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RESUMO

Os produtos nutracéuticos sdo suplementos alimentares que contém a forma
concentrada de um ou mais compostos bioativos extraidos dos alimentos, sendo
apresentado separadamente da matriz alimentar e utilizado com a finalidade
terapéutica, em doses que excedem aquelas que poderiam ser obtidas dos
alimentos in natura. A concentracao dos compostos bioativos extraidos de plantas
medicinais, frutas tropicais ou de alimentos funcionais, em microencapsulados
representa uma via para utilizacdo desses produtos para fins terapéuticos. Desta
forma, objetivou-se neste trabalho a produgdo de microencapsulados nutracéuticos
produzidos a partir de polifendis extraidos da polpa do maracuja (Passiflora edulis).
Para produgao dos microencapsulados, foi utilizado polpa de maracuja, seguida pela
técnica de emulsificagdo com aditivos nutracéuticos e imediata secagem pela
técnica Spray-Dryer, para obtengao das microparticulas. Inicialmente foram testadas
trés técnicas de emulsificagdo com aditivos nutracéuticos (preparagbes 1,2 e 3), e a
preparagdo que apresentou melhor estabilidade na secagem (preparagao 1), foi
usada para a otimizagcdo com a elaboracdo das formulagdes 1, 2 e 3. Os
microencapsulados obtidos das formulagdes, bem como a polpa de maracuja, foram
submetidos a caracterizagao fisico-quimica, por meio da analise térmica, difragdo de
Raio X, analise de infravermelho, tamanho de particula, quantificagdo e identificagédo
de fendis e flavonoides, perfil cromatografico, microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e teste in vitro, além da avaliagdo do potencial antioxidante por meio das
analises DPPH, FRAP e ABTS. Para o teste in vitro, foi avaliado a agcao da polpa do
maracuja sobre o crescimento de Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Os resultados de
analise térmica demonstraram que a formulagao 2, apresentou melhor estabilidade
ao calor, com menor perda de massa. Em relacdo a difracdo de RX todas as
formulagbes apresentaram comportamento semelhante. Na analise de
infravermelho, a formulacdo 2 apresentou melhor protecdo pelos agentes
encapsulantes e na MEV, observou-se de maneira clara o efeito encapsulante nas
formulagdes. No perfil cromatografico da polpa, observou a presenga de acido
clorogénico e apigenina, ambos extraidos com HCI (acido cloriodrico) e EtOAC
(acetato de etila). Quanto a capacidade antioxidante da polpa de maracuja, o melhor
efeito antioxidante foi demonstrado pelo método DPPH. Quanto aos testes in vitro,
as avaliagbes contra o crescimento de S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa e C. albicans, indicaram que os microencapsulados com polpa de
maracuja apresentam efeito inibitério no crescimento desses microrganismos
patogénicos, apresentando potencial terapéutico no combate a infecgbes. Pode-se
constatar que os microencapsulados preparados com gelatina, amido, aerosil, etanol
e agua (formulacédo 1 e 2), foram os que apresentaram melhor estabilidade ao
processo de secagem, apresentando boa estabilidade térmica e perfil de difracéo de
RX e infravermelho semelhante ao da polpa de maracuja.

Palavras-chave: Nutracéutico. Flavonoides. Prospeccgao tecnolodgica.
Microencapsulados de maracuija.



ABSTRACT

Nutraceuticals are food supplements that contain the concentrated form of one or
more bioactive compounds extracted from food, being presented separately from the
food matrix and used for therapeutic purposes at doses exceeding those that could
be obtained from in natura foods. The concentration of bioactive compounds
extracted from medicinal plants, tropical fruits or functional foods in microencapsules
represents a route for use of such products for therapeutic purposes. Thus, the
objective of this work was the production of nutraceutical microencapsulates
produced from polyphenols extracted from passion fruit pulp (Passiflora edulis). For
the production of the microencapsulates, passion fruit pulp was used, followed by the
emulsification technique with nutraceutical additives and immediate drying by the
Spray-Dryer technique, to obtain the microparticles. Initially, three emulsification
techniques with nutraceutical additives (preparations 1, 2 and 3) were tested, and the
preparation that presented better drying stability (preparation 1), was used to carried
out with the preparation of formulations 1, 2 and 3. The microencapsules obtained
from the formulations, as well as the passion fruit pulp, were submitted to physico-
chemical characterization, through thermal analysis, X-ray diffraction, infrared
analysis, particle size, quantification and identification of phenols and flavonoids,
chromatographic profile , scanning electron microscopy (SEM) and in vitro test, in
addition to the evaluation of the antioxidant potential through the DPPH, FRAP and
ABTS analyzes. For the in vitro test, the action of passion fruit pulp on the growth of
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
and Candida albicans was evaluated. Thermal analysis results showed that
formulation 2, showed better heat stability, with lower pasta. In relation to RX
diffraction all the formulations presented similar behavior. In the infrared analysis,
formulation 2 presented better protection by the encapsulating agents and in SEM,
the encapsulating effect in the formulations is clearly evident. In the chromatographic
profile of the pulp, it observed the presence of chlorogenic acid and apigenin, both
extracted with HCI and EtOAC (ethyl acetate). As for the antioxidant capacity of
passion fruit pulp, the best antioxidant effect was demonstrated by the DPPH
method. As for the in vitro tests, evaluations against the growth of S. aureus, S.
epidermidis, E. coli P. aeruginosa and C. albicans, indicated that the
microencapsulated with passion fruit pulp present an inhibitory effect on the growth of
these pathogenic microorganisms, presenting therapeutic potential in combat
infections. It can be seen that the microencapsules prepared with gelatin, starch,
aerosil, ethanol and water (formulation 1 and 2) presented the best stability to the
drying process, presenting good thermal stability and RX and infrared diffraction
profile similar to of passion fruit pulp.

Keywords: Nutraceutical. Flavonoids. Technological prospecting. Microencapsules
of passion fruit.
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1 INTRODUGAO

De acordo com Zeisel (1999), os produtos nutracéuticos sdo suplementos
alimentares que contém a forma concentrada de um composto bioativo de alimento,
apresentado separadamente da matriz alimentar, e utilizado com a finalidade de
melhorar a saude, em doses que excedem aquelas que poderiam ser obtidas de
alimentos. Corozzolino (2012) afirma que o termo nutracéutico, ja vem sendo
utilizado por alguns cientistas no sentido de mostrar o alimento com acdo de
medicamento, desde o periodo de Hipécrates (460-370 A.C) que ja afirmava para
deixar o alimento ser o seu remédio e o remédio seu alimento. Entre os alimentos
com potencial nutracéutico no Brasil, destaca-se o maracuja, devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas e por ser um alimento amplamente consumido pela
populacao.

O maracuja € um fruto popular na regiao norte e nordeste do Brasil, podendo
ser uma alternativa de produtos nutracéuticos, devido a sua abundéncia e sua
aceitacao no pais. Varios estudos indicam a presenca de substancias com potencial
funcional no maracuja, como compostos polifendlicos, acidos graxos poli-
insaturados, fibras e outras classes de substancias, indicando o potencial do
maracuja como um alimento funcional (CORDOVA et al., 2005; KOBORI; JORGE,
2005; ZERAIK; YARIWAKE, 2010).

Conhecido popularmente como maracuja, o fruto pertence a varias espécies
do género Passiflora (0 maior da familia Passifloraceae), sendo o nome maracuija,
originado da palavra marat-ya, que para os indigenas significa “fruto de sorver” ou
“‘polpa que se toma de sorvo” (ITAL, 1994). Cerca de 90% das 400 espécies deste
género séo originarias das regides tropicais e subtropicais do globo, sendo o maior
foco de distribuicdo geografica o centro-norte do Brasil, onde se encontram pelo
menos 79 espécies. As espécies de maior interesse comercial no pais sao P. edulis
f. flavicarpa Deg., P. alata Curtis e P. edulis (RUGGIERO, 1987). O termo flavicarpa,
representa variedades da espécie P. edulis. O fruto do maracuja pode ser dividido
basicamente em trés partes o epicarpo (parte externa), mesocarpo, massa
esbranqui¢cada abaixo do exocarpo e a polpa, denominada endocarpo.

Varias pesquisas tém sido conduzidas mostrando o potencial do maracuja

(fruto, casca e semente) para varias finalidades, e a atividade biolégica mais
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estudada com relagao aos frutos do maracuja € sua acao antioxidante (HEIM et al.,
2002; ZUCOLOTTO, 2005; KUSKOSKI et al., 2006).

A casca do maracuja € também rica em niacina (vitamina B3), ferro, calcio e
fosforo (GONDIM et al., 2005), e ja foram testadas e usadas com sucesso na
alimentacdo animal (TOGASHI et al.,, 2007). Paiva (1998) demonstrou que o
emprego dos residuos industriais do maracuja (cascas e sementes) na alimentagao
de bovinos levam os animais a produzirem mais leite, inibindo inclusive problemas
digestivos. Foram também verificados os beneficios da farinha de casca de
maracuja como redutor da glicémico no tratamento do Diabete mellitus tipo Il, sendo
o provavel mecanismo desta agao a presenca de um alto teor de pectina, totalmente
degradavel no organismo, que ajuda a diminuir a taxa de glicose e colesterol no
sangue, sugerindo o uso do extrato seco da casca do maracuja como adjuvante das
terapias convencionais.

Diante deste contexto, faz-se necessario a condugcao de estudos para o
preenchimento da lacuna tecnolégica em termo da aplicacdo da polpa do maracuja
como elemento ativo de composi¢des nutracéuticas/farmacéuticas para o tratamento

e prevencgao de doencgas, com agdes antioxidantes e anti-inflamatorias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Obter e caracterizar microencapsulados nutracéutico enriquecidos com

polifendis extraidos da polpa do maracuja (Passiflora edulis).

2.2 Especificos
-Determinar os marcadores fendlicos por HPLC;

-Determinar a atividade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP) in vitro dos polifenois

extraidos da polpa do maracuija;
-Determinar atividade antimicrobiana in vitro;

-Obter e quantificar composi¢des nutracéuticas da polpa do maracuja (Passiflora

edulis);

-Desenvolver microencapsulados a partir de composicdes obtidas da polpa do

maracuja (Passiflora edulis);

-Preparar os microencapsulados usando a técnica Spray-Dryer e caracteriza-los
através da analise térmica, infravermelho, MEV, DRX, tamanho de particula, analise

de fluorescéncia.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Composi¢oes Nutracéuticas

O termo nutracéutico, vem sendo utilizado por alguns pesquisadores no
sentido de mostrar o alimento com acdo de medicamento. De acordo com a
literatura, nutracéuticos sédo definidos como composto bioativos (CB), extraidos de
alimentos e apresentados na forma farmacéutica, como em capsulas, comprimidos
e/ou tabletes (COZZOLINO, 2012).

Historicamente, a utilizagcdo de alimentos com finalidade de redugéo do risco
de doencas teve inicio no Japao, na década de 1980, por incentivo de cientistas do
Ministério da Saude e Bem Estar daquele pais, que, em 1990, criaram a categoria
de alimentos denominada FOSHU (Foods for Specified Health Use), que tinha como
principio a promog¢ao de alimentos que conferissem mais saude a populagdo. A
definicdo proposta para essa nova categoria de alimentos foi de “alimentos
projetados e processados para suprir fungdes relacionadas aos mecanismos de
defesa do organismo, controle do ritmo corporal e prevencédo e recuperagao de
doencas” (COZZOLINO, 2012).

Em seguida, este conceito de alimentos (que se convencionou chamar de
alimentos funcionais) passou a ser discutido em outros paises e, em 1995, o ILSI
(International Life Science Institute) apresentou a primeira definicdo para estes
alimentos que foi aceita mundialmente, sendo definido como alimentos funcionais,
aqueles alimentos que melhoram ou afetam a fung¢ao corporal, além do seu valor
nutricional normal, ou seja, alimentos que, além de sua fungao primordial de nutrir,
teriam também caracteristicas especificas que contribuiriam para reducido do risco
de doengas (COZZOLINO, 2012). Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova
concepcdo de alimentos, lancada pelo Japdo na década de 80, através de um
programa de governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis para
uma populacdo que envelhecia e apresentava uma grande expectativa de vida
(ANJO, 2004).

No Brasil, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), com o
objetivo de definir e regulamentar esta classe de alimentos, constituiu no ano de
1999, uma Comissdo de Assessoramento Técnico Cientifico em Alimentos

Funcionais e Novos Alimentos (CTCAF), com a finalidade de estabelecer normas e
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critérios para a comercializagdo destes alimentos. A definicdo de alimentos
funcionais e novos alimentos proposta por este grupo foi: “Alimentos semelhantes
em aparéncia ao alimento convencional, consumido como parte da dieta usual,
capaz de produzir efeitos metabdlicos ou fisioldgicos demonstraveis, uteis na
manutencido de uma boa saude fisica e mental, podendo auxiliar na reducao do risco
de doencgas cronicas nao transmissiveis, além de suas fungdes nutricionais basicas”
(COZZOLINO, 2012).

De acordo com Machado et al. (2019), no Brasil, os nutracéuticos,
comercializados na forma de capsulas, por exemplo, devem seguir a Resolugao -
RDC n° 16 de 1999 ou a RDC n° 2 de 2002 (BRASIL, 1999; BRASIL, 2002). A RDC
n° 16 é aplicada para alimentos processados e encapsulados, como é o caso de
tomate na forma de capsulas, e a RDC n° 2 é utilizada para um ingrediente isolado,
como licopeno e bioativo do extrato de tomate. Em julho de 2018, a ANVISA
publicou uma noticia para regulamentar os suplementos por meio de consultas
publicas e, em breve, serdo publicadas as novas legislagdes acerca do assunto
(BRASIL, 2018).

Os varios fatores que tém contribuido para o desenvolvimento dos alimentos
funcionais sao inumeros, sendo um deles o aumento da consciéncia dos
consumidores, que desejam melhorar a qualidade de suas vidas, e estdo optando
por habitos saudaveis. Esses alimentos devem apresentar propriedades benéficas e
nutricionais basicas, e se apresentarem na forma de alimentos comuns na
alimentagéo dos consumidores (MORAES; COLLA, 2006).

A diferenga entre alimentos funcionais e nutracéuticos, justifica-se devido ao
pouco conhecimento destes conceitos pela populagdo, bem como da relagcao entre
dieta e saude. Dispondo de maiores informagdes, tanto sobre o efeito benéfico de
determinados alimentos, como os maléficos causados pela exposicao a inumeras
substancias inerentes a vida moderna, as pessoas poderdo conferir maior
importancia aos alimentos, contendo substancias benéficas a saude. A informagéao
contribui para uma maior aceitagdo dos alimentos funcionais, diferenciando-os dos
nutracéuticos, os quais envolvem todos os tipos de alimentos que possuem algum
efeito médico e de saude (MORAES; COLLA, 2006).

O termo nutracéutico € um alimento ou parte de um alimento que proporciona

beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencao e/ou tratamento da doencga
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(MORAES; COLLA, 2006). Sua acgao varia do suprimento de minerais e vitaminas
essenciais até a protegcdo contra varias doencas infecciosas (HUNGENHOLTZ;
SMID, 2002). Tais produtos podem abranger desde os nutrientes isolados,
suplementos dietéticos na forma de capsulas e dietas até os produtos
beneficamente projetados, produtos herbais e alimentos processados tais como
cereais, sopas e bebidas (KWAK; JUKES, 2001a; ROBERFROID, 2002;
HUNGENHOLTZ; SMID, 2002; ANDLAUER; FURST, 2002). Varios nutracéuticos
podem ser produzidos através de métodos fermentativos com o uso de
microrganismos considerados como GRAS - Generally Recognized as Safe
(MORAES; COLLA, 2006).

