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farmacéutica encapsulada. 2019. 102 f. Dissertagdao (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A uva é um fruto muito consumido no Brasil, e que apds processamentos para a
obtencdo de seus derivados, gera milhdes de toneladas de residuos. Uma
alternativa para destinar os residuos € o estudo dos compostos bioativos presentes
na casca da uva, no entanto, € um desafio trabalhar com esses compostos em
virtude de sua instabilidade. O presente trabalho teve como objetivos padronizar a
metodologia de secagem do extrato hidroetandlico 50% (v/v), acidificado com HCI
0,1% (v/v), obtido da casca de uva (Vitis labrusca) e desenvolver formulagcdo
encapsulada com o propésito de otimizar a utilizacdo de seus bioativos. Os
compostos foram extraidos utilizando-se solu¢do extratora na proporgcédo 1:6 m/v
(cascas de uva:solugao extratora). Os extratos obtidos foram secos por liofilizacéo e
por spray drying. No processo de spray drying foram avaliados maltodextrina 10DE,
manitol, celulose microcristalina e amido de milho como agentes carreadores na
secagem do extrato. Além disso, extratos revestidos com os polimeros de
caseinal/pectina foram secos por esta técnica. Os extratos (secos ou
microencapsulados) foram analisados determinando-se a atividade antioxidante
(método de DPPH) e os teores de compostos fendlicos e antocianinas. O processo
de liofilizagdo apresentou maior degradagcdo dos compostos e perda da atividade
antioxidante e, a maltodextrina 10DE foi indicada como o melhor agente carreador,
dentre os adjuvantes analisados para a secagem por spray dryer. A microcapsula de
caseina/pectina apresentou teores de compostos fendlicos e antocianinas similares
ao da maltodextrina 10DE e elevada eficiéncia de encapsulagdo para compostos
hidrossoluveis. A condicao de secagem utilizando vazao de alimentagédo de 10 mL
min”', temperatura de entrada de 140 °C e vazdo do ar de secagem de 51 m> h™
resultou em 417,312 ug mL™ de atividade antioxidante (ICs); 116,50 mgGAE g™ de
compostos fendlicos; 208,28 mg L' de antocianinas; 15,29% de rendimento de
secagem; e 73,72% de eficiéncia de encapsulagcdo. As microcapsulas secas foram
analisadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e os resultados
mostraram microparticulas esféricas e de tamanhos variados, e observou-se que a
vazéo de alimentagdo teve maior influéncia na morfologia do material de parede. O
tamanho de particula médio foi de 9,80 + 0,19 e 8,69 + 0,13 ym para a microcapsula
inerte e contendo extrato, respectivamente. As analises de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) e infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) confirmaram a
encapsulacdo do extrato da casca da uva. Os resultados sugerem que a
microcapsula de caseina/pectina € promissora para protecdo dos compostos
bioativos presentes na casca da uva.

Palavras-chave: Compostos bioativos. Conjugado caseina/pectina. Liofilizag&o.
Microcapsulas. Spray dryer.



CARRA, Jéssica Bassetto. Standardization of drying methodology for grape by-
product (Vitis labrusca) and development of encapsulated pharmaceutical
formulation. 2019. 102 f. Dissertation (Master’s degree in Chemistry) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The grape is a fruit very consumed in Brazil, after processing to obtain it’s products,
generate millions of tonnes of waste. An alternative to waste is the study of the
bioactive compounds present in the grape peel, however, it is a challenge to work
with these compounds by virtue of their stability. The objective of the present work
was to standardize the drying methodology of the 50% (v/v) hydroethanolic extract,
acidified with 0.1% HCI (v/v), obtained from the grape peel (Vitis labrusca) and to
develop encapsulated formulation with the purpose of optimizing the use of bioactive
materials. The compounds were extracted using a 1:6 m/v extraction solution (grape
peels:extractive solution). The extracts were dried by lyophilization and spray dryer.
In the spray drying process maltodextrin 10DE, mannitol, microcrystalline cellulose
and corn starch were evaluated as carrier agents in the drying of the extract. In
addition, extracts coated with the casein/pectin polymers were dried by this
technique. The extracts (dryed or microencapsulated) were analyzed by determining
the antioxidant activity (DPPH method) and the contents of phenolic compounds and
anthocyanins. The lyophilization process presented higher degradation of the
compounds and loss of antioxidant activity and, maltodextrin 10DE was indicated as
the best carrier agent among the adjuvants analyzed for spray dryer. The
casein/pectin microcapsule presented results similar to maltodextrin 10DE and a high
encapsulation efficiency for water soluble compounds. The drying condition using a
feed flow of 10 mL min™, inlet temperature of 140 °C and drying air flow rate of 51 m>
h™ resulted in 417.312 pg mL™" of antioxidant activity (ICso); 116.50 mgGAE g of
phenolic compounds; 208.28 mg L' of anthocyanins; 15.29% drying yield; and
73.72% encapsulation efficiency. The dryed microcapsules were analyzed by
Scanning Electron Microscopy (SEM) and the results showed spherical
microparticles of varying sizes, and it was observed that the feed rate had a greater
influence on the morphology of the wall material. The mean particle size was 9.80 +
0.19 and 8.69 + 0.13 um for the inert and extract-containing microcapsule,
respectively. Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Fourier Transform Infrared
(FTIR) confirmed the encapsulation of the grape peel extract. The results suggest
that the casein/pectin microcapsule is promising for protection of the bioactive
compounds present in the grape peel.

Keywords: Bioactive compounds. Conjugate casein/pectin. Lyophilization.
Microcapsules. Spray dryer.
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1 INTRODUCAO

A uva foi introduzida no Brasil pelos colonizadores portugueses em
1532, sendo a variedade americana Vitis labrusca mais resistente a doengas que
outras variedades, este cultivar foi introduzida no estado do Rio Grande do Sul em
1840, pelo inglés Thomas Messiter (INSTITUTO BRASILEIRO DO VINHO, 2018a).
Atualmente, essa é a variedade mais cultivada no Brasil, sendo a maior parte da uva
destinada ao processamento para a produgédo de sucos e vinhos, que gera milhdes
de toneladas de residuos, tornando-se um grande problema ambiental (DO
NASCIMENTO FILHO, FRANCO, 2015).

Uma alternativa para dar destino a esse residuo é o estudo dos
compostos bioativos presentes na casca da uva, principalmente as antocianinas,
que apresentam atividades antioxidantes (CATANEO et al., 2008; MELO et al., 2011;
ROCKENBACH et al., 2007), anticarcinogénicas (VARONI et al., 2016; ALUYEN et
al., 2012) e anti-inflamatorias (SILVA, 2017).

As antocianinas estdo presentes em varios materiais vegetais como
maca, morango, jabuticaba, acai, hibisco, berinjela, mirtilo, groselha, repolho, entre
varias outras fontes (MALACRIDA, MOTTA, 2006). A estabilidade dessas moléculas
e afetada por diversos fatores como pH, luz, temperatura e oxigénio. O pH interfere
na estrutura quimica e coloracdo dessas substancias. A luz e a temperatura
degradam estes compostos e a presenga de oxigénio permite que ocorram reagdes
de oxidagao direta ou indireta (LOPES et al., 2007).

ApOs a obtengao do extrato da casca da uva, a secagem é relevante
para inibir o desenvolvimento de patdégenos e impedir que reag¢des quimicas e fisicas
ocorram, aumentando o tempo de vida util dos compostos (OLIVEIRA, PETROVICK,
2010). A secagem pode estar associada a técnicas de revestimento, como os
processos de micro/nanoencapsulagédo, corroborando para garantir a estabilidade
dos produtos (AJAZUDDIN, 2010), podendo ser desenvolvidos para obtencdo de
formas farmacéuticas, para aplicacdo como antioxidante para administracdo em
diferentes vias.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos padronizar
a metodologia de secagem do extrato hidroetandlico 50% (v/v), acidificado, obtido da
casca de uva (Vitis labrusca) e desenvolver formulagdo encapsulada com o

proposito de otimizar a utilizagao de compostos bioativos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1VITIS SP.

A uva é um fruto do tipo baga, de polpa comestivel, proveniente da
videira que é uma planta trepadeira lenhosa, com folhas grandes, pertencente ao
género Vitis e a familia Vitaceae (SEBRAE, 2018). A videira (Vitis sp.) € uma cultura
de clima temperado que necessita de baixas temperaturas em seu periodo de
dorméncia, por este motivo o cultivo da uva ficou concentrado na regido sul do pais
até o final dos anos 1950, quando foi desenvolvida a viticultura tropical brasileira que
permitiu o plantio desta fruta no Vale do Submédio Sao Francisco e nas regides
norte do Parana, noroeste de S&o Paulo e norte de Minas Gerais, devido aos novos
cultivares que se adaptam bem a essas regides, além de técnicas de monitoramento
nutricional e sistemas de irrigacdo implementados (CAMARGO, TONIETTO,
HOFFMANN, 2011). Atualmente, o estado do Rio Grande do Sul € o maior produtor
de uvas do pais, seguido por Pernambuco (Tabela 1) (KIST et al., 2018).

Tabela 1 - Produgao de uvas 2015/2017 (em toneladas).

Unidade da Federacéo 2015 2016 2017
Rio Grande do Sul 876.215 413.640 956.913
Pernambuco 237.367 242967 390.300
Séao Paulo 142.631 144.110 133.118
Santa Catarina 69.118 33.849 65.800
Parana 69.035 66.000 56.295
Bahia 77.408 62.740 51.090
Minas Gerais 12.615 11.224 13.070
Espirito Santo 2.327 2.469 3.608
Paraiba 2.196 2.636 2.620
Goias 4.008 2.566 1.974
Outros 4.382 4.858 5.232
Total 1.497.302 987.059 1.680.020

Fonte: Kist et al. (2018).

Comercialmente, as uvas sao divididas em uvas finas (Vitis vinifera)
e uvas rusticas ou comuns (Vitis labrusca e Vitis bourguina), sendo as comuns
(variedades Isabel, Bord6é, Jacquez, Couderc Tinto, Niagara Branca e Niagara
Rosada) (CAMARGO, MAIA, NACHTIGAL, 2005; CAMARGO, NACHTIGAL, 2007)

responsaveis pela maior parte da produc¢ao nacional.
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As uvas rusticas se caracterizam por apresentar alta resisténcia as
doencas que afetam os cultivares Vitis vinifera, além de apresentar elevada
produtividade. Alguns cultivares, como o Isabel (Figura 1a), se adaptam bem ao
clima tropical e por esse motivo é cultivado em todo territério nacional. Esse cultivar
€ um hibrido natural de Vitis labrusca x Vitis vinifera, no entanto ele normalmente é
descrito como um cultivar Vitis labrusca devido a sua origem (Estados Unidos da
América) (EMBRAPA, 2016). Outros cultivares, como o Bordd (Vitis labrusca) (Figura
1b), necessitam do periodo de inverno e, portanto, se restringem ao Sul de Minas
Gerais, Norte do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Esse cultivar
apresenta coloragdo intensa em sua casca e por este motivo pode ser misturado
com outros cultivares, como o Isabel, para melhorar a coloragédo de sucos e vinhos
(MAIA, CAMARGO, 2005).

Figura 1 — Cultivares Isabel (A) e Bordd (B).
(A

)
S
/j‘\ '..
o |

(B)

Fonte: EMBRAPA (2016); Vinicola Lucano (2018).

Segundo o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN), a produgéo de
uvas de 2017 do estado do Rio Grande do Sul foi destinada a produgao de vinhos e
derivados (50,9%) e suco de uvas e derivados (49,1%) (INSTITUTO BRASILEIRO
DO VINHO, 2018b). Estima-se que o residuo gerado a partir do processamento,
composto pelas cascas e as sementes, corresponda a 20-25% do peso da uva. Este
residuo é utilizado como rag&o animal e adubagéo, porém a quantidade gerada nao
€ suficientemente utilizada, o que acarreta em um problema ambiental, pelo fato
deste material demorar em se degradar causando o acumulo de matéria organica no
ambiente (MELLO, SILVA, 2014).
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Uma alternativa para este residuo € utiliza-lo para extrair e estudar
os compostos bioativos presentes e remanescentes nas cascas e sementes (Figura
2). Estes compostos podem ser de extrema importancia para industria farmacéutica,
e sua composicido depende de fatores climaticos e do processamento da uva
(MONAGAS, BARTOLOME, GOMEZ-CORDOVES, 2005; OBREQUE-SLIER et al.,
2010).

Figura 2 — Compostos fendlicos presentes na casca e na semente da uva.
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HO. OH

Acidos benzéicos
Acido galico

Fonte: Pinelo, Arnous e Meyer (2006).

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os polifendis sdo metabdlicos secundarios desenvolvidos pelas
plantas para protegao contra raios ultravioleta e visivel, como uma das substancias
importantes para o processo de polinizagdo, para controle da agao de hormdnios
vegetais e para protecdo contra insetos, fungos e bactérias (BECKMAN, 2000;
SIMOES et al., 2017). Estes compostos apresentam um ou mais nucleos aromaticos
substituidos por grupos hidroxila, (MONAGAS, BARTOLOME, GOMEZ-CORDOVES,
2005; SIMOES et al., 2017) e podem ser classificados em &cidos fendlicos, taninos e
flavonoides (NACZK, SHAHIDI, 2004).
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2.2.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos possuem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos hidroxila. Essa classe pode ser subdivida em:
derivados do acido benzdico e derivados do acido cinamico (D’ARCHIVIO et al.,
2007; SOARES, 2002). O primeiro grupo apresenta os acidos fendlicos mais simples
e é constituido por sete atomos de carbono (C6-C1). O segundo grupo € composto
por nove atomos de carbono (C6-C3) (Figura 3) (SOARES, 2002).

Figura 3 — Estrutura quimica de alguns acidos fendlicos encontrados na casca da
uva.

Acidos Benzéicos

|
H: ;:iCOOH H:;iCOOH HO. COOH o COOH
OH ) OH 0

acido protocatequinico acido vanilico acido galico acido siringico
Acidos cinamicos
H J;j\/\/wo” H = COOH  H % COOH _O % ~COOH
Ho § Hom HO\J\/;(H\/ Hom
H
OH oL SN
acido p-cumarico acido cafeico 4cido ferulico acido sinapico

Fonte: Kammerer et al. (2004); Casazza et al. (2012); Teixeira et al. (2014).

2.2.2 Taninos

Os taninos sdo compostos de alto peso molecular que podem ser
combinados com proteinas, celulose e pectina formando complexos insoluveis.
Esses compostos séo classificados em dois grupos segundo sua estrutura quimica:
hidrolisaveis e condensados (NEIDLEMAN, LASKIN, 1997).

Os taninos hidrolisaveis (Figura 4) sdo compostos soluveis em agua
e sao formados por ésteres de acido galico e acido elagico glicosilados que podem
ser hidrolisados com a utilizagao de calor e/ou acidos diluidos por serem unidos por
ligagdes éster-carboxila (BHAT, SINGH, SHARMA, 1998; VICKERY, VICKERY,
1981).
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Figura 4 — Estrutura quimica dos taninos hidrolisaveis.
HO OH

OH
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0 HO 0
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Fonte: Neidleman, Laskin (1997).

Os taninos condensados (proantocianidinas) (Figura 5) séao
polimeros unidos por blocos C4-C6 ou C4-C8, provenientes de flava-3-ols
(catequina) ou flavan-3,4-diols (leucoantocianinas), que nao apresentam residuos de
acgucar em sua estrutura (NEIDLEMAN, LASKIN, 1997; KARONEN et al., 2004).

