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RESUMO

SOUZA, Crisiane lozwiak. Extracdo aquosa de compostos fendlicos presentes
em folhas de amoreira preta (Morus nigra L) e encapsulamento em esferas de
alginato de célcio. 2018. 51 f. Trabalho de Concluséo de Curso (Bacharelado em
Engenharia Quimica) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa,
2018.

O ché de folhas da amoreira preta é amplamente utilizado na medicina tradicional por
possuir efeitos antioxidantes. Estes efeitos podem estar relacionados com a presenca
de compostos fendlicos na planta. Por serem altamente reativos, suscetiveis a acao
de enzimas, apresentarem baixa solubilidade e possuirem baixa meia vida no sistema
gastrointestinal, € necessario extrair rapidamente os compostos fenélicos e evitar sua
degradacédo antes de comecarem a ser absorvidos pelo organismo. Uma solugéo para
isto € a extracao por infusdo e em seguida encapsulamento. O encapsulamento € um
processo no qual filmes finos, geralmente de materiais poliméricos, sdo aplicados a
pequenas particulas soélidas, liquidos ou goticulas de gases. Esse método € usado
para interceptar componentes ativos e libera-los sob condi¢cdes controladas. Neste
aspecto, este trabalho tem como objetivo a otimizagcdo do processo de extragao
aguosa e o encapsulamento dos compostos fendlicos presentes nas folhas de
amoreira preta. Esferas de alginato de célcio umido e seco foram avaliadas e
comparadas em relacéo a sua eficiéncia do conteudo fendlico total (TPC), com base
nos efeitos causados pelas condi¢cdes de armazenamento. Altos valores de eficiéncia
de encapsulamento foram obtidos para as esferas Umidas (83,5%) e secas (92,5%).
A secagem, afetou significativamente o tamanho e a morfologia das esferas e provou
ser um método apropriado para a preservacao de polifendis encapsulados. A liberacéo
de fendlicos encapsulados em &agua foi medida para analisar a difusdo e o
comportamento cinético do sistema. Quanto a estabilidade, analisada por 28 dias, as
esferas de alginato de célcio umidas armazenadas em frascos contendo o extrato
otimizado apresentaram TPC significativamente maior quando comparadas ao
mesmo tipo de esferas armazenadas em agua. Pelo presente estudo pode-se verificar
gue a técnica de encapsulamento de extrato de Morus nigra L em esferas de alginato
de célcio é altamente eficaz para aprisionar os bioativos desejados e retardar seu perfil
de liberacéo.

Palavras-Chave: Compostos fendlicos. Encapsulamento. Alginato de sdédio.
Esferas alginato de célcio. Antioxidantes. Morus nigra L.



ABSTRACT

SOUZA, Crisiane lozwiak. Extracdo aquosa de compostos fendlicos presentes
em folhas de amoreira preta (Morus nigra L) e encapsulamento em esferas de
alginato de célcio. 2018. 51 f. Work of Conclusion Course (Graduation in Chemical
Engineering) — Federal University of Technology. Ponta Grossa, 2018.

The black mulberry, belong to the genus Morus, which has secondary metabolites,
mainly phenolic compounds. These compounds are known to act in the inhibition of
oxidation reactions, having antioxidant properties. They are highly reactive, susceptible
to enzyme action, had low solubility and have a half-life gastrointestinal system. It is
necessary to quickly extract the phenolic compounds and to avoid their degradation
before starting to be absorbed by the body. One solution to this is an infusion extraction
and followed encapsulation. Encapsulation is a process in which thin films, usually of
polymeric materials, are applied to small solid particles, liquids or droplets of gases.
This method is used to intercept active components and release them under controlled
conditions. This work aims to optimize the process of extracting and encapsulating
phenolic compounds from black mulberry leaves. Wet and dried calcium alginate
beads were examined and compared in relation to their total phenolic
compounds (TPC) and entrapment efficiency based on the effects caused by storage
conditions. High encapsulation efficiency values were obtained for the wet (83.5%) and
for the dried (92.5%) beads. Drying significantly affected bead size and morphology
and proved to be an appropriate method for preservation of encapsulated polyphenols.
Release of encapsulated polyphenols in water was measured to analyse the diffusion
and kinetic behaviour of the system. Regarding of the stability, analyzed for 28 days,
wet calcium alginate beads stored in flasks containing the optimized extract showed
significantly higher TPC when compared to the same type of beads stored in water. By
the present study it can be verified that the encapsulation technique of Morus nigra L
extract in calcium alginate spheres is highly effective in capturing the desired
bioactives and delaying their release profile.

Key words: Phenolic compounds. Encapsulation. Sodium alginate. Calcium
alginate beads. Antioxidants. Morus nigra L.
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1 INTRODUCAO

A amoreira preta, pertencente ao género Morus, possui diversos metabdlitos
secundarios, principalmente os compostos fendlicos (NOMURA; HANO, 1994). O cha
das folhas da amoreira preta tem sido amplamente utilizado na medicina tradicional
como repositor hormonal na menopausa e também ajuda nas dores de cabeca e
irritacdo do periodo pré-menstrual. Estes beneficios estdo relacionados com a
presenca de alguns tipos de compostos fendlicos (MIRANDA et al. 2010).

Compostos fendlicos atuam na inibicdo de rea¢es de oxidagéo, dispondo de
propriedades antioxidantes por possuirem em sua forma estrutural um ou mais
grupamentos hidroxila e/ou metoxila (FERGUSON; HARRIS, 1999).

Por serem altamente reativos, suscetiveis a acao de enzimas, apresentarem
baixa solubilidade e possuirem baixa meia vida no sistema gastrointestinal, é
necessario extrair rapidamente os compostos fendlicos e evitar sua degradacgéo antes
de comecarem a ser absorvidos pelo organismo. Uma solucéo para isto € a extracéo
por infusdo e em seguida encapsulamento, que sera abordada neste trabalho.

Atualmente, o processo mais utilizado para extracdo de compostos fenélicos
é feito por intermédio de solventes. Mas por apresentar pouco gasto com reagentes
extratores, ndo possuir natureza toxica, a extracdo por infusdo em agua se torna
economicamente e ambientalmente mais vantajoso. Apdés a extracdo, O
encapsulamento cria uma barreira que dificulta a degradacéo e evita que reacdes
quimicas ocorram nestes compostos, preservando suas propriedades e aumentando

sua biodisponibilidade.



