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RESUMO

A leguminosa barbatiméo (Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville) € uma espécie
de planta muito conhecida por suas propriedades antibacterianas, anti-inflamatérias e
antioxidantes. Estas estdo relacionadas com o alto teor de taninos presentes em suas cascas
e folhas. A aplicabilidade industrial destas substancias & muito limitada por ser um
composto instavel. A técnica da microencapsulacdo é uma alternativa de assegurar a
estabilidade destes compostos. Microcapsulas podem ser incorporadas em alimentos ou
filmes biodegradaveis. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e caracterizacéo de
microcapsulas de compostos bioativos de barbatimdo, para a aplicacdo em filmes
biodegradaveis ativos. Foi elaborado um estudo da extracdo dos compostos por meio de
um planejamento fatorial 2%, com o intuito de avaliar as influéncias das variaveis
independentes (temperatura de extracdo, pH da solucdo e granulometria da casca moida)
em relacdo as variaveis dependentes (polifenois totais, atividade antioxidante por radical
DPPH e taninos condensados). Através dos testes realizados com planejamento
experimental obteve-se um extrato com elevado valor para as trés variaveis respostas.
Realizou-se a microencapsulacdo dos compostos bioativos, pelo processo de liofilizacao,
utilizando como agentes encapsulantes B-ciclodextrina (CD) e B-ciclodextrina acrescida de
1% de goma xantana (CD/X). Para confirmar a encapsulacdo foram utilizadas as técnicas
de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) e Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV). Também avaliou-se a eficiéncia de encapsulacdo de polifendis totais e taninos
condensados, as propriedades fisicas e o perfil de liberacdo dos microencapsulados em
solucdo hidroalcodlica. As microcapsulas apresentaram diferenca significativa apenas no
caso da eficiéncia de retencdo de taninos condensados com 44,55% para a formulacdo CD
e 27,18% para CD/X. As propriedades fisicas diferiram apenas na densidade aparente,
apresentando menor valor para CD/X. Na cinética de liberacdo, as microcapsulas
apresentaram alta taxa de liberacdo de compostos fendlicos independente dos
revestimentos. Reducdo na taxa de liberacdo foi observada para taninos condensados,
principalmente para a formulacdo acrescida de xantana (CD/X). As microcapsulas foram
utilizadas para producdo de filmes biodegradaveis ativos a base de alginato (FCD e
FCD/X). Filmes controle foram elaborados com microcapsulas vazias (FCD-C e FCD/X-
C) e extrato livre (FEXT). Avaliou-se as propriedades mecanicas e térmicas,
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e o perfil de liberacdo dos microencapsulados em
solucdo hidroalcodlica. Os filmes que continham extrato livre ou microencapsulado
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apresentaram menor solubilidade, menor PVA e maior tensdo a ruptura. Os filmes com
microcéapsulas de barbatimdo apresentaram alta taxa de liberacdo de compostos fendlicos e
taninos condensados, entretanto ndo de forma gradual. O filme com extrato livre
apresentou reduzida taxa de liberacdo dos compostos bioativos, demonstrando maior
longevidade da sua agéo.

Palavras chaves: taninos condensados, B-ciclodextrina; microencapsulagéo, filmes ativos;
propriedades mecénicas; cinética de liberacéo.
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ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville is a plant species well known for its
antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant properties. These are related to the high
content of tannins present in their shells and leaves. Industrial applicability is a very
limited product because it is an unstable compound. The technique of microencapsulation
is an alternative safety to compound stability. Microcapsules can be incorporated into food
or biodegradable films. The aim this work was development and characterization of
microcapsules of bioactive compounds of barbatiméo, for an application in biodegradable
films. A study of the extraction of the compounds was done through a factorial design 2°,
with the purpose of evaluating the influence of the independent variables (extraction
temperature, solution pH and mesh) as dependent variables (total polyphenols, activity
antioxidant by DPPH radical and condensed tannins). Through the planning, an extract
with a high value for the three response variables was obtained. Microencapsulation of the
bioactive compounds by the lyophilization process was performed as encapsulating agents
B-cyclodextrin (CD) and B-cyclodextrin plus 1% xanthan gum (CD/X). To confirm an
encapsulation with Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Scanning Electron
Microscopy (SEM) techniques. Also was evaluated the encapsulation efficiency of total
polyphenols and condensed tannins, such as physical properties and the release profile of
microencapsulated in hydroalcoholic solution. The microcapsules presented the significant
difference only for the efficiency of condensed tannins with 44.55% for CD formulation
and 27.18% for CD/X. The physical properties differed only in apparent density,
presenting lower value for CD/X. In the release kinetics, microcapsules showed a high rate
of release of phenolic compounds independent of the coatings. Reduction in release rate for
observation for condensed tannins, especially for an increased formulation of xanthan
(CD/X). The microcapsules was to use for the production of biodegradable films the
alginate base (FCD and FCD/X). Control films was elaborated with empty microcapsules
(FCD-C and FCD/X-C) and free extract (FEXT). It was evaluated the mechanical and
thermal active, permeability to water vapor (PVA) and the release profile of the
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microencapsulated in hydroalcoholic solution. The films that presented free or
microencapsulated extract had lower solubility, lower PVA and greater tension and
rupture. The films with barbatimdo microcapsules presented a high rate of release of
phenolic compounds and condensed tannins, however, not gradually. The film with free
extract presents reduction of the rate of release of the bioactive compounds, demonstrating
greater control of release.

Keywords: tannins, [-cyclodextrin; microencapsulation, active films; mechanical
properties; release kinetics
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

A planta leguminosa Stryphnodendron adstringens, conhecida como barbatiméo, é
uma espécie pertencente a familia Fabaceae, muito utilizada no Brasil. Estudos biol6gicos
e farmacoldgicos de extratos de barbatimdo sdo conhecidos devido a acdo antibacteriana,
anti-inflamatoria e antioxidante. Estas propriedades séo atribuidas a grande quantidade de
taninos bioativos que a espécie possui em suas folhas e cascas (COSTA et al., 2013).

Os taninos sdo ingredientes naturais de composicdo fendlica, produzidos pelo
metabolismo secundario das plantas contra o ataque de insetos e microrganismos. Os
taninos do barbatimdo tém aplicabilidade no curtimento de couro e peles, assim como na
industria farmacéutica, devido as suas atividades farmacoldgicas. Além disso, estes
compostos fendlicos possuem atividade antioxidante, podendo ser utilizado como
antioxidantes naturais (ALMEIDA et al., 2010; WU et al., 2017).

A utilizag8o destes compostos fenolicos na industria € muito restrita, devido a sua
baixa estabilidade em relacdo as condi¢cbes ambientais durante o processamento e
estocagem do produto. A microencapsulagdo € um método eficiente de protecdo destes
compostos.

A microencapsulacdo é um processo de aprisionamento de substancias (ex:
vitaminas, saborizantes, pigmentos, acidulantes, nutrientes, enzimas, conservantes) em
microcapsulas que podem ser comestiveis, ou em moléculas hospedeiras (ciclodextrinas),
com a finalidade de proteger compostos contra determinados fatores ambientais e reacdes
que possam resultar em perda de aroma, alteracdo de cor ou perda do valor nutricional. Ela
pode ser utilizada para reduzir a taxa de migracdo de produtos volateis a0 ambiente
externo, como alguns 6leos essenciais, além de mascarar compostos de sabor indesejavel e
promover melhor solubilidade, como também as capsulas podem ser projetadas para
liberacdo controlada da(s) substancia(s) encapsulada(s) (BARROS e STRINGHETA,
2006; AZEREDO, 2005).

Vérios métodos podem ser utilizados para o processo de microencapsulacdo, sendo
que a selecdo do método é dependente da aplicacdo que serd dada a microcéapsula, do
tamanho desejado, do mecanismo de liberacdo e das propriedades fisico-quimicas, tanto do
material ativo, quanto do agente encapsulante. (AZEREDO, 2005; FAVARO-TRINDADE
et al., 2008).



A técnica de microencapsulacdo por liofilizacdo € baseada na desidratacdo por
sublimacdo de uma mistura congelada do composto a ser microencapsulado com o agente
encapsulante. Apresenta eficiéncia para microencapsulacdo de compostos antioxidantes,
por protegé-los contra a decomposi¢do quimica e reduzir a perda de bioatividade do
nacleo, devido a aplicacdo de baixas temperaturas no processamento, comparada a outros
metodos. (AZEREDO, 2005).

Um dos principais fatores que influenciam a estabilidade de compostos
microencapsulados é a natureza do agente encapsulante. Este para ser ideal, deve possuir
propriedades emulsificantes, ser capaz de formar filmes, ser biodegradavel, ter baixa
viscosidade, exibir baixa higroscopicidade e ser de baixo custo (FAVARO-TRINDADE et
al., 2008). Quando ndo apresenta todas as propriedades, usualmente utiliza-se a
combinagédo de dois ou mais componentes. (AZEREDO, 2005).

A B-ciclodextrina (B-CD) atua como agente encapsulante devido sua forma de cone
truncado. Ela apresenta uma superficie exterior hidrofilica e uma cavidade interior
hidrofobica, sendo capaz de formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de
compostos organicos soluveis em dgua (DA ROSA et al, 2013; SZEJTL, 1988). A inclusao
em CD proporciona profundos efeitos sobre as propriedades das moléculas hospedes, entre
eles: aumento da solubilidade, aumento da estabilidade oxidativa, estabilizacdo de
emulsdes, controle da volatilidade, controle da liberacdo de sabores (AZEREDO, 2005).

Ao considerar que o processo de oxidacdo ¢ um dos grandes responsaveis pela
deterioracdo dos alimentos, antioxidantes naturais tém sido incorporados aos filmes com o
intuito de promover maior estabilidade a oxidacdo lipidica de produtos gordurosos, bem
como o de prolongar a vida de prateleira de produtos altamente pereciveis (FALGUERA et
al., 2011; GOMEZ-ESTACA, 2014). A incorporagdo destes compostos permite a obtencéo
de filmes ativos, 0s quais ndo apenas mantém a qualidade dos alimentos, como também
interagem com o produto e proporcionam beneficios extras em relacdo aos filmes
convencionais (DAINELLI et al., 2008).

Desta forma, tem-se como objetivo geral deste trabalho o desenvolvimento e
caracterizacdo de microcapsulas de compostos bioativos de barbatimao para aplicacdo em
filmes biodegradaveis ativos. Neste contexto, 0s objetivos especificos deste trabalho séo:

- Realizar a otimizacdo de extracdo de compostos bioativos de barbatiméao;

- Microencapsular os compostos bioativos extraidos e avaliar a eficiéncia do

processo de microencapsulacao;



- Caracterizar as microcdpsulas produzidas quanto a sua composicdo em
compostos bioativos, propriedades fisicas, cor, morfologia e cinética de liberacdo dos
compostos bioativos das microcéapsulas.

- Desenvolver filmes biodegradaveis ativos com as microcapsulas produzidas;

- Caracterizar os filmes biodegradaveis determinando as isotermas de sorcdo,
permeabilidade ao vapor d’agua, solubilidade em agua, espessura, conteido de umidade,
propriedades mecanicas, espectroscopia no infravermelho com transformada da Fourier e

cinética de liberacdo dos compostos bioativos dos filmes.



CAPITULO 2
REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BARBATIMAO

Stryphnodendron adstringens (Martius) Coville, também conhecido como
barbatiméo, barba-de-timao, bordozinho-roxo, casca do Brasil, casca-da-virgindade, casca-
da-mocidade, enche cangalha e faveiro, € uma leguminosa nativa do cerrado brasileiro,
pertencente a familia Leguminosae, sendo uma das maiores dentre as dicotileddneas. Estdo
distribuidas especialmente nas regiGes tropicais e subtropicais, sendo encontrada nos
estados do Para até Sdo Paulo, passando por Mato Grosso e Sul de Minas. Existem pelo
menos trés subfamilias ditas importantes na familia Leguminosae, sendo estas, a Fabaceae,
a Caesalpinioideae e a Mimosoideae. Fazem parte desta ultima, aproximadamente 40
géneros e 2000 espécies, incluindo os espécimes do género Stryphnodendron (SOARES et
al, 2008;GILBERT et al., 2005).

