorganismos como o Baccillus macerans por exemplo
(NASCIMENTO JUNIOR et al., 2015).

Figura 5 — Estrutura e propriedades da a, ¢ y-CD.
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Fonte: VENTURINI et al., (2008)

Elas tém a capacidade de constituirem complexos de inclusdo molecular com
moléculas com caracteristicas anfifilicas, hidrofobicas e agentes tensoativos (JUNIOR et al.,
2015). Desta maneira, podem modificar as caracteristicas fisico-quimicas das moléculas

hospedeiras, tais como a solubilidade aquosa, estabilidade, biodisponibilidade, sabor e odor
(BARACHO et al., 2015).
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Esta capacidade de complexacdo se deve a conformacdo espacial e aos grupos
funcionais presentes na molécula de ciclodextrina, que garantem a cavidade interna um
carater hidrofdbico e a sua parte exterior um carater hidrofilico (SOUZA; MORGON, 2016).
A cavidade interna ser apolar proporciona que as ciclodextrinas possam receber uma molécula
hospede ou parte dela originando complexos de inclusdo (URBAN et al., 2016).

A complexacédo (Figura 6) ocorre quando as moléculas de agua presentes no meio séo
substituidas pela molécula hospedeira com carater hidrofébico. Esta substituicdo €
energeticamente acessivel, pois possibilita uma mudanca favoravel de entalpia. Ocorre um
aumento da entropia e uma diminuicdo da energia total do sistema. Estas circunstancias
colaboram para a elevagdo da estabilidade do complexo formado. Outros fatores que ajudam
na complexacao e na estabilidade do complexo sdo as interacGes de Van der Waals, interacdes
hidrofobicas e ligacGes de hidrogénio (SOUZA et al., 2016).

Figura 6 - Representacdo da complexacao entre tolueno e CD.
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Dentre as ciclodextrinas, a B-ciclodextrina € a mais empregada pois sua cavidade
interior pode alojar moléculas de massa molecular entre 100 e 400 g mol™, sendo portanto
grande parte das moléculas de interesse. Outro fator para seu grande uso é o preco, que é bem
menor, se comparado com as outras ciclodextrinas (AGUIAR et al., 2014).

Por suas variadas propriedades, estas moléculas podem ser utilizadas em diversas
areas, como na inddstria de cosméticos, alimentos, farmacéutica, quimica e também na

agricultura, téxteis, biotecnologia, entre outras (AGUIAR, 2015).

2.5 Atividade fosfolipasica

As fosfolipases sdo enzimas lipofilicas identificadas como A;, A, B, C ou D,
conforme a posi¢do em que ocorre a hidrdlise lipidica. Estas catalisam a hidrolise de acidos
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graxos na posicao sn-2 de fosfolipidios das membranas (Figura 7) e, desta maneira, liberam
lisofosfolipideos ou acidos graxos livres, principalmente os &cidos poli-insaturados como o
acido araquidonico (CEDRO et al., 2018).

As membranas celulares sdo constituidas de fosfolipidios que sdo compostos de
variacOes dos triacilgligerois onde séo encontrados grupos fosfato, &cidos graxos, glicerol e
grupamentos alcool. Estes fosfolipidios podem reagir com inumeras substancias e dessa
forma, provocar alteracbes na membrana celular, ocasionando mudancas na entrada e saida de
liquidos e ions. Os compostos de origem natural podem agir de forma semelhante as
fosfolipases ou inibindo a acdo das mesmas resultando em uma atividade anti-inflamatoria e

alterando a coagulacdo sanguinea e a agregacao plaquetarias (REZENDE et al., 2017).

Figura 7 — Acéo das fosfolipases nos sitios da molécula de fosfolipideo. As setas indicam a
posicdo de hidrdlise das enzimas fosfolipase Al (PLAL), fosfolipase A2 (PLA2),
fosfolipase B (PLB), fosfolipase C (PLC) e fosfolipase D (PLD).
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Fonte: Magalhées (2017)

As peconhas de serpentes possuem proteases e fosfolipases A, que sdo capazes de agir
sobre inumeros constituintes da cascata de coagulacdo, receptores da matriz extracelular e da
membrana basal, assim como em constituintes das membranas plaquetarias. Estas enzimas sao
capazes de apresentar 96% de homologia com seus homologos humanos. Por este motivo,
estas podem ser empregadas para provocar oS impactos sobre a hemostasia, atividades
enzimaticas de fosfolipase A; e proteases (MARQUES et al., 2019).

a) Atividade hemolitica

A hemolise corresponde a lise dos globulos vermelhos também denominados de
eritrocitos em que acontece a quebra da bicamada lipidica presente na membrana plasmatica,
liberando desta maneira a hemoglobina, e este fato pode ocasionar graves danos a Orgaos
como figado, rins e coragdo (REZENDE et al., 2017).
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A atividade hemolitica consiste em determinar a capacidade que uma substancia tem
de causar danos a membrana celular do eritrécito (SILVA, 2016).

Diversas substancias quimicas como os antibioticos e antiinflamatorios sdo capazes
de promover a hemdlise dos eritrocitos. Nao apenas substancias de origem sintética, mas
também substancias naturais, tais como pegonhas de animais (REZENDE et al., 2017).

Substéncias quimicas que tem caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas podem induzir a
hemolise por causar danos as bicamadas de lipidios presentes nas membranas celulares
(SILVA, 2014).

Desta maneira, existe a necessidade de avaliar a atividade biol6gica e toxicoldgica dos
extratos de substancias naturais. Ha diversas metodologias capazes de avaliar a atividade
hemolitica, porém a mais utilizada é a analise dos halos formados em placas de agar com
sangue (BEDNARCZUK et al., 2010).

2.7 Atividade fotoprotetora

A atividade fotoprotetora possibilita estabelecer a capacidade que as substancias
quimicas extraidas de plantas tém de preservar a pele do aparecimento de eritemas e edemas,
além de diminuirem as chances de carcinoma de células da camada basal e espinhosa
(ORLANDA; VALE, 2015).

A fotoprotecdo tem grande relevancia ndao somente pela prevencdo de queimaduras,
mas também pela sua capacidade de proteger contra consequéncias da exposi¢do aos raios
UVA e UVB as células, estruturas celulares e o desenvolvimento de cénceres de pele
(ORLANDA; VALE, 2015).

O sol emite radiacBes na faixa do ultravioleta e estas constituem o seu espectro
eletromagnético. Esta radiacdo contém os comprimentos de onda entre 100-400 nm e é
fragmentada em UVC (100-280 nm), UVB (280-320 nm) e UVA (320-400 nm). Nem  todas
as radiacdes sdo capazes de chegar a superficie da Terra. Por exemplo, a radiagdo UVC néo
alcanca a superficie, pois seus raios sdo absorvidos nas camadas superiores da atmosfera
ocasionado a formagdo do ozonio. Ja a radiagdo UVA ndo € tdo danosa a pele se comparada a
radiacdo UVB (GONCALVES et al., 2018).

A radiacdo UVB é levemente absorvida na camada de ozonio, porém a parte que chega
a superficie terrestre tem habilidade de introduzir-se inteiramente na epiderme, causando o
espessamento da camada cornea, producéo de eritema e conversdo do ergosterol em vitamina

D. Pelos seus raios terem maior energia estes podem causar queimaduras e pigmentacdo da
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pele. Além deste fato, a exposicdo por longos periodos a estes raios estd relacionada a
mutacdes no gene de supressdo tumoral, devido ao DNA ter absorvido estes raios
(CARVALHO et al., 2015).

As plantas possuem compostos que podem ser usados na fotoprotecdo dentre elas
estdo os antioxidantes como as vitaminas C e E, os taninos, alcaloides e flavonoides. Esses
compostos sdo conhecidos como metabolitos secundérios e tem diversas aplicabilidades como
defensores contra insetos, antiviral, antioxidante, antibacteriana, entre outras (CARVALHO et
al., 2015).

Estudos indicam que plantas que possuem compostos fendlicos podem ter acao
fotoprotetora. Isso se deve a presenca de anéis aromaticos em sua estrutura, pois estes, na
existéncia da radiacdo UV absorvida ocasionam uma “excita¢do” na molécula elevando-a a
um nivel de energia superior e depois voltando ao seu nivel de energia inicial. Quando a
molécula volta ao seu nivel inicial ela libera energia de menor potencial e absorve a radiacdo
UV (CARVALHO et al., 2015).

A uva por ser uma fruta que apresenta alto teor de compostos fendlicos como taninos e
flavonoides pode apresentar, além da atividade antioxidante, a atividade fotoprotetora e desta
forma ser utilizada na producéo de fotoprotetores (DENGO; FERREIRA, 2017).