2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar o processo de extracdo aquosa de compostos fendlicos presentes nas

folhas da amoreira preta (Morus nigra L) para posterior encapsulamento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar as condi¢cfes experimentais para a extracdo aquosa de compostos
fendlicos totais;

Quantificar a concentracao e proporcdo de compostos fendlicos totais;

Encapsular os extratos em esferas de alginato de calcio em diferentes
concentracfes de alginato de sodio;

Caracterizar as esferas de alginato por intermédio de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV);

Realizar testes de liberacdo dos compostos fendlicos imobilizados.
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3 REVISAO TEORICA

3.1 AMORA PRETA (Morus nigra L)

A Morus nigra L, também conhecida como amoreira preta, espécie que
pertence ao género Morus, familia Moraceae, e possui cerca de 24 espécies e uma
subespécie, com aproximadamente 100 variedades conhecidas (TUTIN, 1996).

Tem origem na Asia, mais especificamente no Ird, podendo ser encontrada de
regides temperadas a subtropicais no Hemisfério Norte, amplamente cultivada na
Europa Central, e nos tropicos do Hemisfério Sul (ERCISLI; ORHAN, 2007). No Brasil
comecou a ser introduzida em 1972 pela Estacdo Experimental de Pelotas, atual
Embrapa Clima Temperado, no Rio Grande do Sul, e desde entdo seu cultivo vem
crescendo nos Estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais, com a
introducéo e adaptacao de novas cultivares (ANTUNES, 2002).

Suas arvores crescem em variadas condi¢cfes climaticas, dos tropicos ao
subartico, de topografia, do nivel do mar até altitudes até 4000 m (TUTIN, 1996). A
amoreira-preta possui folhas verde escuras bastante grossas, largas na base,
ovaladas a cordiformes, de margens serrilhadas ou dentadas e recobertas por
peciolos curtos que as torna asperas ao toque, podendo alcancar de 5 a 10 m de
altura. As inflorescéncias de flores bem pequenas sdo em geral masculinas ou
femininas, em plantas separadas (dioica), raramente na mesma planta (monoica). Os
frutos sdo compostos por drupas de sabor agridoce que variam de coloracao de roxa
a preta no estagio maximo de maturacéo (FIGURA 1) (MORGAN, 1982).
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Figura 1 - Frutos e folhas de Morus nigra L.

Fonte: http://iwww.hedging.co.uk/acatalog/pics_10581.html

O fruto da amoreira preta, altamente nutritivo, contém 10 % de carboidratos,
alta quantidade de minerais, vitaminas do complexo B, vitamina A e calcio (POLING,
1996). As frutas da amoreira-preta contém ainda acidos graxos essenciais, como 0
linoléico e o linolénico, importantes compostos que regulam pressao arterial,
viscosidade sanguinea, imunidade e resposta inflamatéria (PAWLOSKY et al., 1996).
Como sua comercializacdo é dificil devido a fragilidade dos frutos e ao curto periodo
de colheita, de aproximadamente dois meses, a melhor forma de garantir os frutos por
um tempo maior € o processamento. Estes podem ser consumidos na forma de
subprodutos como geleias, sucos, componente em sorvetes e iogurtes
(HASSIMOTTO et al., 2007).

A amora preta € bastante utilizada na medicina tradicional chinesa como anti-
inflamato6rio, hepatoprotetor, hipotensor, antitérmico, analgésico, diurético,
expectorante, antidiabético (NOMURA, 1988) e para o tratamento de anemia e artrite
(OZGEN et al., 2009).
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As folhas da amoreira preta, por possuirem um potente inibidor de a-
glicosidase (1-desoxinojirimicina), sdo consumidas no Japéo e Coréia como agentes
antihiperglicémicos por pacientes com diabetes mellitus (KIM et al., 2003), e também
servem como alimento para o bicho-da-seda (NOMURA, 1988).

Além dos valores nutricionais obtidos pelo consumo do fruto, todas as partes
da planta sdo usadas na medicina popular, tanto os frutos como caule, raizes e folhas.
Os frutos para inflamacdo, estancar sangramentos e por possuirem uma acao
protetora contra o dano peroxidativo de biomembranas e biomoléculas (NOMURA,
1988; OZGEN et al., 2009), o caule e as raizes para dor de dente, e as folhas como
redutoras de glicose e colesterol sanguineo (VOLPATO et al., 2011). No Brasil, o cha
de folhas de amora é amplamente utilizado na medicina tradicional como repositor
hormonal na menopausa, para aliviar os calorbes ocorridos neste periodo, também
ajudam nas dores de cabeca e irritacdo do periodo pré-menstrual. Estes beneficios
estéo relacionados com a presenca de isoflavonas (MIRANDA et al., 2010).

O género Morus, além dos nutrientes essenciais contém uma variedade de
metabdlitos secundarios, principalmente os compostos fendlicos, como flavondides
isoprenilados, acido galico, acido cafeico, acido clorogénico, rutina, quercetina, entre
outros (NOMURA; HANO, 1994). Sao esses compostos 0s responsaveis pela
adstringéncia e sabor acido que o fruto apresenta (OZGEN et al., 2009). Um derivado
do acido galico presente na amora preta é o acido elagico, que possui fungbes anti-
mutagénica, anticancerigena, antiinflamatoéria e de inibicdo da inducao quimica de
varios tipos de cancer (ANTUNES, 2002). Junto com alguns elagitatinos, o acido
galico tem apresentado propriedades inibidoras da replicacdo do virus HIV
transmissor da Aids (MAAS et al., 1991).

3.2 ANTIOXIDANTES

A principal causa da deterioracdo que ocorre nos alimentos é devido as
reacOes oxidantes, sendo estas responsaveis por perdas de nutrientes, declinio no
aroma, sabor e textura (BABBAR et al.,, 2011). A oxidagdo é importante para o
funcionamento do metabolismo humano, atuando na producéo de energia, fagocitose,

ajuste do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
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biologicas (MANACH et al., 2005); consequentemente, produz radicais livres
naturalmente ou por alguma disfuncao biologica.

Para prevenir o dano oxidativo, podem ser empregados na industria
alimenticia antioxidantes naturais ou até mesmo sintéticos. De acordo com Moon e
Shibamoto (2009) um antioxidante pode ser definido como uma molécula capaz de
retardar ou prevenir a oxidacao de outras moléculas.

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas capazes de reagir com
qualguer composto préximo, instaveis por possuirem numero impar de elétrons, estéo
presentes no organismo humano e desempenham um papel importante nos processos
degenerativos ou patolégicos de varias doencas graves, incluindo cancer, doencas
coronarias, doenca de Alzheimer (DIAZ et al., 1997), envelhecimento (BURNS et al.,
2001), dentre outras.

Quando seu elétron desemparelhado se encontra centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio, os radicais livres sdo denominados ERO (espécies reativas de
oxigénio) ou ERN (espécies reativas de nitrogénio), e pelo do desequilibrio entre a
sua geracdo e a capacidade de neutralizacdo antioxidante das células surge o
estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN), em concentracfes
fisiolégicas, sdo necessarias para o funcionamento das células, mas em excesso
podem atacar o DNA causando danos moleculares, distarbios e doencas
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Os radicais livres séo eliminados ao receberem hidrogénio dos antioxidantes,
assim sdo produzidos radicais antioxidantes com baixo potencial de reducao padréo
e relativamente estaveis devido a localizacdo da ressonéancia na estrutura do anel
fendlico (CHOE; MIN, 2005). Frankel (1980), apresentou o mecanismo de acdo de

acordo com as equacbes 1 e 2.