Figura 5 — Estrutura quimica dos taninos condensados.

oH R =l[flavan-3-ol],

Fonte: Neidleman, Laskin (1997).

2.2.3 Flavonoides

A estrutura dos flavonoides (Figura 6) € constituida por 15 atomos
de carbonos arranjados em trés anéis denominados A, B e C (C6-C3-C6), formados
a partir de derivados do acido chiquimico e condensados com trés moléculas de

acetato, na qual justifica a sua origem a partir de uma via mista (PIETTA, 2000).
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Figura 6 — Estrutura quimica dos flavonoides.

e

Esses compostos apresentam baixo peso molecular e sdo divididos

Fonte: Pietta (2000).

em classes em fungédo do estado de oxidagédo do anel C, os principais grupos sao:
flavonas, flavonois, flavanonas, isoflavonas, flavanois e antocianidinas (Figura 7)
(D’ARCHIVIO et al., 2007; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Figura 7 — Exemplo de flavonoides.
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Fonte: D’Archivio et al. (2007).

2.2.4 Antocianinas

As antocianinas s&o os pigmentos responsaveis pelas varias cores
(laranja, rosa, vermelho, violeta e azul) presentes em flores e frutas (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009). Nas uvas, em sua maioria, apresentam uma molécula de
agucar ligada a estrutura (Figura 8), o que aumenta sua estabilidade quimica
(JACKSON, 2008).
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Figura 8 — Estrutura quimica das antocianinas.

Fonte: Jackson (2008).

A classificagao de antocianinas baseia-se principalmente na posigcao
dos grupos hidroxilas e metoxilas no anel B presentes na molécula da antocianina
(Tabela 2), que esta diretamente relacionada a coloragdo. Esses compostos também
podem ser classificados em fungdo do numero de moléculas de agucar unidas a
estrutura (JACKSON, 2008; MAZZA, BROUILLARD, 1987; FRANCIS, MARKAKIS,
1989).

Tabela 2 - Substituintes que formam as antocianinas encontradas na uva.

Nome 1 2 3 Cor
Cianidina OH OH H Vermelho/laranja
Peonidina OCH3; OH H Laranja/vermelho
Delfinidina OH OH OH Azul/vermelho
Petunidina OCH; OH OH Azul/vermelho
Malvidina OCH; OH OCH; Azul/vermelho

Derivados
R4 - H: monoglicosideo; glicose: diglicosideo
R5 - acetil, p-cumaril, cafeina

Fonte: Castafieda-Ovando et al. (2009); Jackson (2008).

Essas moléculas sado instaveis devido a carga formal positiva
presente no atomo de oxigénio, e desta forma, sua estabilidade é afetada por
diversos fatores como pH, luz, temperatura, oxigénio, atividade de agua, presenca
de copigmentos e solventes utilizados no processo de extracao (LOPES et al., 2007;
CARLSEN, STAPELFELDT, 1997; JACKMAN, SMITH, 1996; CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009; REVILLA, RYAN, MARTIN-ORTEGA, 1998).

Margo, Poppi e Scarminio (2008) explicaram que as antocianinas,
quando em solugdes aquosas, apresentam estruturas diferentes em fungao do pH,

como mostrado na Figura 9.



25

Figura 9 — Diferentes estruturas quimicas em fungao do pH.
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Fonte: Margo, Poppi, Scarminio (2008).

Em meios extremamente &cidos, o cation flavilico (AHY) é
predominante e a solugdo apresenta coloracdo avermelhada. Com o aumento
gradual do valor de pH, observa-se o surgimento da espécie pseudobase carbinol
(B), que permanece em equilibrio com a espécie AH" até atingir o pH 6, quando
ocorre o predominio da espécie B, que € incolor. Acima deste valor de pH, ocorre a
ruptura do anel heterociclico das estruturas pseudobase carbinol e anidrobase
quinoidal (A), aumentando o pH bruscamente ou gradativamente (formando as
espécies anidrobase ionizadas (A’)), gerando a espécie cis-chalcona (Cc). Quando
as antocianinas comecam a se ionizar a solucao apresenta coloragcao azul,
indicando a formacao das espécies anidrobases e em meio extremamente alcalino a
solugdo apresenta coloracdo amarelada, por causa do equilibrio entre as formas
ionizadas das chalconas cis e trans (MARCO, POPPI, SCARMINIO, 2008).

A luz é indispensavel para a biossintese das antocianinas no tecido
das plantas, no entanto, apds o seu isolamento, ela acelera a degradagdo destas
moléculas, favorecendo a clivagem da ligacdo C2-C3 formando o acido 3,4-
dihidroxibenzadico e o 2,4,6-trihidroxibenzaldeido (FURTADO et al., 1993; CARLSEN,
STAPELFELDT, 1997).
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O processo de degradacdo das antocianinas €& acelerado em
temperaturas elevadas, e € mais acentuado na presenca de oxigénio ou em meio
basico (ADAMS, 1973; LOPES et al., 2007). Adams (1973) constatou que a ligagao
antocianina-acucar se hidrolisa facilmente, e propds que esta é a primeira etapa do
processo. Patras et al. (2010) relataram variedades de estruturas que podem ser

obtidas por meio da degradacéao térmica das antocianinas (Figura 10).

Figura 10 — Possivel mecanismo de degradacao térmica de antocianinas.
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Fonte: Patras et al. (2010).

As insaturacbdes presentes na estrutura quimica das antocianinas
sujeitam a molécula a reagdes de oxidagao direta e/ou indireta, independente do pH
ou da presenca de luz (JACKMAN et al.,, 1987; LOPES et al.,, 2007; GIUSTI,
WALLACE, 2009). Jackson (2008) menciona que o processo de oxidagao é
influenciado pela presenca de orto-difenois no anel B e, que por esta razado, a
malvidina e a peonidina sao mais resistentes a degradagao, visto que elas nao
possuem hidroxilas na posigao orto.

Reduzir a atividade de agua aumenta a estabilidade dos compostos
fendlicos, pois reduz a ocorréncia de hidrélise (JACKMAN, SMITH, 1996; SUI, 2017).
Jackman e Smith (1996) relataram um aumento na estabilidade em pds de
antocianinas que possuiam atividade de agua menor ou igual 0,3 (adimensional) em

recipientes hermeticamente fechados.
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A copigmentagdo € um processo que ocorre na natureza com o
objetivo de estabilizar as antocianinas € manter a coloragao de flores e frutos. Os
copigmentos sao moléculas ricas em elétrons, normalmente incolores, que formam
interagbes com as antocianinas por sobreposi¢cao de ligagdes T1-1r, interagéo dipolo-
dipolo ou ligagées de hidrogénio (JACKMAN, SMITH, 1996; CASTANEDA-OVANDO et
al., 2009; DANGLES, BROUILLARD, 1992).

Essas interagbes produzem um efeito hipercrémico e batocrémico
(deslocamento nos espectros de absor¢ao na regido UV-Vis) e podem ocorrer entre
moléculas de antocianinas (Figura 11A), intramolecularmente (Figura 11B), por

complexacdo com um metal (Figura 11C), ou ainda intermolecularmente (Figura

11D) (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Figura 11 — Interacdes (A) entre moléculas de antocianinas, (B) intramolecular, (C)
complexagdo com um metal e (D) intermolecular.
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Fonte: Castafieda-Ovando et al. (2009).
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A extracdo das antocianinas da casca da uva é realizada por meio
de solventes organicos polares acidificados, por causa da estrutura quimica e
estabilidade destes compostos. No entanto, a solugdo extratora ndo deve ser
extremamente acida (acidez superior a 1%) para nao resultar na hidrolise parcial das
antocianinas (TEIXEIRA, STRINGHETA, OLIVEIRA, 2008; REVILLA, RYAN,
MARTIN-ORTEGA, 1998).

Revilla, Ryan e Martin-Ortega (1998) estudaram varias solug¢des
extratoras (acidificadas ou sem adigdo de acido), variando as propor¢des de agua,
metanol e acetona. Esses autores concluiram que a adigado do acido € essencial na
extracdo das antocianinas, independente do solvente utilizado.

Lima et al. (2011) analisaram cinco solventes para extrair
antocianinas da jabuticaba: agua 100%, etanol 95% P.A., solu¢cdo hidroetandlica
50%, metanol 50% e acetona 30%, todos acidificados. A melhor extragdo e
estabilidade dos pigmentos foi observado para o etanol acidificado com HCI 1,5 mol
L™ (85:15).

Em outro estudo, Silva (2017) avaliou cinco solventes extratores
para os compostos bioativos do residuo agroindustrial da uva das variedades Isabel
e Bordé: EtOH 100%, EtOH 70%, EtOH 50%, EtOH 30%, H,O 100%, todos
acidificados com HCI 0,1% (v/v). Os resultados mostraram que o extrato bruto EtOH
50%, apresentou elevados teores de compostos fendlicos, atividade antioxidante e

efeitos analgésico e anti-inflamataério.
2.3 MICROENCAPSULACAO

Uma alternativa para proteger os compostos bioativos presentes na
casca da uva e preservar a atividade antioxidante é utilizar a tecnologia de
microencapsulagédo. Essa técnica consiste na formagao de particulas, cujo didmetro
encontra-se entre 1 e 1000 um. Essas microparticulas abrangem as microesferas,
que sao microparticulas esféricas (homogéneas ou heterogéneas), e as
microcapsulas, que possuem um nucleo solido, liquido ou gasoso, que pode ser
mono ou polinuclear e revestido por um material diferente do nucleo (Figura 12)
(SILVA et al., 2003; BROWN, 2004).
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Figura 12 — Representagao de microcapsulas (A, B e C) e microesferas (D e E).

Microcapsula Microcapsula Microcapsula Microesfera Microesfera
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Fonte: Adaptado de Gaonkar et al. (2014).

Essa tecnologia tem sido extensamente utilizada nas areas
alimenticia, agricola, médica e cosmética. Na area farmacéutica, essa técnica é
estudada no desenvolvimento de sistemas de liberagao de farmacos; é utilizada para
converter liquidos em solidos e mascarar odor e sabor; além de ser uma alternativa
para proteger os compostos dos efeitos que causam sua degradacgao (temperatura,
umidade, oxigénio e luz) ou ainda de compostos que podem ser irritantes ao
organismo (SILVA et al.,, 2003; GAONKAR et al.,, 2014; RAY, RAYCHAUDHURI,
CHAKRABORTY, 2016).

As microparticulas podem ser obtidas por diversas técnicas quimicas
e fisicas. A escolha da técnica depende da fase fisica do material que sera
encapsulado (solido ou liquido), sendo que a morfologia obtida (microcapsula ou
microesfera) depende do processo utilizado (Tabela 3).

A morfologia (microcapsula ou microesfera) influencia na taxa de
liberagdo da formulagcdo, na prote¢cdao do nucleo e na quantidade de farmaco que
compde a microparticula. Nas microesferas normalmente a taxa de liberagao ocorre
pelo modelo de difusdo de primeira ordem e o material do nucleo préoximo a
superficie fica desprotegido. Nas microcapsulas a liberagdo da substancia ativa pode
ocorrer por ruptura da membrana ou erosdo (Figura 13); no entanto, essas
microparticulas protegem uniformemente o material do nucleo e é possivel carregar

mais material de nucleo do que as microesferas (GAONKAR et al., 2014).
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Tabela 3 — Processos de producao de microparticulas.

Processo Microesfera Microcapsula Fase
Atomizagao Sim N&o Sdlido/Liquido
Spray drying Sim Nao Sdlido/Liquido
Spray chilling/congealing/prilling Sim N&o Solido/Liquido
Disco rotativo Sim Sim Sélido/Liquido
Spray coating N&o Sim Solido
Leito fluidizado Néo Sim Solido
Pan coating N&o Sim Solido
Granulagao Sim Nao Sdélido
Coextruséo Sim Sim Liquido
Bico estacionario Sim Sim Liquido
Bico de vibracao Sim Sim Liquido
Bico centrifugo Sim Sim Liquido
Bico submerso Sim Sim Liquido
Bico EHD Sim Sim Liquido
Emulséo Sim Sim Liquido
Coacervacgao simples / complexa Nao Sim Sélido/Liquido
Polimerizagao in situ Nao Sim Sdlido/Liquido
Polimerizagao interfacial Nao Sim Liquido
Evaporagao de solvente Sim Nao Sdlido/Liquido
Lipossomas Nao Sim Liquido
Sol-gel Sim Sim Sdlido/Liquido
Extrusao Sim Nao Sélido/Liquido
Complexacdo Molecular Sim N&o Liquido

Fonte: Gaonkar et al. (2014).

Figura 13 — Representagao do sistema de liberagcéo de ruptura.
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Fonte: Gaonkar et al. (2014).

A coacervagdo € uma técnica de microencapsulagdo que tem como
principio a separacdo de fases pela deposicdo do polimero ao redor do insumo
farmacéutico que ocorre pela alteragao do meio, seja modificando a temperatura, o
pH, ou adicionando um sal, um “n&o-solvente” do polimero ou um polimero
incompativel com a solugdo polimérica, resultando na separacdo da solucdo em

duas fases liquidas imisciveis entre si (SEVERINO et al., 2011).
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Esse processo pode ser simples, utilizando-se apenas um polimero,
ou complexo, utilizando-se dois ou mais polimeros que possuem cargas elétricas
opostas (ALOYS et al., 2016).

Na coacervagao simples (Figura 14), ocorre: (a) a disperséo do
insumo farmacéutico na solugdo polimérica; (b) a formagdo de goticulas de
coacervado pela alteracdo do meio; (c) a deposigao destas goticulas ao redor dos
nucleos contendo o farmaco; (d) a formagdo da camada polimérica pela
coalescéncia das goticulas; e (e) o enrijecimento da camada polimérica, que pode

ocorrer pela difusdo do solvente ou mudanga de temperatura (SUAVE et al., 2006).

Figura 14 — llustracdo do processo de microencapsulagao por coacervagao simples.

(a) (b) (c) (d) (e)

Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Fonte: Suave et al. (2006).

A coacervacdao complexa (Figura 15) é similar ao processo de
coacervagao simples, ocorrendo a formagcdo da camada polimérica ao redor do
principio ativo pela alteracdo do meio. No entanto, utilizam-se dois ou mais
polimeros, normalmente proteinas e polissacarideos (com cargas opostas) (ALOYS
et al., 2016).

Figura 15 — llustragdo do processo de microencapsulagdo por coacervagao
complexa.
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e ¥ e 5°L’ S

Principio ativo Proteina Polissacarideo Emulsao Microcapsulas

Fonte: Kaushik et al. (2015).
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2.3.1 Agentes Encapsulantes

Existem diversos agentes encapsulantes, no entanto, estes
compostos, que normalmente sao polimeros, devem ser inertes em relagdo ao
farmaco, biocompativeis, biodegradaveis e apresentar baixos valores de
higroscopicidade, viscosidade e custo (TONON, BRABET, HUBINGER, 2010;
BARROS, STRINGHETA, 2006; SRIL.S el al., 2012). Dentre os materiais mais
utilizados como encapsulantes destacam-se: os carboidratos, as gomas, os lipideos,
os poliésteres naturais, os polimeros sintéticos, as celuloses, as proteinas, a
quitosana e a pectina (SUAVE et al., 2006; SRI.S et al., 2012).