21

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencéo e preparo da amostra

Os residuos das uvas cultivar Bordd foram cedidos pelo Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras no ano 2016 ap0s o processamento do suco de
uva. Os residuos foram levados para o Departamento de Quimica, no Laboratorio de
Bioquimica, e colocados no congelador. Apds o congelamento estes foram levados ao
liofilizador para a retirada da agua. Apds uma semana os residuos foram retirados e triturados
com o auxilio de um moinho para a obtencdo da farinha. Esta foi armazenada em potes
plasticos protegidos da luz e levada para a geladeira a 4 °C até a realizagdo das andlises.
Foram utilizadas nas anélises duas farinhas com tempos de armazenagem diferentes: uma com
24 meses (FB2016) e outra preparada no més das analises (FB2018).
3.2 Preparo dos extratos

Para a obtengdo dos extratos metanolicos da farinha do residuo do processamento da
uva 2016 e 2018 (EFB2016 e EFB2018), utilizou-se 1 g de farinha do residuo do
processamento da uva com 50 mL de metanol 50%, sob refluxo, em chapa aquecedora a 60
°C, por 15 minutos de fervura, em quatro repeticdes. Logo apds, o extrato foi filtrado em
papel de filtro e recolhido. O residuo da extracdo foi submetido novamente ao processo de
extracdo por mais duas vezes. Os filtrados foram evaporados em chapa aquecedora para a
eliminacdo do metanol presente. Apds o resfriamento o filtrado foi congelado, liofilizado e
pesado para a determinacédo do rendimento.
3.3 Preparo dos complexos de incluséo (ClI)
3.3.1 Malaxagem (M)

Foi pesado 0,01 g de cada uma das amostras (FB2016, FB2018, EFB2016, EFB2018)
e 0,01 g de B-ciclodextrina (B-CD) (propor¢do 1:1 m/m) e transferidos para um almofariz.
Essa mistura foi umedecida com uma solucdo 50% etanol e macerada com o pistilo até que
formasse uma pasta. Essa pasta foi transferida para uma placa de petri e levada para o
dessecador por 48 horas para que fosse seca. A malaxagem da farinha bordd 2016
(MFB2016), malaxagem da farinha bordd 2018 (MFB2018), malaxagem do extrato da farinha
bordé 2016 (MEFB2016) e malaxagem do extrato da farinha bord6 2018 (MEFB2018)
obtidos foram acondicionados em frascos hermeticamente fechados e recobertos com papel
aluminio a -22 °C.
3.4 Mistura fisica (MF)

Pesou-se 0,01 g de cada uma das amostras (FB2016, FB2018, EFB2016, EFB2018) e
0,01 g de B-CD (1:1 m/m), verteu-se essas quantidades no almofariz e macerou-se até que se
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obtivesse uma mistura com aparéncia homogénea. As misturas fisicas da farinha bordé 2016
(MFFB2016), mistura fisica da farinha bordd 2018 (MFFB2018), mistura fisica do extrato da
farinha bordé 2016 (MFEFB2016) e mistura fisica do extrato da farinha bordé 2018
(MFEFB2018) foram acondicionadas em frascos hermeticamente fechados, revestidos com

papel aluminio e armazenados a -22 °C.

3.5 Composicao fendlica dos extratos determinada por CLAE

A andlise cromatogréfica foi realizada utilizando-se cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia CLAE Shimadzu, equipado com duas bombas de alta pressdo LC-20AT, um
detector UV-visivel modelo SPD-M20A, forno CTO-20AC, uma interface CBM-20A e um
injetor automatico com amostrador SIL-20A. As separacbes foram realizadas utilizando-se
uma coluna Shim-pack VP-ODS-C18 (250 mm x 4,6 mm) conectada a uma pre-coluna Shim-
pack Columm Holder (10 mm x 4,6 mm).

As amostras (farinhas e extratos metandlicos do residuo do processamento da uva)
foram diluidas em metanol 50% na proporcao 1:5 (v/v), e os padrdes fenolicos foram filtrados
em membrana de 0,45 um (Millipore®) e injetados no cromatdgrafo.

Os compostos fenolicos foram identificados por comparacdo com 0s tempos de
retencdo dos padrdes. Os padr@es utilizados foram: &cido galico, catequina, acido clorogénico,
acido cafeico, acido vanilico, acido p-cumarico, acido ferdlico, &cido m-cumarico, acido o-
cumarico, resveratrol e trans-cindmico. A quantificacdo foi realizada através da construcao de
curvas analiticas obtidas por regresséo linear, considerando o coeficiente de determinacédo
(R?) de 0,99 (MARQUES et al., 2016).

3.6 Caracterizacao dos complexos de incluséo (CI)
3.6.1 Espectrofotometria de UV- visivel

Foram preparadas quatro solugbes das amostras (FB2016, FB2018, EFB2016,
EFB2018) com B-CD nas seguintes proporgdes (m/m) 1:0, 1:2; 1:50, 1:100, em 20 mL de
agua. As solugdes foram levadas ao agitador por 30 minutos e posteriormente centrifugadas.
Logo apds foi realizada a varredura no espectrofotdmetro de UV-visivel Varian Cary 50 na
faixa de 200 a 700 nm.

3.6.2 Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de infravermelho foi obtido pela varredura realizada no espectdmetro

Digilab Excalibur série FTS 3000. Foram pesadas 194 mg de KBr e 6 mg de cada amostra

(farinhas, extratos, Cl e B-CD) para o preparo da pastilha de KBr. O material pesado foi
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levado a estufa a 60 °C por 2 horas. Em seguida foram colocadas em um dessecador e levadas
a prensa hidraulica, por 10 segundos, sob uma pressdo de 3 toneladas. Foram realizadas
leituras das amostras na regi&o do infravermelho entre 4000 e 400 cm™.
3.6.3 Calorimetria exploratdria diferencial

As curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram registradas em um
equipamento DSC 60 Shimadzu. Foram pesadas 5,5 mg de cada uma das amostras (farinhas,
extratos, CI ¢ B-CD) com precisdo, em panelas de amostra DSC, que foram hermeticamente
seladas e aquecidas a uma taxa de 10 °C min™, em um intervalo de 30 a 300 °C, sob
atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min™.
3.6.4 Termogravimetria

A estabilidade térmica das amostras (farinhas, extratos, CI ¢ -CD) foram avaliadas
por andlise termogravimétrica, utilizando-se um aparelho Shimadzu Modelo 60 AH. As
curvas de termogravimetria (TG) foram obtidas sob atmosfera de N, com temperaturas
variando entre 25 °C e 600 °C, com fluxo de gas de 30 mL min™, massa inicial de cada uma
das amostras de cerca de 5 mg e taxa de aquecimento de 10 °C min™.
3.7 Atividade fosfolipasica em meio solido

Para analise da atividade fosfolipasica das amostras (farinhas, extratos metandlicos, Cl
e B-CD), foram dissolvidos 3,0 g de agar em 300 mL de PBS (fosfato tamponado em salina)
até a obtencdo de uma solucéo transparente pelo aguecimento em micro-ondas. Esta solugéo
foi resfriada até atingir a temperatura de 75 °C, acrescentando-se 3,0 mL de cloreto de calcio.
Quando a solucéo atingiu 60 °C adicionou-se 0,1 g de azida de sddio, reduzindo a temperatura
para 50 °C. Adicionaram-se entdo 3,6 mL de gema de ovo sem envoltério membranoso
produzindo o meio para a atividade, rico em leticina, e 0 meio foi vertido em placas de Petri.
Apbs a solidificacdo do meio, foram feitos orificios de 3 a 4 mm de didmetro no mesmo. As
amostras nas propor¢oes 1:0,05; 1:0,1; 1: 0,5; 1:1 foram adicionadas aos orificios, e as placas
levadas para a estufa BOD a 37 °C. A avaliacgdo foi realizada pela medida do diametro do halo
formado, apds 24 h de incubacéo (PRICE et al., 1982).
3.8 Atividade hemolitica em meio sélido

Para a andlise da atividade hemolitica das amostras (farinhas, extratos metandlicos,
Cls e B-CD), foram dissolvidos 3,0 g de agar em 300 mL de PBS até a obtencdo de uma
solucéo transparente pelo aquecimento em micro-ondas. Esta solucéo foi resfriada até atingir
a temperatura de 75 °C, acrescentando-se 3,0 mL de cloreto de célcio. Quando a solucdo
atingiu 60 °C adicionou-se 0,1 g de azida de sédio, reduzindo a temperatura para 50 °C.