ROO" + AH — ROOH + A’ 1)
R +AH — RH + A’ @)

Onde ROO’ e R*séo os radicais livres, AH é o antioxidante com um atomo de
hidrogénio ativo e A’ é um radical inerte.
O atomo de hidrogénio ativo do antioxidante é extraido pelos radicais livres R’

e ROO’ com maior facilidade do que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas.
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Assim, formam-se as espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte
(A") proveniente do antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem
a capacidade de iniciar ou propagar as reacoes oxidativas (FRANKEL, 1980).

O aumento da estabilidade do radical antioxidante esta relacionado a menor
energia de dissociacdo da ligacdo O-H. Dessa forma, segundo Amorati et al., (2007)
0os antioxidantes com baixa energia de dissociacdo de ligacdo possuem maior
capacidade de doar hidrogénio e sdo melhores antioxidantes.

Segundo seu mecanismo de acéo, os antioxidantes podem ser classificados
em primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios sédo bloqueadores de cadeia,
promovem a remocao ou inativacdo dos radicais livres pela doacdo de elétrons ou
atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a cadeia da reacéo (SIMIC;
JAVANOVIC, 1994). Ja os antioxidantes secundarios atuam na complexacdo com
metais, sequestro de oxigénio por meio de reacdes quimicas estaveis, impedindo-os
de atuarem como propagadores da autoxidacdo e decomposicédo de hidroperdxidos
(um dos principais iniciadores da reacdo de degradacao), e absorcao da radiacao
ultravioleta (DECKER, 2002).

Devido a associacdo de antioxidantes sintéticos com reac¢des adversas em
seres humanos e também com efeito cancerigeno e inchaco do figado (MARTIN;
GILBERT, 1968). Atualmente, ha uma tendéncia maior em incluir antioxidantes
naturais na dieta e consequentemente uma maior pesquisa em seus efeitos benéficos
na saude.

De acordo com estudos feitos por Siddhuraju e Klaus (2003) véarias
substancias antioxidantes ocorrem naturalmente em plantas. Dentre essas,
compostos fendlicos se destacam pois inibem peroxidacgéo lipidica (KRISTINOVA et
al., 2009) e lipo-oxigenacéo in vivo devido as propriedades redutoras das estruturas
guimicas que permitem a neutralizacdo ou o sequestro de radicais livres. Além de
possuirem efeitos bioldgicos, incluindo acgfes antibacterianas, antivirais, anti-
inflamatorias, antialérgicas, antitromboticas e vasodilatadoras (COOK; SAMMON,
1996).
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3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

O metabolismo vegetal é dividido em primario e secundario. O metabolismo
primario é responsavel pela producdo de compostos essenciais para 0S Seres Vivos,
como os lipidios, proteinas, carboidratos e clorofila (nas plantas) (MARTINS et al.,
2015). Esses metabdlitos possuem propriedades bioativas como antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatérias e antitumorais, principalmente os lipidios (acidos
graxos poliinsaturados), proteinas, carotendides, vitaminas e carboidratos
(polissacarideos e glicosideos) (KSOURI et al., 2012).

O metabolismo secundario atua na biossintese de compostos organicos que
derivam dos metabdlitos primarios. Os metabdlitos secundarios possuem
propriedades antimicrobianas contra uma grande variedade de agentes patogénicos
(SALEEM et al., 2010).

O estresse do vegetal direciona seu metabolismo para a via secundaria,
podendo ser bidtico, como ataque de patdgenos e competicdo entre plantas, ou
abidticos, como alteracbes de temperatura, disponibilidade de agua, niveis de luz,
exposicao a radiacao ultravioleta e deficiéncia de nutrientes (VICKERY; VICKERY,
1981).

Em sua forma estrutural, sdo compostos aromaticos que apresentam um ou
mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na molécula, o que Ihes confere
propriedades antioxidantes (FERGUSON; HARRIS, 1999). Os compostos fendlicos
além de serem encontrados nas plantas em sua forma livre, estdo comumente ligados
a outras moléculas, como por exemplo aos agucares e proteinas. Em sua forma livre,
sdo toxicos, e perdem essa propriedade, pelo menos em parte, quando ligados a
alguma molécula (GIADA, 2013).

Os compostos fendlicos séo derivados de plantas e estao presentes em varias
partes, como cascas, folhas, caule, sementes e polpas de frutas. Podem ser um
agente antioxidante alternativo contra a deterioracao oxidativa de alimentos (BABBAR
etal., 2011).

Os compostos fendlicos presentes nos alimentos podem ser divididos em
varias classes de diferentes compostos. Vermerris e Nicholson (2008) classificaram
esses compostos em grupos de acordo com 0 numero de carbonos presentes no
nacleo da molécula (TABELA 1).



Tabela 1 - Classificacdo dos compostos fenélicos de acordo com o0 nimero de atomos de

carbono
Estrutura Classe
Cs Fendlicos simples
Ce-C1 Acidos fendlicos e compostos relacionados
Ce-C2 Acidos cinamico, aldeidos cinamilo e &lcoois
cinamilo
Ce-C3 Cumarinas, isocumarinas e cromonas
Ce-Cs3 Chalconas, aurones, dihidrocalcolonas
Cis Flavanas
Cis Flavonas
Cis Flavanonas
Cis Flavanonol
Cis Antocianidinas
Cis Antocianinas
Cis Biflavonils
Ce-C1-Cs, C6-C2-Cs Benzofenonas, xantonas, estilbenos
Cs, C10, C14 Quinonas
Betacianinas
Cis
Lignanas, neolignanas Dimeros ou oligbmeros
Ligninas Polimeros
Taninos Oligbmeros ou polimeros
Flobacenos Polimeros

Fonte: Vermerris e Nicholson (2008)
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A categoria de compostos fenolicos € dividida em grupos de acordo com o

namero de subunidades de fenol presentes: polifendis e fendis simples ou acidos.

Dessa forma, os polifendis que possuem pelo menos duas subunidades de fenol séo

classificados como flavonoides, e 0s compostos que possuem trés ou mais

subunidades de fenol sdo chamados de taninos (hidrolisaveis e ndo hidrolisaveis)

(GIADA, 2013).
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Os flavonoides constituem o maior grupo de compostos fendlicos, com mais
de 4000 compostos identificados. Possuem 15 atomos de carbono em sua cadeia Ce-
Cs-Cs, consistindo em dois anéis aromaticos ligados entre si por trés carbonos
formando uma estrutura heterociclica oxigenada. Sdo os compostos fenolicos mais
estudados por serem os mais abundantes em alimentos vegetais (BRAVO, 1998).