Na literatura, ha relatos que goma arabica, maltodextrina,
polidextrose (PD) e goma guar parcialmente hidrolisada (PHGG) sao materiais
utilizados para microencapsular extratos obtidos a partir da casca da uva (SOUZA et
al., 2015; KUCK, NORENA, 2016; SOUZA et al., 2014; VALDUGA et al., 2008). No
entanto, nenhum destes trabalhos explica quimicamente a interagcdo entre estes

agentes e os compostos da uva.

2.3.1.1 Caseina

As caseinas sao fosfoproteinas, que apresentam carater anfifilico.
Elas sao classificadas em quatro grupos a, B, K e y, sendo que as caseinas a se
apresentam em subgrupos com caracteristicas diferentes: asp a ass (SGARBIERI,
2005). Os quatro grupos de proteinas possuem propriedades fisico-quimicas e
proporgdes diferentes no leite de vaca (Tabela 4).

As micelas de caseina presentes no leite sdo formadas de 93% de
caseinas (0s1, Os2, B € K, na proporgao de 3:1:3:1) e 7% de minerais, apresentam
diametro de 500 a 3.000 angstroms e peso molecular de aproximadamente 2,5 x 10°
Da (SGARBIERI, 2005).
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Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas das caseinas presentes no leite de vaca.

Fracéo proteica Porcentagem Ponto Coeficiente Peso
no leite Isoelético de molecular
desnatado sedimentacao (Da)
(20 °C)

Caseina as1 (Osp, Os2, Os3, 45-55 4.1 3,99 23613
Os4, Os5)

Caseina f3 25-35 4,5 1,57 24000

Caseina k 8-15 4.1 1,40 19000

Caseinay 3-7 5,8 1,55 21000

Y1 20500

Y2 11800

Y3 11500

Fonte: Sgarbieri (2005).

Walstra (1999) propbs que as micelas de caseina sao esféricas com
superficie esponjosa, constituidas de subunidades e variam em composigao; elas
sao ligadas por moléculas de fosfato de calcio de forma que a caseina K se dispde
na superficie evitando outras agregacdes por impedimento estérico e eletrbnico
(Figura 16).

Figura 16 — (A) llustragdo e (B) microscopia eletrénica de varredura da micela de
caseina.
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Fonte: (A) Walstra.(1999); (B) Huppertz, Fox, Kelly, 2018.

Por causa de sua carga e suas caracteristicas hidrofébicas as
caseinas podem ser utilizadas com outros biopolimeros para formar novas estruturas
quimicas (JOYE, MCCLEMENTS, 2014).
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A pectina € um conjunto de polissacarideos estruturais que

contribuem com a adesé&o entre as células, firmeza e a resisténcia mecénica (PAIVA,
LIMA, PAIXAO, 2009; BRANDAO, ANDRADE, 1999). Pode ser encontrada em

diversas fontes vegetais, sendo que seu teor varia conforme a fonte (Tabela 5).

Tabela 5 — Fontes de pectina.

Fruto Porcentagem Porcentagem
em massa em massa
fresca (%) seca (%)

Maca (Malus sp.) 0,5-1,6 4-7
Bagaco de maca 1,5-2,5 15-20
Albedo citrico (Citrus sp.) - 30-35
Casca de laranja (Citrus sinensis) 3,5-5,5 -
Maracuja (Passiflora edulis S.) 0,5 -
Maracuja gigante (Passiflora quadrangularis L.) 0,4 -
Casca de maracuja 2,1-3,0 -
Batata - 2,5
Banana (Musa acuminata) 0,7-1,2 -
Beterraba (Beta vulgaris) 1,0 -
Bagaco de beterraba - 15-20
Carambola (Averrhoa carambola) 0,7 -
Cenoura (Daucus carota) 0,2-0,5 10
Goiaba (Psidium guajava) 0,8-1,0 -
Polpa de limao (Citrus lemon) 2,5-4,0 -
Lichia (Litchi chinensis S.) 0,4 -
Manga (Mangifera indica L.) 0,2-0,4 -
Mamao (Carica papaya) 0,7-1,0 -
Péssegos (Prunus persica) 0,1-0,9 -
Abacaxi (Ananas comosus L.) 0,04-0.1 -
Morangos (Fragaria ananassa) 0,6-0,7 -
Tamarindo (Tamarindus indica L.) 1,71 -
Tomate (Lycopersicon esculentum) 0,2-0,6 3

Fonte: Canteri el al. (2012).

Estruturalmente, a pectina €é um complexo de

grupo
heteropolissacarideos (Figura 17), formado majoritariamente por unidades de acido
galacturénico (LOPES DA SILVA, RAO, 2006). Diversas unidades podem estar
esterificadas, acetiladas e/ou amidadas, e esses diferentes grupos funcionais
influenciam nas propriedades da molécula (CANTERI et al., 2012; PAIVA, LIMA,

PAIXAO, 2009).
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Figura 17 — Estrutura da pectina.
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Fonte: Canteri el al. (2012).

A pectina tem grande potencial para uso farmacéutico, no entanto,
apresenta o inconveniente de rapido intumescimento. Uma proposta para evitar este
problema é a formagao de complexo com a caseina, que favorece a obtengcdo de um
material com caracteristicas diferentes dos materiais de origem, com a formacao de
coacervados espontaneos, que podem ser manipulados de forma a proteger os
compostos bioativos durante o processo de secagem (BARACAT et al., 2012).

Este conjugado é formado pela alteragdao de pH do meio (Figura 18).
Quando o pH do meio estd acima do ponto isoelétrico (pl) da caseina, ocorre o
desprotonamento de todos os grupamentos amina presentes na caseina e dos
grupamentos carboxilicos do acido galacturénico da pectina; e favorece o ataque
nucleofilico dos grupamentos amina desprotonados (Figura 18i). Desta forma, em
meio alcalino ocorre a formagao de um sistema organizado, no entanto, esse
sistema é instavel por causa da repulsdo de cargas que existem entre os ions
carboxilatos (BARACAT, 2004; CAMILO, 2007).

A reducdo do pH promove a protonagdo da amina (-NHs") presente
na caseina, quando o pH é igual a 4,7 (Figua 18ii), ocorre atragao e repulsao de
cargas entre os grupamentos da caseina e da pectina. Quando o pH esta entre 3,6 e
4,7 (Figura 18iii), todos os grupamentos da caseina estdo protonados, isto gera

atracdo maxima de cargas entre os grupamentos amina da caseina e o0s ions
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carboxilatos da pectina. Neste momento o processo deve ser interrompido, porque
se continuar reduzindo o pH do meio, os grupamentos da pectina serao protonados
e o sistema voltara a ser instavel (Figura 18iv) (BARACAT, 2004; CAMILO, 2007).

Figura 18 — Formagao do conjugado caseina/pectina.

Pectina €00~ coo” CoocH3 COO0
(i) pH > PI o coo” coQ” cogz_ 00~
. \‘ - \
caseina CO0” NHp €00 Nwp  coo™ .NM2 007 wu,
Caseina
coo” €007 cootHy coo-
i - - €00~
(i) pH = P! c}“’ 70 %-
iii) pKa, pectina < pH coo~ - - - coo-
(< IZ’Ip casgl’na P S ©o°, foo\_w,coo P
' G20 mHy coom M3comy > coom
COOH_ COOH coocHy COOH
COOH COOH  cooH COOH COOH
(iv) pH < pKa, pectina SN TS g WY

cooH NM3 coon | Goom | - COOH

Pectina pKa 3,6-4,1
Caseina pl 4,7

Fonte: Adaptado de Thakur el al. (1997).

Esse conjugado polimérico tem sido estudado para
microencapsulacdo de farmacos como o acetaminofeno (BARACAT et al., 2012),
quercetina (GUAZELLI et al., 2013) e indometacina (BARACAT et al., 2004) e para
microencapsulacdo de probidticos (OLIVEIRA et al., 2007). Nao se encontrou
nenhum trabalho na literatura sobre a utilizagdo deste conjugado na

microencapsulagédo de extratos que contém antocianinas.
2.4 SECAGEM

A industria farmacéutica comercializa a maioria dos medicamentos
fitoterapicos na forma sdlida, deste modo, reduz-se a proliferagdo de patéogenos e
impede-se que reagdes quimicas e fisicas, ambas degradativas, ocorram
(OLIVEIRA, PETROVICK, 2010).
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Apés o processo de microencapsulacdo, o0 @ sistema
microencapsulado permanece em dispersdo, sendo necessaria a utilizacdo da
operagdo de secagem. Os processos de atomizagao (spray drying) e liofilizagdo

(freeze drying) sdo os mais utilizados pela industria (AQUINO et al., 2008).

2.4.1Spray Drying

A secagem por atomizagdo, aliada ao encapsulamento, tem sido
utilizada pela industria para protegcdo de compostos sensiveis. A técnica de spray
drying (Figura 19) consiste em transformar um liquido em um pé seco por meio de
um fluxo de ar quente que proporciona a rapida evaporagao do solvente em um
processo continuo, simples e rapido (SOUZA et al., 2015; VOS et al., 2010).

Figura 19 — llustracéo da técnica de spray drying.
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dryer
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sssss

Fonte: Vos et al. (2010).

contato com o ar quente (concorrente ou contracorrente). Posteriormente, as
microcapsulas sdo direcionadas para o ciclone e em seguida para o frasco coletor
(OLIVEIRA, PETROVICK, 2010; GHARSALLAOUI et al., 2007).

Esse processo de secagem é considerado simples, rapido e barato,
no entanto, precisa ser otimizado, pois as caracteristicas fisico-quimicas dos poés
obtidos dependem de variaveis como a temperatura do ar de secagem e a
concentragdo do polimero encapsulante (teor de solidos) (TONON, BRABET,
HUBINGER, 2008).
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Materiais ricos em acgucares sdo pegajosos, grudam facilmente na
camera de secagem e por isso sao mais dificeis de secar sem adigao de agentes
carreadores (SHISHIR, CHEN, 2017), como manitol, maltodextrina, celulose
microcristalina e amido de milho. DeZarn (1995) sugerem que as dispersdes que
serao secas por atomizagdo devem conter entre 5 e 50% de sdlidos, no entanto, os
mesmos autores mencionam que nao ha necessidade de se utilizar concentragdes
acima de 30%.

O D-manitol possui seis grupamentos hidroxila (Figura 20), sendo
isdbmero do sorbitol. E um pd cristalino branco e inodoro, utilizado na industria como
diluente e agente edulcorante (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009).

Figura 20 — Estrutura quimica do manitol.
OH OH

HO
OH

OH OH
Fonte: Rowe, Sheskey, Quinn (2009).

A maltodextrina € um conjunto de unidade de D-glicose unidas por
ligacbes a-(1—4) e a-(1—6) (Figura 21), produzida a partir da hidrolise parcial do
amido com valores de dextrose equivalente (DE) menor que 20 (WANG, WANG,
2000; CHRONAKIS, 1998).

Figura 21 — Estrutura quimica da maltodextrina.

Fonte: Rowe, Sheskey, Quinn (2009).

Este adjuvante € um pd branco ou granulado, inodoro, utilizado na
industria farmacéutica para revestimentos, aumento de viscosidade e como diluente
e aglutinante de comprimidos (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009).
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O amido é formado por dois polissacarideos: amilose e amilopectina.
Ambos sao cadeias de D-glucose, apresentando diferengas estruturais (Figura 22): a
amilose apresenta apenas ligagdes 1,4 lineares, enquanto a amilopectina apresenta
ramificagcbes (CORRADINI et al., 2005).

Figura 22 — Estrutura quimica do amido.
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Fonte: Rowe, Sheskey, Quinn (2009).

E um pé branco e inodoro; pode ser extraido de diversos alimentos
como batata, milho e arroz, sendo que o peso molecular depende da fonte que é
extraido, podendo variar entre 50 e 500 milhdes Da. A industria farmacéutica o utiliza
como diluente de comprimidos e capsulas, além de agente espessante em formas
farmacéuticas liquidas (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009).

A celulose é um polimero presente na parede celular de plantas, ela
€ constituida de moléculas de glicose unidas por ligacées a-(1—4) (Figura 23) e
apresenta peso molecular entre 300.000 e 500.000 Da (LIMA NETO, PETROVICK,
1997).

Figura 23 — Estrutura quimica da celulose.

Fonte: Rowe, Sheskey, Quinn (2009).
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A celulose microcristalina € purificada e parcialmente
despolimerizada; se apresenta como um po cristalino branco, inodoro e insipido. A
industria a utiliza como adsorvente e diluente para comprimidos (ROWE, SHESKEY,
QUINN, 2009).

A temperatura de entrada para secagem por spray drying deve ser
superior a temperatura de ebulicdo do solvente utilizado na dispersao. Quanto mais
alta ela for, menor sera a umidade do p6 no final do processo; e por mais elevada
que a temperatura de entrada seja, o tempo de contato entre o ar quente e o
material é curto, portanto, o nucleo das goticulas nunca sera aquecido acima da
temperatura de saida (SHISHIR, CHEN, 2017; OLIVEIRA, PETROVICK, 2010).

Outros fatores importantes sao o fluxo de ar, que interfere na taxa de
evaporagdo do solvente, a viscosidade e o fluxo de alimentacdo que estédo
diretamente correlacionados com o didmetro das microparticulas (SHISHIR, CHEN,
2017; OLIVEIRA, PETROVICK, 2010).

2.4.2 Liofilizagéo

A liofilizagdo, que possui como principio o processo de sublimagao,
€ outro método de secagem utilizado pela industria. Este processo ocorre em trés
estagios: congelamento, sublimagdo (secagem primaria) e dessorgao (secagem
secundaria); ele é realizado com vacuo e em baixas temperaturas para evitar
reacbes de degradagdo do material, como as de oxidagdo. Apesar de ser uma
técnica cara, ela reduz eficientemente a atividade de agua, preservando o composto
(BARBOSA-CANOVAS et al., 2005; MARQUES, COSTA, 2015; RATTI, 2001).

2.4.3 Secagem de Extratos

A liofilizacdo e o spray drying também podem ser utilizados para
secagem de extratos. Souza et al. (2014), Kuck e Norena (2016), Souza et al. (2015)
e Valduga et al. (2008) utilizaram a técnica de spray drying para secar extratos
obtidos a partir da casca de uva; Silva et al. (2013 e 2010) utilizaram esta técnica
para extratos obtidos a partir da casca de jabuticaba; Tonon, Brabet e Hubinger
(2008 e 2010) e Tonon et al. (2009) para extratos de acgai. A liofilizagdo é menos

utilizada que a técnica de spray drying para a secagem de extratos, no entanto, Abe
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et al. (2007) utilizaram esta técnica para secar extratos obtidos a partir da casca de
uva, Oliveira (2014) secou por liofilizagao extratos de vinho e Constant (2003) secou

extratos de acai por esta técnica.
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3 OBJETIVOS
Padronizar a metodologia de secagem do extrato hidroetanolico 50%
(v/v), acidificado com HCI 0,1% (v/v), da casca de uva (Vitis labrusca) proveniente de

residuo agroindustrial e desenvolver formulagdo encapsulada.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Padronizar metodologia de secagem pelo método de spray drying;
. Secar o extrato pelo método de liofilizagao;
o Analisar os produtos obtidos apds processo de secagem por

determinagcdo de compostos fendlicos totais, teor de antocianinas e da
atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (método de
DPPH);

o Desenvolver formulagcdo farmacéutica encapsulada para evitar
degradacéao de antocianinas;

o Analisar a morfologia da formulagdo microencapsulada;

o Analisar os produtos encapsulados obtidos por determinacdo de
compostos fendlicos totais, teor de antocianinas e da atividade antioxidante
pelo método de sequestro de radicais livres (método de DPPH);

o Avaliar a eficiéncia de encapsulag¢ao dos produtos obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As cascas, engacos e sementes, derivados dos cultivares de uva
Isabel e Bordd, que constituiam o residuo agroindustrial, foram fornecidos pela
Cooperativa Agroindustrial dos Viticultores (COAVITI), localizada no municipio de
Marialva, Parana (23°28'20.1"S 51°48'57.9"W). Foram realizadas analises com as
cascas dos residuos da safra 2014/2015 (safra 01) e da safra 2017 (safra 02). O
material vegetal foi acondicionado em congelador (-4 °C) e protegido da luz até o

momento da obtencao do extrato.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTO E CONCENTRADO

As extragdes foram realizadas adicionando-se 250 mL de solugéo
hidroetandlica 50% (v/v), acidificada com HCI 0,1% (v/v), a 50,0 g de cascas de uva
com turbo extracdo (M Vithory) por 1 min. Em seguida, aplicou-se ultrassonicagao
(Ultranique, Q3.8/40) com temperatura controlada (maximo 25 °C) ao abrigo de luz
por uma hora, o extrato foi filtrado e o processo extrativo repetido com a fracéo
solida. Posteriormente, os extratos foram concentrados por meio de evaporador
rotativo (Yamato, RE-301-AW RE301) a 80 °C, 80 rpom e 450 mmHg durante 4 horas.
O extrato concentrado foi acondicionado em congelador (-4 °C) e protegido da luz

até o momento da secagem (adaptado de SILVA, 2017).