Adicionaram-se entdo 3,6 mL de eritrocitos sanguineos. O meio foi adicionado as placas de
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Petri. Foram feitos pocos no meio entre 3 e 4 mm de diametro, as amostras nas proporgoes
1:0,05; 1:0,1; 1: 0,5; 1:1 foram adicionadas nos pocos, e as placas levadas a estufa BOD a 37
°C. A avaliacdo foi realizada pela medida do diametro do halo formado, apds 24 h de
incubacédo (PRICE et al., 1982)
3.9 Determinacéo do fator de protecéo solar (FPS)

O FPS foi determinado in vitro nas amostras (farinhas, extratos metanolicos, Cls ¢ B-
CD) pelo meétodo espectrofotométrico de acordo com Mansur (1986). As amostras foram
diluidas em alcool etilico PA, obtendo-se uma soluc&o com concentracdo de 2,0 mg mL™. As
leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro UV/vis, na faixa de 290 a 320
nm com intervalos de 5 nm. Alcool etilico foi utilizado como branco. Os valores de
absorbancias obtidos foram substituidos na equacdo matematica (Equacdo 1) que relaciona o
efeito eritematogénico e a intensidade da radiacdo (EE x 1) descritos na Tabela 1 (MANSUR
et al., 1986) e obtido o FPS.

FPS espectrofotométrico = FC.Y350 EE(A).1(1). Abs(}) (1)

Onde:

FPS é o Fator de Protecao Solar

FC é o fator de corre¢do (10), referente aum FPS =4

EE()) € o efeito eritematogénico da radiacdo de comprimento de onda (1)

I (1) € a intensidade da luz solar no comprimento de onda ()

Abs (1) é a leitura espectrofotométrica da absorbancia da solu¢do no comprimento de
onda relacionado.

Tabela 1 — Relacdo entre intensidade da radiagéo e o efeito eritematogénico em cada

comprimento de onda.

% (nm) EE(). 1(0)
290 0,015
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0834
320 0,018

Fonte: MANSUR (1986)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Composicao fenodlica dos extratos determinada por CLAE

A CLAE ¢ uma técnica utilizada na separacdo de compostos em solucao, identificacao
e quantificacdo, sendo a mais indicada quando se trata de compostos fenolicos (SILVA et al.,
2017). Foi realizada a analise somente nos extratos metandélicos e nas farinhas (2016 e 2018)
por ser um dos objetivos a complexacdo dos compostos fendlicos identificados além da
melhoria de sua estabilidade e solubilidade.

Na Tabela 2 é apresentada a composicdo fendlica das farinhas e respectivos extratos
metandlicos - residuo do processamento da uva 2016 e 2018. E nas Figuras 8, 9, 10 e 11 séo
apresentados os picos dos principais componentes e seus tempos de retencéo.

Tabela 2 — Teor de compostos fendlicos nos extratos metanolico e aquoso da farinha da uva.

Compostos fenolicos Extrato Extrato Extrato Extrato
(mg 100g™) metanolico aguoso metandlico aquoso (2018)
(2016) (2016) (2018)

Acido galico 42,28 19,24 Nq Ng
Catequina 1089,74 517,38 690,5 86,36
Acido clorogénico 23,67 14,22 30,73 62,80
Acido cafeico 17,05 Ng Ng 35,29
Acido vanilico 3,08 2,99 36,82 42,49

Acido p-cumarico 26,65 9,34 Ng Ng

Acido m-cumarico Ng Ng Ng Ng
> Compostos 1202,47 563,17 758,05 226,94

fenolicos

ng = ndo quantificado (identificado, porém abaixo do limite de quantificacdo).
Fonte: Do autor (2019)
No extrato aquoso da farinha bordd 2018 (Figura 8) foram encontrados 7 compostos

sendo 0 componente majoritario a catequina (86,36 mg 100 g™*), seguida do &cido clorogénico
(62,80 mg 100 g™, 4cido vanilico (42,49 mg 100 g™) e 4cido cafeico (35,29 mg 100 g*). O
acido galico, acido p-cumarico e m-cumarico foram identificados, porém ndo foram

quantificados por estarem abaixo do limite de quantificagdo.



Figura 8 — Cromatograma do extrato aquoso da farinha bordd 2018.
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min); 5. Acido vanilico (tempo = 16,469 min); 6. Acido p-cumarico (tempo = 20,357 min);
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O extrato aquoso da farinha bordd 2016 (Figura 9) apresentou em sua constituicdo 7
compostos, sendo o componente majoritario a catequina (517,38 mg 100 g™) seguida pelo
4cido galico (19,24 mg 100 g™), 4cido clorogénico (14,22 mg/100 g*) &cido p-cumérico (9,34

mg 100 g), 4cido vanilico (2,99 mg 100 g™). O &cido cafeico e o 4cido m-cumérico foram

identificados, porém ndo foram quantificados por estarem abaixo do limite de quantificacéo.
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Figura 9 — Cromatograma do extrato aquoso da farinha bordd 2016.
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Identificaco dos picos: 1. Acido galico (tempo = 6,626 min); 2. Catequina (tempo =
10,446); 3. Acido clorogénico (tempo = 12,057 min); 4. Acido cafeico (tempo = 14,219 min);
5. Acido vanilico (tempo = 16,469 min); 6. Acido p-cumarico (tempo = 20,357 min); 7. Acido
m-cumarico (tempo = 25,535 min).

Fonte: Do autor (2019).

O extrato metandlico 2018 (Figura 10) apresentou em sua constituicdo 7 compostos
sendo 0 componente majoritario a catequina (690,5 mg 100g™) seguida pelo 4cido vanilico
(36,82 mg 100 g*) e 4cido clorogénico (30,73 mg 100 g). O 4cido galico, acido cafeico,
acido p-cumarico e acido m-cumarico foram identificados, porém ndo foram quantificados

por estarem abaixo do limite de quantificag&o.
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Figura 10 — Cromatograma do extrato metanolico da farinha bord6 2018.
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Identificaco dos picos: 1. Acido galico (tempo = 6,626 min); 2. Catequina (tempo =
10,446); 3. Acido clorogénico (tempo = 12,057 min); 4. Acido cafeico (tempo = 14,219 min);
5. Acido vanilico (tempo = 16,469 min); 6. Acido p-cumarico (tempo = 20,357 min); 7. Acido
m-cumarico (tempo = 25,535 min).

Fonte: Do autor (2019).

Foram encontrados 7 compostos na constituicdo dos extratos. Para o extrato
metanélico 2016 (Figura 11) o composto majoritario foi a catequina (1089,74 mg 100 g™),
sequido do &cido galico (42,28 mg 100 g-), 4cido p-cumérico (26,65 mg 100 g*), &4cido
clorogénico (23,67 mg 100 g-1), 4cido cafeico (17,05 mg 100 g™), 4cido vanilico (3,08 mg
100 g™*). O 4cido m-cumérico foi identificado, mas ndo foi quantificado pois ficou abaixo do

limite de quantificacdo.
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Figura 11- Cromatograma do extrato metanolico da farinha bordé6 2016.
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Identificacdo dos picos: 1. Acido galico (tempo = 6,626 min); 2. Catequina (tempo =
10,446); 3. Acido clorogénico (tempo = 12,057 min); 4. Acido cafeico (tempo = 14,219 min);
5. Acido vanilico (tempo = 16,469 min); 6. Acido p-cumarico (tempo = 20,357 min); 7. Acido
m-cumarico (tempo = 25,535 min).

Fonte: Do autor (2019).

Podemos notar na analise dos cromatogramas que a substancia presente em maior
quantidade em todas as amostras foi a catequina, seguida do acido galico para o extrato
aquoso e extrato metanolico 2016 e acido clorogénico para o extrato aquoso e extrato
metanolico 2018. O &cido m-cumarico foi apenas identificado em todas as amostras, nao
sendo quantificado e o acido p-cumarico pode ser quantificado para as amostras de farinha e
extrato de 2016.

OZCAN (2017) analisando as sementes e polpas de varias cultivares de uva Vitis
vinifera, utilizando metanol, 4gua e hexano como liquido extrator, encontrou 0s seguintes
compostos majoritarios: catequina, acido galico, acido 3,4-di-hidroxibenzoico e 1,2-di-
hidroxibenzeno.

ROLDAN (2016) na determinacdo dos compostos fenolicos por CLAE do suco da uva
bordd identificou 14 compostos em sua constituicdo sendo o &cido caftarico o constituinte
majoritario responsavel por 40% a 50% dos compostos fendlicos presentes no suco. Este
composto fendlico ndo foi encontrado nas amostras analisadas neste estudo. Ele observou

também a presenca em menores proporc¢des de acido galico, quercetina, acido p-cumarico,
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acido caféico e outras substancias derivadas destas.

BARBARA (2019) encontrou no estudo do vinho com diferentes tempos de maturagio
23 compostos sendo o0 componente majoritario dos acidos fendlicos, o acido cafeico (13,73
mg L™) seguido pela catequina (11,71 mg L™) representante dos flavonoides. Dentre as
antocianinas a malvidina (70 mg L™) foi a que apresentou a maior concentragdo no vinho. A
determinacdo dos compostos foi realizada diretamente em uma aliquota de vinho sem
diluicdo.