Os nutracéuticos podem ser categorizados de acordo com o interesse
envolvido, ou seja, através da fonte alimentar, mecanismo de agao ou até mesmo de
sua natureza quimica, nas quais se destacam os: microbianos (probidticos),
isoprendides (carotendides), minerais (cobre, calcio), compostos fendlicos
(isoflavonas), acidos graxos poli-insaturados (dmega 3), carboidratos e derivados
(fibras) (SULERIA et al.,, 2015). O alvo dos nutracéuticos € significativamente
diferente dos alimentos funcionais, por varias razbes: a) a prevencgao e o tratamento
de doencas (apelo médico) sao relevantes aos nutracéuticos, enquanto que a
reducdo do risco da doenca, e ndo a prevencdo e tratamento da doencga estao
envolvidos com os alimentos funcionais (MORAES; COLLA, 2006); b) os
nutracéuticos incluem suplementos dietéticos e outros tipos de alimentos, os
alimentos funcionais devem estar na forma de um alimento comum (KWAK; JUKES,
2001b).

Os alimentos funcionais se caracterizam por oferecer varios beneficios a
saude, além do valor nutritivo inerente a sua composicdo quimica, podendo
desempenhar um papel potencialmente benéfico na reducdo do risco de doencas
cronico degenerativas (NEUMANN, et al., 2000; TAIPINA, et al., 2002). Os alimentos
e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois modos: quanto a fonte, de
origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem, atuando em seis
areas do organismo: no sistema gastrointestinal; no sistema cardiovascular; no
metabolismo de substratos; no crescimento, no desenvolvimento e diferenciacao
celular; no comportamento das funcgdes fisiolégicas e como antioxidantes (SOUZA,

et al., 2003). Uma grande variedade de produtos tem sido caracterizada como
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alimentos funcionais, incluindo componentes que podem afetar inumeras funcbes
corpéreas, relevantes tanto para o estado de bem-estar e saude como para a
reducao do risco de doencas (MORAES; COLLA, 2006).

Esta classe de compostos pertence a nutricio e nado a farmacologia,
merecendo uma categoria propria, que nao inclua suplementos alimentares, mas o
seu papel em relagdo as doencas, na maioria dos casos, concentrado mais na
reducdo dos riscos do que na prevencdo. Os alimentos funcionais apresentam as
seguintes caracteristicas: a) devem ser alimentos convencionais e serem
consumidos na dieta normal/usual; b) devem ser compostos por componentes
naturais, algumas vezes, em elevada concentragcdo ou presentes em alimentos que
normalmente ndo os supririam; c) devem ter efeitos positivos além do valor basico
nutritivo, que pode aumentar o bem-estar e a saude e/ou reduzir o risco de
ocorréncia de doencas, promovendo beneficios a saude além de aumentar a
qualidade de vida, incluindo os desempenhos fisico, psicolégico e comportamental;
d) a alegacao da propriedade funcional deve ter embasamento cientifico; e) pode ser
um alimento natural ou um alimento no qual um componente tenha sido removido; g)
pode ser um alimento onde a natureza de um ou mais componentes tenha sido
modificada; h) pode ser um alimento no qual a bioatividade de um ou mais
componentes tenha sido modificada (ROBERFROID, 2002; MORAES; COLLA,
20086).

Os alimentos medicamentos sdo definidos pela FDC (Food, Drugs and
Cosmetics) como sendo alimentos formulados para serem consumidos sob a
supervisdo de um médico (MORAES; COLLA, 2006), sendo usados para fins
dietéticos especificos em caso de doencga ou condicdo para qual existam requisitos
nutricionais distintos. Estes requisitos devem ser baseados em principios cientificos
conhecidos e que sejam estabelecidos por avaliagdo médica (NOONAN; NOONAN,
2004). De acordo com o Codex Alimentarius, alimentos para fins médicos especiais
sado definidos como uma categoria de alimentos para usos dietéticos especificos,
que sao especialmente processados ou formulados e apresentados para o controle
dietético de pacientes, podendo ser usados somente sob supervisdo médica
(MORAES; COLLA, 2006).

Nos EUA, o termo alimento-medicamento é legalmente definido como sendo o

alimento formulado para ser administrado inteiramente sob a supervisdo de um
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meédico, que é utilizado para o controle de uma doenga ou condi¢do para os quais
possui requerimentos nutricionais distintos, baseado em principios cientificos
reconhecidos (MORAES; COLLA, 2006). De acordo a FDA (Food and Drug
Administration), a diferenca entre alimentos-medicamentos e alimentos para fins
dietéticos especificos, € que os primeiros incluem uma categoria mais estreita de
alimentos, usados por pessoas com doengas ou condi¢cdes particulares, as quais
possuem requerimentos nutricionais distintos (MORAES; COLLA, 2006). Os
alimentos para fins dietéticos especificos, pertencem a uma categoria mais ampla de
alimentos, usados por pessoas com necessidades ou desejos por dietas especiais.
Desta forma, como os alimentos-medicamentos necessitam de supervisao médica, e
nao podem ser incluidos na categoria de alimentos funcionais (KWAK; JUKES,
2001b).

3.2 Maracuja

Entre as espécie do maracuja cultivada no mundo, no Brasil se destaca o
maracuja-azedo ou amarelo (P. edulis fo. flavicarpa), espécie mais cultivada e
comercializada no pais, devido a qualidade de seus frutos (ZERAIK et al., 2010). O
Brasil, ainda se destaca como o maior produtor mundial de maracuja. De acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2007), a producao
brasileira de maracuja em 2007 foi de 664.286 toneladas, com 47.032 ha de area
plantada ou destinada a colheita, concentrada nos estados do Para, Bahia, Sergipe
e Sao Paulo. No Brasil, o consumo de sucos de frutas, frescos ou industrializados, ja
€ um habito consolidado e em 2003 o consumo do suco de maracuja representou
quase 25% dentre o total de 579 mil litros de sucos de frutas integrais
industrializados (PINHEIRO et al., 2006).

De acordo com o IBGE (IBGE, 2019), nos anos de 2016, 2017 e 2018, o Pais
produziu 618.298, 548.088 e 602.651 toneladas de maracuja, respectivamente. O
Nordeste se manteve como maior produtor do fruto nos ultimos trés anos,
representando 69,6% da produgé&o nacional no ano de 2016, seguido pela regido
Sudeste (16,06%) e Norte (10,39%). Conforme o Uultimo censo agropecuario
realizado pelo IBGE, o Estado de Alagoas ocupa a 10° posi¢gao na produgao do fruto,
contribuindo com 15.578 toneladas, 2,58% da producao nacional (IBGE, 2019).

O maracuja-roxo (P. edulis fo. edulis) pode ser consumido em suco ou como

fruta fresca, os frutos desse tipo de maracuja sao globosos, com 4 a 5 cm de
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didmetro, com casca verde antes da maturacado, tornando-se purpura apds iniciado o
processo (ZERAIK et al., 2010), sendo muito apreciado na Australia e na Africa do
Sul, desenvolvendo-se em regides de clima mais ameno e de elevadas altitudes. O
maracuja amarelo apresenta uma série de caracteristicas consideradas superiores
ao maracuja roxo, tais como: maior tamanho do fruto, peso, teor de caroteno, acidez
total, resisténcia a pragas e maior produtividade por hectare (CARVALHO-OKANO et
al., 2001; ZIBADI; WATSON, 2004).

O maracuja-doce (P. alata Curtis), originario do Brasil € uma fruta ainda pouco
conhecida pela maioria da populacdo, tendo sua producdo e comercializacao
restritas, sendo consumida exclusivamente como fruta fresca, devido a sua baixa
acidez (ZERAIK et al., 2010). Os frutos do maracuja-doce séo ovais ou periformes, e
a casca da P. alata é intensamente alaranjada, lembrando um mamé&o papaia. A
polpa é adocicada, odor forte e agradavel, mas enjoativa quando utilizada na forma
de suco (MELETTI, 1996).

De acordo com Borrmann et at. (2013), o maracuja € rico em vitamina C,
vitaminas B1 e B2 e a pré-vitamina A, - caroteno, bem como minerais como K, P,
Ca, Fe e fibras. Em 100g de maracuja, pode ser encontrado 75,8% de agua, 63 kcal,
9,59 de carboidratos, 0,4g de lipidios, 2,4g de proteinas, 1,5g de fibra alimentar, 3,99
acidos organicos e 0,99 de minerais (SOUCI et al., 2008). No suco pode ser
encontrado 40mg de minerais, em 100mL do produto (SUNTORNSUK et al., 2001).

Diversos estudos tém demonstrado a capacidade do maracuja em atuar como
um alimento funcional e/ou nutracéutico, devido a presenca de substancias
polifendlicas, acidos graxos poli-insaturados e fibras em sua composi¢cao (KOBORI;
JORGE, 2005; CORDOVA et al., 2005; ZERAIK et al., 2010; ZERAIK; YARIWAKE,
2010). A composicao nutricional em 100g de fruta fresca, de duas espécies de

maracuja (P.edulis f. flavicarpa e P. edulis) é detalhado na tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao nutricional em 100 g de fruta fresca

Componentes P.edulis f. flavicarpa’ P. edulis®
Umidade (%) 72,20 75,10
Proteinas (g) 3,00 2,20
Gordura (g) 0,12 0,70
Glucose (%)° 38,10 37,10
Frutose (%)° 29,40 33,50
Sucrose (%)° 32,40 29,40
Fibras (%) 12,80 0,04
Acido citrico (meq)® 13,10 55,00
Acido malico (meq)® 10,55 3,86
Acido latico (meq)® 0,58 7,49
Acido malénico (meq)® 0,13 4,95
Acido succinico (meq)® Tragos 2,42
Cinzas (%) 0,50 0,80
Sédio (mg) 8,00 28,00
Potassio (mg) 208,00 348,00
Célcio (mg) 6,80 13,00
Ferro (mg) 0,60 1,60
Fdésforo (mg) 63,80 64,00
Magnésio (mg) 28,00 17,00°
Zinco (mg) 0,60* 0,10°
Cobre (mg) 0,19 0,10°
Vitamina A (U.1) 200,00 700,00
Tiamina (mg) Tragos Tragos
Riboflavina (mg) 0,10 0,10
Niacina (mg) 1,50-2,20 1,50
Acido ascérbico (mg) 22,00 30,00

Fonte: 'ROMERO-RODRIGUEZ et al. (1994); "MORTON (1987); *CHAN et al. (1972); *KIDOY et al.
(1997); °ZIBADI; WATSON (2004); ZERAIK et al. (2010).

De acordo com Ramos (2004), o extrato seco da casca de maracuja amarelo
exerce uma agao positiva sobre o controle glicémico no tratamento da diabete
mellitus tipo I, sendo o provavel mecanismo desta acédo a presenca de um alto teor
de pectina, totalmente degradavel no organismo, que ajuda a diminuir a taxa de
glicose e colesterol no sangue, sugerindo o uso do extrato seco da casca do
maracuja como adjuvante das terapias convencionais. Agra et al. (2007), em
extenso levantamento sobre as plantas medicinais mais utilizadas no nordeste
brasileiro, evidenciaram que o mesocarpo seco e pulverizado de P. edulis (variedade
nao especificada) ja € utilizado popularmente contra o diabetes.

Em um estudo clinico piloto, verificou-se que o tratamento com a farinha da
casca do maracuja (P. edulis fo. flavicarpa) resultou na diminuicdo dos niveis de
colesterol em mulheres entre 30 e 60 anos que apresentavam hipercolesterolemia
(colesterol=200 mg/dL) (RAMOS et al., 2007). Ichimura et al. (2006) demonstraram o
efeito anti-hipertensivo do extrato metandlico da casca de P. edulis (variedade nao

especificada) em ratos naturalmente hipertensos. Este efeito foi atribuido



25

principalmente ao acido y-aminobutirico (GABA) e parcialmente a acao
vasodilatadora dos polifendis, principalmente da luteolina (ZERAIK et al., 2010).

O efeito anti-hipertensivo do extrato da casca de maracuja roxo (mistura de
bioflavonoides, acidos fendlicos e antocianinas) foi investigado em um modelo
experimental com 24 ratas naturalmente hipertensas e com mulheres naturalmente
hipertensas (ZIBADI et al., 2007). O efeito dos extratos nas mulheres e ratas
naturalmente hipertensas foi avaliado por meio da medida da presséo sanguinea.
Observou-se diminuicdo significativa na pressdo sanguinea em ambos o0s
experimentos, sendo que os pacientes ndo apresentaram nenhum efeito colateral,
sugerindo que o extrato possa ser uma alternativa segura no tratamento de
hipertensao.

Watson et al. (2008) estudaram pacientes com asma durante quatro
semanas, administrando extratos de cascas de maracuja roxo ou pilulas placebo,
para posterior comparagao. Os efeitos dos extratos foram avaliados por meio dos
sintomas clinicos da asma e testes espirométricos. Os autores constataram que o
extrato da casca do maracuja roxo, administrado por via oral em seres humanos,
melhorou os sintomas clinicos da asma, como, diminuicdo do chiado no peito e
tosse e causou uma melhora em relacdo a falta de ar, os pacientes nao
apresentaram efeitos colaterais.

A produgado e comercializagao do suco de maracuja tem enfrentado muitas
dificuldades em relagdo ao transporte e vida de prateleira (BORRMANN et at.,
2013). Ja a fruta, também enfrenta problemas de comercializagéo, por se deteriorar
facilmente. De acordo com o IAC (2011), as concentragdes de 14° Brix para natural
suco e 50° Brix para suco concentrado s&o considerados seguros para
comercializagdo. Uma tecnologia promissora para conservagao € o aumento do
prazo de validade é a microencapsulagao, sendo definida como a embalagem de
produtos solidos e liquidos em capsulas seladas de tamanhos entre nanémetros e
milimetros.

A embalagem dos microencapsulados, isola e protege o material de
condi¢cbes ambientais, como luz, temperatura, oxigénio, umidade e da interagcdo com
outras substancias. Se desejado, o material pode ser liberado das capsulas de forma
controlada e sob condigdes especificas (DZIEZAK, 1988; RISCH, 1995; RE, 1998).

Por outro lado, o ambiente também pode ser protegido de material encapsulado
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téxico o que poderia ser um risco para a saude. A microencapsulacdo também
protege o material da evaporagao (JACKSON; LEE, 1991).

3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos englobam uma classe de compostos que inclui uma
diversidade de estruturas, simples ou complexas, que possuem no minimo um anel
aromatico no qual, ocorre pelo menos a substituicdo de um hidrogénio por um
grupamento hidroxila. Esses compostos sdo amplamente estudados devido a sua
influéncia na qualidade dos alimentos, englobando uma gama enorme de
substancias, entre elas, os acidos fendlicos (MARTINS; NICOLETTI, 2016). Os
polifendis também fazem parte do metabolismo animal, especificamente, nos
microrganismos, e estao distribuidos amplamente no reino vegetal (SOARES, 2002;
MELLO, et al., 2007). Dentre os compostos bioativos nos vegetais, os polifendis
estdo no maior grupo, dividindo-se em classes de acordo com a estrutura quimica de
cada substancia possuindo, em geral, caracteristicas acidas. Esses compostos sdo
instaveis, ou seja, os fendis sao facilmente oxidados, principalmente, em meio
basico (MELLO, et al., 2007; FALLER; FIALHO, 2009).

Podem ser classificados segundo o tipo do esqueleto principal, em: fendis
simples, benzoquinonas, acidos fendlicos, acetofenonas, acidos fenilacéticos,
fenilpropandides (acido cindmicos e compostos analogos, fenilpropenos, cumarinas,
isocumarinas e cromonas), naftoquinonas, xantonas, estilbenos, antraquinonas,
flavonoides, isoflavonoides, lignanas, diflavonoides, melaninas vegetais, ligninas,
taninos hidrolisaveis e condensados (MARTINS; NICOLETTI, 2016).

De acordo com a ocorréncia destes compostos no reino vegetal, outra
classificacdo para os polifendis pode ser adotada. Os polifenéis amplamente
distribuidos (derivados de acidos benzoicos e de acidos cindmicos, cumarinas,
flavonoides e derivados de polimerizagdo - taninos, ligninas), e os compostos
fendlicos de distribuicao restrita (MARTINS; NICOLETTI, 2016).