4.3 SECAGEM DO EXTRATO PELO METODO DE LIOFILIZACAO

O extrato concentrado, obtido da safra 01, foi submetido a secagem
pelo método de liofilizagdo (Liotop, L101) por um periodo de 15 dias, a temperatura
de -54 °C e a pressao de 0,01 mbar, utilizando uma bomba de vacuo tipo RC.8D
9602021.
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4.4 ANALISES REALIZADAS COM AS SAFRAS 01 E 02

Foram obtidos extratos brutos e concentrados das safras 01 e 02,
além do extrato liofilizado da safra 01. Esses extratos foram analisados quanto a
atividade antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (método de
DPPH) e aos teores de compostos fenodlicos e antocianinas, conforme itens 4.5, 4.6
e 4.7, respectivamente.

Os extratos bruto e concentrado, das safras 01 e 02, foram
analisados quanto ao teor de sodlidos utilizando a metodologia descrita na
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010), a densidade aparente foi avaliada pesando-
se 2 mL e dividindo a massa pelo volume e o pH foi avaliado, em triplicata,
utilizando-se pHmetro (Mettler Toledo, FE20 FiveEasy).

Para a safra 01 calculou-se o rendimento de secagem do extrato
pelo método de liofilizagdo e avaliou-se a degradagao dos compostos fendlicos e
antocianinas dos extratos bruto e concentrado, conforme item 4.8.

As Figuras 24 e 25 apresentam esquemas que mostram as analises

realizadas para as safras 01 e 02.

Figura 24 — Analises realizadas com a safra 01 (2014/2015).

Safra 01 Atividade antioxidante e tenrgs I:.IE! compostos fenolicos
e de antocianinas
‘ EWHTU@—{ Extrato Concentrado HEmm |iﬂﬂ|izam}

Teor de sdlidos, densidade
aparente, pH e degradacio Rendimento de secagem
compostos fenolicos e
antocianinas

Fonte: o préprio autor.
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Figura 25 — Analises realizadas com a safra 02 (2017).

Safra 02

Extrato Bruto Extrato Cﬂncentradu}

|

Teor de sdlidos, densidade aparente, pH, atividade
antioxidante e teores de compostos fendlicos e de
antocianinas

Fonte: o préprio autor.

45 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE
SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES (METODO DE DPPH)

A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando o método do
sequestro de radical livre DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil), segundo Blois (1958).
Nessa reacao um antioxidante doa um préton ou um elétron reduzindo a molécula
de DPPH?®*, a reagéo pode ser observada pela mudanca da coloragéo violeta para a
coloragéo amarela (Figura 26) (OLIVEIRA, 2015).

Essa reacao consiste em misturar 1 mL de tampao acetato pH 5,5, 1
mL de etanol, 0,5 mL de solugdo etandlica de DPPH (250 pmol L") e 200 pL de
amostra. A mistura reacional foi incubada por 10 min, ao abrigo da luz, e foi medido
a absorbéancia a 517 nm (Thermo Scientific, Evolution 60) (SILVA, 2017). O controle
positivo foi preparado na auséncia de amostra e o branco preparado apenas com
solucao tampao e etanol. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

Foi realizado controle de cor com o intuito de verificar se as
antocianinas ndo aumentavam a absorcdo, porque essas moléculas e o DPPH
absorvem em comprimentos de onda proximos, e verificou-se que nao existe

interferéncia na absorcgao.
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Figura 26 — Reacao entre DPPH® e antioxidante.

W sWe

N + A-H _— NH + A
O,oN NO, O5N NO,
NO, NO,
Violeta Amarelo

Fonte: Oliveira (2015).

Obteve-se curvas com concentragdes de 6280 a 72,19 ug mL™", para
a safra 01 (extratos bruto e concentrado), e de 5244 & 18,05 ug mL™", para safra 02
(extratos bruto e concentrado). Realizou-se a reagao para cada ponto das curvas e
com as absorbancias calculou-se a porcentagem de inibicdo do oxidante (Equagéo
1), assim foi possivel determinar o ICsy utilizando o programa GraphPad Prism

(versao 7,0, GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA).

Porcentagem de inibiciie (25) = “SRELI 100% (1)

depnerele

Sendo Aamostra @ Mmédia de absorgdo da amostra e Acontrole @ Média de absorg¢ao do

controle positivo.
4.6 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

O conteudo de polifendis totais nos extratos foi determinado pelo
método colorimétrico utilizando o Folin-Ciocalteau como reagente (SINGLETON,
ORTHOFER, LAMUELA-RAVENTOS, 1999) e o acido galico como padrdo. Para a
realizagdo da analise utilizou-se solugdes dos extratos bruto e concentrado a 0,04%
para a safra 01. Para a safra 02 preparou-se solugdes a 0,01% para o extrato
concentrado e a 0,02% para o extrato bruto.

Nesta reagado misturou-se 0,5 mL de amostra, 0,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau e 0,5 mL de Na;CO3; 10%. A mistura reacional foi incubada por 1

hora, ao abrigo da luz, e medido a absorbancia a 760 nm (Thermo Scientific,
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Evolution 60). O branco foi preparado na auséncia de amostra e todos os ensaios
foram realizados em triplicatas.

Os resultados foram expressos em equivalente de acido galico
utilizando-se a Equagao (2) obtida da curva analitica absorbéancia por ug mL™ de

acido galico.
¥ =0,0265x — 0,0126 (2)

‘P =1,9992

4.7 TEOR DE ANTOCIANINAS

O teor total de antocianinas foi determinado pelo método
diferencial do pH (GIUSTI, WROLSTAD, 2001). A absorbancia das solugdes de
extrato em pH 1,0 e 4,5 foi lida em 520 e 700 nm em um espectrofotdbmetro (Thermo
Scientific, Evolution 60). Os resultados foram expressos como equivalente da
concentragdo do pigmento monomérico da malvidina-3-glicosideo (mg L™). Foram
utilizados o coeficiente de extingdo molar de 28 000 L cm™ mol”" e o peso molecular
de 463,3 g mol™ para malvidina-3-glicosideo (ROCKENBACH et al., 2011). Todos os

ensaios foram realizados em ftriplicatas.
4.8 DEGRADAGAO DE ANTOCIANINAS E COMPOSTOS FENOLICOS

Os extratos bruto e concentrado (safra 01) foram colocados em
placas de Petri para expor ao maximo a superficie. Posteriormente, estas foram
armazenadas em dessecadores contendo solugdo saturada de MgCl, (32,8% de
umidade relativa) a 25 °C. As amostras foram armazenadas durante 120 dias e a
cada 30 dias foi analisado o teor total de antocianinas e compostos fendlicos
(adaptado de TONON, BRABET, HUBINGER, 2010). A perda total destes

compostos foi determinada pela Equacéo (3).

Perda total (%) = (1- E:_“}:x 100 (3)
]
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Sendo Cy o teor inicial de antocianinas/compostos fendlicos e Cy2 0 teor final.
4.9 IDENTIFICA(;AO DE ANTOCIANINAS

A identificacdo das antocianinas no extrato foi realizada em
espectrometro de massas triplo-quadrupolo (QqQ) com ionizagdo por eletrospray
(ESI) em modo sequéncial (ESI-tandem-MS) — Waters® e2795 Separations Modules
no laboratério Fenn de Espectrometria de massas na Universidade Federal do
Parana (UFPR) - Campus Jandaia do Sul, em colaboragdo com o Professor Doutor
Eduardo Cesar Meurer.

A técnica de multiplas reagdes monitoradas (MRM, do inglés,
multiple-reaction monitoring) monitora, realizando uma varredura qualitativa, a
fragmentacdo de varios ions pré-selecionados simultaneamente (CHIARADIA,
COLLINS, JARDIM, 2008).

Uma aliquota de 100 pyL de cada extrato (bruto e concentrado) foi
diluida com alcool metilico (Vetec, 99,9% a nivel UV/HPLC) completando 1 mL de
solugao, que foi filtrada com microfiltro de 0,22 um. Posteriormente, essas solugdes
foram diluidas (0,1:1) com a fase movel positiva (acido férmico 0,1%) e injetadas no
equipamento de ESI/MS.

Os parametros de analises para MRM-ESI-MS para ionizagdo no
modo positivo foram: vazdo de gas (Argonio): 0,94 mL min™'; temperatura da
dessolvatagao: 250 °C; capilar: 3500 V; cone: 30 V; energia de colisdo: 30 V, vazéo

da seringa: 50 uL min™'; tempo de ciclo: 2 segundos e; nimero de canais, 31.

4.10 ANALISES FiSICO-QUIMICAS PARA DETERMINACAO DO AGENTE
CARREADOR PARA SECAGEM PELO METODO DE SPRAY DRYING

Foram avaliados quatro adjuvantes (maltodextrina 10DE, manitol,
celulose microcristalina e amido de milho) como agente carreador no processo de
secagem por atomizagcao em Spray Dryer.

Realizou-se a operagdo de secagem em escala laboratorial (Lab
Plant, modelo SD-05) com didametro do bico de 1,0 mm. Utilizou-se a condigao

central do planejamento fatorial 3° Box-Behnken (12 mL min™, 140 °C, 54 m® h™)
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(item 4.14), sendo incorporados 15% de adjuvantes a 300 mL de extrato, 12 horas
antes do processo (COUTO et al., 2011).

Os extratos com adjuvantes foram analisados quanto ao teor de
sélidos utilizando a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010);
neste processo, realizado em triplicata, 2 mL de cada extrato foram dessecados em
estufa a 105 °C até se obter o peso constante.

A densidade aparente foi avaliada por dois métodos: pesando-se 2
mL e dividindo a massa pelo volume; e utilizando um densimetro (Mettler Toledo,
DE40 Density Meter).

A viscosidade foi medida com o auxilio de viscosimetro (Marte,
MVD8), utilizando spin 3 para o maltodextrina 10DE, manitol e celulose
microcristalina, e spin 4 para o amido de milho. A escolha do spin é determinada
pela relagao viscosidade/velocidade de rotagao (%) que deve estar entre 20 e 90%.

O pH foi avaliado, em triplicata, utilizando-se pHmetro (Mettler
Toledo, FE20 FiveEasy).

Apés a secagem, foram avaliados o rendimento, atividade
antioxidante e os teores de compostos fendlicos e antocianinas para todas as
amostras (itens 4.5, 4.6 e 4.7). Sendo que para determinar o teor de compostos
fendlicos preparou-se solugdes a 0,01%.

Mediante os resultados e discussédo (item 5), o trabalho propds
revestir com os polimeros de caseina/pectina o extrato da casca da uva concentrado
e o extrato com maltodextrina 10DE incorporada, com o intuito de verificar se existe
sinergismo entre esse agente carreador e o complexo caseina/pectina na protegéo
dos compostos bioativos da uva. Assim, obteve-se as MC denominadas MC extrato
e MC extrato + maltodextrina, respectivamente, que foram preparadas conforme item
411,

Essas MC foram avaliadas quanto a quantificacdo e eficiéncia de
encapsulacéao (item 4.12), ao rendimento de secagem, a atividade antioxidante e aos
teores de compostos fendlicos e antocianinas (itens 4.5, 4.6 e 4.7). Sendo que para

determinar o teor de compostos fendlicos preparou-se solugdes a 0,02%.

4.11 PREPARACAO DAS MICROCAPSULAS (MC)

A preparacdo das MC foi realizada pelo método de coacervagao
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complexa, de acordo com Baracat et al. (2012) com adaptacées. Uma aliquota de
100 mL de extrato ou extrato com maltodextrina 10DE foram adicionados
separadamente a dispersdo do conjugado polimérico, na proporgdo 1:26 m/m
(extrato:polimero), sob agitagdo constante a partir do pH 5,0. Posteriormente, o pH
foi reduzido lentamente e gradualmente para 3,5 + 0,1 pela adigdo de acido citrico
1,0 mol L. Para a preparagdo das MC inertes foi utilizada a mesma metodologia,

porém, sem adi¢ao do extrato.

4.12 QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS COM PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E
EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

Para a quantificacdo de compostos com propriedades antioxidantes
do extrato da casca da uva microencapsulado, pesou-se o equivalente a 1 mL de
extrato que foi disperso em 10 mL de H,O ultrapura. Em seguida, essas MC foram
levadas ao vortex durante 3 minutos e centrifugadas a 2400 RPM por 10 minutos, de
acordo com Baracat et al. (2012), com adaptag¢des. Foram realizadas 10 extragdes
sequenciais e o teor de compostos antioxidantes presentes no sobrenadante foi
quantificado pela técnica de determinagao da atividade antioxidante pelo método de
sequestro de radicais livres (método de DPPH), conforme item 4.5. Para isto, obteve-
se uma curva analitica da porcentagem de agdo antioxidante em fungdo de ug mL”

de extrato e os resultados foram calculados pela Equagao (4).

¥ = 0,1661x + 8,301 (4)

R? = 09974

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi realizada pesando-se o
equivalente a 1 mL de extrato que foi disperso em 10 mL de etanol 80%. Em
seguida, essas MC foram agitadas manualmente e centrifugadas a 2400 RPM por 10
minutos, de acordo com Baracat et al. (2012), com adaptag¢des. Foram realizadas 3
extragcdes sequenciais e o teor de compostos antioxidantes presentes no
sobrenadante foi quantificado pela técnica de determinacdo da atividade
antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres (método de DPPH),

conforme item 4.5. A EE foi calculada pela Equagéao (5).
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repaocidade anticxidante ne Mormul o=cepacidede onticxidonte e sebrenacdonte
EE — 2B Fermutaglo-cap %100 (5)

copacideds antioxidante ne formulooie

4.13 AVALIACAO DO METODO DE SECAGEM: LIOFILIZACAO OU SPRAY DRYING

Foi realizado a secagem por liofilizagao (item 4.3), por um periodo
de trés semanas, e spray drying (item 4.10) com a formulagdo de MC de
caseina/pectina contendo extrato da casca da uva (selecionado no item 5) e, deste
modo, avaliou-se qual o melhor método de secagem analisando rendimento,
atividade antioxidante e teores de compostos fendlicos e antocianinas para dar a

continuidade do projeto.