TANG et al., (2018) observou na andlise de 30 variedades de uvas a presenca dos
compostos majoritarios cianidina-3-glicosideo, epicatequina, rutina, acido ferdlico e
resveratrol. Esses compostos ndo foram encontrados neste estudo provavelmente por serem
cultivares diferentes e cultivadas em locais distintos.

Observou-se que o0s extratos metanodlico 2016 e 2018 apresentaram maior teor de
compostos fendlicos isso se deve provavelmente ao solvente utilizado na extra¢do. Pois 0
metanol é mais apolar que a 4gua e os compostos fendlicos por sua estrutura apresentam uma
maior afinidade por substdncias apolares, o que justifica 0 maior teor nos extratos
metandlicos.

Notou-se também que 0s extratos aquoso e metandlico 2016 apresentaram maiores
quantidades de compostos fendlicos se comparados aos do ano 2018, este fato provavelmente
se deve a diferenca de tempos de armazenamento.

4.2 Caracterizacao dos complexos de incluséo
4.2.1 Espectrofotometria de UV-visivel

Esta técnica analitica é fundamentada na capacidade das espécies ibnicas ou
moleculares de absorverem certos comprimentos de onda da radiacdo UV/vis. Devido a essa
absorcéo a energia dos fétons € transferida para as moléculas em analise causando transi¢oes
eletrnicas vibracionais e rotacionais. E é por meio destas transicdes que sdo observadas no
espectro de Uv-visivel que podemos identificar se houve a complexagdo com a molécula de -
CD, observando se houve aumento na intensidade dos picos ou deslocamentos (LYRA et al.,
2010).

Registrou-se 0s espectro de UV-vis para as farinhas do residuo do processamento da
uva 2016 e 2018 (FB2016 e FB2018) e para os extratos metanolico da farinha do residuo do
processamento da uva 2016 e 2018 (EFB2016 e EFB2018) com a p-ciclodextrina nas
sequintes proporgdes 1:0, 1:2, 1:50 e 1:100 (Figuras de 12 a 15). Notou-se que todas as
amostras tiveram absor¢do méxima em 280 nm.

Pode-se observar que o extrato da farinha bordd 2018 (EFB2018) (Figura 12)
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apresentou picos bem definidos e um aumento gradativo da intensidade destes com a elevagio
da propor¢do de B-ciclodextrina acrescentada. Porém as concentragdes 1:50 e 1:100 ndo

diferiram em intensidade.

Figura 12 — Espectro de absorcdo na regido do UV- vis do extrato metandlico da farinha do
residuo da uva 2018 (EFB) com f-ciclodextrina (B-CD) em diferentes
proporgoes.
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Fonte: Do autor (2019)
O (EFB 2016) (Figura 13) apresentou picos bem definidos, porém as concentra¢oes
das misturas de extrato ¢ B-CD aumentaram pouco em relagédo ao EFB2016 puro. Sendo que
as concentracdes 1:50 e 1:100 ndo apresentaram diferencas significativas quanto a intensidade

dos picos e também seus picos foram menores que o apresentado pela concentracdo 1:2.
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Figura 13 — Espectro de absorcdo na regido do UV- vis do extrato metanolico da farinha do
residuo da uva 2016 (EFB) com f-ciclodextrina (B-CD) em diferentes
proporgoes.
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Fonte: Do autor (2019)
A FB2018 (Figura 14) apresentou picos bem definidos com um aumento gradativo
conforme o aumento na proporcdo de PB-ciclodextrina. As concentracfes de 1:2 e 1:50
apresentaram uma pequena diferenca quanto a intensidade nos picos sendo a concentracao

1:100 a que apresentou a maior intensidade.

Figura 14 — Espectro de absorc¢éo na regido do UV-vis da farinha do residuo da uva (FB) 2018
com B-ciclodextrina (B-CD) em diferentes proporcoes.
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Fonte: Do autor (2019)

A FB2016 (Figura 15) apresentou picos pouco definidos sendo que a intensidade dos
picos nas concentragdes de 1:0, 1:2 e 1:50 sofreu um aumento muito pequeno se comparada a

concentracdo de 1:100. Notou-se também que a concentragdo 1:2 apresentou uma intensidade
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maior que a concentragdo 1:50 o que nédo era esperado, pois com 0 aumento da concentracdo
de B-CD deveria acontecer um aumento gradativo na intensidade dos picos.

Figura 15 — Espectro de absorcéo na regido do UV- vis da farinha do residuo da uva 2016
(FB) com B-ciclodextrina (f-CD) em diferentes proporc¢oes.
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Fonte: Do autor (2019)

Observando os espectros de UV-visivel percebeu-se que ha indicios da formacdo do
complexo, pois segundo MURA (2014) quando a molécula hdspede entra na cavidade da f-
ciclodextrina podem ocorrer alteraces no espectro de absor¢do. Estas modificacdes podem
ser quanto ao comprimento de absorcdo maxima como desvios hipsocrémicos ou
batocrémicos como em relagdo a intensidade dos picos.

Dentre as amostras a FB2018 e o EFB2018 foram as que apresentaram maiores
modificagdes na intensidade dos picos se comparadas a FB2016 e EFB2016 demonstrando
que pode ter ocorrido a complexacdo. Esta diferenca na intensidade dos picos entre amostras
pode ter ocorrido devido ao tempo de armazenamento das farinhas serem diferentes.

Aumentos na intensidade dos picos nos espectros de absorcdo do acido cafeico
também foram relatos por LYRA et al. (2010) quando houve um aumento na concentracdo de
Hidroxi-propil-beta-ciclodextrina (HP-B-CD). KFOURI et al. (2016) também observou
durante a encapsulacdo de 6leo de anetol com B-ciclodextrina e HP-3-CD um aumento na

absorcéo.

4.2.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)
A espectroscopia de absorc¢do no infravermelho € muito empregada na caracterizagao

de complexos solidos da molécula hospede com a ciclodextrina . Esta técnica baseia-se na
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andlise das alteragcBes ocorridas nos espectros de IV em bandas caracteristicas que
representam grupos funcionais ou ligacGes presentes na molécula (MURA, 2015).

Através dos espectros de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 16) pode-se
observar as bandas resultantes para p-CD, EFB2018, MEFB2018 e MFEFB2018. A B-CD
apresentou uma banda em 2945 cm™ devido ao estiramento C-H e outra em 1018 cm™ devido
ao estiramento O-H. Esta apresentou a banda larga caracteristica em 3390 cm™ referente ao
estiramento O-H como esperado. O EFB2018 e seus complexos apresentaram as seguintes
bandas: 3297 cm™ devido a presenca de O-H, 2917 cm™ presenca das ligacdes H-C, 1605 cm™
presenca de C=0, 1350 cm™ referente a ligacdo C-C e em 1011 cm™ uma banda referente ao
estiramento O-H. Pode-se notar que a intensidade das bandas aumentaram se comparadas a [3-
CD e ao EFB2018 sendo que a mistura fisica do extrato da farinha bordd 2018 (MFEFB2018)
apresentou a maior intensidade seguida da malaxagem do extrato da farinha bord6é 2018
(MEFB2018).

Figura 16 - Espectros de absorg¢do na regido do infravermelho (IV) das amostras: B-CD,
extrato metandlico da farinha do residuo da uva 2018 (EFB2018), malaxagem do
extrato da farinha bordd 2018 (MEFB2018), mistura fisica do extrato da farinha
bordd 2018 (MFEFB2018)
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Fonte: Do autor (2019)

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 17) pode-se observar as
bandas resultantes para p-CD, EFB2016, MEFB2016 e MFEFB2016. Notou-se para todas as
amostras as seguintes bandas: 3290 cm™ devido a presenca de O-H, 2938 cm™ pela ligagdes
H-C, 1053 cm™ pelo estiramento O-H. Porém seu espectro apresentou bastante ruido que pode
ser devido ao tempo e as condigdes de armazenamento do EFB2016. As bandas do EFB2016
e da MEFB2018 apresentaram menor intensidade que as bandas da B-CD. J4& a MFEFB2018

apresentou maior intensidade se comparadas as outras amostras.
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Figura 17 - Espectros de absor¢do na regiao do infravermelho (IV) das amostras: B-CD,
extrato metandlico da farinha do residuo da uva 2016 (EFB2016), malaxagem do
extrato da farinha bord6 2016 (MEFB 2016), mistura fisica do extrato da farinha
bordd (MFEFB 2016).
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Fonte: Do autor (2019)

No espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 18) pode-se observar as
bandas resultantes para p-CD, FB2018, MFB2018 e MFFB2018. Notou-se para todas as
amostras uma banda larga em 3290 cm™ referente ao estiramento O-H, 2930 cm™ referente as
ligacdes H-C, 1590 cm™ pela ligagdo C=0, 1384 cm™ devido & ligacdo C-C e em 1018 cm™
referente ao estiramento O-H. Analisando o espectro notou-se que a MFB2018 teve a
intensidade de seus picos reduzida se comparada a -CB e a FB2018. J& a MFFB2018 ndo
apresentou diferenca significativa se comparada a FB2018.