O barbatiméao é uma planta arbdrea (Figura 1), de porte pequeno, tortuosa, inerme,
de casca rugosa com coloracdo pardo-esverdeada na superficie externa e pardo-
avermelhada na superficie interna, com pouca folhagem e de crescimento muito lento. As
folhas sdo alternas, duplicado-pinadas, grandes, com aproximadamente 30 cm de
comprimento. Os foliolos séo alternos, glabros, subcoriaceos, orbiculares, com apice retuso
e base assimétrica. As flores sdo numerosas, pequenas, esbranquicadas, dispostas em
espigas densas, axilares e medem aproximadamente 10 cm de comprimento. Os frutos sdo
do tipo legumes sésseis, possuindo sementes ligeiramente achatadas e de coloracdo
castanho-claro. As folhas sdo caducas, permanecendo a arvore despida nos meses de junho
e julho, voltando a brotar no més de agosto. A floracdo inicia-se em setembro e a
frutificacdo em novembro (FERRI, 1969; CORREA, 1978).



Figura 1 - Aspectos gerais do barbatimao (Stryphnodendron adstringens): A) Arvore; B)

Folha composta por foliolos e folidlulos; C) Aspecto da casca.

Esta planta é bastante utilizada na medicina popular, principalmente na forma de
extrato da casca, para o tratamento de licoreira, diarreia, hemorragia, hemorroida, feridas,
conjuntivite, inflamacdo da garganta, corrimento vaginal e Ulcera gastrica (SILVA et al.,
2010).

Os principais constituintes quimicos do barbatimdo sdo os taninos, flavonoides,
terpenos, esteroides e inibidores de tripsina e protease, sendo 0s taninos o grupo de
compostos ativos majoritarios (VASCONCELOS et al. 2004). Segundo recomendacao da
Farmacopeia Brasileira (2010) a droga vegetal constituida pelas cascas caulinares secas do
barbatimdo deve conter no minimo 8% de taninos totais. A esse composto quimico tém
sido atribuidos efeitos antioxidantes, cicatrizantes e antimicrobianos.

As atividades farmacoldgicas do barbatiméo estdo diretamente ligadas aos teores de
taninos condensados, que variam de 20% a 50% dos compostos presentes na planta.
Devido a esses altos teores, a planta é também empregada na industria do couro e na
fabricacdo de tinta de escrever. 1sso demonstra a importancia da espécie, ndo s6 no campo
da fitoterapia, mas também como fonte de taninos para o abastecimento de curtumes e
fornecimento de corante para industrias de tintas (JACOBSON et al, 2005).

Na area de alimentos, os estudos sdo escassos. Sousa (2013) estudou a estabilidade

oxidativa de carne de frango pré-cozida contendo bioprodutos do cerrado. No estudo, a



adicdo de extrato alcoolico de barbatimdo em diferentes dosagens (0,2-1,4%) diretamente
na carne, apresentou acao antioxidante na protecdo dos lipidios da carne armazenada sob
refrigeracdo, evidenciando grande potencial como agente antioxidante para produtos
carneos. Desta forma, tendo apresentado tal potencial, e dado que cada vez mais as pessoas
procurem produtos naturais, é de grande importancia que se realizem mais estudos sobre a

utilizacdo de barbatimdo na &rea de alimentos.

2.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos representam a maior parte dos compostos bioativos do
barbatimdo e constituem um dos maiores e mais amplos grupos quimicos presentes no
reino vegetal. Quimicamente, sdo definidos como substéncias que possuem anel aromatico
com uma ou mais hidroxilas substituintes, incluindo seus grupos funcionais (LEE et al.,
2005).

Estes constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com aproximadamente
10.000 compostos: alguns apenas soltveis em solventes organicos, outros soliveis em
agua como acidos carboxilicos e glicosideos e ainda ha aqueles que sdo grandes polimeros
insoluveis (TAIZ, ZAIGER, 2004).

A presenca de compostos fendlicos em alguns alimentos, medicamentos e
cosméticos, pode promover atividade antioxidante através do sequestro de especies
radicais de oxigénio, a modulacao da atividade de algumas enzimas especificas, bem como
pode ser util pelo seu potencial como agente antibidtico, antialergénico, antiinflamatorio e
antimicrobiano (MANACH et al., 2004; FONTANA, et al, 2013; GOMEZ-ESTACA et al.,
2014).

Muitos sdo os efeitos atribuidos aos compostos fendlicos para o beneficio a saude
de quem os consome, mas também podem ser aplicados na preservacao de alimentos. A
atividade antioxidante e antimicrobiana sdo efeitos importantes na area de alimentos, visto
que, se compostos fendlicos sdo adicionados as formulacbes de produtos alimenticios ou
incorporados em embalagens biodegradaveis ativas, eles podem prevenir reacGes de
oxirreducdo, aumentando a vida de prateleira dos produtos (GOMEZ-ESTACA et al.,
2014).

Nas substancias fendlicas, tais como acidos fenolicos, ligninas, taninos, derivados

da cumarina, entre outros, diversas estruturas multifuncionais sdo encontradas, contendo



nacleos aromaéticos, piranicos, hidroxilas, radicais metoxi, etoxi, carbonilas, etc.
(HARBORNE, 1998; SHAHIDI, NACZK, 1995).

2.1.1.1 Taninos

Taninos sdo compostos polifendlicos, oriundos do metabolismo secundario das
plantas, presentes em varias partes dos vegetais, como raizes, cascas, folhas e frutos. S&o
soliveis em &gua, possuem massa molecular entre 500 e 3000 Dalton, e apresentam
habilidades de formar complexos insoliveis em &gua com proteinas (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Como sao substancias fendlicas, acredita-se que 0s possiveis mecanismos de acdo
dos taninos estejam relacionados a trés propriedades: complexacdo com ions metéalicos
(ferro, manganés, vanadio, cobre, aluminio, calcio, entre outros); atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e habilidade de complexar com macromoléculas, tais como
proteinas e polissacarideos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os taninos séo classificados de acordo com sua estrutura quimica em dois grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo constituidos por
uma mistura de fenois simples, galotaninos e elagitaninos, que quando submetidos a
hidrolise formam o acido galico e acido elagico, substancias que possuem atividade anti-
inflamatdria e antioxidante (SANTOS; MELLO, 2004).

Os taninos condensados s@o oligdmeros e polimeros de flavan-3-ol (catequina) e/ou
flavan-3,4-diol (leucocianidina), produtos do metabolismo do fenilpropanol (Figura 2).
Estes também podem ser denominados por proantocianidinas, provavelmente pelo fato de
apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e
delfinidina, apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrbes de
substituicdes entre unidades flavanicas, diversidade de posicdes entre suas ligacdes e
estereoquimica de seus compostos (ANGELO; JORGE, 2007)



Figura 2 - Estrutura quimica de flavan-3-ol e flavan-3,4-di
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Algumas atividades dos taninos hidrolisaveis e condensados ja foram
demonstradas, tais como acdo bactericida, fungicida, antiviral, inibicdo de enzimas,
atividade cicatrizante, dentre outros. Além disso, 0s taninos também podem formar
radicais estaveis ao atuar como captadores de radicais, interceptando o oxigénio ativo
(SANTOS; MELLO, 2004).

2.2 MICROENCAPSULACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A microencapsulacdo ¢ uma técnica comumente aplicada para a protecdo de uma
vasta gama de biomoléculas. Esta técnica é baseada na incorporacdo de biomoléculas em
uma matriz polimérica, criando um microambiente na capsula capaz de controlar as
interacdes entre a parte interna e externa (BORGOGNA et al., 2010). A microencapsulacéo
baseia-se na preparacdo de uma mistura entre o composto a ser encapsulado e o agente
encapsulante, seguido da secagem da mesma. As microparticulas formadas sdo compostas
por um polimero como agente encapsulante e um material ativo, que se deseja encapsular,
chamado de nucleo. (SANTOS et al., 2005; SHAHIDI; HAN, 1993).

A finalidade bésica da microencapsulacdo de componentes € proteger contra
oxidacao guimica ou fatores ambientais que possam resultar em perda de aroma, alteracao
de cor ou perda do valor nutricional. Também tem como objetivo reduzir a taxa de
migracdo de nucleos volateis para 0 ambiente externo, como alguns dleos essenciais, além
de mascarar compostos de sabor indesejavel e promover melhor solubilidade do nucleo.
Existem técnicas nas quais a microcapsula pode ser também projetada para liberar
lentamente o produto com o passar do tempo ou até determinada condicdo fisico-quimica
seja alcancada (BARROS, STRINGHETA, 2006; AZEREDO, 2005).



Como agente encapsulante, diversos materiais podem ser utilizados, tais como
proteinas, lipideos e carboidratos, dentre os quais estdo incluidos as gomas. A escolha do
agente encapsulante depende de uma série de fatores, dentre os quais pode-se destacar a
ndo reatividade deste com o material a ser encapsulado, o processo utilizado para a
formacdo da microcépsula e 0 mecanismo ideal de liberagdo do componente encapsulado
(FAVARO-TRINTADE et al., 2008, MATALANIS et al., 2011). Alem disso, os materiais
utilizados na encapsulacdo devem ter propriedades emulsificantes, ser capaz de formar
filmes, ser biodegradavel, ter baixa viscosidade, exibir baixa higroscopicidade e ser de
baixo custo (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Na préatica, muitas vezes, um mesmo
agente encapsulante ndo apresenta todas essas propriedades citadas, assim, € comum
utilizar misturas de dois ou mais componentes (AZEREDO, 2005).

Alguns tipos de agentes encapsulantes e técnicas empregadas na microencapsulacao
podem promover liberacdo controlada do material encapsulado, fazendo com que este seja
liberado de acordo com as necessidades especificas de cada produto. Essa liberagdo pode
ocorrer em funcdo de diferentes condigbes, como pH e temperatura, durante o
processamento e a forma de estocagem dos alimentos (WANG et al., 2007).

Existem varias métodos que podem ser utilizados para a microencapsulacao, sendo
que a selecdo do método € dependente da aplicacdo que serd dada a capsula, do tamanho
desejado, do mecanismo de liberacédo e das propriedades fisico-quimicas, tanto do material
ativo, quanto do agente encapsulante. Entre os quais pode-se destacar: extrusdo, leito
fluidizado, coacervacéo, liofilizacdo, secagem em tambor, inclusdo molecular, inclusédo em
lipossomas e secagem por atomizacdo (AZEREDO, 2005; FAVARO-TRINDADE et al.,
2008).

A liofilizacdo é uma técnica mais eficiente de secagem para obtencdo de compostos
antioxidantes microencapsulados, como exemplo de acido galico, por proteger contra a
decomposicdo quimica e reduzir a perda de bioatividade do nucleo, devido a aplicacéo de
baixas temperaturas no processamento, comparada com outros métodos (Y AMADA et al.,
2000). Esta técnica é baseada na desidratacdo por sublimacdo a vacuo da emulsdo
congelada, obtida com o agente encapsulante e o material a ser microencapsulado
(AZEREDO, 2005).
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2.2.1 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) séo obtidas através da degradacdo do amido por meio de
enzimas. Sdo substancias ndo higroscdpicas, homogéneas e cristalinas, constituidas por
unidades de glicopiranose unidas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo a, 1—4. Os
tipos mais comuns sdo o, B ¢ y-CD, que consistem em seis, sete e oito unidades de
glicopiranose, respectivamente (Figura 3) (PINHO et al., 2014; SZEJTL, 1988).

Figura 3 - Representacdo esquematica de a-CD, B-CD e y-CD (esquerda para a direita)
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Fonte: PINHO et. al., 2013.

As moleculas de CDs tém uma forma de cone truncado, com uma superficie
exterior hidrofilica e uma cavidade interior hidrofobica (Figura 4). Estas sdo capazes de
formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de compostos organicos soluveis
em agua, que entram em parte, ou totalmente, na cavidade relativamente hidrofébica
expulsando simultaneamente as poucas moléculas de agua de alta energia. A cavidade das
CDs permite a seletividade para a complexacdo de moléculas a serem incluidas, e assim
atuam como encapsulantes moleculares (DA ROSA et al, 2013; SZEJTL, 1988).

Figura 4 - Representacdo esquematica do aspecto CD truncado
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Fonte: PINHO et. al., 2013.
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Entre as CDs, a forma 3 ¢ a mais utilizada para fins de encapsulagdo, devido a sua
disponibilidade e preco mais acessivel, comparada com as demais. Além disso, o tamanho
da cavidade é adequado para moléculas com massa molar entre 200 e 800 g / mol. (WANG
etal., 2011; DA ROSA et al, 2013)

As moléculas encapsuladas com CDs podem sofrer modificacbes drésticas em
relacdo as suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas. O encapsulamento pode levar a
melhoraria da taxa de dissolugdo, permeabilidade da membrana e biodisponibilidade de
compostos ativos de baixa solubilidade (SZENTE, SZEJTLI, 2004).