4.14 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA SECAGEM PELO METODO SPRAY
DRYING

Mediante os resultados e discussado (item 5), a técnica de spray
drying foi escolhida para continuagdo do projeto e elaborou-se um planejamento
fatorial, que foi executado com o extrato microencapsulado.

Realizou-se o levantamento de todas as variaveis que podem
interferir no processo de secagem e construiu-se um diagrama de Ishikawa (Figura

27) para analisa-las.

Figura 27 — Diagrama de Ishikawa.
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Fonte: o proprio autor.
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Em conjunto com a revisdo na literatura, optou-se por variar as
condicdes relacionadas ao processo: temperatura de entrada, vazao de alimentagao
e vazao do ar de secagem. Fixou-se o material de entrada e os equipamentos apos
a determinagdo do agente carreador. Em estudos anteriores do nosso grupo de
pesquisa padronizou-se a utilizagdo do bico de aspersdo de 1,0 mm (GUAZELLI,
2017; SOUZA, 2018). As variaveis relacionadas ao ambiente ndao puderam ser
controladas, mas foram monitoradas utilizando-se um termohigrometro (Akso, Ak28).

As variaveis de medida, atividade antioxidante e teores de
compostos fendlicos e antocianinas, foram padronizadas no inicio do projeto e foram
utiizadas como variaveis dependentes, juntamente com a eficiéncia de
encapsulacéo, o rendimento de secagem e a temperatura de saida do equipamento.

O planejamento empregado foi o fatorial 3° Box-Behnken com
trés pontos centrais (MYERS, MONTGOMERY, ANDERSON-COOK, 2009),
totalizando 15 experimentos que foram executados aleatoriamente. A Tabela 6
apresenta os niveis para os fatores e seus valores codificados e nao-codificados, e a

Tabela 7 mostra a matriz do planejamento fatorial com os fatores e niveis estudados.

Tabela 6 — Fatores codificados e seus niveis em um fatorial 3% Box-Behnken.

Niveis
Fatores -1 0 +1
Er (mL min™) 10 12 14
I+ (°C) 120 140 160
Vs (m*h™") 51 54 57
Er = vazdo de alimentagdo; It = temperatura de entrada; Vs = vazdo do ar de

secagem.
Fonte: o préprio autor.

Para realizar a analise de variancia (ANOVA) os fatores foram

codificados utilizando-se a Equacéo (6).

[ualicr nic condifiredo-08 & (nivet alto+ulvel balve] (6)
3.B o (mluvet olto—-nluel Eaotre)

Valor cedificade =
As analises estatisticas dos dados experimentais foram realizadas
por ANOVA e regresséao linear usando a Metodologia de Superficie de Resposta
(MSR), empregando o mdédulo Visual General Linear Model (VGLM) do software

Statistica 7 (Statsoft Inc., Tulsa, EUA), sendo aplicada uma equacao polinomial
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quadratica, dada pela Equacao (6), como funcado de resposta. Apenas os fatores

com significancia maior ou igual a 5% (p < 0,05) foram considerados.

Y = Gy + By + Fxg + Fyg + Buy % + Fogxd + Fagxd + g xxg + Bigx Xy + Byxgxy (6)

Sendo Y a variavel dependente; Bo a constante do modelo; x4, X2 € X3 as variaveis
independentes; B1, B2 € Bz 0s coeficientes lineares; B11, B22 € PB3sz 0s coeficientes

quadraticos; e B12, B13 € P23 0s coeficientes de interacgéo.

Tabela 7 — Matriz do planejamento fatorial 3° Box-Behnken.

Exp. EF IT Vs
1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Er = vazdo de alimentacdo; |t = temperatura de entrada; Vs = vazdo do ar de

secagem.
Fonte: o préprio autor.

4.15 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DA  CASCA DA UVA
MICROENCAPSULADO COM CASEINA/PECTINA

4.15.1 Amostras

Mediante os resultados e discussao (item 5), o experimento de

secagem utilizando vaz&do de alimentacdo de 10 mL min™, temperatura de entrada
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de 140 °C e vazdo do ar de secagem de 51 m® h™' (experimento 5) foi o que
apresentou melhor resultado correlacionando-se rendimento de secagem, eficiéncia
de encapsulacdo, atividade antioxidante e os teores de compostos fendlicos e
antocianinas. Desta forma, realizou-se as analises do extrato e das microcapsulas
inerte e contendo o extrato por Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV),
distribuicdo do tamanho das particulas, Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)
e Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF) para este experimento.

Além disso, com o intuito de verificar como os parametros estudados
(vazéo de alimentacgéao, temperatura de entrada e vazao do ar de secagem) afetam a
morfologia, realizou-se a analise de MEV para diferentes experimentos do
planejamento fatorial: 1 (um), que apresentou melhor rendimento de secagem; 4
(quatro), que é um dos experimentos que dispde de niveis diferentes do experimento

5 (cinco) no planejamento fatorial; e 14 (quatorze), que apresentou bons resultados.

4.15.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As formulagdées microencapsuladas (MC extrato e MC inerte) foram
colocadas em stubs e recobertos com uma camada de aproximadamente 15 nm de
ouro utilizando um Sputter Coater (BAL-TEC, SDC 050) para fornecer condutividade
a superficie do material. Posteriormente, as amostras foram analisados por
Microscoépio Eletrénico de Varredura (FEI-PHILIPS, Quanta 200), nos aumentos de

2500 e 5000x, operando com um feixe de elétrons de 20 kV.
4.15.3 Distribuigdo do Tamanho das Particulas

As fotomicrografias de MEV foram utilizadas para medir o didametro
médio das microcapsulas com auxilio do programa Image Pro Plus (versdo 4,0,
Media Cybernetics, Inc., Rockville, EUA). A distribuicdo do tamanho das particulas
foi expressa em % de frequéncia e % de frequéncia acumulada.

4.15.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Foram aquecidas 5 mg de amostra (MC extrato, MC inerte e extrato)

em cadinho de aluminio com tampa perfurada, no intervalo de 25 a 400 °C, com uma
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taxa de aquecimento de 10 °C min™', em fluxo de gas de nitrogénio, com vazao
média de 50 mL min™', utilizando o equipamento SHIMADZU DSC-60.

4.15.5 Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF)

A obtencgao dos espectros de IV-TF das amostras (MC extrato, MC
inerte e extrato) foi realizada por meio de pastilhas de brometo de potassio (KBr) e
amostra, na faixa de 4000-400 cm™', com resolucgéo de 4 cm™ e 64 scans, utilizando-

se um espectrémetro SHIMADZU IRPrestige-21.
4.16 ANALISE ESTATISTICA

As diferengas estatisticamente significativas foram determinadas
pelo teste paramétrico ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey, para
comparagao entre os grupos (comparagao multipla), e pelo teste t de Student para
dois grupos especificos. As anadlises estatisticas foram realizadas usando-se o
software GraphPad Prism (versao 7,0, GraphPad Software, Inc., San Diego, EUA).
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para valores
correspondentes a p < 0,05, e os resultados foram expressos como média + desvio

padrao de triplicatas reais.



56

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SAFRA 01

Os resultados das analises fisico-quimicas e atividade antioxidante
dos extratos da casca da uva referentes a safra 01 (2014/2015), estdo apresentados
na Tabela 8. No processo de concentracido do extrato, o etanol é removido e, assim,
verificou-se 0 aumento do teor de sélidos, de 0,82 para 2,08%, e da densidade
(m/V), de 0,956 para 0,970 g mL™". Também observou-se uma redugdo do pH de

2,10 para 1,79, por causa do aumento da concentracdo da espécie H".

Tabela 8 — Sdlidos soluveis, densidade aparente, pH, teor de compostos fendlicos,
teor de antocianinas, atividade antioxidante e rendimento de secagem dos extratos
obtidos da safra 01.

Extrato Bruto Extrato Concentrado Extrato Liofilizado

Solidos soluveis (%) 0,82+0,16" 2,08£0,15 -
Densidade aparente  0,956+0,003" 0,970+0,003 -
(gmL™)
pH 2,10+0,01% 1,79+0,03 -
Compostos fendlicos  56,74+0,25% 35,18+0,42° 14,04+0,24°
(MgGAE g™)
Teor de antocianinas 6,31+0,12° 8,02+0,24° 5,46+0,93%
(mg L™
Atividade antioxidante 738,326+1,94° 699,093+3,26° 2602,290+33,18°
(ug mL)*
Rendimento de - - 97,38

secagem (%)

As letras diferentes representam diferenca estatistica p < 0,05 entre as amostras
(comparacédo multipla) e o sinal # representa a diferenga estatistica p < 0,05 entre as
amostras pelo teste t de Student, e os resultados foram expressos como média +
desvio padrao de triplicatas reais.

*valores de ICs
Fonte: o préprio autor.

O teor de compostos fendlicos totais diminuiu 21,56 mgGAE g™ apds
o processo de concentracdo e 21,14 mgGAE g apds a liofilizagdo, o que sugere,
pela metodologia utlizada, volatilizagao (concentracao) e fotodegradacao (liofilizagao
por tempo prolongado) destes compostos.

Com a remogédo do solvente, o teor de antocianinas aumentou de
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6,31 para 8,02 mg L, indicando que estas moléculas ndo degradam no processo de
concentracdo, apesar da temperatura utilizada ser considerada elevada para as
antocianinas. No entanto, no processo de secagem de liofilizagdo elas degradam por
causa do longo tempo de exposigéo a luz, evidenciado pela redugdo de 2,56 mg L
de antocianinas, esses resultados sugerem que essas moléculas sdo mais sensiveis
a luz do que a temperatura.

Foi observado que apds o processo de concentragao do extrato ndo
houve perda significativa da atividade antioxidante, uma vez que o valor de ICs
diminuiu de 738,326 para 699,093 ug mL™". Contudo, apds o processo de liofilizaco,
o ICso aumentou cerca de 3,7 vezes. Esse resultado demonstra que o processo de
liofilizagdo empregado, com elevado tempo de exposi¢ao a luz, pode ter degradado
os compostos extraidos, corroborando com os resultados dos teores de compostos
fendlicos e antocianinas.

O rendimento de secagem foi elevado para o extrato (97,38%), este
resultado é caracteristico de secagem por liofilizagdo, pois ndo ha perdas de
amostras nesse processo, devido a remogédo de agua por sublimagdo que ocorre
com o minimo de deslocamento do material sélido (MARQUES, COSTA, 2015).

Em quatro meses, ocorreu perda de 81,29% e 74,57% para os
extratos bruto e concentrado, respectivamente, do teor de antocianinas. O teor de
compostos fendlicos reduziu 27,79 e 33,62% para os extratos bruto e concentrado,
respectivamente. Esses resultados inferem que os compostos fendlicos presentes no
extrato apresentam maior estabilidade em relagdo as antocianinas quando os

extratos sdo expostos a luz.
5.2 SAFRA 02

Os resultados da safra 02 (2017), estdo apresentados na Tabela 9.
O teor de solidos e a densidade aparente apresentaram o mesmo comportamento
que a safra 01, aumentando os valores em 0,55% e 0,047 g mL™" ao remover o
solvente, respectivamente. Com a remogéao do etanol, observou-se novamente uma
reducéo do pH de 2,05 para 1,75.

Os teores de compostos fendlicos totais e antocianinas também se
comportaram como os resultados da safra 01. Os compostos fendlicos degradaram

de 160,17 para 153,96 mgGAE g e as antocianinas apresentaram um aumento de
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103,97 mg L', evidenciando que a temperatura utilizada no processo de
concentracao pode estar degradando os compostos fendlicos presentes no extrato,
contudo, essa perda n&o foi observada para o teor de antocianinas. A atividade
antioxidante, por sua vez, apresentou um pequeno aumento de ICsy, mostrando que
0 processo de concentracdo nao degrada significativamente os compostos

antioxidantes.

Tabela 9 — Sélidos soluveis, densidade aparente, pH, teor de compostos fendlicos,
teor de antocianinas e atividade antioxidante dos extratos obtidos da safra 02.

Extrato Bruto Extrato Concentrado
Sdlidos soluveis (%) 0,86x0,09" 1,411£0,12
Densidade aparente (g mL™) 0,937+0,014% 0,984+0,007
pH 2,05+0,01% 1,75+0,02
Compostos fendlicos (ngGAE g')  160,17+1,02* 153,96+0,57
Teor de antocianinas (mg L™) 208,355,627 312,32+3,27
Atividade antioxidante 255,11114,29 258,626+1,09

(ug mL™)*
O sinal # representa a diferenca estatistica p < 0,05 entre as amostras pelo teste t de
Student, e os resultados foram expressos como média * desvio padrao de triplicatas
reais.

*Valores de ICsg
Fonte: o préprio autor.

A partir deste momento trabalhou-se somente com a safra 02, pela

quantidade de amostra necessaria para realizar os préximos experimentos.

5.3 IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS

A identificagdo das antocianinas esta apresentada na Tabela 10 e na
Figura 28.

Encontrou-se sete antocianinas no extrato bruto e nove no extrato
concentrado, como visto no item 5.2 o teor de antocianinas aumentou com a
remocao do solvente, possivelmente a concentragdo da malvidina-3-O-p-coumaroil-
glicosideo e da peonidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo era baixa no extrato bruto, n&o
sendo detectada pelo equipamento.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa encontram as
mesmas antocianinas e alguns flavonois como a quercetina-3-galactosideo e a

miricetina-3-rutinosideo no residuo da safra 01 (SILVA, 2017).
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Tabela 10 - Dados de MRM para os extratos bruto e concentrado das antocianinas

presentes na casca das uvas Bordo e Isabel.

Compostos [M-H]*  Bruto Concentrado
m/z
(1) Malvidina-3-O-glicosideo 493 X X
(2) Petunidina-3-O-glicosideo 479 X X
(3) Delfinidina-3-O-glicosideo 465 X X
4) Peonidina-3-O-glicosideo 463 X X
(5) Malvidina-3,7-O-diglicosideo 655 X X
(6) Petunidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 625 X X
(7) Cianidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 595 X X
(8) Malvidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 639 X
(9) Peonidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 609 X

Fonte: o préprio autor.

Figura 28 — Estruturas quimicas das antocianinas encontradas no extrato da casca

da uva.
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5.4 SELECAO DO AGENTE CARREADOR

Apoés a remogao do solvente o teor de solidos aumentou (Tabela 9),
no entanto, este aumento (0,86 para 1,41%) ndo foi suficiente para realizar a
secagem por spray dryer sendo necessario adicionar adjuvantes (maltodextrina
10DE, manitol, celulose microcristalina e amido de milho). Apds a adicao destes, os
extratos apresentaram teor de soélidos de 11,66+0,12%, 12,74+0,05%, 12,15+0,61%
e 11,04+0,28% para os extratos com maltodextrina 10DE, manitol, celulose
microcristalina e amido de milho, respectivamente (Figura 29A).

Os resultados adquiridos para a densidade aparente (Figura 29B)
obtida pelo densimetro corroboram com os resultados da razdo massa/volume para
a maltodextrina 10DE (1,043 e 1,052 g mL™) e para o manitol (1,038 e 1,050 g mL™).
Observa-se variacdo estatistica entre as duas técnicas para os extratos com
celulose microcristalina (1,077 e 1,092 g mL™") e amido de milho (1,028 e 1,083 g
mL™"), esses adjuvantes ndo sdo sollveis no extrato da casca da uva, o que pode
causar heterogeneidade nessas amostras.