Figura 18 - Espectros de absor¢do na regiao do infravermelho (IV) das amostras: B-CD,
farinha do residuo da uva 2018 (FB2018), malaxagem da farinha bordd 2018
(MFB 2018), mistura fisica da farinha bordd (MFFB 2018).
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No espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Figura 19) pode-se observar as
bandas resultantes para B-CD, FB2016, MFB2016 e MFFB2016 pode-se observar para todas
as amostras uma banda larga proxima 3290 cm™ referente ao estiramento O-H, 2910 cm™
devido &s ligacdes H-C, 1650 cm™ referente a ligagdo C=0, 1390 cm™ devido a ligacio C-C e
1025 cm™ referente a ligacdo O-H. Observando o espectro podemos notar que a intensidade
dos picos aumentou gradativamente a partir da 3-CD, seguida pelas demais amostras, sendo
que MFFB2016 apresentou a maior intensidade nos picos de absorcéo.

Figura 19 - Espectros de absor¢do na regiao do infravermelho (IV) das amostras: B-CD,
farinha do residuo da uva 2016 (FB2016), malaxagem (M) da FB 2016 (MFB
2016), mistura fisica (MF) da FB2016 (MFFB 2016).
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Fonte: Do autor (2019)

Segundo Mura (2015) quando ocorrem alteracdes no espectro de infravermelho (V)
da molécula héspede como auséncia, expansdo, aumento ou diminuicdo de pico, ou
modificacdo no numero de onda, ha a possibilidade de que houve a complexagdo. Essas
modificacfes podem ser causadas por diminuicGes das vibracfes de estiramento da molécula
hospede ocasionada pela sua entrada na cavidade da molécula de CD. Ou podem ser também
causadas pelo enfraguecimento de ligacGes atbmicas pela mudanca do ambiente em volta.

Analisando os espectros de infravermelho podemos concluir que ha indicios da
formagdo do complexo, pois houve aumento na intensidade dos picos das bandas
caracteristicas como também diminuicdo da intensidade como na EFB2016, MEFB2016 e
MFB2018. As demais amostras apresentaram um aumento gradativo na intensidade dos picos
se comparadas a B-CD e a sua farinha ou extrato puros. A MFFB2016 apresentou um
comportamento diferente se comparada as outras misturas fisicas, pois sua intensidade foi
menor que a malaxagem .

Com relacdo as bandas o EFB2018 e FB2018 apresentaram cinco bandas sendo essas
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ja esperadas por serem caracteristicas das moléculas de compostos fendlicos existentes na
uva. J& os espectros do EFB2016 e FB2016 apresentaram bastante ruido sendo dificil a
identificacdo das bandas dos compostos fenolicos. Este ruido pode ter como causa a diferenca
entre o tempo de armazenamento e as condicdes de armazenamento das amostras, pois
ocorreram somente nas amostras 2016.

KFOURI et al (2016) observou na complexacdo de anetol com HP-B-CD ¢ B-CD que
houve mudancas em picos e diminui¢fes na intensidade indicando a formacgédo do complexo
de inclusdo. Também foi notado que ndo ocorreram novas ligacbes, pois ndo houve o
surgimento de novas bandas assim como neste estudo.

AGUIAR et al (2014) notaram em seu estudo sobre a complexacdo do dleo essencial
de Croton zehntneri, uma reducdo na intensidade das bandas se comparadas a do Oleo
essencial e da mistura fisica 0 que sugere uma complexacdo, pois quando as moléculas
hospedes entram na cavidade da B-CD ocorre uma restricdo vibracional reduzindo desta forma
sua movimentagéo e consequentemente o sinal.

4.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial é uma anélise realizada para a confirmacao da
complexagio em amostras solidas. E uma técnica bastante sensivel que pode revelar provaveis
eventos térmicos caracteristicos da molécula hdspede quando ela esta dentro da cavidade da
molécula hospedeira e também a sua estabilidade (AGUIAR et al., 2014).De acordo com o
termograma (Figura 20), a B-CD exibiu um pico intenso endotérmico em 91,72 °C devido a
perda de agua existente na cavidade hidrofébica e outro exotérmico em 212,29 °C devido a
sua decomposicdo. O EFB2018 apresentou um pico endotérmico em 133,93 °C
correspondente a sua fusdo e os complexos de incluséo MFEB2018 e a MEF2018
apresentaram dois picos endotérmicos, um na faixa de 75-125°C devido a perda de agua da

cavidade hidrofobica e outro entre 130-145 °C pertinente a fuséo.
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Figura 20 — Termogramas obtidos por calorimetria exploratéria diferencial das seguintes
amostras: Extrato metanolico da farinha bord6 2018 (EFB2018), B-ciclodextrina
(B-CD), mistura fisica do extrato metanolico da farinha bord6 2018
(MFEFB2016), malaxagem do extrato metandlico da farinha bordé 2018
(MEFB2018).
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Fonte: Do autor (2019)

De acordo com o termograma (Figura 21), a B-CD apresentou um pico agudo
endotérmico em 94,76 °C pertinente a perda de agua da cavidade e outro exotérmico em
214,64 °C referente a sua decomposicdo. O EFB2016 apresentou um pequeno evento
endotérmico em 71,96 °C devido a fusdo da amostra e os complexos de inclusdo MFEFB2016
e a MEFB2016 apresentaram dois picos endotérmicos um entre a faixa de 75-125 °C referente

a perda de agua da cavidade hidrofdbica e outro entre 200-225 °C devido a decomposicao.
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Figura 21 — Termogramas obtidos por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das
seguintes amostras: Extrato metandlico da farinha bord6é 2016 (EFB2016), -
ciclodextrina (B-CD), mistura fisica do extrato metandlico da farinha bord6
2016 (MFEFB2016), malaxagem do extrato da farinha bordd 2016
(MEFB2016).
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Fonte: Do autor (2019)

De acordo com o termograma (Figura 22), a p-CD apresentou um pico endotérmico
agudo em 92,57 °C referente a perda de agua da cavidade hidrofébica e um pico exotérmico
em 212,58 °C pertinente a sua decomposicdo. A FB2018 apresentou um pequeno evento
térmico em 69,54 °C devido a fusdo. A MFFB2018 e a MFB2018 apresentaram somente um
pico na faixa entre 75-125 °C referente a perda de agua na cavidade hidrofébica. Podemos
notar que o pico da FB2018 ndo apareceu nos termogramas dos complexos de incluséo

indicando que este foi suprimido.
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Figura 22 — Termogramas obtidos por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das
seguintes amostras: Farinha borddé 2018 (FB2018), B-ciclodextrina (B-CD),
mistura fisica da farinha borddé 2018 (MFFB2018), malaxagem da farinha
bordd 2018 (MFB2018).
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Fonte: Do autor (2019)

De acordo com o termograma (Figura 23), a B-CD apresentou um pico endotérmico
agudo em 91,31 ° devido a perda de agua da cavidade hidrofébica e outro em 211,04 °C
referente a sua decomposicdo. A FB2016 exibiu um pequeno evento térmico em 65,82 °C
devido a fusdo. A MFFB2016 e a MFB2016 apresentaram dois picos, um endotérmico entre
75-125 °C e outro pico entre 200-225 °C sendo endotérmico para a MFFB2016 e exotérmico
para a MFB2016. Pode-se observar que o pico referente a fusdo da FB2016 ndo apareceu nos

termogramas dos seus complexos indicando que este foi suprimido.
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Figura 23 — Termogramas obtidos por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) das
seguintes amostras: Farinha bordé 2016 (FB2016), B-ciclodextrina (B-CD),
mistura fisica do da farinha bordd 2016 (MFFB2016), malaxagem da farinha
bordd 2016 (MFB2016).
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Fonte: Do autor (2019)

Analisando os Termogramas de DSC podemos observar que todos os complexos de
inclusdo apresentaram uma reducdo na intensidade dos picos endotérmicos referentes a perda
de 4gua. O que segundo AGUIAR et al. (2014) indica a possivel formacdo de complexo, pois
parte da agua que estava na cavidade hidrofébica da B-CD foi deslocada pela molécula
hospede que tem maior afinidade por esta cavidade.

Outro fato que indica a complexacédo é que os complexos de inclusdo MFEFB2018 e
MEFB2018 apresentaram picos referentes tanto a B-CD quanto a molécula hdspede. O que
segundo MURA (2015) deveria ocorrer, pois 0 termograma do complexo deve ser a unido dos
termogramas de seus componentes puros. Os demais complexos tiveram o0s picos da
substancia pura (extrato ou farinha) suprimidos o que segundo LOBO (2013) também é um
indicio de complexacdo, pois a molécula ndo apresenta aquele evento por estar protegida na
cavidade da 3-CD.