Segundo Martins e Nicoletti (2016), os polifendis ainda podem apresentam
outra classificacdo, os flavonoides (catequinas, epicatequinas, flavondis (casca:
miricetina, quercitina), antocianidois - casca) e os nao flavonoides (acido benzoico,
acido hidrocianico, estilbeno (resveratrol), acido cafeico ou caftarico, acido cutarico,

acido fertarico e acido sinapico). A atividade antioxidante em sucos é atribuida aos
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polifendis, principalmente aos flavonoides (HEIM et al., 2002). Esses compostos séo
responsaveis por dar pigmentacao aos vegetais, como forma de protecdo ao ataque
de predadores, atuando também na formacgao do sabor e aroma caracteristicos de

algumas plantas

3.4 Microencapsulados

Os diferentes compostos antioxidantes, como a vitamina C, vitamina E,
carotendides e polifendis, presente nas frutas, tem atraido ultimamente grande
interesse devido ao seu potencial efeito na prevengdo dos processos degenerativos
de cancer, doencas cardiovasculares e doencas cerebrovasculares em humanos
(ORREGO et al., 2013).

Os compostos fendlicos presentes nas frutas, incluem milhares de compostos
com diferentes estruturas e compreendem acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e
lignanas. Além do potencial anti-inflamatério, antibacteriano e antiviral, muitos deles
sdo antioxidantes mais fortes do que as vitaminas com potencial antioxidantes
(FANG; BHANDARI, 2010).

O composto dominante no polifenol subgrupo de acidos hidroxi e metoxi-
benzdicos é o acido galico (3,4,5-acido tri-hidroxibenzdéico), normalmente encontrado
nos tecidos vegetais em forma de éster e € amplamente distribuido em frutas e
plantas (DEWICK; HASLAM, 1969). Segundo Sun et al. (2002), morangos, casca de
carvalho, cha verde, cascas de maca, uvas, abacaxi, banana, limao, vinho tinto e
branco, avela sao alguns dos produtos naturais que séo ricos em acido galico. A
eficacia dos polifendis depende da sua estabilidade nos alimentos processamento e
armazenamento, que é paradoxalmente pobre devido ao seu poder antioxidante,
além de sua biodisponibilidade fendlica ser afetada negativamente pelas condigbes
do trato gastrointestinal (ORREGO et al., 2015). Essas sdo alguns das razdes pelas
quais as concentracdes de polifendis que parecem eficazes in vitro sao muitas vezes
uma ordem de magnitude superior aos niveis medidos in vivo (FANG; BHANDARI,
2010; MUNIN; LEVYS, 2011), portanto, o uso de polifendis encapsulados em vez de
compostos livres pode superar essas dificuldades.

Nos sistemas alimentares, a microencapsulacdo pode ser utilizada para
acidos, lipidios, enzimas, microorganismos, vitaminas, minerais, agentes de
crescimento e corantes (BAKAN, 1973; POTHAKAMURYE; BARBOSA-CANOVAS,
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1995). O encapsulamento, € um processo de aprisionamento do composto ativo em
particulas, podendo ser alcancado através de varias técnicas, tais como spray de
secagem, spray de resfriamento/refrigeracdo, extrusdo, revestimento de leito
fluidizado, coacervacgao, aprisionamento de lipossomas, complexagdo de inclusao,
centrifugagcado separagao por suspensao, secagem por congelagdo ou por vacuo,
cocristalizacido, nanoencapsulacao, inclusdo molecular e emulséo.

Entre as técnicas de encapsulagdo, a secagem por pulverizagdo € a mais
utilizada na industria alimentos, sendo mais econdmica, flexivel e permite uma
operacgao continua (FANG; BHANDARI, 2010). A técnica de microencapsulagéo por
spray de secagem € amplamente utilizada nas industria de alimentos, uma vez que é
um método bastante barato (GOUIN, 2004).

A liofilizagdo € um processo de secagem para a preservagao a longo prazo de
alimentos e outros materiais biolégicos baseados nos fendbmenos da sublimacgao.
Um processo de liofilizagado bem-sucedido preserva a maior parte das propriedades
iniciais da matéria prima, tais como forma, dimensdes, aparéncia, sabor, cor, textura
e atividade biolégica (CEBALLOS et al., 2012). Exemplos diferentes de
encapsulamento de polifenol de fruta, incluindo liofilizagdo e secagem por
pulverizagao, pode ser encontrado em varias pesquisas (FANG; BHANDARI, 2010;
MUNIN; LEVYS, 2011; MURUGESAN; ORSAT, 2012).

Existem muitos métodos de encapsulamento, cuja a diferenga consiste na
combinacdo do material encapsulante e do nucleo, que pode ser de natureza fisica,
quimica ou fisico-quimica (SHAHIDI; HAN, 1993; GOUIN, 2004). Os materiais
utilizados para o design da capa protetora de encapsulados deve ser de
comestiveis, biodegradavel e capaz de formar uma parede ou barreira entre a fase
interna e seu entorno (NEDOVIC et al., 2011).

O agente de encapsulamento ndo deve reagir com o nucleo. Os materiais
mais comuns usados para microencapsulacdo por spray-drying s&o gomas, como
goma arabica (GA), carboidratos de baixo peso molecular como maltodextrinas e
sacarose, celulose, gelatina, lipidos e proteinas, como as proteinas de soja
(GHARSALLAOUI et al., 2007; FALDT; BERGENSTAHL, 1995; HOGAN et al., 2001;
KIM; MORR, 1996; KEOGH et al., 2001; LIN et al., 1995).

As matrizes de carboidratos aumentam a temperatura de transicdo vitrea do

produto seco, capturando assim o composto ativo em uma fase vitrea que o protege
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contra a temperatura, viscosidade, colapso e alteragbes enzimaticas ou quimicas,
como oxidacdo (MUNIN; LEVYS, 2011). O amido derivado de n-octenilsuccinato,
amido modificado, € um material comum para microencapsulagcao na industria de
alimentos. Sua modificacdo consiste na adicdo de um componente lipofilico,
octenilsuccinato, que aumenta a estabilidade da emulsdo (ARBURTO et al., 1998).
O amido derivado de n-octenilsuccinato € utilizado pela industria alimentar e
farmacéutica com aprovagao de o FDA como aditivo alimentar desde o conteudo de
octenilsuccinato ndo excede 3% (BASTOS et al., 2009).

A maltodextrina (MD) € um amido hidrolisado que & amplamente usado no
encapsulamento de compostos bioativos para protegé-los de mudangas oxidativas e
efeitos de temperatura (RAMIREZ et al., 2015). Geralmente € uma opgao de baixo
custo, mas tem baixa capacidade de emulsificagdo. A goma arabica € um complexo
heteroglicano com uma estrutura altamente ramificada consistindo de uma cadeia
principal formada por unidades de D-galactopiranose unidas por ligagdes [B-D-
glicosidicas (1 — 3) (WHISTLER; DANIEL, 1990).

A goma arabica apresenta muitas caracteristicas desejaveis, como um bom
material de parede para secar nas técnicas de encapsulamento, e um aumento na
temperatura de transicdo do vidro. Também confere alta solubilidade, baixa
viscosidade e boas propriedades emulsionantes para alimentar dispersbes
(RAMIREZ et al., 2015). No entanto, usar como material de parede para
encapsulamento é restrito, por causa de seu custo e sua oferta variada e limitada
(RAMIREZ et al., 2015). Materiais de parede podem ser combinados em busca de
um portador mais eficiente e estavel. A maltodextrina/pectina (MD/PE) foi estudada
para o encapsulamento de extratos de polifendis por secagem por pulverizagéo. A
matriz MD/PE foi capaz de mascarar o odor desagradavel dos extratos e o produto
foi rapidamente soluvel na agua (SANSONE et al., 2011)

A maioria dos estudos sobre o encapsulamento de polifendis levam em
consideragcido no processo de encapsulamento a utilizacdo de determinados extratos
naturais (concentrados ou nao) diferentes técnicas e/ou materiais de parede
(RAMIREZ et al., 2015). Esta especificidade dificulta estimar se a selegao de um

determinado procedimento pode ser adequada para outra matéria-prima.
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3.5 Secagem em Spray Dryer

A técnica de secagem por Spray Dryer, também denominada secagem por
atomizacdo ou pulverizagdo, € um processo que consiste na transformacdo de
materiais em estado liquidos ou semissélidos (solugdes, suspensdes, géis ou
pastas) em produto seco, utilizando para isso um unico processo de secagem
(ESTEVES, 2006). Durante o processo no Spray Dryer a vaporizagao da parte
liquida da amostra é possivel acontecer a partir do contato com uma corrente ar,
levando a desintegragao da corrente liquida (atomizagéo), que é projetada por um
bico aspersor dentro de uma camara normalmente cbnica, desta aspersdo surgem
pequenas goticulas que entram em contato com uma corrente de ar quente,
suficiente para tal vaporizagao, obtendo no final do processo um material solido (pd)
(ALMEIDA, 2017).

O processo de secagem por atomizagcdo € dividido em quatro etapas
(ESTEVES, 2006):

a) Espalhamento do liquido em goticulas, aumentando area de superficie de
contato. Este depende do tipo de bico atomizador (rotativo ou por bocal);

b) Vaporizagao do liquido por contato com ar quente em um curto intervalo de
tempo, gerando calor suficiente para evaporagao;

c) Evaporagdo do liquido, que depende diretamente dos fatores: tempo e
temperatura do ar;

d) Coleta do produto seco.

Na figura 1, é possivel observar um esquema do processo de secagem em

Spray Dryer, para obtengao de microparticulas.
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Figura 1 - Esquema do Processo de Secagem em Spray Dryer. obtengado de
microparticulas
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Fonte: Adaptado de Swati (2014).

A secagem de produtos em spray-dryer se aplica em varios areas e
processos. Na industria de alimentos produtos como leite, soro, ovos, caldos e
sucos, sao processados buscando uma maior vida de prateleira (GOULA;
ADAMOPOULOS, 2005). Ja na industria farmacéutica a secagem por spray-dryer
vem sendo empregada na microencapsulagdo de produtos farmacologicamente
ativos, sejam eles sintéticos ou de origem natural. Essa encapsulagdo ajuda a
mascarar sabor e aroma desagradaveis além de proteger produtos volateis ou
fotossensiveis, levando uma maior estabilidade para estes produtos (BRUSCHI et
al., 2003).

Yoshii (2001) relata em seu trabalho que com a encapsulagdo por Spray
Dryer é possivel obter formulagbes com liberagao controlada e liberacdo em locais
especificos. A técnica de microencapsulagao consiste no aprisionamento de um
componente biologicamente ativo ou de carater funcional numa matriz solida. Este
processo possui algumas vantagens, tais como a protecdo do material ativo e o
baixo custo de aplicagdao (ONEDA, 2003). A utilizagdo da microencapsulagdo em

spray dryer no intuito de melhorar caracteristicas de diversos produtos, € relatada no
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estudo de Ascheri et al. (2003). Neste trabalho os pesquisadores utilizaram a técnica
no intuito de melhorar a solubilidade de 6leos extraidos da casca de frutas citricas.
No que se refere a pesquisa na area da industria farmacéutica muitos estudos
tém aplicado a técnica de Spray Dryer para incorporar farmacos insoluveis em
matrizes de carater anfipatico (SHAPIRA, 2012). A microencapsulagéo também vem
sendo aplicada para direcionar o farmaco para um determinado tecido organico,
como no estudo proposto por Raffin e colaboradores (2006), o qual teve como
objetivo reduzir o efeito do pH acido sobre a degradagdo do pantoprazol, farmaco
utilizado no tratamento de ulcera gastrica. Como o pantoprazol necessita ser ativado
dentro das células parietais gastricas, por meio de ligagao irreversivel com a bomba
de H+/K+ ATPase, ele precisa ser absorvido de forma intacta pelo trato
gastrointestinal (TGl) e uma alternativa foi o revestimento por matriz, utilizando

microencapsulacao pela técnica de Spray Dryer.

3.6 Analise Térmica

Os microencapsulados podem sofrer mudancas ao ser exposto a uma fonte
de calor. O calor retirado ou fornecido a esses materiais, podem promover
mudancas Uteis e industrialmente importantes, assim como podem provocar a
deteriozagdo e queima, ndo sendo desejavel. Por isso € importante entender e
estudar as mudancas térmicas de determinados compostos, assim como os limites
de temperatura aos quais podem ser submetidos sem que se comprometa as suas
propriedades (DENARI; CAVALHEIROS, 2012).

O conhecimento das propriedades térmicas pode levar a melhora de
processos de moldagem, transporte, conservagao e até melhorar as aplicagdes de
determinados compostos € materiais. No caso de decomposic¢ao é util saber quais
sdo os produtos volateis e os residuos gerados, em relagdo a sua agao bioldgica ou
ambiental. Quando uma amostra é aquecida, podem ocorrer mudangas quimicas ou
fisicas em sua estrutura, dependendo se o calor térmico € menor ou maior que as
energias de suas ligacoes, respectivamente (DENARI; CAVALHEIROS, 2012).

A termogravimetria € uma técnica na qual é possivel avaliar a variagéo de
massa de uma dada amostra em relacdo a temperatura ou tempo de aquecimento,
para isso é utilizado programa controlado de temperatura. A analise térmica se

constitui de um conjunto e técnicas, cada uma com a habilidade de acompanhar
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uma propriedade fisica especifica. Dentre as técnicas difundidas e utilizadas
observa-se: a Termogravimetria (TG), Termogravimetria Derivada (DTG), Analise
Térmica Diferencial (DTA), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Deteccgéo de
gas desprendido (EGA) e Analise termomecanica (TMA). Estas técnicas permitem
obter informagdes com respeito a: variagdo de massa, estabilidade térmica; agua
livre e; agua ligada; pureza, ponto de fusao, ponto de ebulicdo, calores de transigao,
calores especificos, diagramas de fase, cinética da reacao, estudos de catalisadores
e transigdes vitreas (DENARI; CAVALHEIROS, 2012).

Na figura 2, observa-se as propriedades fisicas medidas e técnicas

relacionadas em Analise Térmica.

Figura 2 - Propriedades fisicas medidas e técnicas relacionadas em analise térmica
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Fonte: Adaptado de DENARI e CAVALHEIROS (2012).

A Analise Termogravimétrica (TGA) pode ser dita como: A técnica
termoanalitica que acompanha a variagdo da massa da amostra, em fungdo da
programacdo de temperatura. E a técnica termoanalitica que acompanha a perda

e/lou ganho de massa da amostra em fungdo do tempo ou temperatura. Ja a
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Termogravimetria Derivada (DTG), nada mais € do que um arranjo matematico, no
qual a derivada da variacdo de massa em relacdo ao tempo (dm/dt) e é registrada
em funcdo da temperatura ou tempo. Em outras palavras, a DTG é a derivada
primeira da TGA (DENARI; CAVALHEIROS, 2012).

Pode-se dizer que o equipamento da andlise termogravimétrica € composto
basicamente pela termobalanga. O equipamento pode mudar de configuragdo de um
fabricante para outro, mas os fundamentos de todos sdo os mesmos. A
termobalanca € um instrumento que permite a pesagem continua de uma amostra
em fungdo da temperatura, ou seja, a medida que ela é aquecida ou resfriada. Os
principais componentes de uma termobalan¢a sdo: balanga registradora, forno,
suporte de amostra e sensor de temperatura, programador de temperatura do forno,
sistema registrador e controle da atmosfera do forno, conforme observado na figura
3.