Os resultados de viscosidade (Figura 29C) mostram que os extratos
da casca da uva com maltodextrina 10DE (3462,23 mPa s), manitol (3161,67 mPa s)
e celulose microcristalina (3219,87 mPa s), apresentam valores de resisténcia
interna ao escoamento semelhantes, o que é evidenciado pela proximidade dos
valores de viscosidade. Materiais de entrada que possuem viscosidade elevada
(maior resisténcia ao escoamento), como o amido de milho (11960,33 mPa s),
geram particulas de maior diametro, ndo formam gotas esféricas e demandam mais
energia para remover o solvente (OLIVEIRA; PETROVICK; 2010).

Na Figura 29D, é possivel observar, que apds a adicdo dos
adjuvantes os valores de pH apresentaram diferencas significativas entre si. A
variagao dos valores pode ser explicada pela estrutura quimica destes compostos: o
manitol, que apresentou pH de 2,12, € uma molécula pequena com seis
grupamentos hidroxila (-OH) (Figura 20) e soluvel em &agua e no extrato; a
maltodextrina 10DE (pH = 2,22), a celulose microcristalina (pH = 2,25) e o amido de
milho (pH = 2,18) possuem cadeia carbonica extensa, sendo formados por unidades
de agucar (Figuras 21 a 23), destes somente a maltodextrina 10DE é soluvel em
agua a temperatura ambiente (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009). A diferenga entre

os valores de pH e a solubilidade destes compostos pode estar relacionada com a
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posicao dos grupamentos —OH.

Figura 29 — (A) Teor de solidos, (B) densidade aparente, (C) viscosidade e (D) pH
obtidos para os extratos apds a adicao do adjuvante.
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As letras diferentes representam diferenca estatistica p < 0,05 entre as amostras
(comparagédo multipla) e os sinais * e # representam a diferenga estatistica p < 0,05
entre os métodos utilizados (teste t de Student), e os resultados foram expressos

como meédia + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o proprio autor.
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Os rendimentos de secagem (Figura 30A) estdo relacionados ao
peso molecular dos excipientes analisados. A celulose pode apresentar variagao de
peso molecular de 300.000 a 500.000 Da (LIMA NETO, PETROVICK, 1997), o
amido que pode variar de 50.000 a 500.000 Da (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009),
a maltodextrina possui peso molecular de 900-9.000 Da (ROWE, SHESKEY,
QUINN, 2009) e o manitol possui 182,17 g mol™ (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009).
Desta forma, a celulose seguida do amido deveriam possuir os maiores rendimentos
de secagem, no entanto, como esses adjuvantes s&o insoluveis no extrato e
decantam com facilidade, causam a obstrucdo do bico de aspersao e,
consequentemente, perda de amostra. Portanto, os rendimentos de secagem
encontrados foram 34,57; 30,13; 11,63; e 1,86% para a maltodextrina, o amido, a
celulose e o manitol, respectivamente.

O teor de compostos fendlicos (Figura 30B) degradou com relagao
ao extrato concentrado em 47,88; 56,35; 63,87; 69,41% para os extratos contendo
manitol, maltodextrina 10DE, celulose microcristalina e amido de milho,
respectivamente. Alguns dos compostos fendlicos presentes no extrato apresentam
termolabilidade (SOUZA et al., 2008; ANDREO, JORGE, 2006; BENNEMANN et al.,
2018), sendo degradados quando utilizado o método de atomizacdo em spray dryer
(140 °C). Dos adjuvantes utilizados, o manitol foi o que apresentou menor
degradagéo desses compostos.

Para o teor de antocianinas (Figura 30C) observou-se que o nivel de
degradacéao variou de acordo com o excipiente utilizado, sendo a menor perda dos
compostos do extrato obtida para a maltodextrina 10DE (14,28%), seguida do
manitol (25,40%), celulose microcristalina (38,96%) e, a maior degradacgao,
observada para o amido de milho (57,11%). No entanto, mesmo com essas perdas,
0s pos obtidos mantiveram coloragao intensa (Figura 31).

Houve reducgao da atividade antioxidante do extrato seco em relagcéo
ao extrato concentrado (Figura 30D), sendo a maltodextrina 10DE (13,41%) e a
celulose microcristalina (13,80%) os adjuvantes que apresentaram menor perda

desta atividade. O manitol perdeu 19,57%, seguido do amido de milho (22,70%).
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Figura 30 — (A) Rendimento de secagem, (B) teor de compostos fendlicos, (C) teor
de antocianinas e (D) atividade antioxidante (ICsp) obtidos para os extratos apds a
secagem.
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As letras diferentes representam diferenga estatistica p < 0,05, e os resultados foram

expressos como média + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o préprio autor.
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Figura 31 — Extratos secos com (A) maltodextrina 10DE, (B) manitol, (C) celulose
microcristalina e (D) amido de milho.
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Fonte: o proprio autor.

Os teores de compostos fendlicos e de antocianinas e capacidade
antioxidante (Figura 30) mostraram que o manitol e a maltodextrina 10DE
apresentaram os melhores resultados como adjuvantes no processo de secagem, no
entanto, como o rendimento de secagem do manitol foi muito baixo, a maltodextrina
10DE foi indicada como melhor agente carreador para a secagem do extrato obtido
a partir da casca da uva.

Os resultados obtidos podem ser explicados pela morfologia dos
extratos secos (Figura 32). A maltodextrina 10DE e o manitol microencapsulam o
extrato, podendo auxiliar na protecdo dos compostos bioativos; a celulose
microcristalina forma uma microparticula irregular; enquanto que o amido n&o forma

microparticulas, permitindo que os compostos fiqguem expostos a fatores adversos.
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Figura 32 — Microscopia 6ptica dos extratos secos com (A) maltodextrina 10DE, (B)
manitol, (C) celulose microcristalina e (D) amido de milho no aumento de 40x.
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Fonte: o préprio autor.

Fang e Bhandari (2011) avaliaram a estabilidade de antocianinas e
compostos fendlicos totais do suco de bayberry seco por spray dryer utilizando
maltodextrina como agente carreador, durante seis meses, em trés temperaturas (5,
25 e 40 °C). Esses autores observaram que apos o processo de secagem, 96% dos
compostos fendlicos e 94% das antocianinas foram mantidas; o pd obtido foi
armazenado em um ambiente com baixa atividade de agua (0,11-0,44) e ao término
de seis meses houve degradacao de: 6—-8% para compostos fendlicos e 7-27% para
antocianinas, a 5°C; 6-9% para compostos fendlicos e 9-37% para antocianinas, a
25°C; e 7-37% para compostos fendlicos e 9-94% para antocianinas, a 40°C.

Varios trabalhos na literatura utilizam maltodextrina e goma arabica,
associadas ou ndo, para secar extratos que possuem antocianinas provenientes de
uva (KUCK, NORENA, 2016; SOUZA et al., 2014; SOUZA et al., 2015; VALDUGA et
al., 2008), jabuticada (SILVA et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2013), acai (TONON,
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BRABET, HUBINGER, 2008; TONON et al., 2009; TONON, BRABET, HUBINGER,
2010), jucara (BICUDO et al., 2015) e amora (DIAZ et al., 2015; FERRARI et al.,
2013), entre outras fontes destes compostos. Em virtude destes fatos, o trabalho
buscou uma alternativa para maior protegcdo das substancias bioativas e para
aumentar o rendimento no processo de secagem. Desta maneira, propds-se revestir
0 extrato da casca da uva e o extrato com maltodextrina 10DE incorporada, com os
polimeros de caseina/pectina, obtendo as MC denominadas MC extrato e MC
extrato + maltodextrina, respectivamente.

Para realizar a quantificagcdo das MC utilizou-se a equacao da reta
da curva analitica (Figura 33) obtida nas concentracdes de 289,00 a 18,05 yg mL™",
conforme item 4.12. Os resultados (Tabela 11) mostraram degradacdo dos
compostos bioativos da casca da uva para as duas MC sendo maior para a MC
extrato + maltodextrina (72,69%) do que para a MC extrato (90,69%).

Figura 33 — Curva analitica porcentagem de acdo antioxidante por pg mL™ de
extrato.
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Fonte: o préprio autor.

A EE (Tabela 11) apresentou valores altos para as MC extrato e MC
extrato + maltodextrina, principalmente por se tratar de microencapsulacao pelo
método de coacervagdo complexa de compostos altamente hidrossodluveis. Essa
técnica de microencapsulacido utiliza solugdes poliméricas aquosas e, por isso, €
comum que o principio ativo hidrossoluvel permanega em solugdo e nao seja
microencapsulado (LAKKIS, 2007; YAN, 2016).



67

Tabela 11 — Eficiéncia de encapsulagcao e quantificacdo das MC extrato e MC
extrato + maltodextrina.*

MC extrato MC extrato + maltodextrina
Quantificagao (%) 90,69+1,20 72,69+1,69
EE (%) 73,08+0,09 68,50+0,35

*Resultados expressos como média + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o préprio autor.

Na Figura 34A observa-se que a maltodextrina presente na MC
extrato + maltodextrina ndo perdeu a funcdo de adjuvante, apresentando um
rendimento de secagem de 15,50% superior ao obtido para a MC extrato (3,98%).

Os resultados de atividade antioxidante (Figura 34B) foram de
701,783 e 737,937 pyg mL" para as MC extrato e MC extrato + maltodextrina,
respectivamente, esses valores sao elevados quando comparados com o ICsy do
extrato concentrado (258,626 pg mL"). Como as microcapsulas sdo sistemas de
liberacdo prolongada, acredita-se que isso ocorreu por causa do curto tempo de
extracdo dos compostos. Deste modo, apds estes resultados o tempo do processo
de extracao foi alterado para 24 horas.

Os resultados do teor de compostos fendlicos (Figura 34C)
mostraram degradacado em relagdo ao extrato concentrado de 41,13 e 30,95% para
as MC extrato e MC extrato + maltodextrina, respectivamente. Quanto ao teor de
antocianinas (Figura 34D), observou-se degradacdo em relagdo ao extrato
concentrado de 32,05 e 71,74% para as MC extrato e MC extrato + maltodextrina,
respectivamente. A diferengca no teor de antocianinas das MC é percebida pela

coloracéo dos pos obtidos (Figura 35).
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Figura 34 — (A) Rendimento de secagem, (B) atividade antioxidante (ICsp), (C) teor
de compostos fendlicos e (D) teor de antocianinas obtidos para as MC apos a

secagem.
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As letras diferentes representam diferencga estatistica p < 0,05, e os resultados foram

expressos como meédia + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o préprio autor.
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Figura 35 — (A) MC extrato e (B) MC extrato + maltodextrina.
(A) I (B)

Fonte: o proprio autor.

Com base nos resultados da Tabela 11 e da Figura 34, observa-se
que a MC extrato apresentou melhores resultados do que a MC extrato +
maltodextrina. Constatou-se também que os resultados dos teores de compostos
fendlicos e antocianinas obtidos para MC extrato foram proximos aos resultados do

extrato seco com maltodextrina 10DE (Figura 36).

Figura 36 — (A) Teor de compostos fendlicos e (B) teor de antocianinas obtidos para
o extrato com maltodextrina 10DE e MC extrato.
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As letras diferentes representam diferencga estatistica p < 0,05, e os resultados foram

expressos como média + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o proprio autor.

Os resultados obtidos indicaram a maltodextrina 10DE como o
melhor adjuvante para secagem do extrato da uva, no entanto, observou-se um

antagonismo entre esse agente carreador e o conjugado pectina/caseina. Esse
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conjugado se mostrou promissor na protecao dos compostos bioativos presentes na
casca da uva.

Com base em todos os resultados, escolheu-se a microcapsula de
caseina/pectina/extrato como formulagdo para a execugdao do planejamento

experimental.

5.5 ANALISES DOS METODOS DE SECAGEM PARA A MICROCAPSULA (MC)
EXTRATO

Escolhida a formulacdo, comparou-se a MC extrato pelos dois
métodos de secagem (atomizagao e liofilizagdo) e os resultados mostraram que
mesmo apresentando alta eficiéncia de encapsulagcao (Tabela 12), a liofilizagao
degrada mais os compostos bioativos do que o spray dryer, apresentando resultados

de quantificagdo de 85,30 e 90,69%, respectivamente.

Tabela 12 — Eficiéncia de encapsulagao e quantificagcdo das MC spray dryer e MC
liofilizada.*

MC spray dryer MC liofilizada
EE (%) 73,08+0,09 84,36+0,29
Quantificagcéo (%) 90,69+1,20 85,30+1,84

*Resultados expressos como média + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o préprio autor.

Os resultados referentes ao rendimento de secagem (Figura 37A)
sdo caracteristicos dos métodos de secagem: na liofilizagdo ndo ha perda de
amostra (96,27%) (MARQUES, COSTA, 2015) enquanto que no processo de spray
drying ha perda de amostra (3,98%), principalmente de materiais com alto teores de
agucares como o extrato da casca da uva (TONON, BRABET, HUBINGER, 2008;
SOUZA, 2013). No entanto, mesmo nao perdendo amostra, a técnica de liofilizagao
€ dispendiosa para a industria por causa do alto consumo de energia necessaria no
processo de desidratagcdo (MARQUES, COSTA, 2015).

A MC liofilizada apresentou ICso de 753,750 ug mL™", esse valor é
maior do que o obtido para a MC seca por spray dryer (701,783 pug mL™"), esses
resultados indicam maior degradagcdao dos compostos antioxidantes pelo método de

liofilizagcao (Figura 37B).
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Figura 37 — (A) Rendimento de secagem, (B) atividade antioxidante (ICsg), (C) teor
de antocianinas e (D) teor de compostos fendlicos obtidos para os processos de
secagem.

(A) (B)
Rendimento de secagem Atividade antioxidante (ICsg)
100-
ao.
5 o
® =
=
20 EjEg =2
0 :
o
N
& @"j
(C) (D)
Teor de antocianinas Compostos fendlicos
250+ 150+
a
2004 [EEmEs : b
_— i 1004 a
J E : 2 uw
E 100] [EE b ) %
S E 50
504 [
o : : T m o Eﬁ T
o f ¢
¥ o
o"é@‘ o é?@ “og
& N & &

As letras diferentes representam diferencga estatistica p < 0,05, e os resultados foram

expressos como meédia + desvio padrao de triplicatas reais.
Fonte: o préprio autor.

O teor de antocianinas foi mais baixo para a MC liofilizada (71,31 mg
L™") do que para a MC spray dryer (212,23 mg L), esses resultados mostram que o
curto tempo que estes compostos sao expostos a temperaturas elevadas no spray
dryer, os degrada menos do que a liofilizagao, que utiliza temperaturas baixas, mas
que expds por 15 dias a MC a luz (Figura 37C).

Os compostos fendlicos presentes no extrato da casca de uva

demonstraram ser mais estaveis que as antocianinas quanto expostos a luz pelo
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periodo de 15 dias, apresentando maior quantidade destes compostos para a MC
liofilizada (114,95 mgGAE g'), do que para a MC spray dryer (90,63 mgGAE g™)
(Figura 37D).