LOBO (2013) observou em seu estudo sobre a complexacdo de extratos do pimentéo
amarelo que o pico relacionado com a degradacédo do extrato desapareceu nos termogramas da
mistura fisica e nos outros dois métodos de preparo o que indica que a molécula hdspede esta
protegida da degradagdo. Além disso, ele também notou que os complexos preparados por
liofilizacdo e malaxagem com liofilizacdo apresentaram reducdo no pico de evaporacdo da
agua o que demonstra uma melhor interagdo nesses processos entre a f-CD e 0 seu extrato.

KFOURY et al. (2014) observaram na complexagdo do trans-anetol com B-CD que

picos referentes ao trans-anetol desapareceram indicando que este estava protegido dentro da
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cavidade da f-CD. Na complexacdo entre R-(-)-carvona e 3-CD, NETO (2017) observou que
no termograma da mistura fisica apareciam os picos referentes a molécula hospede ¢ a 3-CD.
E também o desaparecimento do pico referente a volatilizacdo da R-(-)-carvona nos outros
métodos de complexacao.

4.2.4 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria € uma das analises realizadas para a confirmacdo da formacao do
complexo de incluséo. Esta técnica consiste na analise da variacdo de massa com 0 aumento
da temperatura em uma ampla faixa (MURA, 2015).

Na Figura 24 sdo apresentadas as derivadas das curvas da termogravimetria (DTG) do
EFB2018, B-CD, MEFB2018 e MFEFB2018. E na Tabela 3 séo apresentadas as perdas de
massa de acordo com a faixa de temperatura. A f-CD apresentou um evento endotérmico na
faixa de 30-150 °C e outro de 300-450 °C exotérmico devido ao inicio da decomposigio da [3-
CD. O que condiz com o encontrado na Figura 25 onde s&o apresentadas as curvas
termogravimétricas EFB2018, p-CD, MEFB2018 e MFEFB2018. Podemos notar neste
termograma que somente as curvas da B-CD apresentaram os eventos térmicos bem definidos
provavelmente por ser uma substancia pura o que pode ser observado na faixa 40 — 130 °C
devido a perda de agua e outro a partir de 290 °C que se refere a sua decomposicéo.

Tabela 3 — Porcentagem de perda de massa por faixa de temperatura do extrato da farinha
bordd 2018 (EFB2018), p-CD, malaxagem do extrato da farinha bordd 2018
(MEFB2018) e mistura fisica do extrato da farinha bordé 2018 (MFEFB2018).

Amostra % Faixa de % Faixa de % Faixa de

Perda temperatura Perdade temperatura Perda temperatura

de (°C) massa (°C) de (°C)
massa massa
pB-CD 26,24 40-130 91,64 290-420 - -
EFB2018 54,70 50-300 - - - -
MEFB2018 12,32 40-200 60,83 250-400 79,32 440-520
MFEFB2018 23,07 30-120 39,10 120-250 78,65 250-400

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 24 — Curvas da derivada da termogravimetria (DTG) do extrato da farinha bord6 2018
(EFB2018), B-CD e malaxagem do extrato da farinha bordd 2018 (MEFB2018) e
mistura fisica do extrato da farinha bordé 2018 (MFFB2018)
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Fonte: Do Autor (2019)

Figura 25 - Curvas de analise termogravimétrica do extrato da farinha bord6 2018 (EFB2018),
B-CD, malaxagem do extrato da farinha bord6 2018 (MEFB2018) e mistura fisica
do extrato da farinha bord6 2018 (MFEFB2018)
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Fonte: Do Autor (2019)
O EFB2018 de acordo com a Figura 25 apresentou somente um evento entre 50-300

°C, com uma Am = 54,70%. O que condiz com a curva de DTG (Figura 24) que mostra um
evento endotérmico 100-250°C e outro exotérmico de 250-450°C que ndo aparece na curva de
TG. Provavelmente o primeiro evento corresponde a fusdo da substancia, pois o composto
majoritario do EFB2018 é a catequina, que tem o ponto de fusdo por volta de 175°C.

A MEFB2018 apresentou na Figura 25 um evento entre 40-200°C, outro de 250-400°C



44

e 440-520°C. Estes eventos correspondem respectivamente a perda de agua da cavidade
hidrofdbica, volatilizagdo de alguns compostos e a combustdo de compostos menos volateis
existentes na amostra. O que é demonstrado também na curva de DTG (Figura 24), pois esta
apresenta também trés eventos, o primeiro endotérmico de 100-250°C, o segundo de 250-
400°C exotérmico e o terceiro 400-700°C tambeém exotérmico.

A MFEFB2018 apresentou na Figura 25 um evento de 30-120°C correspondente a
perda de agua, outro de 120-250°C devido a volatilizacdo de alguns composto e o terceiro de
250-400°C referente a decomposicdo. A curva de DTG (Figura 24) apresentou também trés
eventos, o primeiro endotérmico de 30-150°C, o segundo de 250-350°C exotérmico e 0
terceiro exotérmico de 350-700°C .

Na Figura 26 sdo apresentadas as derivada das curvas termogravimétricas (DTG) para
o EFB2016, B-CD, MEFB2016 e MFEFB2016. E na tabela 4 as faixas de temperaturas com
suas perdas de massas. A curva da 3-CD é a mesma descrita acima para EFB2018.

O EFB2016 exibiu na Figura 27 dois eventos, um de 30-140°C que deve ser devido a
perda de umidade e outro de 180-350°C referente a fusdo e volatilizacdo dos compostos
presentes, pois a catequina composto majoritario da amostra apresenta ponto de fusdo em
175°C. A curva de DTG da EFB2016 (Figura 26) apresentou também dois eventos sendo o
primeiro endotérmico de 30-150°C e o segundo exotérmico 275-700°C correspondendo a
decomposicédo da amostra.

A MEFB2016 e MFEFB2016 apresentaram na Figura 27 dois eventos térmicos um de
30-140°C devido a perda de adgua e outro em 200-400°C provavelmente devido a volatilizacédo
de alguns compostos. As curvas de DTA (Figura 26) da MEFB2016 e MFEFB2016
apresentaram trés eventos, o primeiro endotérmico de 30-150°C, o segundo de 275-400°C

exotérmico e o terceiro exotérmico de 400-700°C devido a decomposi¢cdo da amostra.
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Tabela 4 — Porcentagem de perda de massa por faixa de temperatura do extrato da farinha
bordd 2016 (EFB2016), p-CD, malaxagem do extrato da farinha bordd 2016
(MEFB2016) e mistura fisica do extrato da farinha bordé 2016 (MFEFB2016)

Amostra % Faixa de % Perda Faixa de

Perda temperatura de massa temperatura

de (°C) (°C)

massa
B-CD 26,24 40-130 91,64 290-420
EFB2016 12,55 30-140 58,64 180-350
MEFB2016 17,02 40-140 74,43 200-400
MFEFB2016 19,63 30-140 78,51 200-400

Fonte: Do autor (2019)

Figura 26 — Curvas da derivada da termogravimetria (DTG) do extrato da farinha bord6 2016
(EFB2016), B-CD, malaxagem do extrato da farinha bordé 2016 (MEFB2016),
mistura fisica do extrato da farinha 2016 (MFEFB2016)
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Figura 27 — Curvas de analise termogravimétrica do extrato da farinha bordé 2016
(EFB2016), B-CD, malaxagem do extrato da farinha bordd 2016 (MEFB2016)
e mistura fisica do extrato da farinha bord6 2016 (MFEFB2016)
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Fonte: Do Autor (2019)

Na Figura 29 sdo apresentadas as curvas termogravimétricas da FB2018, B-CD e seus
complexos de inclusdo formados pelo método de malaxagem e mistura fisica e na Tabela 5 a
perda de massa relacionada a cada faixa de temperatura. As curvas de B-CD sdo iguais as
descritas para a EB2018. A FB2018 exibiu na Figura 29 um evento de 40-130 °C
provavelmente devido a perda de umidade e outro de 140-260 °C devido a fusdo, pois o
componente majoritario a catequina tem seu ponto de fusdo em 175 °C. A curva de DTG
(Figura 28) do EB2018 apresenta trés eventos térmicos, sendo o primeiro endotérmico de 30-
150 °C, o segundo exotérmico de 230-400 °C e o terceiro exotérmico de 400-700 °C devido a
decomposicdo da amostra.

A MFB2018 na Figura 29 teve seu primeiro evento na faixa de 40-150 °C devido a
perda de agua, o segundo de 130-270 °C referente a volatilizagdo de alguns compostos e o
terceiro de 270-400 °C devido a decomposic¢éo e combustdo. A sua curva de DTG (Figura 28)
ndo pode ser especificada, pois foi sobreposta pelas curvas das outras amostras.