Figura 3 - Representa um diagrama de um equipamento de termogravimetria
genérico
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Fonte: DENARI e CAVALHEIROS (2012)

O dispositivo encontrado no equipamento permite aquecer e medir
simultaneamente a massa do analito. Podendo ainda, em algumas situacoes,
acoplar o aparelho a um sistema que possibilite detectar e analisar produtos volateis
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Geralmente a razao de aquecimento pode atingir de 1°C min-1 até 100°C min-
1 dependendo do fabricante. A temperatura final vai depender do forno, podendo
chegar a, até, 2000°C. A sensibilidade é da ordem de 0,1ug, geralmente com
capacidade de até 1g (DENARI; CAVALHEIROS, 2012).
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3.7 Difragao de Raio X

A ocorréncia do fendmeno de difracdo depende de aspectos geométricos do
cristal, isto é, da rede cristalina, e da disposi¢ao relativa do cristal com respeito a
radiacdo incidente. Esses fatores geométricos sdo as distancias interatdmicas, o
grupo espacial que caracteriza a simetria do cristal e o0 comprimento de onda da
radiagdo incidente (SANTOS, 2006).

A difracdo € um fendmeno que ocorre com as ondas quando elas passam por
um orificio ou contornam um objeto cuja dimensédo € da mesma ordem de grandeza
que o seu comprimento de onda. Por volta de 1912, Max Von Laue concebeu a
possibilidade de realizar difracdo de raios X, utilizando uma estrutura cristalina como
rede de difragcéo tridimensional. As primeiras experiéncias foram realizadas por dois
alunos de Laue, Walter Friedrich e Paul Knipping. Um ano depois, William Henry
Bragg (1913) apresentou uma explicacdo simples para os feixes de raios-X
difratados por um cristal. Ele sup6s que as ondas incidentes sao refletidas
especularmente (o angulo de incidéncia é igual ao angulo de reflexdo) por planos
paralelos de atomos no interior do cristal, sendo que cada plano reflete somente
uma pequena fracdo da radiagdo. Os feixes difratados sdo formados quando as
reflexdes provenientes dos planos paralelos de atomos produzem interferéncia
construtiva (SANTOS, 2006).

Dentre as vantagens da técnica de difracéo de raios X para a caracterizagao de
fases, destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a confiabilidade dos
resultados obtidos (pois o perfil de difracao obtido é caracteristico para cada fase
cristalina), a possibilidade de andlise de materiais compostos por uma mistura de

fases e uma analise quantitativa destas fases (ALBERS et al., 2002).

3.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

A radiacado infravermelha dentro do espectro eletromagnético encontra-se
situada entre as regides do visivel e das micro-ondas (Figura 4), sendo a porg¢ao
denominada infravermelho médio (4000 cm-1—- 400 cm-1) a de maior importancia

para a analise de grupos funcionais de estruturas organicas (BRUICE, 2006).
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Figura 4 - Espectro Eletromagnético e a Excitagcdo Molecular
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Fonte: Adaptado de Bruice (2006)

Quando a radiagao infravermelha (IV), em frequéncia menor que 100 cm-1 for
absorvida por moléculas orgéanicas, esta radiacdo € convertida em energia de
rotacdo molecular. Como consequéncia, o processo de absorcdo € quantizado e o
espectro de rotagdo das moléculas sdo gerados em forma de linhas (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1994).

Para Bruice (2006), o principio da técnica diz que, quando a amostra a ser
analisada é colocada em contato com a radiacédo do |V, essa radiagcido atravessa a
amostra e a radiacao transmitida é entdo comparada com aquela transmitida na
auséncia de amostras. O espectrometro registra estes resultados em forma de
bandas de absorg¢do. Ainda de acordo com Bruice (2006) quando se deseja um
espectrdmetro de maior sensibilidade usa-se um com transformada de Fourier
(FTIR), este emprega um interferémetro de Michelson, que tem por finalidade dividir
o feixe de radiacdo da fonte de IV de maneira que ele reflita simultaneamente a
partir de um espelho em movimento e de um espelho fixo. Quando refletidos, os
feixes voltam a se combinarem e ultrapassam as amostras chegando ao detector,
sendo gerados na forma de grafico de tempo contra a intensidade do sinal

conhecido como interferograma.
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3.9 Tamanho de Particulas

Ter o conhecimento das dimensdes dos produtos sdlidos particulados é de
fundamental importadncia quando o objetivo é a produgdo de pd para aplicacao
terapéutica. O tamanho das particulas € um dos parametros que deve ser levado em
consideracdo no momento da obtencdo e caracterizacdo destes produtos, pois
afetam diretamente na escolha da forma farmacéutica na qual o farmaco vai se
apresentar (AULTON, 2005).

Ainda de acordo com Aulton (2005), em escala magistral, o tamanho das
particulas € um parametro que pode, por exemplo, influenciar no enchimento de
capsulas. Variagdes de tamanho interfere no volume que determinado pé ocupa
dentro de uma capsula, comprometendo lotes e consequentemente a terapéutica
desejada. O tamanho das particulas também influencia em um outro paréametro
importante que deve ser levado em consideracdo na obtengdo de formas

farmacéuticas solidas.

3.10 Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) é muito usada rotineiramente
por ser um instrumento de alta versatilidade para analise microestrutural de materiais
sélidos. Dentre os diversos campos de aplicagdo podemos destacar: engenharia e
ciéncias de materiais, engenharia metalurgica, ciéncias bioldgicas, ciéncias
farmacéuticas, dentre outras (ALMEIDA, 2017). Como principio a técnica atua
através da interacdo de um fino feixe de elétrons focalizado sobre a area ou
microvolume a ser analisado, gerando assim uma série de sinais que sao utilizados
para caracterizar as propriedades das amostras, tais como composicao, superficie
topografica e cristalografia. Isso é possivel ser feito devido ao aumento maximo
conseguido pelo MEV, que fica entre o microscopio 6ptico (MO) e o microscépio
eletrénico de transmissédo (MET) (KAHN, 2001).

Como vantagem, o MEV apresenta alta resolu¢do, na ordem de 2 a 5 nm (20
-50 A°). Diferente do MO que possui resolugdo de 0,5 ym. Ja a vantagem em

relacdo ao MET ¢é a facilidade de preparar as amostras (MALISKA, 2000).
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3.11 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma técnica de
separacao que nos ultimos trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos (SANTOS, 2010). As razbes para
esse crescimento estdo relacionadas a sua adaptabilidade para determinacdes
quantitativas com boa sensibilidade e a possibilidade de separar espécies nao
volateis e termicamente instaveis (TONHL et al., 2002).

A CLAE consiste em um método fisico-quimico de separacdo, que ocorre
através de diferentes interagbes entre as substancias presentes em uma mistura e
na interface entre dois ambientes quimicos imisciveis: a fase estacionaria e a fase
movel (SANTOS, 2010). Durante a passagem da fase movel sobre a fase
estacionaria, os componentes da mistura sado distribuidos entre as duas fases, de tal
forma que cada um dos componentes € seletivamente retido pela fase estacionaria,
resultando em migracdes diferenciais destes componentes (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997). A técnica da CLAE, pode ser efetuada mantendo-se a composigao
da fase movel constante durante toda a analise cromatografica, que € denominada
modo isocratico. Quando necessaria a utilizacdo de solventes de diferentes
polaridade e porcentagens destes em misturas, denomina-se como modo por
gradiente, tendo como vantagem analises mais rapidas, melhores separacdes e
maior simetria nos picos, em contraste a eluicdo isocratica, que pode tomar muito
tempo com forma de picos nem sempre adequados (MEYER, 1993).

Essa técnica apresenta diversas vantagens para a quantificacdo de
marcadores quimicos tais como: eficiéncia na separacao, alta reprodutibilidade,
linearidade, automacao e habilidade em analisar varios compostos em um unico
método (HE, 2000; DRASAR; MORAVCOCA, 2004). Porém para a caracterizagao e
quantificacdo de marcadores quimicos em amostras complexas requer a utilizagcao
desta técnica cromatografica com a detectores apropriados que aumentem
consideravelmente a seletividade e a sensibilidade na analise das substancias de
interesse (SANTOS, 2010). Um detector € um transdutor que converte uma
mudanca de concentragdo na fase moével eluente num sinal, que podera ser
registrado por um processador de dados ou por um registrador conveniente

(SANTOS, 2010). A interpretacdo desse registro produz dados qualitativos e
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quantitativos sobre a amostra e seus constituintes (HOSTETTMAN; QUEIROZ;
VIEIRA, 2003).

O numero de técnicas de deteccdo empregadas em CLAE é enorme, mas os
detectores geralmente utilizados s&o: de absorcdo no UV e no visivel, de
fluorescéncia, de indice de refragao e eletroquimicos (SANTOS, 2010). A utilizagédo
de perfis cromatograficos ou “fingerprints” sdo utilizados para analises de extratos
vegetais, pois possibilita obter representatividade dos multiplos compostos quimicos
presentes na amostra em uma unica analise e, desta forma, permite estabelecer um
parametro comparativo para o reconhecimento de semelhangas e diferengas entre
extratos submetidos as mesmas condi¢des de analise (ALAERTS et al., 2007).

Porém, deve-se considerar que um cromatograma fornece apenas uma peca
de informagdo qualitativa acerca de cada espécie em uma amostra, a saber, seu
tempo de retencao ou sua posi¢cao sobre a fase apds certo periodo de eluicdo e nao
indica o numero total dos compostos existentes na amostra (HENDRINKS et al.,
2005). A analise deve ser repetida com outras fases moveis e em outras colunas, a
fim de se conseguir o maior numero de picos e mesmo assim deve-se tomar cuidado
com o detector empregado (FARIAS, 2004). Para analise de perfis cromatograficos,
um dos aspectos importantes € a escolha do método de extracdo e preparo de
amostras, uma vez que influenciam sobremaneira na variedade de substancias que
serao analisadas, além de promover a degradagao de varias delas (MEYER, 1993).

Assim, faz-se importante o desenvolver de um método adequado, que
apresente boa reprodutibilidade e que possa extrair compostos ativos caracteristicos
do vegetal (ALAERTS et al, 2007). Para utilizacdo da CLAE, é necessario
conhecimento das amostras avaliadas e estudo prévio de todos os mecanismos e
fatores que estdo relacionados a técnica, pois apesar de os equipamentos
cromatograficos serem aparelhos automatizados, o0 manejo e a padronizagdo para

cada amostra é diferente e necessita de experiéncia (SANTOS, 2010).

3.12 Avaliagao do Potencial Antioxidante

3.12.1 DPPH

Compostos que possuem atividade antioxidante e que sado de fontes naturais,
vém ao longo do tempo ganhando um espago importante e de destaque dentro das

ciéncias farmacéuticas e de alimentos. A capacidade de prevenir reagdes oxidativas



40

fazem desses produtos desejo de consumo, seja na prevencdo da formacgao de
radicais livres no organismo humano ou dentro da industria, buscando reduzir
degradacao oxidativa em alimentos, conferindo uma maior vida de prateleira para
estes (HALLIWELL, 1995; SHAHIDI, 2007).

Quando elaborada uma nova formulacdo contendo compostos fendlicos é
importante fazer a quantificagcdo destes e avaliar sua capacidade de sequestrar
radicais livres. O presente trabalho aborda a determinacéo da atividade antioxidante
pelo método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), que tem como fundamento a
capacidade que o agente antioxidante possui em sequestrar o radical livre DPPH.
Durante a reacao o DPPH sofre reducao para difenil-picril-hidrazina, essa reducao é
possivel devido a acao de uma espécie antioxidante (ALMEIDA, 2017).

Quando feita a leitura na regido do UV é notado o desaparecimento da
absorcdo, sendo assim, durante a analise monitora-se o decréscimo da absorbancia
de varias solugbes com concentragcdes diferentes e conhecidas. Com esta
diminuigdo que ocorre é possivel calcular o consumo do radical livre DPPH, que é
representada em percentagem, a mesma corresponde a quantidade de DPPH que é
consumida pelo antioxidante (SOUSA et al., 2007).

3.12.2 ABTS

Paralelamente com método DPPH, a determinagdo da atividade antioxidante
pelo método ABTS (2,2- azino — bis — 3- etil — benzotiazolina — 6- acido sulfénico) é
bastante utilizado. Ambos apresentam boa estabilidade em certas condicdes de
analise, mas também mostram diferencas importantes frente aos antioxidantes e
quanto & manipulagado (SOUZA, 2013). O DPPH é um radical livre que € adquirido
dessa forma, sem a necessidade de preparo; ja o radical ABTS deve ser gerado por
reagcdes enzimaticas ou quimicas. Outra diferenca € que o ABTS pode ser
solubilizado em meios organicos e aquosos nos quais a atividade antioxidante pode
ser determinada, dependendo da natureza dos compostos antioxidantes, enquanto
que o DPPH somente pode ser solubilizado em meios organicos, especificamente
alcodlicos (ARNAO, 2000).

O método se baseia na geragédo do ABTS™, de cor azul esverdeado, por meio
da reacdo do ABTS com perssulfato de potassio que possui absorcao maxima em
645, 734 e 815 nm (SOUZA, 2013). Com a adicdo de um antioxidante ocorre a
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reducdo do ABTS" a ABTS promovendo a perda da coloragdo do meio reacional
(Figura 5). Com a extensdo da perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS™" é
determinada em funcdo do Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid), um padrdao submetido as mesmas condicdes de analise do
antioxidante. O método € aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossoluveis e

lipossoluveis, compostos puros e extratos vegetais (RE et al., 1999).

Figura 5 - Reducéo do radical ABTS por um antioxidante

; : SO )+ o
S M + antmmdante /h—\
>=N’ >=r\
L cH K250:
'\\ CoHs J ”ﬁ:‘
ABTS™ ABTS

(azul esverdeado) {sem cor)

Fonte: Rufino et al. (2007)

O método ABTS™ é simples e pode ser avaliado em diferentes faixas de pH, o
qgue torna essa metodologia importante para o conhecimento do efeito do pH em
mecanismos oxidantes. Porém, esse método tem a limitacdo de n&o ser um
representante das biomoléculas e nem mesmo sem encontrado em nenhum sistema
biolégico. Destaca-se, ainda, que termodinamicamente, qualquer componente que
apresente um potencial redutor menor que este radical pode reagir com o mesmo
(MAGALHAES et al., 2008).

3.12.3 FRAP

Os radicais altamente reativos como as espécies reativas de oxigénio (EROs),
potencialmente prejudiciais, sdo produzidas como consequéncia do metabolismo
celular (BENZIE; STRAIN, 1996). Normalmente, estes radicais livres podem ser
removidos ou inativados por diversos antioxidantes (ANTOLOVICH et al., 2002),
mediante mecanismos baseados na transferéncia de elétrons ou hidrogénios (Ou et
al., 2002).
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O ensaio antioxidante de determinagdao do poder de reducédo do ion ferro,
FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power), esta baseado na produgao do
jon Fe®" (forma ferrosa) a partir da reducéo do ion Fe** (forma férrica) presente no
complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) (Figura 6) (URREA-VICTORIA et al., 2016).

Figura 6 - Reacdo quimica que descreve a producédo de Fe2+ (forma ferrosa) a
partir da reducéo de Fe3+ (forma férrica) presente no complexo com TPTZ (2,4,6-

tripiridil-s-triazina)
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Fonte: URREA-VICTORIA et al. (2016)

Quando a redugédo ocorre, ha uma alteragdo na tonalidade da mistura de
reacdo, passando de roxo claro a um roxo intenso, cuja absorbancia pode ser
medida no comprimento de onda de 595 nm (BENZIE; STRAIN, 1999;
ANTOLOVICH et al.,, 2002). Quanto maior a absorbéncia ou intensidade da
coloracao, e maior sera o potencial antioxidante.

O método do FRAP foi originalmente desenvolvido como uma alternativa para
determinar a redugdo do ferro em fluidos biolégicos e solugdes aquosas de
compostos isolados (BENZIE; STRAIN, 1996). Posteriormente, este método foi
adaptado por diversos autores (PULIDO et al., 2000; PRIOR et al., 2005; RUFINO et
al., 2006). No entanto, a maioria dos protocolos descritos na literatura utiliza volumes
elevados de reagentes e extratos, o que torna por vezes o método inviavel para
amostras ou extratos que sdo de mais dificil obtencdo ou de baixo rendimento
(URREA-VICTORIA et al., 2016).