A presenca de hidroxilas nas posi¢des 3’ e 4’ do anel B (FIGURA 2) conferem
alta estabilidade ao radical formado, tornando os flavonoides um dos antioxidantes
mais potentes presente nas plantas (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Figura 2 - Estrutura geral de um flavonoide com os anéis A, B e C e sistema de numeracéo
para diferenciacéo das posi¢des dos carbonos

Fonte: Adaptado de BRAVO, 1998

Os flavonoides se apresentam sob a forma de flavonas, flavononas, flavonais,
catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas por causa dos diferentes niveis de
oxidacdo. Estdo amplamente distribuidos em plantas e vegetais, sendo conhecidos
como 0s principais responsaveis pela antioxidacao, por possuir elevado potencial de
oxidacao e reducdo da estrutura quimica atuando como agentes redutores e como
guelante de metais (IGNAT et al., 2011).

A estrutura das antocianinas deriva de glucosideos do cétion flavilio com
diferentes graus de hidroxilacdo e metoxilacéo. E atribuido a elas a pigmentacio em
frutas, flores, sementes e folhas, apresentando tonalidades que variam de vermelho a
roxo e de azul a preto (YOSHIDA et al., 2009), enquanto, a hidroxilagdo aumenta a
tonalidade azul, a metoxilagdo valoriza a tonalidade vermelha. Agem nas plantas,
assim como os flavondis, atraindo polinizadores (WINKEL-SHIRLEY, 2001). Os
flavonoides também atuam no trato gastrointestinal como agente antiulceroso,
antiespasmaodicos e antidiarreicos (CARLO et al., 1993; CAPASSO et al., 1991).
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Taninos sdo compostos hidrossoluveis que podem formar complexos com
proteinas, gelatinas e alcaloides (MELLO; SANTOS, 2003). Acumulam-se
consideravelmente no caule, folhas, frutas, sementes e raizes (HASLAM, 2007). Em
sua estrutura fisica, apresentam-se como soélidos amorfos ou cristalinos de coloracéo
amarela ou branca, sdo responsaveis pelo sabor adstringente de alguns frutos devido
a perda do poder lubrificante causada pela precipitacdo de glucoproteinas salivares
(BRUNETON, 1995). Possuem acao antisséptica e favorecem a regeneracdo de
tecidos que sofreram ferimentos ou queimaduras (GONCALVES, 2007).

Podem ser divididos em taninos hidrolisaveis e taninos condensados
(VICKERY; VICKERY, 1981). Os taninos hidrolisaveis sédo constituidos por acido
fendlico, acido galico e acido elagico ligados a uma molécula de acucar (OKUDA et
al., 1995). Os taninos condensados, também chamados proantocianidinas, sdo
polimeros de flavan-3-ol (catequina) e/ou flavan-3,4-diol (leucocianidina), produtos do
metabolismo do fenilpropanol (HELDT, 1997).

De acordo com Goncalves, (2007) do total de compostos fendlicos
consumidos diariamente, mais da metade corresponde aos taninos condensados, pois
0s taninos possuem grande abundancia em vegetais e frutas. Segundo pesquisas
feitas por Scalbert (1991), os taninos apresentam importante acdo contra
determinados microrganismos e fungos; apresentam propriedades anticarcinogénicas
(mama, prostata, pele e estbmago) e agentes antihepatotoxicos (DE BRUYNE et al.,
1999). Podem agir também como anti-inflamatorios e cicatrizantes (MELLO; SANTOS,
2003); apresentam atividade contra o reumatismo, problemas renais e processos
inflamatorios em geral (GINDRI et al., 2010).

Os &cidos fendlicos sdo um grupo de acidos organicos que podem ser
subdivididos, de acordo com a caracteristica das estruturas carbdnicas, em trés tipos:
acidos benzoicos, que possuem sete atomos de carbono em sua estrutura (Cs -C1),
acidos cinamicos com nove atomos de carbono (Cs -Cs) e pelas cumarinas que sao
derivadas do acido cinamico por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumarico
(SOARES, 2002). Os principais derivados dos acidos hidroxicinamicos séao os acidos
ferdlico, caféico e cumarico, e entre os derivados dos acidos hidroxibenzoicos pode-
se citar os acidos salicilicos, elagico, galicos, protocatéico e vanilico (BELITZ;
GROSCH, 2004).

De acordo, com estudos feitos por Sanchez-Moreno (2002), os acidos

fendlicos e seus ésteres tém uma alta atividade antioxidante, que é determinada pelo
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namero de grupos hidroxilo encontrados na sua molécula, principalmente o acido

hidroxibenzdico, o acido hidroxicinamico, o acido cafeico e o acido clorogénico.

3.4 ENCAPSULAMENTO

A tecnologia de micro encapsulamento comecou a ser desenvolvida ha 70
anos (DESAI; PARK, 2005) com a necessidade de estabilizar e preservar as
propriedades de compostos naturais e sintéticos purificados (VILSTRUP, 2001). A
microencapsulacao cria uma barreira que evita reacdes quimicas e permite a liberacéo
de forma controlada dos ingredientes, além de mascarar aromas (como 0 sabor
amargo de compostos polifendlicos) e garantir gue os compostos sejam mantidos de
forma bioativa no trato gastrointestinal (STOJANOVIC et al., 2012).

Devido a sua instabilidade no processamento e armazenamento, tempo de
resisténcia gastrica limitada (pH, enzimas e presenca de outros nutrientes), baixa
permeabilidade e solubilidade em agua, durante o processo de digestdo apenas uma
pequena porcao dos compostos fendélicos sao absorvidos, diminuindo seus beneficios
a saude (WILDMAN, 2006).

Para melhorar a absorcédo sao necessarias formas de protecdo para manter
sua integridade quimica, pois esses compostos séo sensiveis as condicdes fisicas e
guimicas, como luz, calor e oxidacdo (MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011).

As microcépsulas sao pequenas particulas que contém no ndcleo um agente
ativo revestido por materiais como polimeros, carboidratos, gorduras e ceras
(VILSTRUP, 2001) que podem variar de tamanho, desde submicrométrico a
milimétrico, possuindo varias formas que dependem dos materiais e métodos
utilizados em seu processo de fabricacdo (DZIEZAK, 1998). Denomina-se recheio ou
nacleo o material a ser encapsulado, e encapsulante, cobertura ou parede o material
gue forma a cpsula (GIBBS et al. 1999).

O encapsulamento pode possuir varias formas em sua aparéncia externa, as
mais comuns sdo: as capsulas mononucleares, esse é o encapsulamento mais
simples, no qual o ndcleo esta concentrado na regido central e € envolto em uma

parede ou membrana de espessura uniforme (FIGURA 3A); e a estrutura agregada,
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onde as microcapsulas possuem varios nucleos distintos dentro da mesma matriz
(FIGURA 3B) (FANG; BANDHARI, 2010; DESAI; PARK, 2005).