A MFFB2018 na Figura 29 exibiu um comportamento muito parecido tendo seu
primeiro evento de 30-130 °C devido a perda de agua, segundo de 120-260 °C referente a
volatilizacdo de alguns compostos e o terceiro de 250-410 °C devido a decomposicéo e
combustdo dos compostos. A sua curva de DTG (Figura 28) apresentou trés eventos sendo o
primeiro endotérmico de 30-150 °C, o segundo exotérmico de 230-400 °C e terceiro

exotérmico de 400-700 °C devido a decomposicao da amostra.
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Tabela 5 — Porcentagem de perda de massa por faixa de temperatura da farinha bord6 2018
(FB2018), B-CD, malaxagem da farinha bord6 2018 (MFB2018) e mistura fisica
farinha bord6 2018

Amostra % Faixa de % Faixa de % Faixa de

Perda temperatura Perdade temperatura Perda temperatura

de (°C) massa (°C) de (°C)
massa massa
B-CD 26,24 40-130 91,64 290-420 - -
FB2018 21,55 40-130 49,67 140-260 - -
MFB2018 6,86 40-150 18,57 130-270 66,80 270-400
MFFB2018 24,04 30-130 36,70 120-260 81,72 250-410

Fonte: Do autor (2019)

Figura 28 - Curvas da derivada da termogravimetria (DTG) da farinha bord6 2018 (FB2018),
B-CD, malaxagem da farinha bord6 2018 (MFB2018) e mistura fisica da farinha

bordd 2018 (MFFB2018).
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Figura 29 - Curvas de analise termogravimétrica da farinha bordd 2018 (FB2018), B-CD,
malaxagem da farinha bord6é 2018 (MFB2018) e mistura fisica da farinha bordd

2018 (MFFB2018).
—aBCD
12 4 ——FB2018
MFB2018
— MFFB2018
10 4
=)
3
= 8
@
5’) \
E
o 61
o
@
2
g 4
9. -
0

T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)

Fonte: Do Autor (2019)
Na Figura 31 sdo apresentadas as curvas termogravimétricas da FB2016, B-CD,

MFB2018 e MFFB2016, e na Tabela 6 a perda de massa por faixa de temperatura. As curvas
da B-CD sdo iguais as descritas para FB2018. Pode-se observar que a FB2016 apresentou na
Figura 31 um evento de 30-130 °C devido a perda de umidade, outro 180-400 °C
provavelmente devido a fusdo da amostra, pois a catequina componente majoritario da
amostra tem seu ponto de fusdo 175 °C. A curva de DTG do EB2016 (Figura 30) apresentou
trés eventos diferindo um pouco da curva de TG, sendo o primeiro endotérmico de 30-150 °C,
0 segundo exotérmico de 250-450 °C e o terceiro exotérmico de 450-700 °C correspondendo
aos eventos descritos na curva de TG e o terceiro evento correspondendo a decomposicéo da
amostra.

A MFB2016 (Figura 31) exibiu um evento de 30-130 °C devido a perda de agua e o
outro 200-400 °C referente volatilizacdo de compostos. Sua curva de DTG (Figura 30)
apresentou um evento endotérmico de 30-150 °C, o segundo exotérmico de 250-450 °C e o
terceiro exotérmico de 450-700 °C condizendo com o0s eventos apresentados na curva de TG.

Ja a MFFB2016 (Figura 31) apresentou um comportamento semelhante, o primeiro
evento de 20-120 °C referente a perda de agua e o segundo de 190-400 °C devido a
volatilizagdo de compostos. Sua curva de DTG (Figura 30) apresentou um evento
endotérmico de 30-150 °C, o segundo exotérmico de 250-400 °C e o terceiro exotérmico de

400-600 °C correspondendo a decomposic¢ao da amostra.
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Tabela 6 — Porcentagem de perda de massa por faixa de temperatura da farinha bordd
(FB2016), B-CD, malaxagem da farinha borddé (MFB2016) e mistura fisica da
farinha bordd 2016 (MFFB2016)

Amostra % Perda Faixa de % Perda de Faixa de

de massa tempe ratura massa tempe ratura
(°C) (°C)
B-CD 26,24 40-130 91,64 290-420
FB2016 18,38 30-130 68,57 180-400
MFB2016 19,21 30-130 77,57 200-400
Fonte:  \iFFB2016 23,07 20-120 82,77 190-400 Do
autor (2019)

Figura 30 - Curvas da derivada da termogravimetria (DTG) do extrato da farinha bord6 2016
(EFB2016), B-CD, malaxagem do extrato da farinha bordd 2016 (MEFB2016) e
mistura fisica do extrato da farinha bordé 2016 (MFFB2016)
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Figura 31- Curvas de analise termogravimétrica da farinha bordd 2016 (FB2016), B-CD,
malaxagem da farinha bordd 2016 (MFB2016) e mistura fisica da farinha bordd
2016 (MFFB2016)

——BCD
10 4 — FB2016
MFB2016

\ —— MFFB2016
8

Perda de massa (mg)

T T T T T T T T T T T T T T ]
0 100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Fonte: Do Autor (2019)

Podemos observar que todas as amostras apresentaram comportamentos diferentes da
B-CD, poréem tiveram comportamentos semelhantes ao composto puro. O que segundo
MURA (2015) néo indica a complexacdo, pois o complexo de inclusédo deve apresentar um
comportamento térmico diferente da amostra pura tendo uma estabilidade maior, o que néo
ocorreu em nenhum dos casos. Estes resultados diferem dos outros métodos de caracterizacdo
que indicaram gque houve a complexacdo, esta diferenca pode ter ocorrido por esta técnica ser
muito sensivel e as amostras serem uma mistura muito grande de compostos quimicos que
interferem na identificacdo de seus eventos térmicos.

Diferentemente MUNHUWEY!I et al. (2017) notou na sua andlise de termogravimetria
que o complexo formado entre a 3-CD e 0 0leo essencial de canela e de orégano teve um
aumento em sua estabilidade. Este evento também foi observado por BARACHO et al. (2015)
em sua complexacdo de um material hibrido de silica e a B-CD, pois os complexos
apresentaram temperaturas maiores para o inicio de decomposicéo.

4.3 Analise da toxicidade dos complexos de inclusdo
4.3.1 Atividade fosfolipasica em meio sélido

Segundo o teste de atividade fosfolipasica (Figura 32) as FB2018, FB2016, EFB2018,
EFB2016, MEFB2016, MFB2016, MEFB2018, MFB2018, MFEFB2016, MFFB2016,
MFEFB2018 e MFFB2018 nas proporgdes 1:0,05, 1:0,1, 1:0,5, 1:1 (m/m) ndo apresentaram

inibicéo significativa. O controle (+) contendo apenas pegonha (10 pg) foi considerado como
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100% de atividade. Os resultados foram obtidos através da média das triplicatas, avaliadas em
diferentes proporg¢des (peconha; extrato; m:m), e seus desvios médios.

Figura 32 — Atividade da fosfolipase (%) induzida pelo veneno da serpente Bothrops moojeni,
previamente incubada com extratos de uva
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Controle (+): veneno (10 pg), foi considerado como atividade de 100%. Os resultados
correspondem as médias das triplicatas obtidas para cada razdo (veneno: extrato, w: w) e seus
desvios padrdo. Farinha bordd 2016 (FB2016); Farinha bordd 2018 (FB2018); Extrato da
farinha bord6 2016 (EFB2016); Extrato da farinha bordd 2018 (EFB2018); Malaxagem da
farinha bord6 2016 (MFB2016); Malaxagem do extrato da farinha bordé 2016 (MEFB2016);
Malaxagem da farinha bordd 2018 (MFB2018); Malaxagem do extrato da farinha bord6 2018
(MEFB2018); Mistura fisica da farinha bord6 2016 (MFFB2016); Mistura fisica do extrato da
farinha bordd 2016 (MFEFB2016); Mistura fisica da farinha bordd 2018 (MFFB2018);
Mistura fisica do extrato da farinha bord6 2018 (MFEFB2018)

Fonte: Do autor (2019)

Este resultado ndo significativo para a atividade fosfolipasica mostra que as amostras
ndo inibem a fosfolipase que é a enzima presente na peconha e que causa a quebra dos
fosfolipidios presentes na membrana celular.

JUNIOR (2018) observou que o extrato etanolico de Eichhornia crassipe (Aguapé)
que é rico em compostos fenolicos principalmente taninos apresentou inibicdo significativa
das fosfolipases presentes na pegonha diferentemente do que ocorreu com o extrato
metanolico desta mesma planta.

MARQUES et al. (2019) notaram que seu extrato aquoso de jabuticaba rico em

catequina e outros compostos fendlicos, apresentou inibicdo significativa, sendo estas de
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0,1%, 26% e 22% em baixas concentra¢fes de extrato. O extrato metandlico da jabuticaba
também apresentou inibicdo significativa, na propor¢do de 1:0,1 inibiu 21%. As outras
concentracdes também apresentaram inibicdo, porém foram menores e néo tiveram diferenca
significativa entre elas.