3.13 Ensaios Microbiolégicos

Os testes microbioldgicos sao de fundamental importancia para validagao de

estudos que tém como finalidade o desenvolvimento de novas formulagdes com
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aplicacao terapéutica. Principalmente quando o estudo em questao traz ativos que ja
possuem atividade microbiolégica comprovada, como € o caso da propolis vermelha.

Dentre os testes mais utilizados nesses estudos podemos destacar os que
utilizam o principio da sensibilidade frente a cepas semeadas em meio de cultura
para formagao de halos de inibicdo, formados por discos impregnados com o ativo
(NCCLS, 2001).
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de execugao

O trabalho foi desenvolvido na FANUT (Faculdade de Nutricao), ESENFAR
(Escola de Enfermagem e Farmacia), LSCAT (Laboratério de sintese de
catalizadores) e Laboratério de Instrumentacdo e Desenvolvimento em Quimica
Analitica (LINQA) da Universidade Federal de Alagoas e no Centro de Tecnologia da

Universidade Federal da Paraiba.
4.2 Amostras

As polpas de maracuja (Passiflora edulis) da marca shups® nao pasteurizada
e sem conservantes, foram obtidos de um hipermercado da cidade de Maceio,
sendo imediatamente congeladas apds a coleta, em freezer a -20°C até momento da
preparacdo de microencapsulados nutracéuticos de maracuja. A escolha de polpa
de maracuja da marca shups®, deu-se para eliminar o efeito da sazonalidade e

sempre obtidas em triplicata.

4.3 Obtencdao das composicoes farmacéuticas, desenvolvimento e
identificagcdo dos microencapsulados da polpa do maracuja (Passiflora

edulis)
4.3.1 Preparacéao do sistema emulsificante contendo polpa de maracuja

Para preparacao do sistema emulsificante contendo polpa de maracuja foram
utilizados os excipientes farmacéuticos usuais com diferentes funcionalidades sendo
eles: composto ativo (polpa de maracuja), diluentes, promotor de fluidez/aderéncia
(aerosil), dispersante/emulsificantes (agua, etanol, amido e gelatina). Foram
elaboradas trés preparacgdes, a fim de se obter a melhor preparacao prospectiva das
misturas com polpa do maracuja para secagem por Spray Dryer. A primeira foi
composta com polpa de maracuja, gelatina, amido, aerosil, agua e etanol. A
segunda com polpa de maracuja, gelatina, farinha de inhame, aerosil, 4gua e etanol
e por fim a terceira com polpa de maracuja, caseina, aerosil, agua e etanol (Tabela
2).
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Tabela 2 - Selecao da preparagao prospectiva das misturas com polpa do maracuja

para secagem por Spray Dryer

PREPARAGOES
1 2 3
Polpa de maracuja (1) Polpa de maracuja (2) Polpa de maracuja (3)

Aerosil (2,5g) Aerosil (2,59) Aerosil (2,5g)

Agua (500mL) Agua (500mL) Agua (500mL)
COMPOSIGAO Etanol (400mL) Etanol (400mL) Etanol (400mL)

Gelatina (20g) Gelatina (20g) Caseina (20g

Amido (2,5g) Farinha de inhame (2,5g)

Fonte: Autora (2019)

As preparagoes foram elaboradas, inicialmente através do aquecimento da
agua a 50°C, e posterior adigdo agentes encapsulantes, na seguinte ordem: primeiro
a gelatina, depois o amido, aerosil e por fim, a polpa e o etanol. Sempre sob
agitacdo com o auxilio de um agitador magnético. As polpas de maracuja utilizadas
nao eram pasteurizadas ou com adicdo de aditivos. Das trés preparacdes, somente
a 1 e 2 apresentaram condicdes para passarem pelo processo de secagem por
Spray-Dryer. A preparagdo 3 coagulou, inviabilizando o processo de secagem.
Entretanto, ao final do processo de secagem, a preparacdo 2 apresentou alta
higroscopicidade, tornando-se inviavel a composigcdo dessa preparagao para
continuagdo do experimento. O experimento foi conduzido com a elaboragéo de
apenas 1 amostra de cada preparacao.

Portanto, a preparagao 1 foi a que apresentou melhor performance durante e
apos o processo de secagem, sendo portanto, utilizada como padrao de referéncia.
A partir da composicado da preparacao 1, foi elaborado trés diferentes formulagdes
(A, B e C) (Tabela 3), para se verificar qual a formulagdo apresentaria maior

protecao pelo agente encapsulante.

Tabela 3 - Formulagdes elaboradas a partir da preparagcdo 1 para secagem por

Spray Dryer
FORMULAGOES
A B Cc
Polpa de maracuja (1) Polpa de maracuja (2) Polpa de maracuja (3)

5 Gelatina (20g) Gelatina (20g) Gelatina (20g)
COMPOSICAO Amido (2,59) Amido (2,59) Amido (5,0g)
Aerosil (2,59) Aerosil (2,59) Aerosil(2,59)

Etanol (400 mL) Etanol (400 mL) Etanol (450 mL)

Agua (500 mL) Agua (500 mL) Agua (500 mL)

Fonte: Autora (2019)
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Na formulacdo C foi utilizado uma quantidade de etanol maior que nas
formulacdes A e B, ou seja, 450 mL de etanol, ocorrendo 0 mesmo para o amido,
que foi utilizado o dobro da quantidade em relagdo as duas outras formulagdes (A e
B). Foi necessario aumentar a quantidade de amido e etanol, para acompanhar o
aumento de polpa de maracuja, que foi triplicada a quantidade (36g), em relagao a
formulacdo A. Na figura 7, é apresentado um fluxograma da elaboragdo das

formulacgdes, a partir da preparacao 1.

Figura 7 — Fluxograma de elaborag¢ao das formulagdes

Preparagao de referéncia
(PREPARAGAO 1)

Polpa de maracuja
Gelatina
Amido
Aerosil
Etanol
Adua
FORMULAGOES

A ] 2 - I

Fonte: Autora (2019)

4.3.2 Secagem do sistema emulsificante contendo polpa de maracuja usando Spray

Dryer

O sistema emulsificante contendo polpa de maracuja foram submetidos a
processo de secagem em Spray-Dryer sob agitagdo constante, usando agulha
injetora de 1 mm. O Spray-Dryer foi regulado com as seguintes condigoes:
temperatura de entrada 180°C, temperatura de saida 105 a 110°C, fluxo de
bombeamento 10 mL/h e vazao de ar de 30 L/hora. Desta forma, foram obtidos pds
no sistema emulsificante contendo polpa do maracuja e estes pds foram
microencapsulados. Os microencapsulados obtidos poderdo ser utilizados em
diversas composigcdes farmacéuticas, como pdés, comprimidos, capsulas gelatinosas,

dentre outras.
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4.4 Caracterizagao fisico-quimica dos microencapsulados

As amostras das trés formulagdes e a polpa de maracuja, foram submetidas a
caracterizacao fisico-quimica de analise térmica, difracao de raio x, infravermelho,
microscopia eletrénica de varredura — MEV e cromatografica liquida de alta
eficiéncia — CLAE, além da avaliagdo da atividade antioxidante (DPPH, ABTS e

FRAP), teste in vitro e Concentragao Inibitéria Minima.

4.4.1 Andlise Termogravimétricas

Os microencapsulados nutracéuticos de polpa de maracuja foram submetidos
aos ensaios térmicos através do aparelho modelo DTG, marca Shimadzu®. A curva
termogravimétrica foi obtida em célula calorimelétrica nas seguintes condigdes:
razao de aquecimento: 10 °C/min; peso da amostra: aproximadamente 8 mg; faixa
de temperatura: 25-900 °C; atmosfera dindmica de nitrogénio; fluxo: 50,00mL/min;

material da célula: platina.

442 Difracao de Raio X

Os difratogramas de raio X foram obtidos em um difratdmetro Bruker D8
(Billerica - Massachusetts — USA), a temperatura ambiente com radiacédo Cu ka
(A=1.5405 A), tensdo de 40 kV, corrente de 30 mA, velocidade angular de 0,05 /s,
em geometria 6-206 com 20 variando de 3 a 35°.

4.4.3 Espectroscopia de infravermelho com Transformada de Fourier

O pdé dos microencapsulados nutracéuticos de maracuja foi submetido a
leitura em infravermelho na faixa de nimero de ondas de 4000 a 400 cm™". Utilizou-
se pastilhas de KBr para FTIR-médio. Os estiramentos obtidos foram identificados e
comparados com as tabelas e cartas da literatura para estiramento de carbonila
(1715 cm™), OH (1040 a 1200 cm™) aromaticos (1550 a 1450 cm™) e alcenos
referente a flavonoides e outros cinamatos presentes no extrato da polpa do

maracuja.
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444 Microscopia eletrénica de varredura — MEV

A MEV foi estudada por meio do microscopio Tabletop Microscope Hitachi
(Japao) TM 3000, com o programa TM 3000. As microparticulas foram acomodadas
em uma fita de carbono dupla face (Ted Pella, Inc.), e estas foram fixadas em stubs
de aluminio. As imagens foram captadas com aceleragao de voltagem de 5 kV, com
corrente de 1750 mA.

445 Determinagdo do tamanho de particulas

Para a determinacao do tamanho de particula foi utilizado as técnicas de
espalhamento de Iuz dinamico e espalhamento de Iuz eletroforético,
respectivamente, tendo como suporte o equipamento Zetasizer Nano ZS90 do
Laboratério de Tecnologia de Nanosistemas Carreadores de Substancias Ativas
(TECNano) da Escola de Enfermagem e Farmacia (ESENFAR). Para tais analises,
10 mg de cada uma das formulagdes foram solubilizadas em 10 mL de agua Milli-Q
e colocadas em tubos do tipo Falcon. Durante as analises todas as amostras
diluidas foram mantidas em banho ultrassénico modelo USC-700. Aliquotas de cerca
de 1 mL foram colocadas em uma célula (cubeta prépria do equipamento) e levadas

para leitura.

44.6 Identificagédo dos flavonoides via HPLC

A identificacdo dos flavonoides presentes nos microencapsulados e extratos
de maracuja foram avaliados pelo o sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), em cromatégrafoShimadzu, modelo LC-10 VP, com uma bomba
de alta pressdo, um degaseificador DGU-20A5 (Shimadzu), um forno CTO-20AC,
para acondicionar a coluna modelo Shimpack C18 (250 mm x 4.6 mm X 5um),
estabilizando em temperatura de 30°C e detector UV-vis 205 nm a 400 nm de
comprimento de onda. Todo o sistema foi interfaciado por computador no Software
LC-Solution e controladora CBM-20A da Shimadzu do Brasil. Foram injetados 20 L
de amostra no cromatégrafo, utilizando como fase movel, solvente A (agua, 0,1%
acido formico e acetronitrila) e solvente B (agua, 0,1% acido féormico), sob um fluxo
de 1,0 mL/minutos. Também foram injetados padrbes analiticos de flavonoides
(adquiridos da Sigma-Aldrich St. Louis, MO. USA), como referéncias para analise

dos microencapsulados e extratos de maracuja.
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O perfil cromatografico da polpa de maracuja para identificacao de fendis e
flavonoides, foi avaliado mediante trés diferentes métodos de extragcdo, que
compreenderam:

Método 1: em um funil de separagao foi colocado HCI e acetato de etila, apds a
mistura, retirou-se a parte inferior com acetato de etila, eliminando o acido cloridrico.
A parte com acetato de etila, foi colocada no rotaevaporador, até a evaporacéo total

do acetato de etila. Apds a evaporacao, recuperou-se os flavonoides com metanol.

Método 2: neste método, foi utilizado HCI juntamente com cloroférmio e carbonato
de sédio. Com a ajuda de um funil de separagao os alcaloides foram separados do
acido cloridrico, sendo esse utlimo descartado. A mistura cloroférmio e carbonato de
sédio foi evaporada com o auxilio de um rotaevaporador, sendo os flavonoides

recuperados com metanol.

Método 3: no método de extracdo 3, foi utilizado cloroférmio juntamente carbonato
de sddio. A mistura cloroférmio e carbonato de sédio foi evaporada com o auxilio de

um rotaevaporador, sendo os flavonoides recuperados com metanol.

4.4.7 Determinagao de fendis e flavonoides

A determinacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada por
espectrofotometria, por meio da reagado de oxirredugdo com reagente de Folin-
Ciocalteu, o qual reage com as hidroxilas presentes nos polifendis, segundo a
metodologia descrita por Singleton & Rossi (1965). Neste procedimento, o extrato foi
diluido em solugdo extratora alcodlica acidificada, etanol:agua:HCI (70:30:1), a
seguir foi pipetado em tubo de ensaio, 200 pyL do extrato diluido, 1000 pL do
reagente de Folin-Ciocalteu (1:10 H,O) e 800 pL de solugdo de carbonato de sédio
(NaxCO3) 7,0%. As leituras foram realizadas em triplicata das absorbancias em
espectrofotdbmetro UV-visivel (HOMIS SF 200DM) em comprimento de onda de 765
nm, agitadas e permanecerem em repouso, ao abrigo da luz, por duas horas em
temperatura ambiente. O calculo do teor de compostos fendlicos foi determinado por
interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibracéo
construida com padrao de acido galico. Os resultados foram expressos em

miligrama de equivalentes de acido galico® por litro (mg EAG L™).
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4.5 Avaliacao da atividade antioxidante por DPPH, ABTS e FRAP

4.5.1 Sequestro de radicais livres DPPH

O teste de sequestro de radicais livres seguiu 0 método descrito por Sanchez-
Moreno et al. (2002). Em 400 pL de solugdo metandlica do éster, em concentragdes
de 5 a 30 pg/mL, foram adicionados 800 pyL de uma solugdo metandlica do radical
livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH, Sigma) em concentragdo aproximada de 20
pMg/mL. Antes de utilizar a solugdo de DPPH, sua absorbancia foi ajustada para um
valor entre 0,7 e 0,8 a 517 nm, medida a partir de seu branco (800 pL da solugao de
DPPH + 400 pL de metanol). Esse valor foi utilizado como controle. Como branco da
amostra, foram utilizados 400 uL de cada concentracao do éster, acrescidos de 800
ML de metanol. Como substancia de referéncia, foi utilizada a quercetina, nas
mesmas concentragdes. Apos a adicdo do DPPH, as amostras foram agitadas e
mantidas no escuro por 30 min. Apds este tempo, foi feita a leitura da absorbancia
em espectrofotdbmetro UV-visivel a 517 nm. O sequestro dos radicais livres DPPH
pelos extratos de maracuja foi avaliado por comparagédo com o controle (DPPH +
metanol). Os resultados foram expressos como porcentagem de sequestro do
radical livre DPPH (através de seu descoramento) comparado ao controle, de acordo
com a seguinte equacao: % Aaox = Abs C — (AbsAm — Abs B) x 100/Abs C. Onde

Abs C=absorbancia do controle; AbsAm=absorbancia da amostra; Abs

B=absorbancia do branco.

452 Método ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico)

O método ABTS utilizado foi o descrito por Re et al. (1999) e modificado por
Kuskoski et al. (2006). O radical ABTS™ é formado por uma reagdo quimica com
persulfato de potassio em uma relagao estequiométrica de 1:0,5. Uma vez formado o
radical ABTS++, o mesmo foi diluido em etanol até obter-se uma medida de
absorbancia de 0,70 (£ 0,02) a um comprimento de onda de 754 nm, a uma
temperatura de equilibrio de 30°C. A absorbancia foi medida em espectrofotémetro
modelo (HewlettPackard 8452?), nos tempos 1;4 e 7 minutos apdés a adi¢do da
amostra. Foram preparadas curvas com solugdes-padrao de Trolox (antioxidante

sintético similar a vitamina E). Os resultados foram expressos em TEAC, atividade
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antioxidante equivalente ao Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido

carboxilico) em pmol TEACg-1 de amostra.