Figura 3 - Diagrama esquematico de dois tipos representativos de encapsulamento
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Fonte: Adaptado de DESAI; PARK, 2005

As capsulas mononucleares s&o classificadas como sistema do tipo
reservatorio, caracterizando as “verdadeiras” microcapsulas, as de estrutura agregada
sdo classificadas como sistema matricial formando microesferas (RE, 1998). A
principal diferenca entre essas duas formas de encapsulamento, € que uma pequena
parte do material encapsulado permanece exposto na superficie das microesferas, o
gue nao acontece nas microcapsulas, por isso sdo chamadas de verdadeira
encapsulacdo. Contudo, o termo encapsulacdo abrange um sentido mais amplo,
englobando tanto a formacé&o de microcapsulas quanto de microesferas (DEPYPERE,
2003).

Varias técnicas sdo usadas para encapsulamento, entre elas secagem por
pulverizacdo (spray drying), arrefecimento/refrigeracdo por pulverizacdo (spray
cooling/chilling), coacervacdo, emulsfes, aprisionamento de lipossomas, micelas,
nanoparticulas, liofilizagéo, cocristalizagdo, extruséo, revestimento de leito fluidizado,
complexacao de inclusdo e separacao por suspensao centrifuga (FANG; BANDHARI,
2010; MUNIN; EDWARDS-LEVY, 2011; GIBBS et al. 2009).

Todas possuem pontos fracos e fortes com relacdo ao encapsulamento,
protecao, custo, facilidade de uso biodegradabilidade e biocompatibilidade. Em todas
as técnicas utilizadas, sdo necessarias trés etapas para um melhor encapsulamento
dos agentes bioativos, a formacdo de uma parede em torno do material a ser
encapsulado, o ndo vazamento de materiais, e manter afastado materiais reativos ou
incompativeis (GIBBS et al., 1999).
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3.4.1 Alginato de sodio

O alginato de sédio (FIGURA 4) é um biopolimero natural, extraido de algas
marrons, constituido de unidades monomeéricas, o0 acido -D-manurdnico (M) e o acido

a-L-gulurdnico (G), que estéo representados na FIGURA 5.

Figura 4 - Estrutura quimica do alginato de sédio
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Fonte: https://lwww.researchgate.net/figure/Figura-2-Estrutura-do-alginato-de-
sodio_figl 328351811

Figura 5 - Unidades monoméricas do alginato de sodio
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Fonte: Adaptado de TEIXEIRA (2011).

Estas unidades se agrupam em blocos sequenciais MM, MG e GG (FIGURA
6). As configuracdes especiais que os blocos M e G adotam, devido as diferentes
ligacbes glicosidicas entre os carbonos C-1 e C-4 das unidades monomeéricas,
juntamente com a proporc¢ao, distribuicdo e comprimento destes blocos, determinam

as propriedades quimicas e fisicas da molécula de alginato.
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Figura 6 - Estrutura dos blocos de alginato
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Fonte: Adaptado de BRESSEL (2007).

Para formar um gel, o alginato deve conter um numero suficiente de
mondmeros gulurbnicos para poder reagir com um cation (normalmente Ca?*).
Quando as cadeias de blocos G se alinham lado a lado formando um “ber¢co” em forma
de diamante, o qual tem a dimenséao ideal para acomodar em seu interior um ion
calcio, gerando uma estrutura dimérica (BRESSEL, 2007)

Os géis de alginato de calcio sédo obtidos quando a solucéo de alginato de sédio
entra em contato com uma solucédo hipercationica de Ca?*, e os blocos MM, MG e GG
formam redes tridimensionais, gelificando entdo a solugéo de alginato. O efeito dos
ions de calcio é estabelecer ligacado entre as cadeias de alginato através de interacfes
ibnicas. Essa estrutura reticulada formada tem uma grande capacidade de reter agua,
formando assim um gel muito estavel (TEIXEIRA, 2011). Um modelo utilizado para
descrever a formagao do gel de alginato de calcio € o modelo “caixa de ovo”, que
considera a associacdo de duas ou mais cadeias resultando em uma estrutura
bidimensional similar a uma caixa de ovo, como descrita na FIGURA 7, onde nos

intersticios encontram-se os ions calcio (GRANT et al., 1973).
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Figura 7 - Rearranjo das cadeias de alginato com calcio

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA (2011).

O alginato de célcio (CaAlg) tem sido considerado um dos biopolimeros mais
adequados para a producdo de esferas, devido a sua composicdo, estrutura
sequencial (tem uma grande importancia para a sua funcdo como material de
encapsulamento, ja que depende geralmente de espessamento, de formacéo de gel
e de estabilizacao) (ROY, I. et al., 2005).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios ocorreram em duas etapas. Na primeira etapa, foi feita a
otimizacao do processo de extracdo de compostos fendlicos, no qual foram utilizados
diferentes tempos e temperaturas de extracdo em infuséo, para obtencéo de extratos
com altos teores de compostos fenodlicos. Na segunda etapa, o extrato otimizado foi
submetido a encapsulamento por meio da tecnologia de extrusdo com alginato de

s6édio como material de revestimento.

4.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas de Morus nigra L coletadas no periodo da manha, com tempo nublado
e temperatura de aproximadamente 25°C, em 18 de outubro de 2017 na cidade de
Ponta Grossa, no estado do Parana. As folhas foram previamente selecionadas e
lavadas, e em seguida secas com papel toalha e levadas para ultrafreezer para

posterior desidratacao.

4.2 PREPARO DO EXTRATO BRUTO

Para melhor conservagdo e manutengcdo dos compostos fendlicos presentes
na amostra, as folhas foram liofilizadas imediatamente apo6s coletadas.
Primeiramente, as folhas foram conduzidas em ultrafreezer (LIOBRAS, Sao Carlos,
SP) por 24 horas, em seguida, para o liofilizador (LIOBRAS, Sao Carlos, SP) onde
permaneceram por 24 horas. Apos liofilizacdo, as amostras foram trituradas em
moinho analitico (QUIMIS, Diadema, SP) até obtencdo de um pé fino, depois
peneiradas e embaladas em frascos ambar e armazenadas em local escuro até o

momento das analises.
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4.3EXTRACAO POR INFUSAO

Os extratos foram preparados utilizando uma relagdo amostra:dgua na
proporcao de 0,5:25 (m/v) adaptado de Pavlovic et al., 2006. As extracbes foram
realizadas em banho ultratermostatico (Solab SL 152, Brasil) nos tempos de 5, 10, 20
e 30 minutos e em temperaturas de 40, 60, 80 e 100°C. A agua ultrapura utilizada
possui resistividade de 18 MQ cm, produzida em purificador Master All 2000 (Gehaka).
Em seguida, centrifugados por 5 minutos a 4000 rpm (LAB 1000, DM0412S,
Piracicaba, SP), o sobrenadante armazenado em estufa em temperatura ambiente

para posteriores analises.