Nas industrias de alimentos, as CDs podem ser utilizadas como aditivo para a
estabilizacdo de aromas, podendo proteger as moléculas hospedes contra a oxidagéo,
induzidas pela luz e decomposices, e mudangas induzidas pelo calor. Além disso,
melhoram a vida Util de produtos alimenticios e podem mascarar ou reduzir gostos
indesejados. Porém, possivelmente a propriedade mais importante do encapsulamento de
moléculas com CDs é o aumento da solubilidade aquosa de varios compostos poucos
soluveis, como o exemplo de compostos fenolicos. (WANG et al.,, 2011; SZENTE,
SZEJTLI, 2004).

2.2.2 Goma Xantana

A goma xantana é um polissacarideo extracelular produzido por microrganismos da
espécie Xanthomonas, sendo produzida comercialmente por Xanthomonas campestris
(RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). Estruturalmente, esta é uma goma de
heteropolissacarideo, sendo a sua estrutura primaria uma cadeia formada por unidades de
B-D-glicose unida por ligacdo 1—4, contendo ramificacdo formada por -D-manose - 1,4-
B- D éacido glucurénico - 1,2-a- D-manose, também pode conter acido pirtvico e acido
acetico (Figura 5). Considera-se um polimero anibnico, devido a presenca de grupos
carboxilicos na sua estrutura (GARCIA-OCHOA et al., 2000).
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Figura 5 - Estrutura quimica da goma xantana
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Fonte: GARCIA-OCHOA et al., 2000.

Segundo Sworn (2000), esta goma apresenta solubilidade tanto em agua fria quanto
em agua quente, suas solucbes sdo altamente pseudoplasticas e a viscosidade é muito
estdvel em amplas faixas de pH e temperatura. Devido estas caracteristicas, a goma de
xantana é utilizada em ampla variedade de alimentos por diversos motivos, incluindo a
estabilizacdo da emulsdo, estabilidade de temperatura, compatibilidade com ingredientes
alimentares, e as suas propriedades reoldgicas pseudoplasticas (GARCIA-OCHOA et al.,
2000). Além disso, tem sido empregada como agente encapsulante de enzimas, compostos
aromaticos, micro-organismos e de compostos fendlicos presentes em extratos de amora-
preta (RUTZ et al, 2013). A combinacdo de goma xantana com outros agentes
encapsulantes também vem sendo estudadas para a melhoria de viscosidade como no caso
da B-CD (RAO et al., 2014).

2.3 EMBALAGENS BIODEGRADAVEIS ATIVAS

Embalagens de alimentos desempenham inumeras func@es, podendo permitir o
fracionamento dos alimentos em quantidades ideais para o consumo, oferecer protecéo
mecanica, evitar contamina¢fes, prolongar a vida de prateleira de produtos, facilitar o
transporte e o armazenamento (SIRACUSA et al., 2008).

Atualmente, grande parte das embalagens utilizadas é obtida a partir de polimeros
sintéticos provenientes de fontes ndo renovaveis de energia, como o petroleo. Estes
polimeros sdo largamente utilizados em embalagens alimenticias, por serem
mecanicamente resistentes, leves, possuirem propriedades de barreira ao oxigénio e a

compostos aromaticos e podem ser termossoldados ou impressos, além de apresentarem
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baixo custo (THARANATHAN, 2003; ARORA, PADUA, 2009). Porém, estes polimeros
apresentam baixa permeabilidade ao vapor d’agua, além de ndo serem considerados
biodegradaveis, podendo acarretar sérios problemas ecoldgicos e ambientais
(THARANATHAN, 2003; DO SUL, COSTA, 2014).

O uso de embalagens e revestimentos adequados para a industria de alimentos se
tornou um assunto de grande interesse, devido a potencialidade de aumentar a vida util de
muitos produtos alimenticios, melhorar a qualidade dos alimentos ou diminuir os residuos
de embalagens (ASSIS et al., 2012). Neste sentido, devido principalmente a dificuldade de
reciclagem da maioria das embalagens sintéticas disponiveis, tem-se incentivado diversas
pesquisas no sentido de incrementar e/ou desenvolver polimeros biodegradaveis com
caracteristicas que permitam a sua utilizacgdo em embalagens alimenticias (MALI et al,
2010).

A substituicdo dos materiais sintéticos convencionais por polimeros naturais esta
associada ao conceito de biodegradabilidade. Os polimeros naturais podem ser utilizados
na producdo de embalagens biodegradaveis, onde sua degradacao resulta primariamente da
acdo de microrganismos, tais como bactérias, fungos e algas de ocorréncia natural,
convertendo-se em compostos simples e que ndo agridem o ecossistema, sendo
reaproveitados nos ciclos de carbono, nitrogénio e enxofre (ROBERTSON, 2012;
CHANDRA, RUSTGI, 1998).

Os filmes biodegradaveis sdo filmes de baixa espessura (geralmente ndo maior que
0,25 mm) (ASTM, 1999), preparados a partir de materiais biologicos como proteinas,
polissacarideos, lipidios ou da combinacdo destes compostos. Estes podem atuar como
barreira a elementos externos protegendo o produto embalado de danos fisicos e
biologicos, e consequentemente aumentando sua vida util (HENRIQUE et al., 2008).

Segundo Robertson (2012), a finalidade do uso de filmes biodegradaveis depende
de suas propriedades funcionais como solubilidade em agua, propriedade a barreira a
umidade, caracteristicas mecanicas, propriedades térmicas, dentre outras. Estas
propriedades dependem da composicao da matriz polimérica, processo de obtencdo, modo
de aplicacdo, condicionamento e espessura do filme.

Em alimentos, os filmes podem ser comestiveis ou ndo, podendo também atuar
como revestimento. Além disso, os filmes biodegradaveis podem ser divididos em trés
categorias: hidrocoloides (amido, proteinas, celulose, alginatos, pectinas e outros
polissacarideos), lipidicos (ceras, acilglicerois e acidos graxos) e compostos (hidrocoloides
combinados a lipidicos) (SOBRAL, 2000; PETERSSON, STADING, 2005).
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Entre os diversos materiais poliméricos que podem ser utilizados na obtencdo de
filmes biodegradaveis, os alginatos se destacam pela sua habilidade de funcionar como
suporte de substancias ativas e propriedades de barreira em relagédo a gases e solutos.
Devido a tais caracteristicas é crescente o interesse no estudo de filmes a base de alginato e
seu uso tem sido bastante avaliado nas areas quimica, farmacéutica e alimenticia
(TURBIANI, 2007, CHANDRA, RUSTGI, 1998).

Na preparacdo de filmes, além dos materiais poliméricos, utiliza-se solventes e
plastificantes, entre outros reagentes para promover suas propriedades mecanicas,
sensoriais, nutricionais ou de protecdo. Os plastificantes sdo bons aditivos para os filmes
de amido, pois melhoram a flexibilidade do filme e facilitam seu manuseio, porém a sua
utilizacdo pode prejudicar as propriedades de barreira, como permeabilidade aos vapores
de &gua e solubilidade (SOUZA et al., 2011).

Nas ultimas décadas, novas linhas de pesquisa tém surgido com o intuito de
desenvolver embalagens que ndo apenas mantenham a qualidade dos alimentos, mas
também possam melhorar algumas de suas propriedades. Filmes biodegradaveis ativos
proporcionam beneficios extras em relacdo aos filmes convencionais ao interagir com o
produto podendo alterar as condi¢bes do produto, aumentando sua vida de prateleira,
seguranca e qualidade e, ou melhorando suas caracteristicas sensoriais (DAINELLI et al.,
2008; BODAGHI et al., 2013; VERMEIREN et al., 2002).

Os filmes biodegradaveis ativos podem ser classificados de acordo com a sua
funcédo, podendo ser antioxidante, antimicrobiana, aromatico, dentre outros. Para tornar um
filme ativo, deve-se incorporar agentes que possuam essas fun¢bes em embalagens para
promover a estabilidade de produtos alimenticios (LEE et al, 2005).

A oxidacdo lipidica juntamente com o crescimento microbiano sdo as principais
causas de deterioracdo de muitos alimentos ricos em gorduras, proporcionando a perda de
qualidade nutricional e sensorial do produto embalado. A fim de evitar ou diminuir essas
causas de deterioracdo, uma das tecnologias mais promissoras para preservar alimentos
sensiveis a oxidacdo sdo as embalagens ativas antioxidantes. Estas embalagens podem
promover a liberacdo gradual de antioxidantes durante o periodo de armazenamento, de
forma a prolongar a vida de prateleira dos produtos embalados, ao prevenir a oxidacédo
lipidica e o crescimento microbiano, além de auxiliar na prevencdo do escurecimento
enzimatico (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; JUNIOR, et al., 2015; LEE et al, 2005).

Tradicionalmente, na elaboracdo de embalagens ativas antioxidantes, sao utilizados

compostos sintéticos a fim de obter melhores resultados, como exemplo, é possivel citar
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polifendis, organofosfatos e tioésteres. Entretanto, seu uso é proibido em alimentos por
apresentarem efeitos toxicoldgicos. Por essa razdo, existe crescente preferéncia pelo uso de
substancias naturais. Alguns antioxidantes naturais que podem ser utilizados em
embalagens para alimentos incluem &cidos fendlicos (a-tocoferol), &cidos organicos (&cido
ascorbico), extrato de plantas (alecrim, cha etc.) e poliaminas (espermina e espermidina)
(SOARES et al. 2009).

Para realizar a incorporacéo destes compostos ao filme, uma dos métodos € atraves
de sua adicéo direta, ou da utilizacdo de microcapsulas de compostos bioativos, que podem
inibir ou retardarem as reacdes de oxidacdo ao interagirem com radicais livres e peréxidos
(SOUZA et al., 2011, ASSIS et al., 2012). Muitas dessas embalagens ativas tém sido
desenvolvidas a partir de matérias-primas naturais e renovaveis, de forma que tanto a
matriz polimérica quanto os aditivos funcionais a ela incorporados apresentam carater da
biodegradabilidade (SANTANA et al., 2013).
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CAPITULO 3
MATERIAIS E METODOS

3.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA A EXTRACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS DO BARBATIMAO

3.1.1 Material vegetal

Cascas secas do caule de barbatimio (lote n°® 2008 - Nutricrok Alimentos Ltda —
Epp) foram obtidas no comércio local de Maringa-PR. O material vegetal foi moido com
auxilio de liquidificador industrial, formando um pé de particulas de tamanho médio, que
foi separado em trés diferentes granulometrias (> 20, 20-42 e 42-60 Standard mesh Tyler,
ou seja, > 0,85; 0,85-0,355 e 0,355-0,250 mm) e armazenado ao abrigo de luz e umidade.

3.1.2 Processo de extracao de compostos bioativos de barbatimao

Para a determinacdo da melhor condi¢do de extracdo dos compostos bioativos do
barbatimdo, foi realizado um planejamento fatorial 2 com oito experimentos e trés
repeticbes no ponto central, totalizando 11 ensaios, em triplicata. As varidveis
independentes do planejamento foram: temperatura de extragdo (x;) (30 °C e 50 °C), pH da
solucéo (x,) (7 a 11) e granulometria da amostra (> 0,85; 0,85-0,355 e 0,355-0,250 mm),
obtida com peneiras de diferentes aberturas (xz) (20, 42 e 60 Standard mesh Tyler). A faixa
de trabalho de cada variavel foi determinada conforme dados da literatura (SOUSA et al.,
2014; BILIBIO et al., 2015). Os fatores avaliados no planejamento, e seus respectivos

niveis, em valores usados na extracdo, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Fatores avaliados no planejamento e seus respectivos niveis.

Fatores Low Center High
Temperatura (°C) -1 (30) 0 (40) 1 (50)
pH -1(7) 0(9) 1(11)
Granulometria (Standard mesh Tyler) -1 (20) 0 (42) 1 (60)

A extracdo dos compostos bioativos foi realizada em banho de ultrassom, por 30
minutos, em solucdo hidroalcodlica (50 %) e concentracdo de 4 mg/mL (casca/solvente),

conforme Sousa et al. (2014).
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Desta forma, em um béquer, pesou-se 0,2 g de amostra de casca, peneirada
conforme a granulometria de cada ensaio do planejamento, e adicionou-se 50 mL de
solucdo hidroalcoodlica (50 %), com pH corrigido também conforme cada ensaio do
planejamento. O béquer foi revestido e fechado com papel aluminio, para evitar a perda
dos compostos volateis, e entdo submetido a banho ultrassénico durante 30 min, em
temperaturas determinadas para cada ensaio do planejamento.