Mediante os resultados obtidos e devido a técnica de spray drying
ser mais viavel para a industria, executou-se o planejamento fatorial com o extrato

microencapsulado.
5.6 CONDICOES DE SECAGEM

A matriz do planejamento fatorial 3° Box-Behnken e os resultados
das variaveis dependentes: atividade antioxidante (ICsp), teor de compostos
fendlicos (TF), teor de antocianinas (TA), rendimento de secagem (RS), eficiéncia de

encapsulacao (EE) e temperatura de saida (TS), sdo mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 — Matriz do planejamento fatorial 3° Box-Behnken com resultados das
variaveis dependentes expressos como média de triplicatas reais.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Er It Vs ICs0 TF TA RS EE TS
Exp. (mLmin®) (C) (m’h") (ugmL") (mgGAEg") (mgL") (%) (%) (°C)
-1(10)  -1(120) 0(54) 560,3 118,2 151,6 18,8 71,7 75
+1(14) -1(120) 0(54) 5321 132,6 156,8 9,2 66,5 68
-1(10)  +1(160) 0(54) 626,5 128,2 1479 14,2 68,2 98
+1(14) +1(160) 0(54) 487,3 126,5 2050 124 68,6 93
-1(10) 0(140) -1(51) 417,3 116,5 208,3 15,3 73,7 82
+1(14)  0(140) -1(51) 496,3 130,4 236,8 6,3 68,6 89
-1(10) 0(140) +1(57) 514,1 118,0 2429 75 71,8 88
+1(14)  0(140) +1(57) 625,0 131,9 248,3 12,3 76,1 81
0(12) -1(120) -1(51) 672,0 122,6 171,5 17,0 70,5 69
0(12) +1(160) -1(51) 580,7 125,3 1476 14,4 82,3 95
0(12) -1(120) +1(57) 5191 133,1 167,9 10,6 83,2 74
0(12) +1(160) +1(57) 431,8 136,7 164,5 14,0 80,1 98
0(12) 0(140) 0(54) 4229 106,8 1755 54 62,8 90
0(12) 0(140) 0(54) 416,8 107.,4 189,6 5,1 60,1 90
15 0(12) 0(140) 0(54) 472,3 112,1 183,4 3,5 63,1 90
Er = vazdo de alimentagado; It = temperatura de entrada; Vs = vazédo do ar de
secagem; ICsp = atividade antioxidante; TF = compostos fendlicos; TA = teor de
antocianinas; RS = rendimento de secagem; EE = eficiéncia de encapsulagao; TS =
temperatura de saida.

*valores de ICs
Fonte: o préprio autor.

PN TN ORAWN =

Os resultados da atividade antioxidante mostraram que o processo
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de secagem pelo spray dryer reduz a atividade antioxidante, e que os valores de ICsg
apresentaram variagdes, sendo o menor valor (416,769 ug mL") obtido para o
experimento 14 (12 mL min™', 140 °C e 54 m® h™"), no entanto, a repeticdo deste
ponto (ponto central) apresentou valores de ICs5p um pouco mais elevados, deste
modo o experimento 5 (10 mL min™", 140 °C e 51 m® h™) foi considerado como o
menor valor de ICso (417,312 pug mL™"). A maior perda da atividade antioxidante
(671,987 ug mL™") foi observada para o experimento 9 (12 mL min™, 120 °C e 51 m®
h'1), esta perda € elevada quando comparada ao extrato concentrado que
apresentava ICso de 258,626 ug mL". Couto et al. (2012) observaram menores
perdas de atividade antioxidante (1,68 a 41,30%) apds o processo de spray drying,
analisando extrato de alecrim.

Para o teor de compostos fendlicos totais, obteve-se 106,80 mgGAE
g (menor valor) para o experimento 13 (12 mL min™, 140 °C e 54 m®* h™") e 136,68
mgGAE g™ (maior valor) para o experimento 12 (12 mL min™, 160 °C e 57 m* h™) o
que representa uma degradacdo de 11,22 a 30,63% destes compostos em
comparacdo ao extrato concentrado (153,96 mgGAE g"'). Estes resultados sao
préximos ao encontrado por Kuck e Norefa (2016), esses autores obtiveram valores
de 4,70 a 18,60% de degradacgao de polifendis quando secaram extrato de uva (Vitis
labrusca var. Bordo) com diferentes adjuvantes. Como mostrado nos resultados
anteriores, os compostos fendlicos degradam quando se utilizam processos
térmicos, no entanto, esta degracao foi pequena quando comparada com Couto et
al. (2012), que relataram a degradacéao de 42,50 a 57,30% dos compostos fendlicos
presentes no extrato de alecrim.

O teor de antocianinas apresentou variagao entre 147,65 e 248,30
mg L™, esses valores foram obtidos para os experimentos 10 (12 mL min™, 160 °C e
51 m>h7) e 8 (14 mL min™, 140 °C e 57 m® h™"), respectivamente, e equivale a uma
degradacgéao de 20,50 a 52,72% destes compostos quando comparado com o extrato
concentrado (312,32 mg L™"). Tonon, Brabet e Hubinger (2008) obtiveram maior
retencdo destas substancias utilizando maltodextrina como agente carreador na
secagem de extrato de acgai, assim como Silva et al. (2013) que encontrou retencéo
de antocianinas de aproximadamente 80,00% para extrato de jabuticaba seco
utilizando maltodextrina e misturas de adjuvantes (maltodextrina/goma arabica e
maltodextrina/Capsul®).

O rendimento de secagem apresentou valores entre 3,49 e 18,82%,
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obtidos para os experimentos 15 (12 mL min™, 140°C e 54 m*h™") e 1 (10 mL min™,
120 °C e 54 m® h™"), respectivamente, esses valores sdo baixos quando comparados
com os encontrados por Tonon, Brabet e Hubinger (2008), estes autores
encontraram valores entre 34,39 a 55,66% usando um equipamento de mesma
marca e modelo que o utilizado neste trabalho, no entato, esses autores utilizaram
maltodextrina como adjuvante.

A eficiéncia de encapsulacdo apresentou resultados satisfatérios,
sendo o menor valor (60,09%) obtido para o experimento 14 (12 mL min™, 140 °C e
54 m> h™') e o maior (83,22%) obtido para o experimento 11 (12 mL min™", 120 °C e
57 m® h™"). Compostos hidrossoltveis normalmente apresentam EE baixa quando
utiizado o método de coacervacdo complexa. Baracat et al. (2012)
microencapsularam acetaminofeno e obtiveram valores de EE de 32,90 a 57,00%; e
Guazelli (2017) obteve EE de 39,00 a 46,00% na microencapsul¢cao de Hesperidina
Metil Chalcona.

Esses resultados permitiraram inferir que a melhor condicdo de
secagem foi a que utilizou vazdo de alimentagdo de 10 mL min™', temperatura de
entrada de 140 °C e vazao do ar de secagem de 51 m® h™ (experimento nimero 5).
Esta apresentou o melhor resultado de atividade antioxidante, valores intermediarios
para os teores de compostos fendlicos e antocianinas, o terceiro maior rendimento
de secagem e eficiéncia de encapsulagao intermediaria quando comparada com os

demais experimentos analisados.
5.6.1 Avaliacdo das Interagbes das Variaveis Estudadas

Foram realizadas as analises de ANOVA e analises de correlacao
com o intuito de estudar os complexos resultados apresentados na Tabela 13. A
Tabela 14 apresenta um resumo dos principais fatores e suas significancias.

A MSR possibilitou plotar equag¢des das variaveis dependentes em
funcdo dos fatores que se mostraram significantes (Tabela 14). As superficies de
resposta e os graficos de Pareto dos parametros estudados em fungao dos fatores

significantes s&o mostrados nas Figuras 38 a 43.
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Tabela 14 — Resumo dos resultados da MSR.

Fator ICs0 TF TA RS EE TS
Intercepto 437,32° 11,21® 0,019° 4,66° 62,006 90,00°
EF 2,81 0,51 0,001 -1,94* -0,69 -1,50
EF? 38,25 0,45 0,003 2,67* 011 -2,75
IT 19,64 0,13 0,0002 -0,08 0,91 12,25°
IT? 7595 0,98 -0,005° 6,32° 6,62° -3,75°
VS 9,53 0,31 0,0008 -1,07 2,01® 0,75
VS? 3763 0,76 0,003% 3,01 10,42° -2,25
EF x IT 27,74 -0,40 0,001 1,98 140 0,50
EF x VS 797 -0,0005 -0,0006 3,47° 2,35 -3,50°
ITx VS 0,99 0,02 0,0006 1,52 -3,71* -0,50
Modelo’ 0,92 0,022 0,01° 0,01° 0,004° 0,0013°
R? 0,38 0,81 094 09 0,97 0,9819
Falta de ajuste’ 0,052 0,81 0,16 0,24 0,33 1,00

Er = vazdo de alimentacdo; |t = temperatura de entrada; Vs = vazdo do ar de
secagem; ICsy = atividade antioxidante; TF = compostos fendlicos; TA = teor de
antocianinas; RS = rendimento de secagem; EE = eficiéncia de encapsulagao; TS =
temperatura de saida.

“valor de p; valores em negrito sdo significantes a 5%, 1% e °0,1%.
Fonte: o préprio autor.

Nenhum dos fatores estudados exerceu efeitos significantes sobre
atividade antioxidante (ICso) (Figura 38 e Tabela 14).

Figura 38 — Grafico de Pareto para a atividade antioxidante.

p=.05
Er = vazdo de alimentagao; It = temperatura de entrada; Vs = vazédo do ar de
secagem; Er? = termo quadratico da vazao de alimentaco; |2 = termo quadratico da
temperatura de entrada; Vs® = termo quadratico da vazao do ar de secagem; E¢*l; =
interacao da vazao de alimentacdo com a temperatura de entrada; E£*Vs = interacéo
da vazao de alimentacdo com a vazado do ar de secagem; It*Vs = interagdo da

temperatura de entrada com a vazao do ar de secagem.
Fonte: o préprio autor.
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O teor de compostos fendlicos (Figura 39) dependeu de I+%, com 5%
de significancia (Tabela 14), apresentando efeito significativo positivo. A Equacao (7)
plotada (R? = 0,81), é dada por:

- W
TF (b un™) = 11,21+ 0,98 (T222) + g76 (=) (7)

Figura 39 — Superficie de resposta do teor de compostos fendlicos em fungdo da:
(A) temperatura de entrada e vazao do ar de secagem; e (B) grafico de Pareto para
o teor de compostos fendlicos.
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Er = vazdo de alimentacdo; It = temperatura de entrada; Vs = vazdo do ar de
secagem; Er? = termo quadratico da vazao de alimentagao; |+* = termo quadratico da
temperatura de entrada; Vs® = termo quadratico da vazao do ar de secagem; Ef*ly =
interacao da vazao de alimentacdo com a temperatura de entrada; E£*Vs = interacéo
da vazado de alimentagdo com a vazdo do ar de secagem; It*Vs = interagcdo da

temperatura de entrada com a vazao do ar de secagem.
Fonte: o préprio autor.

Para o teor de antocianinas (Figura 40), observa-se que Ef? e Vg2
exerceram efeito positivo, ambos com 5% de significancia (Tabela 14). O teor de
antocianinas também dependeu de I+? a 1% (Tabela 14). A Equagao (8) plotada (R?
= 0,94), é dada por:

TA(%m.m™Y) = 0,019+ 0,003 (EF& 2} — 0,008 (*f:' )+ 0,008 (v.vﬁa-a.;} (8)
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Figura 40 — Superficie de resposta do teor de antocianinas em fungao da: (A) vazao
de alimentacdo e temperatura de entrada; (B) vazao de alimentagcédo e vazéo do ar
de secagem; (C) vazao do ar de secagem e temperatura de entrada; e (D) grafico de
Pareto para o teor de antocianinas.
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Er = vazao de alimentacdo; |t = temperatura de entrada; Vs = vazédo do ar de
secagem; Er? = termo quadratico da vazao de alimentacéo; |2 = termo quadratico da
temperatura de entrada; Vs® = termo quadratico da vaz&o do ar de secagem; Er*ly =
interacao da vazao de alimentagcdo com a temperatura de entrada; E£*Vs = interacéo
da vazao de alimentagdo com a vazado do ar de secagem; It*Vs = interagdo da

temperatura de entrada com a vazao do ar de secagem.
Fonte: o proprio autor.

As superficies de resposta e o grafico de Pareto para o rendimento
de secagem (Figura 41), mostram que Ef, It e Vs exerceram efeitos n&o-lineares,
confirmados pela ANOVA (Tabela 14), a qual demonstrou nivel de significancia de

5% para Er, EF? e V%, e 0,1% para I+
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Figura 41 — Superficie de resposta do rendimento de secagem em fungao da: (A)
temperatura de entrada e vazédo de alimentacao; (B) vazdo do ar de secagem e
vazao de alimentagao; (C) temperatura de entrada e vazéo do ar de secagem; e (D)
grafico de Pareto para o rendimento de secagem.

() | ®)

|, o) S

(C) | (D)
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Er = vazao de alimentagcdo; It = temperatura de entrada; Vs = vazédo do ar de
secagem; Ef? = termo quadratico da vaz&o de alimentagao; I+* = termo quadratico da
temperatura de entrada; Vs? = termo quadratico da vaz&o do ar de secagem; E¢*l; =
interacao da vazao de alimentagdo com a temperatura de entrada; EF*Vs = interagao
da vazado de alimentagdo com a vazédo do ar de secagem; It*Vs = interagcdo da

temperatura de entrada com a vazao do ar de secagem.
Fonte: o préprio autor.

A vazao de alimentagdo apresentou efeito negativo, indicando que
quando se aumenta Ef, diminui-se o rendimento de secagem. A ANOVA ainda
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mostrou um efeito interativo entre Er e Vs com nivel de significAncia de 1%, que
pode ser observado na Figura 41B. A Equagao (9) do modelo empirico (R* = 0,96) é

dada por:

RS (6 m m™*} = 4.66— 199 (ZF2E ]+ 2.67(F 2] + 6,92 (T2 + 5,00 () + .47 (2] (25229 (9)

A superficie de resposta da eficiéncia de encapsulagao, em funcao

de Vs e It € mostrada na Figura 42A.

Figura 42 — Superficie de resposta da eficiéncia de encapsulagdo em funcao da: (A)
vazao do ar de secagem e temperatura de entrada; e (B) grafico de Pareto para a
eficiéncia de encapsulagéo.

(A) (B)

L o) 3R

Er = vazdo de alimentacdo; |t = temperatura de entrada; Vs = vazdo do ar de
secagem; Er? = termo quadratico da vazao de alimentagao; |+* = termo quadratico da
temperatura de entrada; Vs® = termo quadratico da vazao do ar de secagem; Ef*ly =
interacao da vazao de alimentacdo com a temperatura de entrada; E£*Vs = interacéo
da vazado de alimentagdo com a vazdo do ar de secagem; It*Vs = interagcdo da

temperatura de entrada com a vazao do ar de secagem.
Fonte: o préprio autor.