4.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

O conteudo fendlico total (total phenolics compounds — TPC) nos extratos foi
determinado seguindo o procedimento de Folin-Ciocalteu, de acordo com Singleton et
al., (1999), com modificacdes. A uma aliquota de 1000 pL do extrato aquoso, foram
adicionados 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu diluida (1:3 v/ v), ap6s 5 minutos,
4000 pL de uma solucdo de Na2COs (10%) e 50 pL de agua ultrapura, a mistura
resultante foi protegida da luz por 60 minutos.

A absorbéancia na regido do UV foi medida em espectrofotobmetro (FEMTO,
800XI, Sao Paulo, SP) com comprimento de onda a 720 nm, utilizando &cido galico
como padrdao de referéncia, com grau de pureza de 99%. A linha de base do
equipamento foi registrada utilizando uma solucdo com todos o0s reagentes nas
propor¢cdes utilizadas com excecdo da amostra, substituida por agua ultrapura. O
experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos em mg de acido

gélico equivalente por g de amostra seca (mg GAE/ g).
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4.5 ENCAPSULAMENTO

Primeiro realizadas as condi¢des 6timas de concentracao de alginato e depois
escolhida a melhor conforme o contetddo de TPC, as esferas de alginato foram obtidas
dissolvendo diferentes concentracdes de alginato de sédio (1, 1,5 e 2%) em 100 mL
de extrato aquoso otimizado das folhas da amoreira preta. Uma vez homogeneizada,
para a formagéo das microcapsulas, solucédo de alginato/ extrato, foi gotejada com o
auxilio de uma bomba peristaltica (Watson Marlow Pumps, Cornwall, UK) e uma
ponteira de micropipeta, sobre uma solucao de cloreto de célcio.

As esferas foram mantidas no banho gelificante de cloreto de calcio para
endurecer durante 24 horas e depois filtradas e lavadas com agua destilada.
Finalmente, foram pesadas e armazenadas.

Para analisar o TPC do extrato encapsulado, 1 grama de esferas foi dissolvida
em uma solucdo de citrato de sodio (5 g/ 100 mL), sob agitacdo vigorosa num
misturador Vortex (KASVI basic, Brasil), como proposto por Deladino et al., (2008)
apud Arriola et al. (2016). Os resultados expressos como 0s equivalentes de acido
galico (GAE) (mg de acido gélico por g do peso seco de esferas). Parte das esferas

foi desidratada em estufa a temperatura de aproximadamente 40+1°C.

4.6 EFICIENCIA ENCAPSULAMENTO

A porcentagem de eficiéncia de encapsulamento (EE) foi calculada usando a
equacao 3:
EE (%) = (L/Lo) x 100 3
onde L € o TPC na solugdo de citrato de sodio de esferas de alginato
dissolvido e Lo é o TPC no extrato otimizado inicial, chamado carga tedrica. O EE das
esferas de alginato de calcio molhado foi determinado imediatamente apds a

encapsulacdo e antes do processo de liofilizagcao.
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4.7 CARACTERIZACAO DO ENCAPSULADO

As dimensbes e a forma das esferas de alginato de calcio foram avaliadas
utilizando um microscoépio 6ptico (LUMEN, Brasil). A morfologia e o tamanho de
particula das esferas secas foram avaliados utilizando um microscépio eletronico de
varredura (MEV Oxford instrumentos X-ACT Vega 3 LMV).

4.8 LIBERACAO

A liberacdo de compostos fendlicos das esferas de alginato de calcio foi
realizada avaliando o conteudo fendlico total liberado em agua utilizando o ensaio
Folin-Ciocalteau descrito anteriormente.

Resumidamente, 1 grama de esferas foi suspensa em 10 mL de &agua
destilada sob agitacdo constante. Durante uma hora, nos periodos de 5, 15, 30, 45 e
60 minutos, uma aliquota do sobrenadante foi tomada para analise e substituida pela
mesma quantidade de agua ultrapura. Os experimentos foram realizados em triplicata.

A porcentagem de TPC liberada foi calculada pela equacéo 4

TPC liberado (%) = (Mt / M=) x 100 4)

Onde (Mt / M<) representa a fracdo de massa liberada no tempo t (Mt) em relagcéo a

massa maxima de polifendis que seria liberada no tempo t=.

4.9 ESTABILIDADE DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

Para avaliar a estabilidade do TPC, amostras de esferas de alginato de calcio
umidas e secas foram armazenadas durante 28 dias a 4 e 25°C. As amostras umidas
foram armazenadas e divididas em frascos com agua e com extrato aquoso das folhas

de amoreira preta. Triplicatas de cada amostra foram analisadas
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espectrofotometricamente a cada 7 dias e o tempo O correspondente ao TPC logo

apos o encapsulamento. Todas as amostras foram protegidas da luz até a analise.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 DETERMINACAO DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

A determinacado do conteudo fendlico total (TPC) foi obtida por meio do ensaio

colorimétrico que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu.

5.1.1 Efeito da temperatura de extracao

Os ensaios foram realizados em triplicata e apresentados como valores
meédios. Os gréaficos foram obtidos em software OriginPro 8 e teste de comparacao
multipla (Tukey’s Honestly Significant Difference test) para avaliar se as diferencas
eram significativas. A andlise estatistica foi feita com um nivel de confianca de 95%
(p>0.05). A quantidade de compostos fendlicos esta descrita na TABELA 2 e ilustrada
na FIGURA 8.

Tabela 2 - Anélise estatistica das temperaturas de infuséo

Tratamento (°C) Média Fendlicos Totais (mg GAE/ g)
40 7,16 + 1,24
60 7,67 +0,50
80 11,12 + 1,10
100 8,62 + 0,93

Fonte: Autoria prépria
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Figura 8 - Efeito da temperatura de extracdo no contelido de compostos fendlicos totais
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Fonte: Autoria propria

Observou-se que com o0 aumento da temperatura, houve um aumento na
quantidade de compostos fendlicos extraidos, mas que em uma temperatura mais
elevada a extracdo é menor, comprovando que compostos fendlicos sdo suscetiveis
a variacdo de temperatura e sensiveis a altas temperaturas se degradando
(VICKERY; VICKERY, 1981). Utilizando como parametro o Teste de Tuckey (anélise
estatistica), observou-se uma variacdo significativa entre as temperaturas, dessa
forma escolheu-se a temperatura de 80°C, pois apresentou maior quantidade de

conteudo fendlico total.