A solucdo obtida foi centrifugada por 10 min, a 4000 rpm. O sobrenadante foi
utilizado para analises de teores de polifendis totais, taninos condensados e atividade
antioxidante, pelo método do radical DPPH. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

3.1.2.1 Determinacéo do teor de Polifendis Totais (PT)

O teor de polifenois totais foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu,
conforme Singleton e colaboradores (1965), com modificacfes. O teste foi realizado por
meio de espectrofotometria, utilizando curva de calibracdo com solucdo padrdo de acido
galico (0 — 900 mg/L). Em tubos de ensaio, foram transferidas aliquotas de 125 pL de
extrato, adicionadol25 pL de reagente de Folin-Ciocalteu e 2250 pL de solugdo de
carbonato de sodio aquoso saturado (3,79 M). Os tubos foram agitados e mantidos ao
abrigo de luz por 30 minutos, e em seguida foi medida a absorbancia a 725 nm, em
espectrofotémetro. O teor de polifendis totais foi calculado e expresso em g de acido galico

equivalente / 100 g de casca. Todas as medicGes foram realizadas em triplicata.

3.1.2.2 Determinacéo de taninos condensados pelo ensaio de vanilina-HCI

Os taninos condensados foram determinados pelo ensaio de vanilina-HCI conforme
Bilibio et al. (2015), com modificacdes. A andlise foi realizada por meio de
espectrofotometria, utilizando curva de calibracdo com solucdo padrdo de catequina (0 —
300 mg/L). Foi adicionado 1 ml de extrato obtido em um tubo de ensaio, e em seguida,
acrescentado 2,5 ml de solucdo de vanilina 1%, e 2,5 ml de HCI 9 M, ambas preparadas em
metanol. A solucdo foi mantida durante 20 min a 30 °C, e a absorbancia foi medida a 500
nm, em espectrofotdbmetro. O conteido de taninos condensados foi calculado e expresso

em g de catequina / 100 g de casca. Todas as medi¢cdes foram realizadas em triplicata.
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3.1.2.3 Atividade antioxidante pelo método do radical DPPHe

A capacidade antioxidante foi determinada nos extratos pelo método do radical
DPPH, conforme Souza et al. (2009), com modifica¢cdes. Foi realizada por meio de
espectrofotometria, utilizando curva de calibragdo com solugcdo padrdo de trolox (0 — 900
mg/L). Em tubos de ensaio, tranferiu-se 1 ml de extrato obtido e adicionado 2,5 ml de
solugdo DPPH 0,004%, em metanol. A solucdo foi agitada e mantida sobre abrigo de luz
durante 30 minutos, a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 517 nm, em
espectrofotobmetro. A capacidade antioxidante foi expressa em g de trolox equivalentes/
100 g de casca. Todas as medic¢des foram realizadas em triplicata.

3.1.2.4 Andlise estatistica

A metodologia de superficie de resposta foi usada para estimar os efeitos das
variaveis independentes (temperatura de extracdo, pH da solucdo e granulometria) no teor
de polifendis totais (Y1), atividade antioxidante pelo método do radical DPPH (YY) e teor
de taninos condensados (Y3). Um planejamento fatorial 2° foi empregado na analise dos
dados.

A metodologia de superficie de resposta foi aplicada aos dados experimentais
usando o software STATISTIC 8.0. Os dados foram analisados por um modelo de

regressao linear, segundo a equacéo (1).

Os coeficientes do modelo polinomial foram representados por by (termo

constante), by, b, e b (efeitos lineares); b1z, b1z e bys (efeitos de interagdo) e € o erro.

3.2 MICROENCAPSULACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DO
BARBATIMAO

3.2.1 Preparacdo do complexo de inclusdo

Para o preparo do complexo de inclusdo, utilizou-se o extrato que apresentou 0s
melhores resultados de extracdo para as variaveis de resposta (polifendis totais, atividade

antioxidante e taninos condensados). O extrato foi concentrado em rotaevaporador a vacuo
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(T=50 °C), sob protecéo da luz, até que o mesmo atingisse metade do volume inicial. A
rotaevaporagéo foi realizada com os objetivos de concentrar o extrato e remover a fragéo
alcoolica.

O processo de liofilizacdo foi escolhido para a secagem dos compostos bioativos do
barbatimdo microencapsulado. Para tanto, utilizou-se B-ciclodextrina (MM=1135 g/mol,
lote n° BATCH: E 1015) adquirida da ROQUETTE Offering the best of nature™ como
agente encapsulante e adicdo de goma xantana (lote n° GA1006601; PROTANAL SF
120RB), visando melhores resultados para aplicagfes em filmes. O complexo de incluséo
foi realizado conforme Ho et al (2017), com algumas modificagcdes. Foram preparadas duas
solugdes, em uma proporcao de 1:1 (mol/mol) (extrato: agente encapsulante; baseado na
razdo molar de catequina), sendo que se obteve uma formulacdo utilizando apenas B-
ciclodextrina (CD), e a segunda formulagéo acrescida de 1% de goma xantana (CD/X). As
solugdes foram submetidas a agitacdo por 4 horas em agitador magnetico, apos ficaram em
repouso por 12 horas em temperatura ambiente, e entdo foram submetidas ao
congelamento com nitrogénio liquido.

As solucdes congeladas foram submetidas ao processo de liofilizagdo (T: -51 °C;
pressdo: 0,04 mbar; 30 horas) até a desidratacdo completa. Os pds resultantes foram
macerados manualmente com graal e pistilo, e posteriormente armazenados sob
refrigeracdo, em recipiente fechado, para posterior avaliacdo e caracterizacdo. O extrato
concentrado de barbatimdo tambem foi liofilizado, sem a presenca de agentes

encapsulantes, para medidas de comparacao.

3.2.2 Caracterizagdo dos complexos de incluséo
3.2.2.1 Eficiéncia de encapsulacéo

Para a extracdo dos compostos bioativos, misturou-se 0,010 g do pd de casca de
barbatimdo com uma das granulometrias selecionadas, em 5 mL de etanol 50 %. A
suspensdo obtida foi submetida ao ultrassom por 30 min, e em seguida centrifugada por 10
min, a 3500 rpm. O sobrenadante resultante foi utilizado para determinar o teor de
polifendis totais e taninos condensados nas microcapsulas.

Como o extrato € uma solucdo multi-componente, contendo compostos com
capacidades diferentes para interagir com 0s agentes encapsulantes utilizados, a

determinacdo de um valor Unico para a eficiéncia de encapsulagdo nédo seria viavel.
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Para tanto, a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo foi realizada levando-se
em consideracdo a concentragdo dos compostos fendlicos e o teor de taninos condensados
presentes no extrato, antes e depois, deste ser microencapsulado. Para este fim,
determinou-se 0s compostos bioativos do sobrenadante, conforme os itens 3.2.2.1 e
3.2.2.2.

As eficiéncias foram expressas em porcentagem e calculadas de acordo com a
equacéo (2)

E (%) = (C—m) .100 (Eq. 2)

Ce

Onde: Cn é a concentracdo de compostos fenolicos/taninos condensados obtidos dos
complexos de inclusdo; C. a concentracdo dos compostos bioativos respectivos, presentes

no extrato usado para a preparacéo do complexo de incluséo.

3.2.2.2 Solubilidade das microcéapsulas em agua

A solubilidade das microcapsulas em agua foi determinada de acordo com o
procedimento estabelecido por Cortés-Rojas et al. (2014), com modificacbes. Para tanto,
dissolveu-se 0,100 g de microcapsulas produzidas somente com o material encapsulante
em 10 mL de agua destilada, e agitou-se a solugdo com agitador magnético a 25 °C por 10
min. A solucdo foi centrigugada a 3500 rpm, durante 10 minutos. Retirou-se uma aliquota
do sobrenadante (aproximadamente 2 mL) e colocou-se em placa de Petri previamente
pesada. A placa foi levada para a estufa a 105 °C, por 5 horas. Apds esse tempo, a placa de
Petri foi retirada da estufa, deixada resfriar e pesada novamente. O procedimento foi
realizado em triplicata. A solubilidade foi expressa pela porcentagem de material seco
solubilizado e calculada de acordo com a equacéo (3)

mg

soL = == (Eq. 3)

mg

Onde: ms € a massa de solidos secos presentes no sobrenadante; m; massa da amostra

inicial.

3.2.2.3 Teor de umidade e Atividade de agua (ay) das microcapsulas
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A umidade foi determinada por meio do método gravimétrico, em estufa a 105 °C
até peso constante, conforme AOAC (1995).

A atividade de agua das amostras foi medida utilizando-se medidor de atividade de
agua, portatil AW Sprint — TH 500, Novasina. As analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.4 Higroscopicidade

A higroscopicidade das microcéapsulas foi determinada de acordo com o método
proposto por Fritzen-Freire et al. (2012). As amostras de cada tipo de microcapsula
(aproximadamente 1 g) foram colocadas, a 25 °C, em um dessecador contendo uma
solucdo saturada de NaCl (75,3% UR). Ap6s 1 semana, as amostras foram pesadas e a sua
higroscopicidade expressa como g de umidade adsorvida por 100 g de microcapsulas secas

(9/100 g).

3.2.2.5 Densidade aparente

A densidade aparente foi determinada de acordo com Ho et al. (2017), com
modificacdes. Cerca de 1 g de cada tipo de microcapsula foi pesado e transferido para uma
proveta de 10 ml e acomodando a amostra com leves batidas. A densidade aparente foi
determinada como a razdo entre a massa das microcapsulas e o volume ocupado na

proveta, conforme equacao (4), e expressa em g/ml.
Densidade Aparente = % (Eq. 4)

Onde: m é a massa das microcapsulas; V o volume que elas ocupam na proveta.

3.2.2.6 Analise de cor

A cor foi avaliada utilizando um colorimetro portatil Konica Minolta® CR400. A
escala de cores CIELab foi usada para medir os parametros L*, a* e b*. Na escala de cor
CIELab, o parametro L* varia de 0 a 100, indicando a variacdo de cor de preto para
branco; a* mostra a variacdo de vermelho (+a*) a verde (-a*); enquanto o b* mostra a

variagdo de amarelo (+b*) a azul (-b*). A diferenga de cor total (AE*) entre o extrato e
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cada uma das amostras produzidas e o angulo Hue (h) foram calculados conforme as

equacdes (5) e (6), respectivamente:
AE* = [(AL) 2 + (Aa”) % + (4b*) 2] 2 (Eq. 5)
h = arctg. (Z—) (Eq. 6)

Onde AL * é a diferenca entre 0 p6 de extrato e 0s pos obtidos; Aa* é a diferenca de

intensidade da cor vermelha; Ab* representa a diferencada intensidade da cor amarela.

3.2.2.7 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As curvas de DSC de cada tipo de microcapsula foram obtidas utilizando um
DSCQ10 (TA Instruments). Amostras de aproximadamente 2 mg de microcapsulas foram
colocadas em recipientes de aluminio selado, sob uma atmosfera de ar sintético dinamico
(30 mL min™ ), com aquecimento na faixa de temperatura de 30 a 300 °C, a uma taxa de

aquecimento de 10 °C min™.

3.2.2.8 Analise morfoldgica das microcapsulas

A analise morfologica foi realizada por meio de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), utilizando o microscopio Quanta 250. As amostras foram fixadas em um
suporte metalico com auxilio de fita dupla-face de carbono e recobertas com uma fina
camada de ouro. A visualizacdo foi realizada em aumentos de 595 vezes, com uma

voltagem de excitacdo de 15 kV.

3.2.3 Liberacédo controlada de compostos bioativos das microcapsulas

A cinética de liberacdo controlada de compostos bioativos das microcapsulas foi
determinada conforme procedimento de Birk et al. (2016), com modificacbes. A
quantidade de 0,010 g de cada tipo de microcapsula foi colocada em tubos de ensaio com
rosca, contendo 5 ml de solucdo de etanol:agua (50:50). Os tubos foram acondicionados
em estufas B.O.D., nas temperaturas de 4 °C (temperatura de refrigeracdo) e a 25 °C

(temperatura ambiente), para estudar a influéncia da temperatura de liberagdo. Em
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intervalos regulares de tempo, o teor de polifenois totais e taninos condensados na solucao
sobrenadante foram determinados, conforme itens 3.2.2.1 e 3.2.2.2. Cada experimento foi
realizado em triplicata.