A inibicdo ndo significativa observada neste estudo pode ter como causa as
concentragdes utilizadas no teste bem como o tipo de metodologia utilizada.

4.3.2 Atividade hemolitica

Segundo o teste hemolitico (Figura 33) a presenca de B-ciclodextrina teve efeito
potencializador da hemdlise assim como FB2016, EFB2016, MFEFB2016, EFB2018 e
MFB2018. Ja as amostras MFB2016, MEFB2016, MFFB2016 apresentaram inibicdo
significativa de 40% em todas as proporcGes. As amostras FB2018 (1:0,05, 1:0,1), MFB2018
(1:0,05), MEB2018 (1:0,05, 1:0,1, 1:0.5), MFFB2018 (1:0,05, 1:0,1, 1:0,5) apresentaram
inibicdo significativa de 30%.

Podemos concluir, portanto que houve a inibicdo das proteases da peconha que
causam a hemolise dos eritrocitos, pois estas degradam proteinas presentes na membrana
celular. Esta inibicdo pode estar relacionada a presenca de compostos fendlicos nas amostra,
pois segundo MARQUES et al. (2019) estes possuem efeitos sinérgicos e aditivos, além de
poderem causar mudangas conformacionais nas enzimas tendo a possibilidade de causar
aumento ou diminuicao de sua atividade.

OLIVEIRA (2017) no estudo do extrato etandlico de Averrhoa carambola (carambola)
rica em compostos fenolicos como os flavonoides observou que este apresentou uma inibicéo
de 22% na proporcdo de 1:0,25 (p/p) sobre a peconha de B. atrox quando incubado em extrato
aquoso e inibicao de 27% quando incubado em extrato etandlico.

MARQUES et al. (2019) avaliou a atividade hemolitica do extrato aquoso e
metanolico da jabuticaba, que é uma fruta rica em compostos fenélicos como a catequina. Em
seu estudo foi observado que o extrato aquoso na propor¢do 1:1 exibiu uma inibicdo
significativa entre 21% e 55% da acdo do veneno de B. moojeni. O extrato metandlico

apresentou inibicdo significativa de 41% para 53% na proporc¢ao de 1:0,5.
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Figura 33 - Atividade hemolitica (%) induzida pelo veneno da serpente Bothrops moojeni,
previamente incubada com extratos de uva.
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Controle (+): veneno (20 pg), foi considerado como atividade de 100%. Os resultados
correspondem as médias dos triplicados obtidos para cada razdo (veneno: extrato, w: w) e
seus desvios padrédo. * Estatisticamente diferente de seu respectivo controle positivo pelo teste
de Tukey (p <0,05), e representacdo do efeito inibitério na atividade do veneno. Beta-
ciclodextrina (B-CD); Farinha bordd 2016 (FB2016); Farinha bordé 2018 (FB2018); Extrato
da farinha bord6 2016 (EFB2016); Extrato da farinha bord6 2018 (EFB2018); Malaxagem da
farinha bord6 2016 (MFB2016); Malaxagem da farinha bordd 2018 (MFB2018); Malaxagem
do extrato da farinha bordd 2016 (MEFB2016); Malaxagem do extrato da farinha bordd 2018
(MEFB2018); Mistura fisica da farinha bordd 2016 (MFFB2016); Mistura fisica da farinha
bordd 2018 (MFFB2018); Mistura fisica do extrato da farinha bordd 2016 (MFEFB2016);
Mistura fisica do extrato da farinha 2018 (MFEFB2018);

Fonte: Do autor (2019)

4.4 Atividade fotoprotetora

Na atividade fotoprotetora (Tabela 6) foi observado que a beta-ciclodextrina
apresentou um FPS baixo de 3,44 + 1,86 como era de se esperar. Comparando-se as farinhas
pode-se observar que a FB2018 apresentou o maior valor de FPS 5,32 + 0,50 seguida pela
FB2016 que apresentou um FPS de 2,24 + 0,24. Dentre os extratos metanolicos o EFB2016
apresentou o maior valor 12,85 + 0,45 seguido pelo EFB2018 com um FPS de 6,73 £+ 0,03.

Desta maneira pode-se observar que 0s extratos apresentaram maiores valores de FPS se
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comparado com as farinhas. Este fato se deve provavelmente pelo método de extracdo
utilizado, pois 0 metanol sendo mais apolar que a &gua tem uma afinidade maior pelos
compostos fendlicos que tem baixa solubilidade em agua. Outro fator é que segundo a anélise
realizada de CLAE os extratos apresentam uma maior quantidade de compostos fenolicos que
as farinhas, pois a atividade fotoprotetora é atribuida aos compostos fenolicos.

Para a FB2016 notou-se que a MFB2016 foi que apresentou maior FPS (6,28 £ 2,60)
seqguido da MFFB2016 (2,50 £ 0,14). Portanto, ha indicios que a complexacao favoreceu o
aumento do FPS desta farinha. Analisando os dados obtidos para a FB2018 pode-se notar que
a MFB2018 (5,55 = 0,07) favoreceu o aumento do FPS o que difere do que ocorreu na
MFFB2018 (3,12 = 0,18) que apresentou um FPS menor que o da farinha sem complexagéo.

Observando-se os dados obtidos para os complexos do EFB2016 notou-se que
MFEFB2016 (17,08 + 0,27) favoreceu o aumento do FPS o que ndo ocorreu na MEFB2016
(7,43 £ 0,33) que apresentou um valor menor que o do extrato ndo complexado. Para o0 EFB
2018 observou-se que MFEFB2018 (8,48 + 0,25) favoreceu o aumento do FPS o que difere
do que ocorreu com a MEFB2018 (8,48 + 0,25) que apresentou um valor menor que o
apresentado pelo extrato sem complexacao.

Comparando-se os métodos de complexagdo podemos notar que nas farinhas 0 método
de malaxagem (M) foi o que propiciou o aumento do FPS das farinhas. Entretanto nos
extratos 0 método de mistura fisica (MF) propiciou um maior FPS. No geral, pode-se notar
também que os métodos que ndo causaram um aumento no FPS ocasionaram uma reducéo do
FPS se comparados com as amostras sem serem complexadas exceto pela MFFB2016 que
favoreceu um pequeno aumento se comparada a FB2016.

Tabela 7 - Fator de protecdo solar da B-CD, FB2016, FB2018, EFB2016, EFB2018,
MFB2016, MFB2018, MEFB2016, MEFB2018, MFFB2016, MFFB2018,
MFEFB2016 e MFEFB2018.

Amostras FPS Amostras FPS Amostras FPS
B-CD 3,44 +1,86 - - - -
FB2016 2,24 £0,24 MFB2016 6,28+2,60 MFFB2016 2,50+0,14
FB2018 532+0,50 MFB2018 555+0,07 MFFB2018 3,12+0,18
EFB2016 12,85 £ 0,45 MEFB2016 7,43+0,33 MFEFB2016 17,08 £0,27
EFB2018 6,73 £0,03 MEFB2018 3,24+0,25 MFEFB2018 8,48 £0,25

Fonte: Do autor (2019)
No estudo realizado por BL e JRN (2017) da atividade fotoprotetora foram analisados
0 extrato metanolico, extrato hidroetandlico e o extrato aquoso do bagago da uva Isabel. Foi

observado que o extrato hidroetanélico apresentou os maiores FPS que variou de 4,31-4,56
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seguido pelo extrato aquoso que variou entre 0,883- 1,291 e 0,641-1,001. O que se aproxima
dos valores encontrados neste estudo para a FB2018 e FB2016.

SILVA (2015) analisou o extrato etandlico da Ciriguela (S. purpurea) planta do
cerrado que possui compostos fendlicos como a quercetina. Este extrato apresentou um FPS
de 6,53 0 que esta dentro dos valores encontrados neste estudo. Pode haver diferenca por
serem frutos de espécies diferentes e portanto produzirem metabdlitos secundérios diferentes.

Portanto, os valores encontrados condizem com a literatura, porém ainda ndo foram

realizados estudos da atividade fotoprotetora de complexos com extratos de frutas.
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5 CONCLUSAO

A formacdo do complexo de inclusdo foi confirmada pelas anélises de espectroscopia
de UV-visivel, espectroscopia de absorcdo no infravermelho (V) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC). Porém, a termogravimetria (TG) ndo indicou a complexacdo que pode ter
ocorrido por ser uma técnica muito sensivel e as amostras serem uma mistura muito grande de
compostos quimicos que interferem na identificacdo de seus eventos térmicos.

Portanto é possivel concluir que houve a complexacdo e que estes podem ser
utilizados em formulacbes por apresentarem atividade fotoprotetora, porém é necessaria a

realizacdo de mais analises toxicologicas e de estabilidade.
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