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Introducio

A produgdo mundial de vinho gera grandes volumes de residuos agroindustriais,
constituidos principalmente por cascas, sementes ¢ engagos de uva, que ainda apresentam
elevada concentracdo de compostos bioativos, especialmente fenolicos, com reconhecida
atividade antioxidante.! Apesar do potencial biotecnoldgico desses subprodutos, grande parte
dos residuos provenientes das vinicolas ¢ descartada de forma inadequada, o que pode
acarretar impactos ambientais e desperdicio de matérias-primas de interesse industrial.?

Nos ultimos anos, o aproveitamento de residuos agroindustriais tem recebido destaque
devido a busca por processos mais sustentaveis e alinhados aos principios da economia
circular. Nesse contexto, residuos vinicolas vém sendo estudados como fontes naturais de
antioxidantes para aplicagdes alimenticias, farmacoldgicas, cosméticas e medicinais. Os
compostos fendlicos presentes nesses residuos sdo capazes de atuar na neutralizagdo de
radicais livres, contribuindo para a reducao de processos oxidativos em sistemas biologicos e
alimentares.!

Associada a esse cendrio, a nanotecnologia surge como uma alternativa promissora
para aumentar a estabilidade, a protegdo e a biodisponibilidade de compostos bioativos.? Entre
os sistemas nanoestruturados, destacam-se as nanoparticulas obtidas por reticulagao idnica
com polimeros biocompativeis, como a quitosana, devido a sua baixa toxicidade,
biodegradabilidade e ao potencial de encapsulagdo. A utilizagcdo de polietilenoglicol (PEG)
também pode contribuir para melhorar a estabilidade e as propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas

Material e Métodos

Os residuos foram coletados na vinicola Simioni (Maridpolis) e enviados para a
secagem em estufa por 42 horas a 40 °C e moidos logo ap6s. Os extratos foram preparados na
concentragcdo de 0,2 g/mL com etanol 80%(v/v), em banho-maria a 70 °C por 1 hora. Os
extratos foram filtrados e armazenados a -12 °C. Foram realizadas duplicatas para analises e
realizadas triplicatas para cada ensaio.
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Compostos fenolicos totais e atividade antioxidante

Compostos fenolicos totais foram determinados por meio do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu usando &cido galico como padrdo de referéncia®. Em
uma aliquota de 500 puL de extrato, foram adicionados 2,5 mL de Folin-Ciocalteu 10% e foi
deixado em repouso por 5 minutos. Em seguida, foram acrescentados 2 mL de carbonato de
sodio 4% e foi posto em repouso no escuro por 2 horas. As leituras de absorbancia foram
realizadas a 740 nm.

DPPH foi realizado por meio de solu¢des padrio de Trolox*. Com uma aliquota de
500 uL de extrato, foram adicionados 3 mL de etanol absoluto ¢ 300 uL de DPPH (0,5 mM).
Também foi realizado o controle de decaimento determinado com 3,5 mL de etanol P.A ¢
300 puL de DPPH . A leitura foi realizada em absorbancia a 517 nm.

O método FRAP foi realizado com solugdes padrdo de sulfato ferroso como
referéncia®. Inicialmente, foi preparado o reagente FRAP com 50 mL de tampdo de acetato
(0,3 M), 5 mL de TPTZ (10 mM) e 5 mL de cloreto férrico (20 mM). Com uma aliquota de 90
uL de extrato, foram adicionados 270 uL de dgua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP. Os
tubos foram transferidos ao banho-maria a 30 minutos a 37 °C. A leitura em absorbancia foi
de 595 nm.

A determina¢io do ABTS foi realizada com Trolox como solu¢do padrio®.
Inicialmente, foram adicionados 5 mL de uma solugdo de ABTS (7 mM) e 88 puL de
persulfato de potassio (140 mM), mantendo a solugdo em repouso por 16 horas em um local
escuro. Em seguida, foi realizada a calibracdo do ABTS em absorbancia de 0,700 a 734 nm.
Com uma aliquota de 30 uL de extrato, foram adicionados 3 mL da solugdo de ABTS" e posto
em repouso no escuro por 6 minutos.

Producao de nanoparticulas

Primeiramente, 30 mg de quitosana ¢ 90 mg de PEG foram solubilizados em 15 mL de
solucdo de acido acético a 1% em agitagdo constante a temperatura de 60 °C, por
aproximadamente 1 hora. Apds a solubilizagdo, a solugdo foi submetida ao ajuste de pH 5
com soluc¢do de hidroxido de s6dio. Com 15 mL desta solugdo foram adicionados lentamente
3 mL do extrato com auxilio de uma bureta. Logo apds, foi adicionado 1 mL de tripolifosfato
de sodio (0,027 mol L) sob agitagdo constante por 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida, foi centrifugada por 1 hora a 4000 rpm, para separagdo do sobrenadante. As
nanoparticulas foram submetidas a lavagem com agua destilada e novamente centrifugadas
por mais 30 minutos. As nanoparticulas foram secas em estufa a 35 °C por 24 horas. O
sobrenadante, a agua de lavagem ¢ as nanoparticulas foram armazenados para futuras
analises.