4.5.3 Determinagdo do poder de redugao do ion ferro - FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power)

O poder de redugéao da polpa de maracuja, pelo método de FRAP, foi avaliado
de acordo com metodologia descrita por Sanchez-Gonzéles et al. (2005), com
algumas modificagbes. O reagente de FRAP foi preparado com 2,5 mL de uma
solugdo 10mM TPTZ, em HCI 40mM foram adicionados a 2,5 mL de FeCl;.6H,0 e
25 mL de tampéao acetato 0.3 mM pH 3.6. A solucao foi incubada a 37°C por 30
minutos. Para a avaliacdo da atividade antioxidante, 900 uL do reagente FRAP
preparado previamente, foi misturado com 90uL de agua destilada e 10 pL da
amostra ou padrdo. As amostras foram incubadas a 37°C, por 30 minutos e a leitura
realizada a 595 nm. Solugdes padrao com diferentes concentragdes de Trolox (4,5;
7,5; 10,5; 12,0 e 18,0 umol/L) foram utilizadas para calibragdo. Os resultados foram
expressos como umol/L de Trolox / ug/mL de amostra.

O potencial antioxidante de FRAP pode ser expresso em equivalente de
padrdo por grama de extrato (mg.g'1). Tomando-se o acido galico como exemplo,
inicialmente, transforma-se a curva padrdo de acido galico, construida em pg.mL
para pug de acido galico. Utilizando os valores de ug de acido galico, calculou-se a
respectiva equacao da reta, substituindo o valor de Y na equacao da reta da curva
padrao pela absorbancia da amostra e calculando o valor de X, correspondente a
equivaléncia em g de acido galico na polpa de maracuja.

Por fim, foi realizado o célculo da massa de amostra (mg ou g) na mistura de
reacao, e dividido o valor da amostra em equivalente de acido galico pela sua massa
(ug equivalentes de acido galico/g de amostra). Adicionalmente, os resultados foram
expressos com base no calculo do EC50, concentracao efetiva a qual o extrato induz

metade do efeito maximo.

4.6 Teste in vitro

As solugdes estoques das amostras foram preparadas com o tensoativo
Tween 20 e solugdo salina estéril (NaCl 0,9%). Para a verificagcdo da atividade

antimicrobiana foram utilizadas microplacas de poliestireno estéreis de 96 pocos,
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com o fundo em formato de “U”, para permitir a melhor visualizagao do crescimento
bacteriano. A leitura das placas foi realizada através de uma solugao de TTC (cloreto
de 2, 3, 5-trifeniltetrazolio) na concentracao de 1,0%.

Os microrganismos utilizados no estudo foram cinco cepas padrao liofilizadas:
S. aureus (CCCD - S007), S. epidermidis (CCCD — S010), E. coli (ATCC — 25922),
P. aeruginosa (ATCC — 27853) e C. albican (CCCD — CC001).

As amostras foram preparadas da seguinte forma: em balanga analitica foram
pesados 0,2 g (200 mg) dos extratos, individualmente, a vidraria utilizada para
pesagem foi o vidro de relégio. Apds pesagem, foi adicionado 0,5 mL de tensoativo,
Tween 20, em cada amostra, na sequéncia foi realizada homogeneizagdo. Em
seguida, foram 1,5 mL de solugdo salina (NaCl 0,9%) estérii e nova
homogeneizagéo foi realizada. A concentragdo obtida foi de 100 mg/mL. Uma
solugcao estoque de Tween foi preparada para certificar que o tensoativo nao esta
inibindo o crescimento microbioldgico, sendo utilizado como controle negativo (CN),

o processo de preparo foi 0 mesmo utilizado nas amostras anteriores.

4.6.1 Concentragao Inibitéria Minima

A técnica utilizada para determinacdo da Concentragao Inibitéria Minima
(CIM) foi microdiluicao, 100uL das amostras (formulagbes 1, 2 e 3) foram pipetadas
em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pocos e solubilizadas em 100uL do
meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) em concentragcbes decrescentes. Em
seguida foram adicionados os microrganismos numa concentracdo de 10uL na
escala McFarland (0,5%), obtendo em cada pogo a concentragdo de
aproximadamente 1,5 x10° bactérias. Todo o experimento foi realizado em capela de
fluxo laminar, com vidrarias, ponteiras e meios de cultura previamente esterilizados e
em duplicata.

A viabilidade dos espécimes microbiologicos utilizados foi conferida através
da producédo de uma fileira na microplaca chamada de Controle Positivo (CP) de
crescimento, onde foram adicionados o meio de cultura e o0s espécimes
microbiolégicos, para certificar-se da esterilidade da microplaca outra fileira
contendo o meio de cultura foi reservada e esta chamada de Controle de
Esterilidade (CE) de crescimento. Outra fileira foi feita para confirmar que o agente

solubilizante n&o estava inibindo o crescimento microbiolégico chamada de Controle
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Negativo (CN). As microplacas foram fechadas e acondicionadas em estufa
bacterioldgica a 36°C por 24 horas.

Para a leitura, foi adicionado 20uL de uma solucédo de TTC (cloreto de 2, 3,
5-trifeniltetrazélio) na concentracédo de 1,0% em todos os pogos. As microplacas
foram novamente fechadas e acondicionadas em estufa bacteriolégica a 36°C por
mais 3 horas proporcionando a reacdo colorimétrica do TTC sobre os
microrganismos viaveis. Apos o tempo determinado foi realizada a analise visual,
qualitativa, os pog¢os que apresentaram coloracdo vermelha foram considerados
como crescimento microbioldgico positivo, ja os pogos que néo revelaram a
coloracédo vermelha foram considerados como crescimento microbiologico negativo.
A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato em mu/mL capaz de
impedir o crescimento microbiano.

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram
retiradas aliquotas da microplaca, aproximadamente 10uL, na concentragédo igual e
acima da CIM, sendo semeadas em placas de Petri contendo o meio de cultura agar
Mueller Hinton, depois foram acondicionadas em estufa bacteriolégica a 36°C por 24
horas. O crescimento de col6nias sobre a placa de agar Mueller Hinton indicava que
0 microrganismo ainda continuava viavel. A CBM foi definida como a menor
concentracado da formulacdo em mu/mL capaz de eliminar totalmente o crescimento
microbiolégico dos espécimes microbiolégicos apds a semeadura em meio de
cultura agar Mueller Hinton. A figura 8 apresentada o fluxograma do

desenvolvimento da pesquisa.

Figura 8 — Fluxograma do desenvolvimento da pesquisa

Desenvolvimento das

Desenvolvimento Formulagdes e
secagem
Sensorial * Tamanho parti. = HPLC
Caracterizagio - TGA « Fendis totais
+ DRX * Flavondides
FTIR torais
I l
Atividades Antimicrobiana; Antioxidante
bioldgicas Antifingica (DPPH, ABTS, FRAP)

Fonte: Autora (2019)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencdo das composigées farmacéuticas, desenvolvimento e
identificagcdo dos microencapsulados da polpa do maracuja (Passiflora

edulis)
5.1.1 Preparagao do sistema emulsificante contendo polpa de maracuja

Como discutido na metodologia, diferentes preparagdes foram elaboradas
para definir a melhor condigdo para realizagdo da secagem dos sistemas sol-gel e
emulsificante contendo polpa de maracuja. Além da polpa de maracuja, foi
adicionado nas preparagoes gelatina, amido, aerosil, agua, etanol, farinha de inhame
e caseina. Das trés preparacdes elaboradas, apenas a preparacdo com polpa de
maracuja, gelatina, amido, aerosil, agua e etanol, apresentou melhor estabilidade as
condicbes de secagem, sendo portanto utilizada como referéncia para a otimizagao

das formulagdes dos microencapsulados (Figura 9).

Figura 9 - Preparacdo contendo polpa de maracuja, gelatina, amido, aerosil, agua e

etanol, apos o processo de secagem (PREPARACAO 1)

Fonte: Autora (2019)

A preparagdo contendo polpa de maracuja, caseina, aerosil, dgua e etanol
coagulou (Figura 10), antes mesmo do processo de secagem. A coagulagao dessa
preparacido, possivelmente ocorreu devido a presenca da caseina. A preparacao

contendo polpa de maracuja, gelatina, farinha de inhame, aerosil, agua e etanol,
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apresentou alta higroscopicidade apds a secagem (Figura 11), dessa forma, a

utilizacao dessa preparagao, mostrou-se inviavel para ser utilizada no experimento.

Figura 10 - Preparagéo contendo polpa de maracuja, caseina, aerosil, agua e
etanol, antes do processo de secagem (PREPARACAO 2)

Fonte: Autora (2019)

Figura 11 - Preparacdo contendo polpa de maracuja, gelatina, farinha de inhame,

aerosil, 4gua e etanol, apés o processo de secagem (PREPARACAO 3)

Fonte: Autor (2019)

A gelatina adicionada nas preparagdes/formulagbes, € uma denominagao
genérica de uma mistura de fragbes protéicas purificadas, sao utilizadas como

aglutinante em comprimidos. O amido funciona como liga dos pds, permitindo a



5.21

56

formacgao de granulos, atuando também como agente espessante (SILVA, 2013). O
aerosil, é utilizado para melhorar as propriedades de fluxo das misturas em poé. A
caseina € uma glicofosfoproteina encontrada no leite, atuando como cobertura dos
microencapsulados, juntamente com a gelatina. Ela vem sendo estudada como
material para preparagdo de sistemas de liberagdo controlada de farmacos (De
CARVALHO, 1996).

BAYOMI et al. (1998) preparam microesferas de caseina e quitosana por
coacervagcao em meio aquoso para liberagao sustentada de diltiazen. Eles avaliaram
a influéncia da concentragdo dos polimeros e o tempo de agitagdo no perfil de
liberagdo do farmaco. A liberagdo do farmaco foi sustentada com o aumento da
concentracédo de caseina e tempo de agitacdo. Entretanto, com o aumento da
concentracio de quitosana houve maior liberacao do farmaco.

Quando se verifica o rendimento das formulagbes, observa-se que a
formulagéo 1, apresentou melhor rendimento (38,9%), enquanto a formulagdo 3
apresentou o menor rendimento (8,6%). O baixo rendimento observado na
formulacao 3, possivelmente ocorreu devido a uma maior quantidade de polpa de
maracuja, o que dificultou o processo de encapsulag¢ao. Os rendimentos sao de cada
formulagao sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Rendimento das formulacdes

Formulagées Peso da amostra seca antes Peso da amostra apés Rendimento (%)
da secagem a secagem
1 37¢g 14,49 38,9%
499 15,89 32,3%
58g 4,99 8,6%

5.2 Caracterizacgao fisico-quimica
Andlises termogravimétricas

A analise termogravimétrica (TG/DTG) é uma analise que se baseia na
medida de perda de massa de uma determinada amostra, em funcao da temperatura
ou do tempo, fornecendo informacdes sobre a estabilidade térmica do material
analisado (TRIVEDI et al., 2015).
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As figuras de 12 a 18 apresentam as curvas termogravimétricas de TG e DTG
das amostras de polpa de maracuja (PM), formulagcdo 01 (PF01), formulagdo 02
(PF02), formulacao 03 (PF03), aerosil, amido e gelatina, respectivamente. As curvas
de percentual de perda de massa e DTG apresentam perfis com comportamentos
semelhantes, porém distintos divididos em eventos de perda de massa. Os eventos
sdo atribuidos: (I) desidratagdo da agua fisicamente absorvida nos poros e
cavidades e/ou canais dos materiais, (ll) perda de &agua estrutural, agua que
participa da composicdo do material e os eventos (lll), (IV) e (V) s&o inerentes a
degradacéo da matéria organica das amostras. As tabelas 5, 6, 7 e 8, observa-se os
valores das perdas de massa das amostras, para cada evento e a perda de massa

total versos temperaturas, obtidas por TG/DTG

Figura 12 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG da polpa de maracuja (PM)
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Fonte: Autora (2019).

Tabela 5 - Perdas de massa versos temperaturas da polpa de maracuja

Amostras Perda de massa (%) / Intervalo de Temperatura (°C)
| | ]} \% Vv Perda Total
Eventos /T  Temperatura 90-255 255-390 390-640 640-800 (%)
ambiente até
90
Polpa de 3,0 40 14 10 30 97,0
maracuja

Fonte: Autora (2019).
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Por apresentar uma concentracdo elevada de agua, observa-se uma perda
significativa de agua na polpa entre os eventos | e Il (Tabela 5). Nos eventos

seguintes (Il ao V), ocorre a degradacao gradativa do material, ocorrendo a

degradacdo quase total no evento V.

Figura 13 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG da formulagao 01 (PF01)
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Fonte: autora (2019).

Tabela 6 - Perdas de massa versos temperaturas da formulacéo 1 (01 — PF)

Amostras Perda de massa (%) / Intervalo de Temperatura (°C)
| | [} v Vv Perda Total
Eventos /T  Temperatura 120-220 220-440 440-550 550-800 (%)
ambiente até
120
01-PF 4,3 17 47 244 4 96,7

Fonte: Autora (2019)

Na formulacéo 1 (Tabela 6), observa-se inicialmente a perda de agua (evento
I), porém de forma mais lenta, quando comparado com a polpa. Possivelmente essa
menor perda de agua, ocorre devido a uma protecdo exercida pelos agentes
encapsulantes. No evento lll, observa-se uma maior perda de massa, e nos eventos

seguintes (IV e V), ocorre a degradagéo total do material.
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Figura 14 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG da formulagao 02 (PF02)
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Fonte: Autora (2019).

Tabela 7 - Perdas de massa versos temperaturas da formulagéo 2 (02 — PF)

Amostras Perda de massa (%) / Intervalo de Temperatura (°C)
| Il i v \" Perda Total
Eventos /T  Temperatura 120-240 240-325 325-350 350-800 (%)
ambiente até
120
02-PF 4,22 19,2 39 30 4,31 96,7

Fonte: Autora (2019).

Os efeitos da temperatura observados na formulagédo 2 (Tabela 7), sdo
similires aos observados na formulagéo 1, com perda constante de massa a medida

gue aumenta a temperatura.
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Figura 15 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG da formulagao 03 (PF03)
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Tabela 8 - Perdas de massa versos temperaturas da formulacéo 3 (03 — PF)

Amostras Perda de massa (%) / Intervalo de Temperatura (°C)
| Il i v \" Perda Total
Eventos /T  Temperatura 105-250 250-390 390-550 550-800 (%)
ambiente até
105
03-PF 4,41 29 24,54 35,3 5,01 98,24

Fonte: Autora (2019).

Embora os eventos seja similiras em todas as formulagdes, observou-se que
a formulagao 3 (Tabela 8), apresentou a maior perda de massa.

De maneira geral, ao se comparar a figura 12, da curva termogravimétrica da
polpa de maracuja, com as formulagbées (Figuras 13, 14 e 15), observa-se uma
menor perda de agua e de degradacdo da matéria orgénica das amostras,
demonstrando que os agentes encapsulantes atuaram na protecdo dos
componentes do maracuja presente nas formulagdes, sendo que, as formulagdes 1
e 2 (Figuras 13 e 14) apresentaram melhor protecdo aos componentes do maracuja
presente na formulagdo. O comportamento do aerosil, amido e gelatina mediante a

analise térmica, é observado nas figuras 16, 17 e 18.



Figura 16 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG do aerosil
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Figura 17 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG do amido
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Fonte: Autora (2019).

Figura 18 - Curvas termogravimétricas de TG e DTG da gelatina
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Na figura 16, observa-se que o aerosil, conhecido como silica coloidal ou
dioxido de silicio coloidal, ndo consegue quebrar a molécula, sendo volumoso e
higroscépio. Devido a alta concentracado de silica esse material tem boa estabilidade
e apresenta baixa perda de massa. O amido é bastante Umido, sendo um
polissacarideo formado pela unido de moléculas de a-glicose da amilose e da
amilopectina, tem baixa estabilidade perdendo muito massa (Figura 17). A gelatina
mistura de poli e oligopeptidios derivados da hidrélise parcial do colageno, com
aspecto de geleia, obtida da pele, ossos e tecidos conjuntivos animais também
também foi observado uma grande perda de massa (Figura 18).