A fim de investigar o modo de liberacdo dos compostos bioativos das
microcapsulas, os dados de foram analisados utilizando os seguintes modelos matematicos:
Peppas (Ritger & Peppas, 19873, b), conforme equacdo (7); e Weibull (Papadopoulou et
al., 2006), conforme equacéo (8).

Mg

M~ k.gm (Eq. 7)

M,

== 1 —exp(—a.t?) (Eq. 8)

[e9)

Onde: M é definida como a quantidade de composto bioativo liberado em qualquer tempo;
M., é a concentragdo maxima que deveria ser alcancada se todo o composto bioativo fosse
liberado das microcépsulas; k e n sdo constantes do modelo Peppas, sendo a constante
cinética e o parametro que indica o tipo de transporte, respectivamente; a e b sdo
constantes do modelo de Weibull, sendo que o primeiro indica um parametro de escala que
descreve o tempo de dependéncia, enquanto o segundo descreve a forma da progressao da

curva de dissolucéo.

3.3 ELABORACAO DE FILMES BIODEGRADAVEIS ATIVOS COM
INCORPORACAO DE MICROCAPSULAS DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE
BARBATIMAO

3.3.1 Desenvolvimento dos filmes biodegradaveis

Foram desenvolvidas duas formulacGes de filmes biodegradaveis, sendo cada uma
constituida por um tipo de microcapsula obtida anteriormente. Para medidas de
comparacgdo também foram desenvolvido filmes com microcapsulas vazias.

Os filmes foram preparados a partir de solucdes aquosas de alginato (2%)
acrescidas de 1% de microcapsulas de barbatimdo e 0,75% de glicerina. A técnica de
casting (moldagem) foi utilizada para a obtencdo dos filmes, na qual aproximadamente 15
ml das solugdes filmogénicas foram vertidas em placas acrilicas e submetidas a secagem

em estufa de circulacdo de ar, a 50 °C por 24 horas. Apo6s a secagem os filmes foram
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retirados das placas e condicionados em ambiente com umidade relativa controlada.
Um filme contendo somente o extrato liofilizado de barbatimdo também foi
desenvolvido para medidas de comparagéo, levando-se em conta a concentracdo de taninos

condensados presentes nos complexos de incluséo.

3.3.2Caracterizacgao dos filmes biodegradaveis
3.3.2.1 Determinacéo das isotermas de sorcao

As isotermas de sorcdo dos filmes foram determinadas em triplicata, por
gravimetria, de acordo com procedimentos descritos por Scapim (2009). As amostras
foram condicionadas em dessecador contendo carbonato de célcio anidro. Apés 15 dias, as
amostras foram colocadas em recipientes contendo diferentes solugdes saturadas de sais,
com faixa de umidade relativa de equilibrio de 11 a 92 %. Os recipientes foram
condicionados em camara de B.O.D., a temperatura de 25 °C, até atingirem a umidade de
equilibrio (Tabela 2). A umidade final das amostras foi determinada pelo método

gravimétrico de secagem, em estufa a 105 °C por 24horas.

Tabela 2 - Atividade de 4gua das solucdes saturadas de sais.

Sal Umidade Relativa de Equilibrio (25 °C)
Cloreto de Litio 0,113
Cloreto de Magnésio 0,33
Carbonato de Potassio 0,432
Nitrato de Magnésio 0,529
Nitrato de Sodio 0,640
Cloreto de Sadio 0,753
Cloreto de Potassio 0,843
Cloreto de Bario 0,902

Para a modelagem das isotermas, foi utilizado o modelo de Guggenheim-

Andersonde Boer (GAB), conforme equacéo (9).

Xw — my.C.K.ay (Eq 9)

[(1-K.ay).(1-K.ay+C.K.ay)]

Onde: Xy, (g de &gua/g de matéria seca) € a umidade relativa de equilibrio; mg é o teor de

agua na monocamada (g de agua/g de sélidos); a,, a atividade de agua; C e K constantes do
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modelo, respectivamente, a constante de Guggenheim que representa o calor de sor¢do na

primeira camada, e o calor de sor¢do das multicamadas.

3.3.2.2 Determinacgéo da espessura

A espessura dos filmes foi avaliada manualmente com a utilizagdo de um
micrémetro (Mitutoyo, resolugéo 0,01 mm - Sdo Paulo - SP). Foram avaliados 10 pontos
aleatdrios da &rea de cada amostra de filme, e o valor resultante para a espessura foi
tomado como a média aritmética das 10 medidas.

3.3.2.3 Determinacgéo da permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade dos filmes ao vapor de dgua foi determinada gravimetricamente,
de acordo com metodo da American Society for Testing and Material (1995), e
modificagdes citadas por Scapim (2009). As amostras foram fixadas em capsulas de
determinacdo de permeabilidade, contendo em seu interior cloreto de calcio anidro (0%
UR). As cépsulas foram condicionadas em dessecadores, contendo solugdo saturada de
nitrato de magneésio (52 % UR), sendo os ensaios conduzidos em triplicata. Foram
realizadas pesagens periddicas, até que a taxa de ganho de massa fosse constante. A taxa
de permeabilidade ao vapor de agua (TPVA) foi determinada de acordo com a equacao
(10).

m 1
rrva=(2).(3) (Eq. 10)
Onde: m/t é o coeficiente angular da reta de ganho de massa (g) versus tempo (h); A (m?) é

a area de permeacdo do filme.

Assim o valor da permeabilidade ao vapor de agua pode ser calculado de acordo

com equacao (11):

TPVA.e
Ds-(URext—URint)

PvA = |- 100 (Eq. 11)
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Onde: PVA é a permeabilidade ao vapor de &gua (g.m/m%Pah.); TPVA (taxa de
permeacio ao vapor de agua) (g/m2.h); e a espessura média do filme (média de 5 medidas)
(m); ps € a pressdo de saturacdo de vapor & temperatura do ensaio (Pa); URex a umidade
relativa no exterior da capsula (%); UR; a umidade relativa no interior da capsula (%).

3.3.2.4 Determinacédo da solubilidade em agua

A solubilidade dos filmes em &gua foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Gontard et al.(1993), sendo que as amostras, com dimensdes de 2 cm x 2 cm
foram pesadas e mergulhadas em erlenmeyer, contendo 50 mL de &gua destilada. O
sistema foi mantido sob lenta agitacdo em shaker a 25 °C, por 24 h. Apos as 24 h, as
amostras foram filtradas em papel filtro e secas em estufa a 105 °C, por 24 h, para se
determinar o peso seco final do material que ndo foi solubilizado. Os ensaios foram
realizados em triplicata. A solubilidade foi expressa pela porcentagem de material seco
solubilizado e calculada de acordo com a equagdo (12).

mi—mf

soL = ("£74). 100 (Eq. 12)

m;

Onde: SOL é a massa solubilizada em funcdo da massa seca inicial (%); m; massa inicial

do material seco (g); e msa massa final do material seco ndo solubilizado (g).

3.3.2.5 Determinacao das propriedades mecanicas

As propriedades de tracdo dos filmes foram determinadas em texturdmetro Stable
Micro System (modelo TAXT2i — Inglaterra), empregando-se metodologia baseada na
norma ASTM D-882-91 (1996). Os corpos-de-prova foram cortados nas dimensdes de 80
mm de comprimento e 10 mm de largura e condicionados por 7 dias em dessecador com
cloreto de calcio. Apos 7 dias, 0s corpos-de-prova foram ajustados as garras pneumaticas
do equipamento, sendo a distancia inicial entre as garras de 50 mm e a velocidade de
tracdo de 500 mm/min. Foram realizadas no minimo 10 analises para cada amostra. As
propriedades de tracdo determinadas foram: resisténcia maxima a tracao na ruptura (MPa),

alongamento na ruptura (%) e modulo elastico (MPa).
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3.3.2.6 Analise de cor dos filmes

A cor dos filmes foi avaliada utilizando um colorimetro portétil Konica Minolta®
CR400, conforme o item 3.2.3.2.7.

3.3.2.7 Analise da superficie de filmes

A analise da superficie dos filmes obtidos foi realizada por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV), conforme o item 3.2.3.2.9.

3.3.3 Liberagéo controlada dos compostos bioativos dos filmes

Os ensaios de liberagdo dos compostos bioativos dos filmes foram realizados de
acordo com a metodologia de Noronha et al. (2014), com algumas modificacdes. Filmes de
dimensdes de 2 cm x 2 cm foram colocados em tubos de ensaio com rosca, contendo 10 ml
de solucéo de etanol:agua (50:50). Os tubos foram acondicionados em camaras de B.O.D.,
nas temperaturas de 4 °C (temperatura de refrigeracdo) e a 25 °C (temperatura ambiente)
para estudar a influéncia da temperatura de liberacdo. Em intervalos regulares de tempo, o
teor de polifendis totais e taninos condensados na solucdo sobrenadante foram
determinados conforme itens 3.2.2.1 e 3.2.2.2. Cada experimento foi realizado em

triplicata.

3.3.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados para testar diferencas significativas entre os valores
obtidos de acordo com o teste de Tukey, com o auxilio do software STATISTICA 8.0
(Stasoft) ®).
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PLANEJAMENTO FATORIAL PARA A EXTRACAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS DO BARBATIMAO

De acordo com o planejamento fatorial proposto no item 3.2.2.4, foram realizados
aleatoriamente um total de 8 experimentos com 3 pontos centrais. A Tabela 3 apresenta
todas as combinacdes feitas pelo planejamento fatorial e seus respectivos valores na
obtencdo do teor de polifendis totais, taninos condensados e atividade antioxidante pelo
método DPPH. Os resultados das variaveis de resposta foram expressos como média +

desvio padréo.

Tabela 3 - Valores codificados das variaveis independentes e respostas de teor de
polifendis totais (Y1), teor de taninos condensados (YY) e atividade antioxidante pelo
método de DPPH (Y3).

Ensaios X Xs X3 Y, Y, Y;
1 -1 -1 -1 9,391 +0,624 22,841+0,620 0,478 + 0,000
2 +1 -1 -1 13,118 +2,292 29,199+ 0,918 0,433 +0,003
3 -1 +1 -1 10,770 + 1,082 27,937+0,616 0,444 + 0,005
4 +1 +1 -1 12,166 + 0,581 28,038+ 0,747 0,426 + 0,004
S -1 -1 +1 11,115+ 1,059 28,896 +3,030 0,447 +0,001
6 +1 -1 +1 9,260 +0,443  33,765+2,164 0,411 + 0,005
7 -1 +1 +1 10,557 £ 0,931 23,674+1,789 0,461 + 0,002
8 +1 +1 +1 10,409 + 1,300 35,052 +0,903 0,423 + 0,002
9 0 0 0 11,805+ 0,968 31,974+0,703 0,432 0,002
10 0 0 0 12,757 +1,194 32,100 £3,789 0,437 + 0,002
11 0 0 0 12,642 + 0,280 28,846 + 1,254 0,435 + 0,000

Y1: g de acido galico equivalente/ 100 g de casca; Y,: g de catequina equivalente/ 100 g de casca;
Y3: g de trolox equivalente/ 100 g de casca.

Conforme as condic6es estabelecidas, os valores obtidos para o teor de polifendis
totais (Y, Tabela 3) variaram entre 9,260 a 13,118 g de &acido galico equivalente/100g de
casca para. O teor de taninos condensados (Y,) variou de 22,841 a 35,052 g de catequina
equivalente/100g de casca, e a atividade antioxidante pelo método de radical DPPH (Y3)

variou de 0,411 a 0,478 g de trolox equivalente/100g de casca.
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4.1.1 Teor de polifendis totais (Y1)

Através do software STATISTICA pode-se obter resultados sobre os efeitos das
interacOes entre as variaveis do planejamento experimental, coeficientes de regressdo e
assim sendo foi possivel verificar se os fatores (variaveis independentes) apresentaram
diferencas significativas. Na Tabela 4 é apresentada a ANOVA e os coeficientes de
regressdo para os teores de polifendis obtidos no planejamento experimental.