O grafico de Pareto (Figura 42B) mostra que Vs, Vs? 1% e a
interacdo It*Vs apresentaram efeitos significativos na eficiéncia de encapsulagao;
esses efeitos foram positivos para Vs, V&2, 112, com nivel de significancia de 5, 0,1 e
1%, respectivamente (Tabela 14). O efeito positivo de Vs indica que quando se

aumenta a vazao do ar de secagem, aumenta-se a eficiéncia de encapsulagédo. A
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interacao I1*Vs, por sua vez, demonstrou correlacdo negativa com significancia de
5% (Tabela 14). A Equagao (10) plotada (R? = 0,97), é dada por:

EE @5, mom=) m 62,00 | 6,62 {— 1 201 (XK

%) 1 10, 1'3{*"5 =2 g (EEEH(EHE) (10)

A Figura 43 mostra as superficies de resposta da temperatura de
saida em funcao de Epf, It e Vs e o grafico de Pareto (Figura 43D), que indica que I,
> e a interacdo EF*Vs foram significativas para a temperatura de saida. A ANOVA
(Tabela 14) demonstra que It exerce efeito positivo a 0,1%, enquanto que I+ e a
interacdo EF*Vs apresentaram efeito negativo, com significancia de 5%. A Equacgao

(11) do modelo empirico (R* = 0,98) é dada por:

TS (°C) = 90,00 + 12,25 (= ""“'} 3?5(”5 ""“'} 35&{”'1‘} EoEe } (11)
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Figura 43 — Superficie de resposta da temperatura de saida em funcao da: (A)
vazéo de alimentagao e temperatura de entrada; (B) vazéo de alimentagao e vazéo
do ar de secagem; (C) vazao do ar de secagem e temperatura de entrada; e (D)
grafico de Pareto para a temperatura de saida.
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Er = vazao de alimentacdo; |t = temperatura de entrada; Vs = vazédo do ar de
secagem; EF? = termo quadratico da vazao de alimentaco; I+? = termo quadratico da
temperatura de entrada; Vs® = termo quadratico da vazao do ar de secagem; Er*ly =
interacdo da vazao de alimentagdo com a temperatura de entrada; Ef*Vs = interagao
da vazado de alimentagdo com a vazédo do ar de secagem; It*Vs = interagdo da

temperatura de entrada com a vazao do ar de secagem.
Fonte: o préprio autor.
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Com o intuito de facilitar a interpretagao da relacado entre os fatores
estudados, construiu-se uma matriz de correlagéo entre as variaveis dependentes
(Tabela 15).

Tabela 15 — Matriz de correlagao entre as variaveis dependentes.

ICs0 TF TA RS EE TS
ICs0 1,00 0,38 -0,14 0,52 0,27 -0,34
TF 0,38 1,00 -0,05 0,27 0,59 -0,037
TA -0,14 -0,05 1,00 -0,36 -0,09 0,06
RS 0,52 0,27 -0,35 1,00 0,55 -0,24
EE 0,27 0,59 -0,09 0,55 1,00 -0,05
TS -0,34 -0,07 0,06 -0,24 -0,05 1,00

ICs0 = atividade antioxidante; TF = compostos fendlicos; TA = teor de antocianinas;
RS = rendimento de secagem; EE = eficiéncia de encapsulagéo; TS = temperatura

de saida. Interagdes de maior relevancia sdo destacadas em negrito.
Fonte: o proprio autor.

O coeficientes de correlacao entre ICso € TF e TA foram 0,38 e -0,14,
respectivamente. A correlacdo pequena do ICsp com esses fatores demonstram que
pode haver um sinergismo, em relacdo a capacidade antioxidante, entre os
compostos bioativos presentes na casca da uva, de modo que essa capacidade
antioxidante ndo depende exclusivamente dos teores de polifenois e antocianinas.
Ainda para a atividade antioxidante, verificou-se uma correlagéo entre ICsp € RS de
0,52.

A EE apresentou coeficientes de correlacdo de 0,59 e 0,55 com o TF
e 0 RS, respectivamente, demonstrando que quando a eficiéncia de encapsulagao
aumenta, aumenta o teor de compostos fendlicos e o rendimento de secagem por
spray dryer. Por fim, a umidade relativa e a temperatura ambiente (parédmetros de
monitoramento) ndo influenciaram significativamente na qualidade do produto obtido

(dados nao mostrados). Nenhuma outra correlagao significativa foi observada.

5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Foram obtidas microparticulas esféricas e de tamanhos variados,
tipicas de secagem por spray dryer (TONON, BRABET E HUBINGER, 2008) para as
MC extrato (nas quatro condi¢des) (Figuras 44 a 47) e MC inerte (Figura 48).
Observa-se nas Figuras 44 a 47, que nao houve correlagado entre a vazao do ar de

secagem e a morfologia, no entanto, a vazdo de alimentagdo e temperatura de
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entrada interferiram na morfologia: quando utilizadas os niveis baixos (-1) ou
intermédiarios (0) destas variaveis (condicbes 1, 5 e 14), as MC apresentaram
parede lisa com algumas depressdes na superficie (Figuras 44 a 46). No entanto,
quando utilizados os niveis altos (+1) (condicdo 4) a rugosidade da parede

polimérica aumentou (Figura 47).

Figura 44 — Fotomicrografias por MEV da MC extrato obtida por meio do
experimento 1 do planejamento fatorial, nos aumentos de (A) 2500x e (B) 5000x.

HV Sig
x 20.0 kV SE

WD | Mag
10.0 mm 5000x 20

Fonte: o proprio autor.

Figura 45 — Fotomicrografias por MEV da MC extrato obtida por meio do
experimento 5 do planejamento fatorial, nos aumentos de (A) 2500x e (B) 5000x.
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""" 50.0pm——-
MC extrato 5

Fonte: o préprio autor.
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Figura 46 — Fotomicrografias por MEV da MC extrato obtida por meio do
experimento 14 do planejamento fatorial, nos aumentos de (A) 2500x e (B) 5000x.

() _ (B)
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Fonte: o proprio autor.

Figura 47 — Fotomicrografias por MEV da MC extrato obtida por meio do
experimento 4 do planejamento fatorial, nos aumentos de (A) 2500x e (B) 5000x.

w Ma HV Sig = —50.0pm———
¢ PM 9.8 2500x 20.0 kV SE MC extrato 4

Fonte: o péprio autor.

WD Mag HV Sig
PM 9.9 mm 5000x 20.0 kV SE MC extrato 4

Kurozawa et al. (2009) avaliaram como a vazdo de alimentacao
influencia na morfologia de microparticulas de maltodextrina, e verificaram que o
aumento da vazdo de alimentacdo gera mais depressdes na superficie das
particulas. Estes autores explicaram que quanto menor for a vazdo, mais rapida é a
evaporagao da agua, devido ao material ficar mais tempo em contato com o ar de
secagem, 0 que gera microparticulas com a superficie lisa.

Alamilla-Beltran et al. (2005), Tonon, Brabet e Hubinger (2008) e

Tonon, Freitas e Hubinger (2011) utilizaram maltodextrina como material de parede e
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verificaram que em temperaturas baixas ou intermediarias a parede polimérica
encontra-se rugosa; e lisa quando utilizadas temperaturas altas. Esses autores
atribuiram estes resultados a taxa de secagem, salientando que quanto mais rapido
o solvente é evaporado, mais lisa se torna a parede da microparticula.

Os resultados obtidos por Maas et al. (2011) corroboraram com os
deste trabalho. Estes autores utilizaram manitol como material de parede e
esperavam obter microparticulas lisas em temperaturas elevadas por causa da
rapida evaporacdo do solvente, o que deveria favorecer a formagcao de cristais
pequenos.

Com base nos resultados e na literatura (KUROZAWA et al., 2009;
ALAMILLA-BELTRAN et al., 2005; TONON, BRABET, HUBINGER, 2008; TONON,
FREITAS, HUBINGER, 2011) sugere-se que a vazao de alimentagdo tem maior
influéncia na morfologia do material de parede do que a temperatura de entrada.

Existem varios compostos bioativos que compde o extrato da casca
da uva, alguns destes compostos como as antocianinas, podem apresentar cargas
(positivas ou negativas) em suas estruturas, estas cargas geram atragbes ou
repulsdes ibnicas, que fazem com que as MC extrato estejam mais dispersas do que
as MC inerte (Figuras 44 a 48).

Figura 48 — Fotomicrografias por MEV da MC inerte, nos aumentos de (A) 2500x e
(B) 5000x.
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Fonte: o proprio autor.
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5.8 DISTRIBUICAO DO TAMANHO DAS PARTICULAS

A distribuicdo do tamanho das particulas para a MC inerte (Figura
49A) e MC extrato (Figura 49B) foram representadas em histogramas de frequéncia

(%) e de frequéncia acumulada (%).

Figura 49 — Histogramas de frequéncia (%) e de frequéncia acumulada (%) para (A)
MC inerte e (B) MC extrato.
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Fonte: o proprio autor.

A MC inerte (Figura 49A) apresentou variagao de didmetro de 1,54 a
41,75 uym, sendo que 50,87% estdo entre 4,00 e 8,00 um, com 25% das particulas
menores que 5,98 um, 50% menores que 8,67 um e 75% menores que 12,75 um.
Para a MC extrato (Figura 49B), o diametro variou de 1,28 a 33,78 uym, sendo que
59,89% das particulas estao entre 4,00 e 8,00 ym, com 25% das particulas menores
que 5,21 ym, 50% menores que 7,66 pm e 75% menores que 10,97 um. Deste
modo, observou-se maior uniformidade na distribuicdo de particulas para a MC
extrato do que para a MC inerte.

Além disso, em média as particulas da MC inerte (9,80 + 0,19 um)
foram maiores que as da MC extrato (8,69 £ 0,13 ym), este resultado sugere que o
extrato da uva favorece uma melhor organizagao do sistema polimérico.

Baracat (2004) encontrou valores médios de 4,929 um de tamanho
de particula, com variagdo de 2,0 a 9,0 um, para MC produzidas com pectina
GENU® 8003 e caseina, utilizando &cido citrico para reduzir o pH.

Ravanfar, Comunian e Abbaspourrad (2018) encapsularam
antocianinas pelo método de diluicdo em microemulsdo e encontraram valores

meédios de 1,1 £ 0,1 um de tamanho de particula.
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5.9 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

Na Figura 50 observa-se o perfil de decomposigédo térmica da MC

extrato, MC inerte e extrato da casca da uva.

Figura 50 — Curvas de DSC da (-) MC 5, (-) MC inerte e (-) extrato da casca da
uva.
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Fonte: o préprio autor.

A curva de DSC das MC (extrato e inerte) apresentaram quatro
eventos térmicos. O primeiro, representado pelo pico endotérmico em 50-70 °C,
pode ser caracterizado por desidratacdo. Os demais eventos, processo endotérmico
em aproximadamente 170 °C e exotérmicos em aproximadamente 255 e 350 °C,
indicam perdas de componentes e degradagao do conjugado polimérico (GORDON,
1963; BERNAL et al., 2002).

Baracat (2004) apresentou resultados similares, diferindo apenas no



88

pico endotérmico em aproximadamente 170 °C, utilizando taxa de aquecimento de 5
°C min”', enquanto que neste trabalho foi utilizada taxa de 10 °C min™. Wendlandt
(1986) explica que quanto mais alta for a taxa de aquecimento, maior é a altura do
pico na curva de DSC, devido a ocorréncia de mais reagdes no mesmo intervalo de

tempo (Figura 51).

Figura 51 — Representacdo da interferéncia da taxa de aquecimento nas curvas de
DSC.
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Fonte: Wendlandt (1986)

O extrato da casca da uva apresentou um pico endotérmico em 41-
53 °C, que pode ser caracterizado pelo ponto de fusdo dos compostos fendlicos. O
fenol possui ponto de fusdo de 40,89 °C e derivados deste composto com cadeias
carbbnicas curtas apresentam valores proximos (LIDE, 2005).

Observa-se na Figura 50, que o pico de fusdo dos compostos
fendlicos ndo aparece na curva de DSC da MC extrato, o que indica que o extrato da

casca da uva encontra-se no interior da MC.
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5.10 INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IV-TF)

A sobreposicdo dos espectros de IV-TF também mostrou que o
extrato da casca da uva encontra-se no interior da MC (Figura 52).

Figura 52 — Espectros de IV-TF da (=) MC 5, (—) MC inerte e (-) extrato da casca da
uva.
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Fonte: o préprio autor.

Os espectros das MC (extrato e inerte) apresentam bandas largas e
intensas centradas em 3400-2400 cm™, atribuidas ao estiramento O-H de acido
carboxilico e N-H de amina e amida primaria e secundaria. Em ambos espectros
pode-se observar uma banda em 2920 cm™ caracteristico de estiramento Csp>-H;
uma banda em 1650 cm™, correspondente ao estiramento C=0 da carbonila, que
sugere a presenga do grupo funcional amida; uma banda em 1421 cm’, atribuida ao

dobramento da ligacdo C-H de grupos metileno; o sinal em 1336 cm™, decorrente do
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estiramento C-N presente no grupo amida e amina; e as bandas em 1234 e 1103-
1016 cm™, que representam a vibragdo de estiramento C-O do grupo &cido
carboxilico (PAVIA et al., 2010).

Abdelkader et al. (2018) utilizaram a técnica de IV-TF para
comprovar a encapsulacdo de nerolina utilizando poliuretano como material de
parede. Estes autores verificaram que os principais picos de vibracdo do material do
nucleo n&o aparecem no espectro da microcapsula carregada, o que indica que a
nerolina encontra-se no interior da particula. Resultado similar foi encontrado por
Huo et al. (2018) quando estes microencapsularam poli (octadecil acrilato) utilizando
um compdsito de quitosana.

O extrato da casca da uva apresentou banda larga e intensa
centrada em 3400-3200 cm™', atribuida ao estiramento O-H de alcodis e fendis; e
uma banda em 1645 cm™, correspondente ao estiramento C=0O da carbonila
(cetona) conjugada com grupo arilico ou ligacdo dupla. O sinal observado em 715
cm™ é decorrente do dobramento =C-H, caracteristico de dobramento fora do plano
do anel aromatico. A absorgdo fraca em aproximadamente 2000 cm™ pode ser
atribuida a bandas de harménica/combinagao, caracteristicas de anel aromatico
(PAVIA et al., 2010).

Bicas et al. (2017) utilizaram a espectroscopia de infravermelho
médio com Transformada de Fourier para classificar vinhos e sucos de uva de
cidades do sudoeste do Parand, Brasil. Esses autores encontraram as mesmas
bandas que este trabalho, tanto nos espectros de vinhos quanto nos de sucos de
uva, isso comprova a permanéncia dos compostos bioativos no residuo

agroindustrial.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que o tempo de exposi¢ao a luz no
processo de liofilizagdo degradou os compostos fendlicos e as antocianinas, além de
reduzir a atividade antioxidante. A secagem por spray dryer, no entanto, mostrou
menor degradacao em relagao a liofilizacdo, dos compostos bioativos presentes na
casca da uva. Pode ser observado que a variagdo nos parametros de secagem
como a temperatura de entrada, a vazado de alimentacdo e a vazado do ar de
secagem interferiram na morfologia das microcapsulas obtidas.

Utilizando a ferramenta de planejamento fatorial, verificou-se que o
experimento numero 5 (vazdo de alimentagdo de 10 mL min™', temperatura de
entrada de 140 °C e vazao do ar de secagem de 51 m* h™") apresentou os melhores
resultados de atividade antioxidante, valores intermediarios para os teores de
compostos fenodlicos e antocianinas, o terceiro maior rendimento de secagem e boa
eficiéncia de encapsulacéo.

A maltodextrina 10DE se destacou como melhor adjuvante para a
secagem do extrato obtido a partir da casca da uva. No entanto, a microcapsula de
caseina/pectina/extrato se revelou uma alternativa promissora para proteger as
substancias bioativas e para aumentar o rendimento no processo de secagem, além
de apresentar elevada EE para compostos hidrossoluveis.

Desta maneira, este projeto tem como perspectivas, realizar testes
de perfil de dissolugcado, estabilidade acelerada e pré-clinicos, para que as MC
contendo o extrato da casca da uva possam ser utilizadas no desenvolvimento de

formas farmacéuticas com atividades anti-inflamatoéria e antioxidante.
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