5.1.2 Efeito do tempo na extracao

A partir da temperatura escolhida, variou-se o tempo de infusdo em 5, 10, 20

e 30 minutos.
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Tabela 3 - Andlise estatistica dos tempos de infuséo

Tratamento (tempo em min) Média Fendlicos Totais (mg GAE/ g)
5 11,205 + 1,232
10 10,765 + 0,922
20 10,021 + 0,562
30 5,024 + 0,33

Fonte: Autoria propria

Figura 9 - Efeito do tempo de extragdo no conteldo de compostos fendlicos totais
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Resultados expressos como média + desvio padréo (triplicata). Média seguida da mesma letra
nao difere estatisticamente pelo teste de Tuckey (p<0,05).

Fonte: Autoria propria

A partir do TABELA 3 e da FIGURA 9 é possivel observar que ndo houve uma
diferenca estatisticamente significativa entre os tempos 5, 10 e 20 minutos, por esse
motivo, escolheu-se a utilizacdo do tempo de 5 minutos, ja que um tempo de infusdo
menor implica em um menor custo de energia.

Na FIGURA 9 nota-se que no tempo de 30 minutos, houve uma reducéo pela
metade da eficiéncia de extracdo, isso pode ser devido também a temperatura, pois
como ja foi observado a temperatura tem grande efeito sobre a degradacdo dos
compostos fendlicos, e com um maior tempo de extragdo, mesmo a uma temperatura

menor, ela ainda tem efeitos sobre os compostos fendlicos.
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5.2 ENCAPSULAMENTO

Com a temperatura e tempo de infusdo escolhidos, variou-se a concentracéo

de alginato de sddio no encapsulamento.

Tabela 4 - Andlise estatistica da concentracado de alginato

Tratamento (% de alginato) Média Fendlicos Totais
1 2,528 £0,17b
1,5 3,626 + 0,022
2 1,568 + 0,08c

Fonte: Autoria propria

Figura 10 - Efeito da concentracéo de alginato de sédio no conteldo de compostos fendlicos
totais
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Resultados expressos como média + desvio padrédo (triplicata). Média seguida da mesma letra
ndo difere estatisticamente pelo teste de Tuckey (p<0,05)
Fonte: Autoria propria

Como é possivel observar na FIGURA 10 e TABELA 4, a concentracdo de 1,5

% de alginato apresentou maior quantidade de compostos fendlicos totais, assim
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como no trabalho de BelS¢ak-Cvitanovi¢ et al., (2010), a porcentagem escolhida de
alginato de saodio foi de 1,5 %.

O alginato de sddio forma uma rede que aprisiona os ions de calcio, quanto
maior a concentracéo de alginato, maior a forga dessas redes. Para o extrato de folhas
de amora, uma concentracdo media foi suficiente para uma encapsulamento
satisfatorio, uma concentracdo menor teria um aprisionamento menor dos ions de
calcio, ndo encapsulando assim de forma a obter esferas uniformes. Da mesma forma,
uma concentragdo maior formaria uma rede mais forte, ndo liberando uma quantidade

suficiente de compostos fendlicos.

5.3 EFICIENCIA DO ENCAPSULAMENTO

Para 1 mL de extrato com alginato obteve-se 55 esferas. Como pode ser visto
na TABELA 5, a eficiéncia de encapsulacéo (EE) das esferas de alginato de célcio
secas foi aumentada em aproximadamente 10% em relacdo ao EE das esferas
Uumidas, indicando que a secagem em estufa provou ser um método apropriado para

a preservacao dos fenodlicos encapsulados.

Tabela 5 - Eficiéncia do encapsulamento

Eficiéncia de encapsulamento %*
Esferas iumidas Esferas secas
Folhas liofilizadas 835+0,6 925+1,0

* Média dos valores + de desvio padréo das determinagdes em triplicata.

Fonte: Autoria prépria

O alto EE obtido para as esferas de alginato de calcio umidas e secas
(TABELA 5) possui um comportamento semelhante ao encontrado por BelSCak-
Cvitanovi¢ et al., (2010) em que foram relatados valores de EE acima de 80% no
encapsulamento de compostos fendlicos de plantas com alginato de sodio.

A eficiéncia ndo alcanca 100%, devido a perda dos compostos fendlicos que
ocorreu provavelmente durante o processo de encapsulamento, especificamente
durante a imersdo das esferas na solucdo gelificante de cloreto de célcio. Esse

comportamento foi observado por Deladino et al. (2008), o qual atribui esse
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comportamento a estrutura porosa das esferas de alginato de calcio, derivadas dos
compostos de baixo peso molecular do polimero.

Portanto, os resultados vistos na TABELA 5 demonstram que a escolha dos
procedimentos de encapsulamento e das condi¢des de armazenamento das esferas
podem influenciar significativamente no TPC aprisionado dentro das esferas e

também na eficiéncia de encapsulamento do processo.

5.4 CARACTERIZACAO DOS ENCAPSULADOS

Com o auxilio do microscopio eletrébnico de varredura (MEV), obteve-se as
imagens das esferas desidratadas sem extrato e com extrato. O MEV pode ser
realizado apenas nas esferas desidratadas pois a camada de ouro utilizada na

disperséo dos elétrons, ndo fixa nas paredes das esferas umidas.
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Figura 11 - Imagens microscoépicas esferas sem extrato

(@) (b)

(c)
(&) Aumento de 50x. (b) Aumento de 100x. (c) Aumento de 150x.
Fonte: UTFPR (2018)

Observacdes microscopicas de esferas sem extrato (FIGURA 11) mostram
que sao esféricas com superficie lisa e distribuicdo de tamanho homogénea. Na
FIGURA 11 (c) hd uma parte achatada, que pode ser resultado, no momento da

secagem, das esferas estarem muito proximas e se unirem.
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Figura 12 - Imagens microsc@picas esferas com extrato

(a) Aumento de 50x. (b) Aumento de 100x. (c) Aumento de 150x. (d) Aumento de 200x.
Fonte: UTFPR (2018)

Na FIGURA 12 (a) € possivel observar que as esferas ndo sdo totalmente
uniformes, apresentando variagdo em sua forma e tamanho, possuem poros,
cavidades externas e superficie rugosa por causa do extrato. O processo de
encapsulacdo resultou na formacédo de microesferas, onde uma pequena parte do
extrato permanece exposto na superficie. Ha também a presenca de cristais quem
podem ser atribuidos ao cloreto de sodio. Durante a formacédo da esfera, os ions de
calcio interagem com o alginato de sédio para formar a matriz, enquanto, os ions de

soédio estdo livres para interagir com os ions cloreto do banho de gelificacao
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(DELADINO et al. 2008). Apos a secagem das capsulas, os cristais de cloreto de sédio
poderiam ter permanecido sobre a superficie.