Tabela 4 - ANOVA e coeficientes de regressdo para teor de polifendis totais (g de acido
galico equivavente/ 100g de casca)

Fator Graude  Somados ~ Coeficientes .
licerdade  quadrados  de regresséo

Média - - 11,27 < 0,0001
Temperatura (X;) 1 3,65 0,39 0,0926
pH (x2) 1 0,39 0,13 0,5729
Granulometria (mesh) (x3) 1 6,32 -0,51 0,0301
X1X2 1 0,15 -0,08 0,7292
X1X3 1 19,04 -0,89 0,0005
XoX3 1 0,01 0,02 0,9273
Erro 24 28,55

Total da Soma dos

quadrados 32 80,01

Conforme a Tabela 4, verificou-se que apenas a variavel granulometria exerce
influéncia sobre o teor de polifendis totais, a um nivel de significancia de 5 % (p <0,05).
Além disso, pode-se observar que a granulometria teve maior efeito no teor comparado
com as demais varidveis independentes. De acordo com o coeficiente de regresséo, este
efeito foi negativo, ou seja, quanto menor o mesh (maior granulometria), maior o teor de
polifendis obtido.

Para a temperatura de extracdo e pH da solucdo, pode-se observar na Tabela 4 que
as variaveis ndo exerceram influéncia significativa, em nivel de 5 % (p <0,05). Quanto ao
coeficiente de regressdo, verificou-se que apresentaram efeito positivo, ou seja, quanto
maior temperatura e pH, maior o teor de polifendis totais.

Quanto as interacOes, observou-se que apenas a interacdo temperatura € mesh (X1X3)
foi estatisticamente significativa, sendo que a interacdo temperatura e pH (X1x2) e pH e

mesh (Xx3) ndo exerceu diferenca significativa.
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Com o Gréfico de Pareto (Figura 6), € possivel uma melhor compreensdo visual,

sendo que a linha tracejada indica a regido onde as variaveis devem alcancar para

demonstrar significdncia estatistica. Pode-se visualizar que a varidvel mesh (x3) e a

interacdo temperatura e mesh (x;x3) foram significativas para o teor de polifendis totais.

Além disso, através do gréfico de pareto, pode-se classificar a importancia das variaveis

independentes no teor de polifendis totais na seguinte ordem: mesh > temperatura de

extracdo > pH da solugéo .

x1x3

(x3)Mesh

(x1)Temperatura

(x2)Ph

x1x2

X2X3

Figura 6 - Grafico de Pareto para o teor de polifendis totais.

_

_
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%?%425

93?’503
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,0921843

:5.,5%'151.501

-4,00084

p=,05

Gréafico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: Polifendis totais ( g trolox

equivalente/100g de casca)

Fonte: Autora.

E possivel descrever o modelo obtido a partir do tratamento estatistico dos dados

por meio de uma equacdo matematica gerada pelos efeitos significativos e os valores

codificados das variaveis.

A equacdo (13) descreve o teor de polifendis totais previsto

pelo modelo em funcdo das variaveis codificadas, que contém apenas 0s termos

estatisticamente significativos.
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Y; =11,27 4+ 0,39x; — 0,51x3 — 0,89x,x5 + € (Eq. 13)

As superficies de respostas do modelo ajustado para o teor de polifendis totais séo
apresentadas na Figura 7.

Figura 7 - Superficies de respostas para teor de polifendis totais em funcdo da temperatura

de extracdo e pH da solugéo (a); temperatura de extragdo e mesh (b); pH da solucdo e mesh
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Fonte: Autora.

Pode-se observar na figura 7a que o teor de polifendis totais mais elevado foi obtido

em altas temperaturas, independente do pH, utilizando uma peneira de 42 mesh (D=0,35
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mm). Na figura 7b, também obteve-se teor elevado em altas temperaturas com combinacao
de menor mesh (maior granulometria), num pH 9 de extracéo.

Com relagdo a combinacdo pH da solugdo e mesh pode-se observar na figura 7c,
que independente do valor de pH da solucéo, o maior teor de polifendis totais é obtido em
menor mesh (maior granulometria), ou seja, ndo havendo interacdo entres as variaveis,
numa temperatura de extracdo de 40 °C. Este resultado também pode ser visualizado na
Tabela 3, onde a interagdo entre estes fatores ndo foi estatisticamente significativa ao nivel
de significancia de 5 % (p <0,05).

O maior teor obtido de compostos fendlicos foi encontrado no nivel méximo de
temperatura de extragdo (50 °C) e nos niveis minimos de pH da solugdo (7) e mesh (20)
(maior granulometria).

Neste estudo, o mesh foi a Unica variavel que apresentou influencia significativa
guanto a obtencao de compostos fenolicos, obtendo maior valor com maior granulometria.
Conforme a literatura, quanto menor a granulometria, maior a area superficial disponivel
para a transferéncia de massa e, entdo, maior o rendimento de extracdo (SPGINO et al.,
2007). Uma justificativa dos resultados do presente estudo seria uma possivel aglomeracéo
de particulas menores, interferindo na extracdo de compostos fenolicos.

Além disso, o maior teor obtido foi encontrado no nivel maximo de temperatura.
Deng et al. (2011), afirmam que as condi¢des do processo de extracdo dos compostos tém
forte influéncia nos resultados obtidos, de modo que a temperatura € um fator de grande
importancia. Um aumento de temperatura deve-se principalmente a um aumento da taxa de
difusdo e solubilidade das substancias extraidas (BOUTERFAS et al., 2014). A variavel
temperatura de extracdo ndo apresentou influencia significativa, possivelmente devido a
faixa de temperatura ser pequena (30 — 50 °C), porém observou-se diferenca na interagéo
mesh e temperatura de extracdo (X;X3), uma vez que a variacdo de temperatura provocou
alteracdo na difusdo dos compostos, apresentando influencia significativa.

Bilibio et al. (2015), utilizando amostras de barbatimao obtidas por peneira de 20
mesh (D=0,85 mm), estudou individualmente variaveis (pH, temperatura de extracdo,
solvente e concentracdo) que influenciariam na obtencdo de polifendis totais no extrato de
barbatimdo. Quanto a temperatura utilizada na extracdo, o presente estudo obteve
resultados semelhantes ao de Bilibio, no qual maiores valores de polifendis totais foram
encontrados em elevadas temperaturas (50 e 75°C). Quando avaliado o pH da solugio,
diferentemente ao presente estudo, Bilibio obteve menores valores em seus estudos, ao

utilizar pH 7, comparado ao demais (pH: 3,5 e 10,5).
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4.1.2 Teor de taninos condensados (Y>)

Utilizando o software STATISTICA pode-se obter, para taninos condensados,
resultados sobre os efeitos das interacdes entre as variaveis do planejamento experimental,
coeficientes de regressdo e assim, sendo possivel verificar se os fatores (varidveis
independentes) apresentaram diferenca significativa. A Tabela 5 apresenta a ANOVA e 0s
coeficientes de regressdo para os teores de taninos condensados.

Tabela 5 - ANOVA e coeficientes de regressao para teor de taninos condensados

Fator Graude Somados Coeficientes p-valor
liberdade quadrados de regresséao

Média - - 29,30 < 0,0001
Temperatura (Xy) 1 193,33 2,84 < 0,0001
pH (x7) 1 0,00 0,00 1,0000
Mesh (x3) 1 67,05 1,67 0,0004
X1Xo 1 0,02 0,03 0,9382
X1X3 1 35,93 1,22 0,0056
XoX3 1 23,23 -0,98 0,0222
Erro 24 93,33

™ 2 s

Através da Tabela 5, observando os p-valor, verificou-se que as variaveis,
temperatura de extracdo e mesh, exerceram influéncia significativa sobre o teor de taninos
condensados ao nivel de significancia de 5% (p <0,05). Além disso, atraves da soma dos
quadrados, pode-se observar que a temperatura de extracdo teve maior efeito em relacéo as
demais variaveis independentes. Ao analisar os coeficientes de regressdo, notou-se que as
duas variaveis significativas exerceram efeito positivo, ou seja, quanto maior a temperatura
de extracdo e mesh (menor granulometria), maior teor de taninos condensados obtido.

O pH da solucdo, foi a Unica variavel independente que ndo exerceu influéncia
significativa (Tabela 5) no teor de taninos condensados. De acordo com o coeficiente de
regressao, apresentou efeito positivo, ou seja, quanto maior o pH, maior o teor obtido.

Quanto as interacdes (Tabela 5), observou-se que temperatura de extracdo e mesh
(x1%3), e pH da solucdo e mesh (x2x3) exerceram influéncia significativa no teor de taninos
do extrato. Sendo assim, apenas a interacao temperatura de extracao e pH da solucdo (x1x7)

ndo apresentando diferenca significativa ao nivel de significancia de 5 % (p <0,05).
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Com o Gréfico de Pareto (Figura 8), é possivel uma melhor compreensdo visual,
sendo que a linha tracejada indica a regido onde as varidveis devem alcancar para
demonstrar significancia estatistica. Pode-se visualizar que as varidveis temperatura e mesh
exercem influéncia significativa para a obtencéo de taninos condensados, sendo apenas a
variavel pH que ndo exerce. Além disso, quanto as interacdes, apenas temperatura de
extracdo e pH da solucdo (x1x2) ndo apresentam diferenca significativa. Através do grafico
de Pareto, pode-se classificar a importancia das varidveis independentes na seguinte
ordem: temperatura de extragdo > mesh > pH da solugéo .

Figura 8 - Grafico de Pareto para teor de taninos condensados.

(x1)Temperatura / /// 7,050881
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p=,05

Gréfico de Pareto de Efeitos Padronizados; Variavel: Taninos condensados (g
catequina equivavente/ 100g de casca)

Fonte: Autora.

Através dos coeficientes de regressdo dos termos estatisticamente significativos,
pode-se descrever, conforme equacdo (14), o teor de taninos condensados previsto em

funcdo das variaveis codificadas.
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YZ = 29,30 + 2,84x1 + 1,67X3 + 1,22x1x3 + 0,98x2x3 (Eq 14)

As superficies de resposta do modelo ajustado para teor de taninos condensados sao
apresentadas na Figura 9.

Figura 9 - Superficies de respostas para teor de taninos condensados em funcdo da

temperatura de extracdo e pH da solucéo (a); temperatura de extracdo e mesh (b); pH da
solucéo e mesh (c).
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Na figura 9a, pode-se observar que independente do valor de pH da solugéo e maior
temperatura de extragdo é obtido o maior teor de taninos condensados, utilizando particulas
de D=0,35 mm (42 mesh) .Na figura 9b, pode-se verificar que com maior mesh (menor
granulometria) e em altas temperaturas, maior foi o teor de taninos condensados obtido.
Com relacdo a combinagdo pH da solucdo e mesh, pode-se observar na figura 9c que o
maior teor de taninos condensados foi encontrado em maior mesh (menor granulometria)
e menor pH da solugéo.

Dentro do intervalo de estudo pré-estabelecido o maior teor de taninos condensados
foi encontrado no nivel maximo de temperatura de extragdo (50 °C) e niveis médios de pH
da solucdo (9) e mesh (42) (D=0,35 mm).

Como ja mencionado anteriormente (item 4.1.1), o aumento da temperatura
favorece a liberacdo dos compostos extraidos, assim explicando o maior teor de taninos em
maior nivel de temperatura. Quanto ao tamanho de particula, 0 maior teor de taninos foi
encontrado com menor granulometria em relacdo aos polifendis. O menor tamanho de
particula aumenta a area da superficie de contato com o solvente, e assim favorece maior
extracdo. Este comportamento ndo foi observado para polifenois, possivelmente pela a
metodologia de Folin ser mais generalizada (KUJALA et al., 2000).

O presente estudo obteve resultados semelhantes aos encontrados por Couto et al.
(1999) e Sousa et al. (2014), onde obtiveram maiores teores de taninos condensados ao
utilizar temperaturas elevadas no processo de extracdo (50 — 90 °C), demonstrando assim

que a extracao de taninos é fortemente influenciada pela temperatura.