Mortari (2018), ao formular microencapsulados de Spirulina, observou que a
utilizacdo de goma arabica nas formulacdes, pode ser uma boa alternativa para
aumentar o efeito protetor nos microencapsulados. A autora verificou que a goma
arabica nas formulacbes de microencapsulados de Spirulina, proporcionou uma
maior protecdo quando comparado com as microcapsulas de Spirulina com
maltodextrina, ao ser submetidas a uma temperatura de 200°C. Nas microcapsulas
de Spirulina com maltodextrina, a degradagcdo comegou em torno de 160°C.

Portanto, a utilizacdo de goma arabica nas formulagcdes de polpa de
maracuja, poderia ser uma alternativa para aumentar a protecdo dos

microencapsulados.
5.2.2 Andlises de difratometria de Raio-X (DRX)

A difratometria de raios X foi usada para determinar a estrutura atbémica e
molecular de um cristal, pois os sdlidos cristalinos sdo obstaculos para os agentes
encapsulantes. Esse tipo de anadlise é realizada com o objetivo de verificar as
propriedades de cristanilidade dos polissacarideos presentes na polpa e nos
microencapsulados, que podem afetar a cinética de liberacdo e a velocidade de
degradacao da matriz polissacaridica (CANEVAROLO-JUNIOR, 2004).

A difratometra de raios X das amostras (Figuras 19 e 20) foram realizadas
utilizando um difratdbmetro da Shimadzu, modelo XRD-6000, com radiacdo CuKa (A =
0,1542 nm), filtro de Ni, voltagem de 4kV e corrente de 30mA. A aquisicao dos
dados foi realizada no intervalo de 26 entre 3 e 40°, com velocidade de varredura de

gonidmetro de 2°.min™" e passo de 0,02°.
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Figura 19 — Comportamento da polpa de Maracuja (a) e das formulagdes 1, 2 e 3 (b,

c e d) mediante a analise de difratometria de raios X - DRX
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Figura 20 - Comportamento da polpa de Maracuja das formulagbes na analise de

DRX
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Embora tenha sido observado semelhanca nas curvas da DRX da polpa de
maracuja e das formulagdes (01, 02 e 03), ndo se pode afirmar que elas sejam
iguais. Essas curvas se apresentaram amorfas, sem presenca de picos, indicando
auséncia de formas cristalinas, demonstrando que o material € seguro para a
producao dos microencapsulados.

De acordo com Muller (2011), a auséncia regiao cristalina em microparticulas,
pode ocorrer devido a rapida velocidade de secagem das amostras, ndo havendo
tempo suficiente para que ocorra formagdo de estrutura com caracteristicas
cristalinas. Ao avaliar microparticulas de 6leos essenciais, submetidos a secagem, o

autor também curvas amorfas da DRX das microparticulas de 6leos essenciais.

5.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

A espectroscopia de infravermelho, foi necessaria para confirmar se
processo de encapsulamento das amostras. A figura 21, apresenta o espectro de
absorgdo na regido do infravermelho (FTIR) da polpa do maracuja e das

formulacdes 1, 2 e 3.
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Figura 21 - Espectro de absorgdo na regiao do infravermelho (FTIR) da polpa

do maracuja (a) e das formulagées 1,2 e 3 (b, c e d)
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Fonte: Autora (2019).

A amostra da polpa do maracuja apresentou um pico intenso na regido de
3437cm™ caracteristico dos modos de alongamento simétrico e assimétrico da
ligacao O-H, que indica a contribuicdo majoritaria da molécula de agua (H,O), que
aparece teoricamente em 3500 cm™ na maioria das frutas e hortaligas (DIAS, 2008).

Foram observados também dois picos de baixa intensidade de absor¢édo na
regido de 2932 e 2620 cm™' atribuidos ao alongamento das ligacbes C-H presentes
em sistemas saturados, como nas ligagbes saturadas dos polissacarideos
(CERQUEIRA et al., 2012). Outro pico observado foi na regido de 2045 cm™,
absorgcdo nesta regido é associada as vibragbes de deformacao axial de duplas

ligacdes (ndo acumuladas) e deformagdes angulares de N-H e -NH, (aminas). Na
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maioria dos casos, a posi¢cao da banda pode ser alterada por efeitos de conjugacéao
ou efeito indutivo dos grupos substituintes.

O pico observado na regidao de 1639 cm’' esta relacionado & banda amida,
referente ao grupo amida das proteinas, particularmente do alongamento da ligacéo
C=0 (DOGAN; SIYAKUS; SEVERCAN, 2007). As bandas na regiao 1200 a 1000
cm” sdo consideradas bandas caracteristicas desacarideos e atribuidas ao
alongamento dasligagdes C-C, C-O com alguma contribuigcdo das ligagbes C-O-H
(VAN SOEST et al., 1995).

Conforme observado na figura 22, o espectro de absorgdo na regido do
infravermelho (FTIR) da formulagdo 3, apresentou melhor resultado, em relagao as
outras formulagdes, demostrando que os agentes encapsulantes e as quantidades
utilizadas desses agentes nessa formulagéo, foram suficientes para promover um

maior efeito protetor ao composto ativo presente na polpa de maracuja.

Figura 22 - Espectro de absorgédo na regiao do infravermelho (FTIR) da formulagéo
01, 02 e 03 com polpa do maracuja
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Fonte: Autora (2019).

O comportamento dos excipientes farmacéuticos utilizados (aerosil, amido e
gelatina), também foram analisados na regido do infravermelho. Os espectros de
absorgao na regiao do infravermelho (FTIR) desses excipientes sdo apresentados
nas figuras 23, 24, 25 e 26.



Figura 23 - Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho (FTIR) do Aerosil
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Fonte: autora (2019).

Figura 24 - Espectro de absorc¢ao na regiao do infravermelho (FTIR) do Amido
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Fonte: Autora (2019).

Figura 25 - Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR) da Gelatina
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Fonte: Autora (2019).
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Figura 26 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR) da polpa do
maracuja (PM), Aerosil, Amido e Gelatina
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Fonte: Autora (2019).

Nao foi possivel identificar precisamente o grau de encapsulamento das
amostras pela técnica de infravermelho, porém através da microscopia eletrénica de
varredura (MEV), foi possivel verificar claramente que houve encapsulamento das

microparticulas em forma agregada e protegida pelo agente encapsulantes.
524 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

A técnica de MEV foi utilizada no intuito de avaliar a morfologia externa das
microparticulas das formulacdes. Com a analise foi possivel observar que a maioria
das particulas se apresentaram esféricas, com paredes lisas e integras, sem
aparente porosidade. Nas figuras 27 e 28 é apresentado a microscopia eletrénica de
varredura com aumento de 2000, 5000 e 15000x, e a figura 29 apresenta aumento
de 500, 2000, 5000x.
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Fonte: Autora (2019)

Nas formulagbes 1 e 2 (Figuras 27 e 28), verificou-se que houve
encapsulamento das microparticulas em forma agregada e protegida pelo agente
encapsulantes, embora se observa que na formulagdo 2, o encapsulamento se
apresentou levemente mais aglomerados. Em relagcédo a formulagdo 03 (Figura 29),
verificou-se que o0s agentes encapsulante atuaram na protecdo dos

microencapsulados, porém nao foi de forma agregada, como observado nas
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formulagdes 01 e 02. De acordo com Pereira (2000), a quebra de particulas podera
acarretar em perdas significativas de componentes volateis.

Essa deficiéncia na agregacao dos agentes encapsulantes ocorreu devido a
grande quantidade de polpa de maracuja na formacgao 03. Portanto, as formulagdes
01 e 02, apresentaram melhor resultado, apresentando maior protecdo as
microparticulas agregadas.

Rosemberg et al. (1990) afirmam que a retengéo de volateis e a protegcédo de
um produto microencapsulado estao relacionadas com a porosidade e por sua vez
as propriedades de escoamento das microcapsulas estdo ligadas a estrutura e a

morfologia externa das particulas.

525 Determinagao do tamanho de particula

O estudo do tamanho e distribuicdo das particulas, € de suma importancia
para verificacdo da manutencdo das propriedades adquiridas no processo de
elaboracido dos microencapsulados.

Os valores dos tamanhos de particulas em escala nanométrica variaram entre
1.381 nm (formulagao 1) a 5.462 nm (formulagcdo 3) com indice de polidispersao
(PDI) entre 0,478 e 0,735 mostrando uma grande variabilidade na dispersdo das
nanoparticulas. Observou-se que a formulacdo 1, apresentou menor indice de
polidispersao, isso indica uma melhor distribuicdo do tamanho das particulas, e
consequentemente, apresentou uma melhor microencapsulacao quando comparada
com as formulagdes 2 e 3, que apresentaram respectivamente um valor de PDI de
0,668 e 0,735 (Tabela 9).

Tabela 9 - Microscopia eletrénica de varredura da formulagao 01

AMOSTRAS TAMANHO DE PARTICULA PDI
01 PF 1.381 nm 0,478
02 PF 4.763 nm 0,668
03 PF 5.462 nm 0,735

Fonte: Autora (2019)

Segundo Rodrigues (2004) as particulas de menor tamanho podem estar
representando o material que ndo formou complexo (matriz/ativo), ja as particulas

maiores podem ser oriundas de aglomeracdes de particulas menores. Isso mostra
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que as formulagcbes apresentam uma populagao de particulas micrométricas (1.186-
5.463 nm) e uma populagao submicrométrica com particulas entre 72-715 nm.

Os valores observados neste trabalho quanto ao tamanho de particula,
apresentou-se dentro dos valores obtidos por Mata et al. (2005), que ao produzirem
microencapsulamento do umbu em pd, utilizando diferentes concentracbes de
maltodextrina (15%), goma arabica (3% e 5%) e R-ciclodextrina (3% e 5%),
encontraram valores de tamanho de particula entre 320 a 9030 nm, ou seja, 0s
tamanhos observados foram menores e maiores aos verificadas no presente estudo.

KIM e MORRI (1996) evidenciam que o tamanho das particulas pode
determinar a quantidade de substancias volateis na superficie da particula, porém, a
viscosidade ndo é considerada um fator determinante no estabelecimento do

diametro das particulas.

5.2.6 Identificacéo e determinacao de fendis e flavonoides por HPLC

O perfil cromatografico da polpa de maracuja para identificagdo de fendis e
flavonoides, foi avaliado mediante trés diferentes métodos de extragcdo, que
compreenderam o método 1 (utilizando HCI e acetato de etila), método 2 (utilizando
HCI juntamente com cloroférmio e carbonato de sddio) e o método 3 (usando
cloroférmio juntamente carbonato de sodio). O perfil cromatografico da polpa de
maracuja foi avaliado em um comprimento de onda de 280 nm, para detec¢do de

flavonoides, conforme observado na figura 30.
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Figura 30 - Perfil cromatografico da polpa de maracuja usando diferentes métodos

de extragdo no comprimento de onda de 280nm para detecgao de flavonoides
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Fonte: Autora (2019)

O método 1, no qual foi utilizado HCI e acetato de etila, foi o método que

apresentou melhor perfil para andlise cromatografica da polpa de maracuja para

identificacdo de fendis e flavonoides. No cromatograma da amostra proveniente do

método de extracao 1, observa-se dois picos bem definidos, com tempo de retencéo

de 10 e 61 minutos, enquanto que nos cromatogramas das amostras provenientes

dos métodos 2 e 3, apareceu apenas um pico bem definido, com tempo de retencao

de 61 minutos.

O perfil cromatografico da polpa de maracuja, também foi avaliado no

comprimento de onda de 320 nm, utilizando as amostras provenientes dos trés

métodos utilizados, conforme observado na figura 31.
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Figura 31 - Perfil cromatografico da polpa de maracuja usando diferentes métodos
de extracdo no comprimento de onda de 320nm para deteccdo de compostos
fendlicos e acidos fendlicos
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Fonte: Autora (2019)

Com o comprimento de onda de 320 nm, foi observado varios picos, no
cromatograma da amostra proveniente do meétodo de extragdo 1. Nesse
cromatograma, foi identificado o acido clorogénico (Figura 32), e com o comprimento
de onda de 365nm, foi identificado a apigenina (Figura 33), utilizando a mesma

amostra da polpa de maracuja submetida ao método de extragéo 1.
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Figura 32 - Acido clorogénico no perfil cromatogréfico da polpa de maracuja
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O termo acido clorogénico parece ter sido introduzido em 1846 para designar
um composto fendlico com fungdo acida, de estrutura ainda desconhecida, que
conferia cor verde ao meio aquoso quando em meio levemente alcalino e exposto ao
ar. O acido clorogénico designa uma familia de ésteres formados pela esterificagao
de um ou mais derivados do &cido trans-cindmico com o acido quinico (De MARIA;
MOREIRA, 2004). O acido clorogénico, representa um polifenol juntamente com a
quercitina, rutina, catequina, epicatequina entre outros (LOTITO; FREI, 2003), sendo

os compostos fendlicos mais abundantes nos alimentos (GHONTHIER, et al., 2003).

Figura 33 - Apigenina no perfil cromatografico da polpa de maracuja
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A apigenina, quimicamente denominada 4',5,7-trihidroxiflavona, € um membro
da subclasse flavona dos flavonoides e esta abundantemente presente em frutas,
ervas e legumes comuns, como laranja, camomila, salsa, tomilho, aipo, cebola e
pimentdo (SILVA, 2014). Acredita-se que este composto tenha varias atividades
biolégicas, incluindo efeitos antiinflamatdrios, antineoplasicos, antivirais, purgativos e
propriedades removedoras de radicais livres. Esta flavona apresenta baixa
toxicidade intrinseca e é declaradamente ndo mutagénica (SHUKLA; GUPTA, 2010;
SILVA, 2014).

No comprimento de onda de 320nm, também foi possivel identificar o acido
galico, na amostra de polpa de maracuja submetida ao método de extragao 1 (Figura

34), e no comprimento de onda de 365nm foi identificado a rutina (Figura 35).

Figura 34 — Acido galico no perfil cromatografico da polpa de maracuja
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Fonte: Autora (2019)
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Figura 35 — Rutina no perfil cromatografico da polpa de maracuja
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No perfil cromatografico dos microencapsulados da formulagdo 1 (Figuras 36
e 37), foi possivel observar no comprimento de 280 nm, a presenca de acido galico,

apigenina, rutina e quercitina.

Figura 36 — Perfil cromatografico dos microencapsulados da formulacdo 1 (Acido

galico e Apigenina)
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Figura 37 — Perfil cromatografico dos microencapsulados da formulagao 1 (Rutina e

Quercitina)
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Entre os compostos fendlicos e acidos fendlicos identificados, observa-se que

o acido galico e a rutina apresentaram-se com maior intensidade. No perfil

cromatografico dos microencapsulados da formulagéo 2 (Figuras 38 e 39), com o

comprimento de 280 nm, observou-se os mesmos compostos identificados nos

microencapsulados da formulagao 1, no entanto, a intensidade da rutina foi menor.

O &cido galico também foi o composto que apresentou maior intensidade.

Figura 38 — Perfil cromatografico dos microencapsulados da formulagcdo 2 (Acido

galico e Apigenina)
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Figura 39 — Perfil cromatografico dos microencapsulados da formulagao 2 (Rutina e

Quercitina)
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0s mesmos compostos e acidos fendlicos ja observados nas formulagdes 1 e 2,

utilizando o mesmo comprimento de onda, 280 nm. No entanto, nessas amostras,

também foi identificado o acido clorogénico (Figura 40).