Pode-se observar algumas fibras que podem ser resultado da secagem com
folhas de papel antes de levar a estufa, resquicios que néo foram percebidos a olho
nu. As esferas secas apresentaram tamanho de 0,9 £ 0,2 milimetros. As esferas
umidas com extrato (FIGURA 13 a) e sem extrato (FIGURA 13 b) apresentaram

tamanhos de aproximadamente 2 + 0,3 milimetros.

Figura 13 - Esferas iumidas

(b)

Fonte: Autoria propria

5.5 LIBERACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Os perfis de liberagéo foram investigados depois de colocar as esferas em
meio aquoso sob agitacéo intensa. De acordo com BelS€ak-Cvitanovi¢ et al., 2010, a
liberacdo dos compostos fendlicos usando o ensaio de Folin-Ciocalteu, segue um
padrdo onde o conteudo principal destas substancias € liberado nos primeiros 20 a 30

minutos, apos é atingido um estado estacionario.
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Figura 14 - Liberacdo de compostos fenélicos em esferas secas e imidas
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Fonte: Autoria prépria

De acordo com a FIGURA 14, para as esferas secas, a estabilizacdo comeca
a partir dos 30 minutos e para as esferas umidas a partir dos 45 minutos, pois por
possuirem alto teor de 4gua em sua composicao, as esferas umidas liberam maior
guantidade de compostos nos primeiros minutos, mas demoram mais para estabilizar.

Segundo Huang e Brazel (2001), a &gua se desloca para a superficie durante
a desidratacdo, promovendo assim a difusdo e a migracdo dos compostos
encapsulados. Portanto, uma maior quantidade de compostos sollUveis pode se
difundir por convecg¢ao com agua, levando a uma distribuicdo desigual dos compostos
e produzindo concentracdes mais altas na superficie da esfera. Assim, esta teoria
poderia explicar a rapida liberacdo fendlica nos primeiros minutos do perfil cinético
das esferas secas.

Mudancas no perfil de captacdo de agua devem levar a mudangas no perfil
de liberacdo do composto ativo, no caso das esferas secas, a liberacdo do composto
ativo € amplamente controlada pelo inchaco das esferas, que é menos significativo no
caso das esferas Umidas quando em contato com a agua (WU; BRAZEL, 2008), o que

pode ser verificado pela observagédo da FIGURA 14.
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5.6 ESTABILIDADE DO CONTEUDO FENOLICO TOTAL

Para o célculo da estabilidade, utilizou-se esferas iumidas (FIGURA 15 a) e

esferas secas (FIGURA 15 b).

Figura 15 - Esferas iamidas e secas

(b)

Fonte: Autoria propria

As Figuras 16 e 17 mostram o efeito das condi¢cdes de armazenamento no
TPC das esferas de alginato de calcio Umidas e secas obtidas por extrusdo. As esferas
foram armazenas em tubos falcon recobertos por fita isolante para evitar o contato

com a luz, por 28 dias.



Figura 16 - Efeito do tempo e temperatura na estabilidade em esferas de alginato secas
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Figura 17 - Efeito do tempo e temperatura na estabilidade em esferas de alginato mantidas em
extrato aquoso das folhas de amoreira e em agua

Fonte: Autoria propria
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Apos os 28 dias de andlise, é possivel observar na FIGURA 17 que as solucdes
gue ficaram no extrato permaneceram constantes até o dia 14, mas que a partir desse
dia a temperatura desempenhou papel importante na variagado da concentracao, onde
a amostra que permaneceu em menor temperatura apresentou maior concentracao
com o passar dos dias, ja a amostra que estava a temperatura ambiente teve sua
concentracdo diminuida com o passar dos dias.

Para prazos maiores, a tendéncia da concentragdo da amostra que
permaneceu no extrato é diminuir, assim como a que permaneceu ha agua.

As esferas umidas armazenadas em frascos contendo o extrato otimizado
mostraram TPC significativamente maior quando comparadas ao mesmo tipo de
esferas armazenadas sem o extrato. Chan et al.,, (2009) afirmaram que esse
fenbmeno ocorre porque 0s compostos ativos sollveis em agua, como os polifendis,
podem facilmente se difundir para dentro e para fora da solucéo de armazenamento.

BelS¢ak-Cvitanovi¢ et al. (2010) avaliaram a estabilidade dos extratos de seis
diferentes plantas medicinais encapsuladas com alginato de sodio e descobriram que
sua estabilidade diminuiu significativamente apds duas semanas de armazenamento
a 25°C. Essa diminuicéo foi atribuida ao alto teor de 4gua nas esferas de alginato.
Estando de acordo com os dados encontrados neste trabalho.

As esferas secas apresentaram maior quantidade de compostos fendlicos
(FIGURA 17) pois no momento da secagem, com a diminuigéo a perda de massa das
esferas, devido a evaporacdo da agua, a quantidade de compostos fendlicos ficou
concentrada, ndo havendo também difusdo com o meio externo, mantendo assim o

TPC estavel durante o tempo de analise.
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6 CONCLUSAO

O uso de compostos biologicamente ativos de varias ervas medicinais como
ingredientes funcionais em aplicacdes de alimentos, bebidas e cosméticos vem
ganhando crescente interesse nos ultimos anos, principalmente por fornecer
ingredientes naturais, diminuindo o consumo de produtos industrializados. E para
manter estes compostos ativos, mesmo apos a digestdo, o encapsulamento se torna
uma solugdo para criar uma barreira e evitar a degradacao dos compostos fendlicos.

Estas esferas podem ser utilizadas em cosméticos, utilizando o efeito
antioxidante na pele, e também como suplemento alimentar, tanto desidratado, em
barrinhas de cereal, por exemplo, como Umido, com maior concentracdo de
compostos fenélicos quando armazenado em seu extrato aquoso.

Analisando os dados apresentados, observa-se que a temperatura de
extracdo apresenta efeito significativo no teor dos compostos fendlicos totais em
extrato aquoso das folhas de amora. Enquanto que o efeito do tempo nao influenciou
de forma significativa na extracdo. Para o fator de concentragao de alginato, notou-se
gue uma concentracdo 1,5 % foi suficiente para uma alta porcentagem de
encapsulamento, diminuindo assim o0s gastos com reagentes.

A secagem, afetou significativamente o tamanho e a morfologia das esferas,
apresentando uma maior quantidade de compostos fendlicos e provou ser um método
apropriado para a preservacao de fendélicos encapsulados.

Quanto a estabilidade, analisada por 28 dias, as esferas Umidas armazenadas
em frascos contendo o extrato otimizado apresentaram TPC significativamente maior
quando comparadas ao mesmo tipo de esferas armazenadas em agua. Pelo presente
estudo pode-se verificar que a técnica de encapsulamento de extrato de Morus nigra
L em esferas de alginato de calcio € altamente eficaz para aprisionar os bioativos

desejados e retardar seu perfil de liberagéo.
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