4.1.3 Atividade antioxidante pelo método do radical DPPH (Y3)

Utilizando o software STATISTICA pode-se obter, para a atividade antioxidante,
resultados sobre os efeitos das interacdes entre as variaveis do planejamento experimental,
coeficientes de regressdo e assim, sendo possivel verificar se os fatores (variaveis
independentes) apresentaram diferencas significativas. A Tabela 6 apresenta a ANOVA e

os coeficientes de regressdo para a atividade antioxidante.
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Tabela 6 - ANOVA e coeficientes de regressdo para atividade antioxidante pelo método
DPPH

Fator Grau de Somados Coeficientes p-valor
liberdade quadrados de regressao
Meédia - - 0,439 < 0,0001
Temperatura (x;) 1 0,0071 -0,017 < 0,0001
pH (X2) 1 0,0001 -0,002 0,0080
Mesh (X3) 1 0,0006 -0,005 <0,0001
X1Xo 1 0,0003 0,003 < 0,0001
X1X3 1 <0,0001 -0,001 0,0637
XoX3 1 0,0018 0,009 < 0,0001
Erro 24 0,0003
Total da Soma dos 30 0,0107

quadrados

A partir dos valores da Tabela 6, verificou-se que as trés variaveis exercem
influéncia sobre a atividade antioxidante (DPPH) do barbatimao, ao nivel de significancia
de 5 % (p <0,05). De acordo com os coeficientes de regressao, as trés variaveis exerceram
efeito negativo, ou seja, quanto menor a temperatura de extracdo, pH da solucdo e mesh,
maior sera a atividade antioxidante.

Quanto as interacbes (Tabela 6), observou-se que as interacOes temperatura de
extracdo e pH da solucdo (x;x2) e pH da solucdo e mesh (xx3) exerceram diferenca
significativa. Sendo assim, apenas a interacdo temperatura de extracdo e mesh (x1X3) ndo
apresentou diferenca significativa, ao nivel de significancia de 5 % (p <0,05).

Observando o Gréfico de Pareto (Figura 10), é possivel uma melhor compreensao
visual, onde as varidaveis que alcancam a linha tracejada demonstram significancia
estatistica. Pode-se visualizar que as trés variaveis e as interacdes temperatura de extracao
e pH da solucdo (x1X,) e pH da solucdo e mesh (X»X3) exerceram diferenca significativa; e
apenas a interacdo temperatura de extracdo e mesh (Xix3) ndo exerceu influéncia
significativa para a atividade antioxidante. Além disso, atraves do gréafico de pareto, pode-
se classificar a importancia das variaveis independentes na seguinte ordem: temperatura de

extracdo > mesh > pH da solucéo.
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Figura 10 - Gréfico de Pareto para atividade antioxidante.
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Fonte: Autora.

Através dos coeficientes de regressdo dos termos estatisticamente significativos,
podemos descrever, conforme equacdo (15), a atividade antioxidante pelo método do

radical DPPH previsto em funcao das variaveis codificadas.

Ys = 0,439 — 0,017x; — 0,002x, — 0,005x5 + 0,003x,x, + 0,009x,x5 + ¢ (Eq. 15)

As superficies de respostas do modelo ajustado para atividade antioxidante séo

apresentadas na Figura 11.
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Figura 11 - Superficies de respostas para atividade antioxidante (DPPH) em funcéo da

temperatura de extracdo e pH da solugédo (a); temperatura de extracdo e mesh (b); pH da
solugéo e mesh (c).
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Fonte: Autora.

Na figura 11a, pode-se observar que independente do valor do pH da solucéo, a
maior atividade antioxidante é obtida em menor temperatura de extracdo, utilizando
particulas de D=0,35 mm (42 mesh). Na figura 11b, pode-se observar comportamento
semelhante na combinacdo de mesh e temperatura de extracdo, ou seja, independente do
valor de mesh e em menor temperatura, maior foi obtida a atividade antioxidante. Com

relacdo a combinacdo pH da solucdo e mesh pode-se observar na figura 11c que a maior
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atividade antioxidante foi obtida em menor mesh (maior granulometria) e menor pH da
solucéo.

Dentro do intervalo de estudo pré-estabelecido a maior atividade antioxidante foi
encontrada nos niveis minimos de temperatura de extragdo (30 °C), pH da solugdo (7) e
mesh (20) (D=0,84 mm).

Conforme a literatura, alguns compostos fendlicos possuem atividade antioxidante,
sendo que estudos demonstram que sdo facilmente oxidados em meio alcalino, como
também em combinacdo de temperatura elevada, um exemplo é o acido ascorbico (LEE;
KADER, 2000). Este comportamento pode ser visto no presente estudo, onde o pH da
solugdo influenciou fortemente na atividade antioxidante, como também a combinag&o de
pH da solucéo e temperatura (X1X3).

Resultados semelhantes para obtencdo de um extrato com melhor atividade
antioxidante foram determinados por Bilibio et al. (2015). Ao considerar que altas
temperaturas de extracdo podem promover perdas e diminuir a atividade antioxidante de
extratos ricos em polifenois, Bilibio e seus colaboradores tomaram como base 0s
resultados obtidos em seus estudos e determinaram que 0 extrato mais adequado seria
obtido utilizando-se uma solugdo com pH 7 e temperatura de extracdo de 25 °C, com

particulas de D=0,85mm.

4.1.4 Otimizacéo do processo de extracdo dos compostos bioativos do barbatiméo

Na otimizacdo do processo de extracdo dos compostos bioativos do barbatimao, as
variaveis de resposta sdo analisadas simultaneamente com o intuito de encontrar uma
condicdo Unica e simultanea que possa obter as melhores respostas para o estudo realizado.
Neste estudo, a extracdo de compostos bioativos mais adequada seria considerada com um
ponto 6timo que resultasse em um extrato com elevado teor de polifendis totais, maior
atividade antioxidante pelo método do radical DPPH e maior teor de taninos condensados.

Através do software STATISTICA pode-se obter as curvas de contorno para a

otimizacdo do processo de extracao (Figura 12).
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Figura 12 - Curvas de contorno para a otimizacdo em funcdo do pH da solucdo e

temperatura de extracdo(°C) (a); mesh e temperatura de extracdo(°C) (b) e pH da solucéo e

mesh (c).
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Fonte: Autora.

Conforme a figura 12, pode-se observar que a otimizagdo do processo de extragéo é
obtida com maior temperatura e menor pH e mesh. Esse resultado pode ser melhor
visualizado na figura 13, sendo o ponto negativo (-1) das variaveis independentes pH da
solucdo e mesh, e o ponto deslocado (0,8) positivo do ponto central da varidvel
temperatura de extracdo foram apontados pela funcdo de desejabilidade, como os que

fornecem as melhores respostas simultaneamente.

Figura 13 - Grafico de desejabilidade.
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As condicdes do processo de otimizagdo, como as condigcdes experimentais para a
validacdo dos modelos estdo descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Condicdes operacionais requeridas para validagdo dos modelos.

Fator Valor Condigéo
codificado experimental

Temperatura (°C) +0,8 48

pH -1 7

Mesh -1 20

Pode-se observar, na tabela 7, que as condi¢des propostas para a melhor obtengéo
de extrato apresentou-se semelhante ao ensaio 2 do planejamento experimental (Tabela 3)
(temperatura: 50 °C; pH: 7; mesh:20). Como a reducdo é de apenas 2 °C na temperatura de
extracdo, os valores obtidos do planejamento foram utilizados para a comparacdo dos
valores preditos pelo modelo.

Na tabela 7 sdo apresentados os valores preditos pelo modelo de otimizacéo e os

valores obtidos experimentalmente (ensaio 2).

Tabela 8 - Resultados teoricos preditos e experimentais obtidos nas condigdes de ponto
6timo de processo.

Variavel de resposta Valor predito Valor experimental Desvio (%)
Polifendis totais (Y4) 12,765 13,118+2,292 2,69
Atividade antioxidante (DPPH) (Y>) 0,439 0,433+0,003 -1,38
Taninos condensados (Y3) 27,913 29,199+0,918 4,40

Y1: g de acido galico equivalente/ 100 g de casca; Y2: g de trolox equivalente/ 100 g de casca; Y3:
g de catequina equivalente/ 100 g de casca

Pode-se verificar, na tabela 8, que os valores experimentais ficaram proximos aos
valores preditos com desvio < 5%. Além disso, pode-se destacar que a variavel taninos
condensados apresentou maior valor experimental, quando comparado com o valor predito.
Este valor esta relacionado ao aumento de 2 °C da temperatura de extracdo, demonstrando
que esta variavel é fortemente influenciada pela temperatura.

Os valores de polifendis em percentual correspondem a 22,56%. Resultados
semelhantes foram obtidos na literatura. Bilibio et al. (2015) obtiveram um teor
aproximado de 22% de polifendis totais para uma extracdo com alta temperatura (80 °C),

pH de solucéo 7 e solvente etanol 50 %. Sousa et al. (2014) encontraram teor de 22 % de
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polifendis utilizando concentracdo de sélidos de 4 mg/L em solugdo hidroalcodlica 50 %,
com tempo de extragdo com 30 min.

Quanto aos valores de taninos condensados correspondem a 50,22 %. O presente
estudo apresentou valores superiores ao reportados pela literatura. Couto et al. (1999)
obtiveram 6,5 % de taninos condensados em extragdo aquosa utilizado altas temperaturas
(60 e 90 °C). O maior percentual obtido pelo presente estudo pode ser atribuido a
diferenca do tempo se extracdo (4 horas) como também pelo solvente utilizado, visto que
0s taninos condensados pertencem aos compostos fenolicos, estes podendo ser degradados
por determinados fatores. Além disso, outro fator que pode ser justificar € o solvente
utilizado, uma vez que Li et al., (2006) afirmam que a mistura de solventes é mais eficaz
na recuperacdo de compostos antioxidantes do que o uso de solventes individuais.

Poucos séo os estudos para a extracdo de compostos de barbatiméo, e independente
das diferencas verificou-se que a obtencdo de extratos em temperatura de 50 °C, pH 7 e
utilizando amostras obtidas por peneira de 20 mesh (D=0,85 mm), promoveu em excelente
extracdo de compostos com altos teores de compostos fendlicos, taninos condensados e

com capacidade antioxidante.

4.2 MICROENCAPSULACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE BARBATIMAO
4.2.1 Eficiéncia de encapsulacdo

Na tabela 9 sdo mostrados os teores de polifendis totais e taninos condensados no
extrato concentrado e nas microcapsulas apds serem submetidos aos procedimentos do
método de Folin-Ciocalteu e Vanilina-HCI (3.1.2.1 e 3.1.2.2).

Tabela 9 - Resultados obtidos das determinacdes de compostos fendlicos e taninos
condensados do extrato concentrado e das duas formulacGes de microcapsulas.

Determinagdes

Amostras . : -
Polifendis totais  Taninos condensados
CD (mg/ g po) 81,04°+3,42 223,45°+1,20
CD/X (mg/ g pd) 86,69°+2,59 135,62°+2,87
Extrato (mg/ g casca) 168,59°+3,05 744,26°+3,16

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% de significancia.

O extrato concentrado de barbatimdo é uma mistura de substancias com diferentes

propriedades quimicas e, portanto, com diferentes capacidades de interagdo e ligacdo
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dentro da cavidade da B-ciclodextrina. Desta forma, optou-se por calcular as eficiéncias de
encapsulacdo separadamente. Na tabela 10, encontram-se os valores médios de eficiéncia
de encapsulagéo para cada formulagéo.

Tabela 10 - Eficiéncia de encapsulacdo das microcapsulas.

Eficiéncia de encapsulacdo (%)

Amostras — : .
Polifendis totais  Taninos condensados
CD 71,32%+3,01 44 55%+0,24
CD/X 76,68°+2,29 27,18"+0,57

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% de significancia.

Por meio da tabela 10, pode-se observar que o0s revestimentos dos compostos
encapsulados nao influenciaram significativamente na eficiéncia de polifendis totais.
Porém, em relagdo a taninos condensados, as formulagdes apresentaram diferencas
significativas, obtendo o menor valor para a formulacéo acrescida de xantana.

A ciclodextrina possui capacidade de formar complexo de inclusdo com alguns
taninos (KALOGEROPOULOS et al, 2010). Na presenca de goma xantana, essa
capacidade de formacdo do complexo de inclusdo foi reduzida. Segundo Rao et al (2014) a
B-CD interage com a goma xantana, aumentando a viscosidade da solucéo, provavelmente
devido a formacdo de pontes entre as cadeias de polimero adjacente, resultando em uma
rede de associacdo forte. Esta interacdo possivelmente provocou um rearranjo na cavidade
da CD, resultando na reducdo da eficiéncia de taninos condensados. A eficiéncia de
polifendis ndo apresentou diferenca, dado que a metodologia de Folin quantifica polifenois
de um modo geral (KUJALA, et al, 2000).