Figura 40 — Perfil cromatografico dos microencapsulados da formulacdo 3 (Acido

galico, Acido Clorogénico e Apigenina)
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Figura 41 — Perfil cromatografico dos microencapsulados da formulagao 3 (Rutina e

Quercitina)
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Fonte: Autora (2019)

Observa-se que a presenga de apigenina na casca do maracuja de espécies
distintas, ja vem sendo relatadas em alguns estudos (ZERAIK et al., 2012;
SIMIRGIOTIS et al., 2013). A quercetina é o principal flavonoide presente na dieta
humana, sendo encontrada em grandes concentragdes em alguns alimentos como
cebolas, macgas, vinho tinto, brocolis e chas. A quercetina vem se destacando devido
ao potencial antioxidante, anticarcinogénico e seus efeitos protetores aos sistemas
renal, cardiovascular e hepatico, atuando como um protetor contra as espécies
reativas de oxigénio, neutralizando os radicais livres e anions superéxido (BEHLING
et al., 2004; PANCHAL et al., 2012; MACHADO et al., 2019). O efeito antioxidante
também esta relacionado a sua capacidade de inibir enzimas, tais como oxidase de
xantina, da NADPH-oxidase e lipoxigenase, prevenindo a morte celular (MORAES;
COLLA, 2006).

5.2.7 Determinacdo de fenodis e flavonoides na polpa de maracuja e nas

formulacdes

Para a determinagao das concentracdes de fendis e flavonoides na polpa de
maracuja, utilizou-se as amostras provenientes dos trés meétodos de extracdo,

utilizados na avaliagédo do perfil cromatografico da polpa de maracuja. Os resultados
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da determinacao dos teores de fendis na polpa de maracuja é apresentado na figura

42. As analises de fendis totais foram realizadas pelo método Folin — Ciocalteu.

Figura 42 - Concentracao de fendis na polpa de maracuja
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Analisando os resultados da figura 39, é possivel observar a presenga de
fenois totais, em todas as amostras polpa de maracuja analisadas, independente do
método de extragdo utilizado. No entanto, o método que extraiu uma maior
quantidade de fenois totais, foi 0 método de extracdo 1. Esse método, possibilitou
uma maior extragdo de fendis, nas concentracdes testadas, 350 mg/mL, 300 mg/mL
e 250 mg/mL.

Cazarin et al. (2014), também analisaram a concentragdo de fendis em
farinha obtida da casca do maracuja Passiflora edulis, utilizando trés métodos de
extracdo diferentes (extrato aquoso, metandlico + acetona e extrato etandlico). Os
pesquisadores verificaram concentragdes significativamente maiores no extrato
aquoso (2,53 mg equivalentes de acido galico EAG g-1 de amostra), quando
comparado com os outros dois extratos.

Os resultados da determinacao dos teores de fendis nas formulacbes, sao

apresentados na figura 43.
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Figura 43 - Concentracao de fendis de totais das microcapsulas da polpa de maracuja
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Os microencapsulados da formulagdo 1, obteve o mesmo percentual de
fendis totais (0,79%) nas concentragbes de 250 e 500 pg/mL. Porém, os
microencapsulados da formulagao 3, obtiveram maiores percentuais de fendis, em
trés concentracdes avaliadas (250, 500 e 750 ug/mL). O percentual de fendis totais
nos microencapsulados 2, foram as menores nas quatro concentragdes testadas
(250, 500, 750 e 1000 pg/mL).

A quantificacdo de flavonoides na polpa de maracuja e nos
microencapsulados, sao apresentados nas figuras 44 e 45. As analises de

flavonoides foram realizados pelo método cloreto de aluminio (AICI3).

Figura 44 - Concentracao de flavonoides na polpa de maracuja
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Quando se avalia os métodos de extragdo utilizados, observa-se que o
método de extracdo 2, conseguiu extrair uma maior quantidade de flavonoides
presentes na polpa, nas quatro concentragdes analisadas (400 mg/mL, 350 mg/mL,
300 mg/mL e 250 mg/mL).

Figura 45 - Concentracdo de flavonoides nas amostras de microencapsulados
(Formulagdées 1 — PF1, 2 - PF2 e 3 — PF3)

1.201 E& Microcapulas PF1
EA Microcapulas PF2
1.004 B Microcapulas PF3

% Flavonoides Totais
(Método AICI;)
[=)
[=1]
<

1250 ngimL
Concentracao (ng/mL)

Fonte: Autora (2019)

Os microencapsulados da formulagédo 2 (Figura 45), apresentaram maior
percentual de flavonoides nas concentragbes de 1500 pg/mL e 1750 pg/mL,
alcangando o valor percentual 0,89% na concentragcdo de 1750 pg/mL. Os
microencapsulados da formulacdo 3, apresentou os menores percentuais nas trés
concentragdes analisadas (1250, 1500 e 1750 pg/mL).

A presenca de compostos fendlicos no maracuja, ja vem sendo relatada em
alguns trabalhos. Araujo et al. (2017), ao realizarem a caracterizagdo das
propriedades funcionais presentes em pequenas frutas, de coloracao vermelha e
amarela, nativas do Rio Grande do Sul, verificaram na semente de maracuja uma
quantidade de compostos fendlicos de 360,8+13,2 mg/100g, sendo encontrado na
casca e polpa do maracuja uma quantidade de 276,6£26,0 mg/100g. Melo et al.
(2008), observaram em polpas de maracuja congeladas comercializadas na cidade
do Recife-PE, quantidades de compostos fendlicos totais que chegaram a 83,09 £
6,58 mg/100g. Kuskoski et al. (2006), encontraram em frutos de maracuja,
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concentracédo de 20,0+2,6 mg 1009'1 de polifendis totais pelo método de Folin-
Ciocalteu.
5.3 Avaliacao do potencial antioxidante

As amostras provenientes dos trés métodos de extracdo foram testadas
quanto ao potencial antioxidante, sendo avaliado o sequestro de radicais
livres/DPPH, ABTS e FRAP

DPPH

A capacidade de sequestro de radicais livressDPPH da polpa de maracuja,

esta representado no figura 46.

Figura 46 - Sequestro de radicais DPPH utilizando polpa de maracuja
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Fonte: Autora (2019)

O método que permitiu um maior sequestro de radicais DPPH, foi o método 2,
com 78% de sequestro do radical DPPH. O método de extracdo 1, também
possibilitou uma elevada porcentagem de sequestro do radical DPPH (75%). Ja o
método 3, apresentou um sequestro do radical DPPH de 45%. Embora o método 3
tenha apresentado uma atividade antioxidante menor, todos os resultados sao
importantes, pois demonstram o potencial antioxidante dos flavonoides presentes na

polpa do maracuija.
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Ao avaliar o potencial da atividade antioxidante do maracuja, utilizando o
método do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), Kuskoski et al. (2006),
encontraram um valor de 1,02+0,4 umol g'1 de atividade antioxidante, equivalente ao
Trolox apds 60 minutos de reacdo. No experimento realizado por Lessa (2011) para
andlise de compostos fendlicos totais na polpa das espécies silvestres Passiflora
cincinnata e P. setacea variaram entre 190,25 a 210,85 mg de acido galico

equivalente 100g™.

5.3.2 ABTS e FRAP

O potencial antioxidante de FRAP e ABTS das amostras da polpa
provenientes dos métodos de extragdo 1, 2 e 3 estdo descritos na tabela 10. Os
resultados estdo expressos com base no calculo do EC50, concentragao efetiva a

qual o extrato induz metade do efeito maximo.

Tabela 10 — Resultado do potencial antioxidante das amostras de polpa de maracuja

avaliadas
ABTS FRAP
Compostos ICso A700 v
r - r -

, (ug mL™) (10 pg mL™)
Ac. Galico 0,9918 1,7 0,9956 0,833
Extrato 1 0,9869 159 0,9979 0,091
Extrato 2 0,9750 331 0,9739 0,084
Extrato 3 0,9754 623 0,9801 0,096

Fonte: Autora (2019)

O indice de IC50 é utilizado para expressar o potencial de sequestrar radicais
livres, pois reflete a menor concentracdo necessaria do extrato para reduzir ou inibir
a oxidacao do radical a 50%, no qual é considerada melhor atividade antioxidante
(SOUZA, 2013). Miranda (2015), ao avaliar a capacidade antioxidante da folha,
casca e polpa do maracuja cobra, utilizando o radical DPPH, verificou IC50 em pg
mL" de 580,65, 15.683,70 e 3.452,28, respectivamente. Os valores encontrados
pela autora foram maiores que os observados neste estudo, ou seja, os valores de
ABTS dos extratos 1, 2 e 3, apresentaram um potencial de sequestrar radicais livres,
em concentracdes menores, quando comparado com os valores encontrado por
Miranda (2015).
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Cabe ressaltar que a atividade antioxidante pode manifestar-se em outras
espécie de maneira diferente como exemplo, a Passiflora setaceae que em um
experimento apresentou cerca de 4 vezes maior potencial antioxidante na semente
do que na folha (VIEIRA, 2013).

5.4 Teste in vitro

A concentracgdo inibitéria minima (MIC) das formulagdes 1, 2 e da polpa de
maracuja, que inibiu o crescimento de S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.

aeruginosa e C. albicans, é observada na tabela 11.

Tabela 11 - Concentracao Inibitéria Minima das formulacdes 1 e 2, e da polpa de
maracuja em inibir o crescimento de microrganismos

Microrganismos

Preparagoes
S. aureus  S. epidermidis E. coli P. aeruginosa C. albicans
—_ Polpa de 50 50 50 25 50
T Maracuja
)
§ Formulacao 1 12,5 12,5 25 12,5 6,25
=
Formulagao 2 3,12 6,25 25 12,5 12,5
Formulagao 3 Nao testada devido ao efeito de coagulagéo

Fonte: Autora (2019)

Ao analisar a tabela 11, observa-se que a formulacdo 2 apresentou melhor
resultado na inibicao do crescimento de S. aureus, S. epidermidis, visto que, inibiu o
crescimento dessas duas bactérias em uma concentracdo menor, 3,12 e 6,25
mg/mL, respectivamente, que a apresentada pela formulacdo 1. Em relacdo a
inibicdo de E. coli e P. aeruginosa, ndo houve diferenga na concentragao inibitoria
minima apresentada pelas duas formulag¢des (1 e 2), que foi de 25 e 12,5 mg/mL,
respectivamente para E. coli e P. aeruginosa. Para C. albicans, a formulagao 1
apresentou melhor resultado, visto que uma concentragdo de 6,25 mg/mL, ja é
suficiente para inibir a proliferacdo desse fungo. A avaliacdo da MIC, foi realizada
através de placas (Figura 47), e a formulagao 3 foi descartada nos ensaios in vitro,

pois houve absorgdo de umidade (Figura 48).
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Figura 47 - Placas utilizadas no ensaio da MIC

Fonte: Autora (2019)

Figura 48 — Fomulagdes utilizadas no ensaio da MIC

Fonte: Autora (2019)

Augusto (2006), afirma que a biodisponibilidade de carotendides e polifendis é
variavel e influenciada por fatores como transporte, biotransformacao e excrecao,
que permanecem pouco compreendidos, sendo necessario mais estudos para o
estabelecimento de recomendacdes dietéticas mais especificas desses compostos
na alimentacéao.

Numerosos estudos in vitro indicam que polifendis encontrados em plantas
podem efetivamente participar de processos que possam ter implicacbes anti-

carcinogénicas e anti-aterogénicas. Entre estes processos, 0 mais evidente é a
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capacidade antioxidante destes compostos atribuida ao poder redutor do grupo
hidroxila aromatico, que reduz radicais livres reativos e produz o radical fenoxila
estabilizado por ressonancia (SUN et al.,, 2002; MCKAY; BLUMBERG, 2002;
CERQUEIRA et al., 2007)

Estudos em humanos voltados para a relagdo entre consumo aumentado de
polifendis e protecdo a saude tém demonstrado, em alguns casos, redugdes em
indicadores de danos oxidativos a biomoléculas, como excrecdo urinaria de 8-
hidroxi-desoxiguanosina, quebra de fitas de DNA e LDL oxidada. Além dos efeitos
antioxidantes, acredita-se que os polifendis podem exercer efeitos diretos no trato
gastrointestinal. Entre esses efeitos inclui-se a ligacdo a inibidores de telomerase,
regulacdo de vias de transducdo de sinal, inibicido de ciclooxigenase e
lipooxigenase, redugao das atividades de xantina oxidase, de metaloproteinase de
matriz e da enzima conversora de angiotensina, a competicdo com glicose para
transporte transmembrana e a alteragao da fungao de plaquetas (WILLIAMSON;
MANACH, 2005).

O consumo dos microencapsulados nos alimentos aumentaria de forma
significativa o aporte de polifendis pelos consumidores, superando até mesmo, as
quantidades ingeridas através da ingestdo de alimentos ricos destes compostos,
como é caso das frutas vermelhas, vinhos e do proprio maracuja. Portanto, os
microencapsulados garantiriam ao consumo o acesso aos polifendis em qualquer

época e regido do mundo.
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6 CONCLUSAO

Pode-se constatar que os microencapsulados preparados com gelatina,
amido, aerosil, etanol e agua, foram os que apresentaram melhor estabilidade ao
processo de secagem. A caracterizagao fisico-quimica desses microencapsulados
demonstrou que os encapsulados apresentaram boa estabilidade térmica e perfil de
difragdo de RX e infravermelho semelhante ao da polpa de maracuija.

A avaliagcdo de compostos fendlicos totais na polpa de maracuja, demonstrou
que o uso de HCI e acetato de etila foi o melhor método de extragdo desses
compostos. No entanto, para extracido de flavonoides, recomenda-se o uso de AICls.
Foi possivel identificar na analise de HPLC da polpa de maracuja e dos
microencapsulados a presenca de apigenina, acido galico, rutina e acido
clorogénico, sendo esse Uultimo, identificado somente na polpa e nos
microencapsulados da formulagdo 3. A quercitina também foi observada em todas
as amostras das trés formulagdes de microencapsulados.

Em relacdo a capacidade antioxidante, a polpa de maracuja mostrou melhor
efeito antioxidante pelo método DPPH, em comparagdo com o FRAP e o ABTS.
Quanto aos testes in vitro, as avaliagdes de inibicdo do crescimento de S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans, indicaram que o0s
microencapsulados com polpa de maracuja apresentam efeito inibitério no
crescimento desses microrganismos, demonstrando possivel potencial terapéutico
no combate a infecgoes.

Pretende-se, aplicar os microencapsulados desenvolvidos em diversas
formulagdes na industria de alimentos, como na producdo de “mousse”, bolos e
sorvetes, por exemplo. Podendo ser aplicado também, em alimentos gelados, tipo

Shake, e na industria farmacéutica, na producéao de fitoterapicos e cosméticos.
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10 - Patente de Invencao (PI)

Titulo da Invencéo ou Modelo de MICROCAPSULAS DA POLPA DE MARACUJA (Passiflora edulis,

Utilidade (54):

Resumo:

Figura a publicar:

PROCESSO DE OBTENGAO MICROCAPSULAS DA POLPA DE
MARACUJA (Passiflora edulis) E USOS

A presente invencéo na area de produtos nutracéuticos com utilidade
na area da salde humana, mais especificamente a agueles dos
sistemas de liberacéio modificada de principios ativas de frutas
comestiveis e/ou nutricionais, destinados a uma administracéo por
via oral. Séo propostos microcapsulas de polpa de maracuja,
processo de obtenc&o de microcapsulas de maracuja e usos. A
producéo de microcapsulas da polpa de maracuja utiliza a polpa de
maracuja padronizada, contendo principios ativos (flavonoides e
acido clorogénico) nas microcapsulas de maracuja que séo
revestidas com agentes adjuvantes biocompativeis e biodegradavel,
seguido pela secagem usando técnica de Spray-Dryer,
apresentando-se em forma de microparticulas aqui também
chamados de microcapsulas da polpa de maracuja. Adicionalmente,
as microcapsulas da polpa de maracuja podem ser utilizadas para a
preparacéo de produtos alimenticios como sorvetes, mousses, bolos,
pées, cookies, bebidas geladas, suplementos alimenticios esportivos
ou ainda capsulas nutracéuticas com aplicacdo em uma ampla gama
de industrias, como cosmética, farmacéutica e principalmente as
alimenticias, devido a suas atividades antimicrobianas e
anfioxidantes.
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