Resultados e Discussiao
Os resultados das andlises quimicas dos extratos de residuos de vinicolas de

compostos fenolicos totais, DPPH, ABTS e FRAP foram expressos em mg de equivalente de
2
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acido galico(EAG)/g de residuo, mmol de Trolox/g de residuo, mM de Tfolox/g de residuo e
mmol de Fe>SOs/g de residuo, respectivamente. S3o apresentados na Tabela 1 estes
resultados.

O teor médio de CFT dos extratos etandlicos do residuo de vinicola foi de 20 mg
EAG/g de residuo (Tabela 1). Neste estudo, a capacidade antioxidante do extrato de residuos
de vinicola foi avaliada por meio de trés métodos in vitro distintos: sequestro de radicais
livres (DPPH e ABTS) e poder redutor de ferro (FRAP) (Tabela 1). Segundo varios autores’?®,
os diferentes agentes antioxidantes apresentam mecanismos de a¢do distintos; portanto, a
utilizacdo de diversos métodos analiticos ¢ importante para compreender a atividade bioldgica
de antioxidantes naturais e assim obter dados precisos que nos permitam uma melhor
comparagao com outros estudos.

Tabela 1: Compostos fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante dos residuos de
vinicola

Produgao CFT DPPH FRAP ABTS
(mg EAG/g) (mmol ET/g) (umol FESO4/g) (mM ET/g)

1 20+0,5 236+3 4,1+£2,0 23+0,2

2 19+0,1 191+1 9,7+0,2 12+0,4

Média 20+0,3 213+£2 6,9+1,2 18+0,3

EAG: Equivalente em acido galico; ET: Equivalente em Trolox

Ja o rendimento das nanoparticulas, obtido apds a secagem na estufa a 35°C esta
detalhado na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimento de nanoparticulas em massa (g)

Produgdo Rendimento (g)
12 Batelada 0,4684
2% Batelada 0,3964
Média 0,4324

Os extratos do residuo de vinicola apresentaram alto teor de compostos fendlicos totais
e expressiva atividade antioxidante, possivelmente relacionados a presenca de compostos
bioativos, como os polifenois extraidos desses residuos. Observou-se uma variagdo no
rendimento, atribuivel a diferenca na concentragdo de compostos fendlicos entre os extratos
utilizados. Neste estudo preliminar, verificamos a necessidade de ajustes na elabora¢do das
nanoparticulas de quitosana/PEG a partir de extratos de residuos de vinicola, a fim de alcancar
a padronizagdo dos resultados. Além disso, fazem-se necessarias analises para confirmar o
tamanho das particulas por meio da dispersao do tamanho hidrodindmico, do indice de
polidispersdo e da determinagdo de pardmetros de potencial zeta utilizando equipamento de
dispersao da luz dindmica (DLS). Essas analises serdo realizadas em breve.
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Em contrapartida, obtivemos a atividade antioxidante e os cz)ﬁlpoétos fendlicos totais
do sobrenadante, da 4gua de lavagem e das nanoparticulas, que apresentam a média das
duplicatas realizadas em cada analise na Tabela 3. Para realizar as andlises com as
nanoparticulas, foram realizados extratos com 0,25 g de cada produ¢do e dissolvidos em 10
mL de etanol P.A.

Tabela 3: CFT* e atividade antioxidante da produciao de nanoparticulas

Composto CFT DPPH FRAP ABTS

(mg EAG/g) (mmol ET/g)  (umol FESO4/g) (mM ET/g)
Nanoparticulas 4,11+0,2 3,1+0,7 0,72+0,03 1,33+0,02
Sobrenadante 0,05+0,004 0,54+0,01 0,36+0,04 0,05+0,001
Agua de 0,09+0,03 0,65+0,02 0,23+0,005 0,28+0,004
lavagem

EAG: Equivalente em acido galico; ET: Equivalente em Trolox

Conclusoes

Neste estudo, os extratos etandlicos dos residuos apresentaram teor de compostos
fenolicos com atividade antioxidante favoravel, possibilitando o uso no desenvolvimento de
produtos nanotecnologicos que auxiliam a prote¢ao dos compostos bioativos, melhorando sua
biodisponibilidade e possibilitando aplicacdes em produtos medicinais, farmacologicos,
cosméticos e alimenticios. Até o momento, os resultados parecem ser promissores, pois foi
observada a presenca de compostos fendlicos com atividade antioxidante. As nanoparticulas
obtidas foram armazenadas para futuras andlises de caracterizacdo fisica e quimica das
particulas e avaliagcdo biologica das nanoparticulas.
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