A microencapsulacdo de misturas de compostos fenolicos em extratos de plantas
tem sido amplamente estudada. Em estudos de Kalogeropoulos et al, (2010), ao
microencapsular extrato de Hypericum perforatum (hipericao) em B-ciclodextrina, obteve-
se 27,5 % de eficiéncia de encapsulacdo para catequina. Desta forma, ao comparar 0s
resultados com a literatura, pode-se considerar que o presente estudo obteve valores

consideraveis.

4.2.2 Propriedades fisicas

A tabela 11 apresenta os valores médios das propriedades fisicas das microcapsulas
obtidas.
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Tabela 11 - Propriedades fisicas das microcapsulas.

Complexos de Solubilidade  Atividade Densidade  Higroscopicidade Umidade

inclusao (%) de 4gua (Aw) aparente(g/ml) (9/1009) (%)
CD 99,20%0,07  0,32°+0,07 0,18%0,01 6,55%+0,23 3,81%+0,29
CD/X 98,95°+0,28  0,33%+0,01 0,16"+0,01 7,07%+0,35 3,88%+0,40

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% de significancia.

Pode-se verificar na Tabela 11 que o acréscimo de goma xantana ndo interferiu no
valor obtido de solubilidade das microcdpsulas. Além disso, verificou-se que as
formulacdes apresentaram alto valor de solubilidade, sendo maiores que 90%. Conforme
Stoll et al. (2016), a solubilidade das microcapsulas torna-se um parametro importante,
uma vez que a liberacdo dos compostos encapsulados € altamente dependente da
dissolucéo do agente encapsulante utilizado.

Quanto ao teor de umidade, assim como a solubilidade, as formulagdes nao
apresentaram diferenca significativa quanto ao acréscimo de goma xantana. Segundo Dag
et al. (2017), o teor de umidade é uma propriedade importante, no qual demonstra a
eficiéncia da secagem utilizada para obtencao dos pos.

Os valores meédios da atividade de agua ndo diferiram significativamente,
apresentando valores proximos a 0,30 (Tabelall). Segundo Turak et al. (2017), a atividade
da agua de um sistema destaca a fragdo de umidade total que esta disponivel para reacdes
bioguimicas e crescimento microbiano. Em ambiente de atividade de agua baixa (entre 0,0-
0,25) é esperado baixa atividade enzimatica, limitada oxidacdo lipidica e inicio de
possiveis reacGes bioquimicas, enquanto que o crescimento de microrganismos como
bolores leveduras e bactérias esta previsto para um a, acima de 0,6 (CARVALHO et al.,
2016; TURAK et al., 2017). Desta forma, os valores apresentados neste estudo sdo muito
positivos para a estabilidade das microcapsulas, devido a disponibilidade limitada de dgua
para o crescimento microbiano e reagdes bioquimicas.

Em relacdo a higroscopicidade, pode-se observar que as formulacbes apresentaram
valores baixos (Tabela 11), ndo diferindo significativamente. O ganho de umidade é
reduzido principalmente pela presenga de B-ciclodextrina que atua como uma barreira
contra a umidade e Ho et al. (2017), constataram tal comportamento ao comparar o valor
do ganho de umidade de compostos antioxidantes antes e depois de ser encapsulados com

B-ciclodextrina.
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A densidade aparente foi a Unica propriedade fisica que apresentou diferenca
significativa entre as formulag6es, obtendo o menor valor a formulagdo com acréscimo de
xantana (Tabela 11). A formulagdo acrescida de goma xantana apresentou-se com
aparéncia esponjosa quando submetida a liofilizagdo. Devido a esta caracteristica, a
formulagdo ocupou maior volume para uma mesma massa, € consequentemente uma

menor densidade.

4.2.3 Analise de cor

A andlise de cor das microcapsulas e do extrato concentrado foi realizada em um
colorimetro portétil, e os valores obtidos para os parametros de cor estdo dispostos na
tabela 12.

Tabela 12 - Propriedades de cor das microcapsulas e do extrato concentrado.

Microcapsulas L* a* b* H°  AE*
CD 70,01°+0,13  7,90°+0,22 24,91°+0,14 72,40 15,32
CD/X 75,50 +0,88 5,37°0,29 22,18°+0,22 76,39 21,75
Extrato 56,09°40,22 13,94%+0,17 26,95+0,24 62,64 -

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% de significancia.

Comparando a cor do extrato com a das microcapsulas, observou-se na Tabela 12
que os valores de L* aumentaram (luminosidade) e os valores de a* (vermelho) e b*
(amarelo) diminuiram para as duas formulagdes. Sendo assim, observou-se que o extrato
liofilizado apresentou-se mais opaco (menor valor de L*), e cor proxima do marrom (altos
valores de a* e b*), quando comparado com as microcapsulas. O aumento dos valores de
L* das microcapsulas resultou em cores mais claras, devido a presenca dos agentes
encapsulantes, e consequentemente mais proximas do amarelo (alto valor de b*).

Os valores do angulo H mostram o quéo clara € uma amostra, ou seja, quanto mais
proximo do valor de 90°, mais amarela € a amostra. Pode-se observar que a formulacéo
CD/X apresentou uma coloracdo mais proxima do amarelo, enquanto o extrato apresentou
uma cor mais escura. O maior angulo H da formulacdo acrescida de xantana pode estar
relacionado com a menor eficiéncia de encapsulacdo de taninos condensados (Tabela 10),
uma vez que segundo Battestin et al. (2004), os taninos condensados sdo da classe das

antocianidinas, sendo 0s responsaveis pela cor marrom avermelhado.
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Quanto a mudanca de cor total (AE), conforme Monagas et al (2007), a diferenca
dos valores de AE > 2,7 indicam que as diferencas de cor podem ser percebidas pelo olho
humano. Na tabela 12 pode-se observar que as microcapsulas apresentaram AE superiores

a este valor, sendo a formulagdo com acréscimo de xantana com maior valor.

4.2.4 Andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A caracterizacdo térmica foi realizada por meio de andlise de calorimetria de
diferencial de varredura (DSC). Com o intuito de comparacdo, foram obtidas duas
formulacdes de agentes encapsulantes sem adicdo de extrato. Os resultados obtidos estéo
representados na figural4.

Figura 14 - Termogramas de DSC dos complexos de inclusdo de barbatimédo (CD e CD/X)
e complexos de incluséo controle (CD-C e CD/X-C).
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Fonte: Autora.
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Como a figura 14 mostra, a curva de DSC da CD-C apresenta dois picos
endotérmicos, sendo o pico de fusdo da agua a 145 °C, e da decomposicéo da ciclodextrina
em 302 °C (Szejtli, 1988). Quanto a formulacdo CD pode-se observar um pico endotérmico
a 110 °C, possivelmente do deslocamento do ponto de fusdo da dgua, um pico de fusdo do
extrato a 156 °C, e a decomposicdo da ciclodextrina em 295°C, resultando em um pico
exotérmico. O deslocamento do pico de fusdo da &gua para valores mais baixos, pode estar
relacionado a evaporacdo da agua na superficie, enquanto no caso da CD-C o pico
apresentou-se maior devido a agua estar encapsulada.

Ao analisar os termogramas de CD/X-C na figura 14, verificou-se trés picos
endotérmicos, sendo o observado a 127 °C relacionado ao ponto de fusdo da agua, 0 pico
de fusdo da goma xantana para 165 °C e o pico de decomposicdo da ciclodextrina a 310 °C.
Quanto a formulagdo CD/X, verificou-se dois picos endotérmicos, sendo o pico de fusdo
da agua 147 °C e o pico de fusdo do extrato a 174 °C, e um pico extoérmico da
decomposicéo a 300 °C. Além disso, pode-se observar um pequeno pico a 200 °C, podendo
estar relacionado a liberacdo do extrato.

Desta forma, o deslocamento das curvas de DSC sugere uma interacdo entre o
extrato e 0s agentes encapsulantes, podendo estar relacionado com a complexacdo dos
compostos bioativos e protecdo térmica. Além disso, pode-se verificar que a interacao
entre a ciclodextrina e a goma xantana resultou em aumento na temperatura de

decomposicao das amostras.

4.2.5 Andlise morfologica das microcapsulas

A andlise da morfologia das duas formulacbes de microcapsulas foi realizada
usando microscopia eletrénica de varredura (MEV) e as imagens estdo apresentadas na

figura 15.
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Figura 15 - Fotografias do MEV das duas formulagdes de microcapsulas obtidas (a)

formulagdo CD; (b) formulagdo CD/X.

Fonte: Autora.

As microcapsulas (Figura 15: a, b) apresentaram superficies lisas e estruturas
irregulares de diferentes tamanhos, eventualmente formando aglomerados. As
caracteristicas observadas no presente estudo sd@o obtidas principalmente para pos que
passam pelo processo de liofilizacdo e sdo submetidos a homogeneizacdo com auxilio de
graal e pistilo (GURAK et al, 2013).

Além disso, na figuralSb pode-se observar uma estrutura de forma esponjosa,
indicando possivelmente a presenca de goma xantana, que se coaduna com a menor

densidade aparente das microcapsulas CD/X, como ja discutido no item 4.2.2.

4.2.6 Liberacdo dos compostos bioativos das microcapsulas

O perfil de liberacdo dos polifendis totais das microcapsulas de barbatimao foram
avaliados em solucéo hidroalcodlica, em temperatura de refrigeracéo (4 °C) e temperatura

ambiente (25 °C), e estdo apresentados na figura 16.
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Figura 16 - Perfis de liberacdo de compostos fendlicos a partir de microcépsulas, em
solugdo hidroalcodlica 50% em temperaturas diferentes (4 e 25 °C).
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Fonte: Autora.

Os mecanismos de liberacdo dependem de muitos fatores, tais como: 0 agente
encapsulante, a substancia encapsulada, a geometria e a morfologia da capsula, as
condicdes de liberacdo (solvente, pH, forca idnica, temperatura) e 0 método de preparacéo
(DIMA et al., 2016).

Como a figura 16 mostra, a curva cinética de liberacdo dos compostos fenolicos das
microcapsulas utilizando apenas B-ciclodextrina (CD) liberou na primeira hora 80,5% dos
compostos fendlicos para temperatura de 25 °C e 88,7 % para 4 °C. O valor alto de
liberacdo pode ser explicado pela possivel instabilidade do complexo de inclusdo com a
solucéo hidroalcodlica utilizada como solucao para liberacdo. Segundo Stella et al. (1999),
a complexacao de ciclodextrinas com moléculas se apresenta como um processo dindmico,
no qual a molécula hospede se associa e dissocia-se a ciclodextrina hospedeira
continuamente, podendo assim justificar a alta liberacdo nas primeiras horas. Além disso,
embora 0 estudo tenha sido realizado em 480 horas, observou-se que o0s complexos
apresentaram liberagcdo maxima em 72 horas para 25 °C e 240 horas para a temperatura de
4 °C.

Para a formulacdo com acréscimo de xantana (CD/X), pode-se observar que na
primeira hora teve liberacéo de 50 % menos que a formulagdo CD, sendo 38,7 % em 25 °C
e 43,3 % em 4 °C. Além disso, devido a reducédo de liberacdo, pode observar que o
acréscimo de xantana promoveu 0 aumento necessario para a liberacdo maxima de

compostos fendlicos, atingida em 144 horas para as duas temperaturas.
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O processo de complexo de inclusdo foi realizado com adi¢ao de B-CD em extrato
concentrado sob agitacdo. O tempo de agitagdo foi suficiente para alguns compostos
bioativos complexarem com a cavidade da $-CD. Ao acrescentar a goma Xantana ocorreu a
alteracdo da viscosidade da solugdo e possivelmente causou mudanca na conformagao
tanto da goma xantana quanto da ciclodextrina. Esta mudanga, provavelmente aprisionou
fortemente os compostos bioativos na cavidade da CD e, consequentemente, retardou a sua
liberacdo.

Os modelos de Peppas e Weibull foram usados para ajustar os dados de liberacao
de compostos fendlicos totais em todo o intervalo de tempo estudado. Os pardmetros do

ajuste dos modelos sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores das constantes da equacdo de Peppas e Weibull calculados por
regressdo ndo linear para os dados de liberacdo de polifenois totais.

Modelo " CD CD/X CD CD/X
- Parametros
matematico 4°C 25 °C

0,907 0,579 2,251 0,604

Peppas n 0,016 0,101 0,123 0,405
R? 0,997 0,972 0,997 0,994

k 0,858 0,526 1,666 0,500

Weibull b 0,030 0,111 0,242 0,412
R? 0,994 0,959 0,996 0,988

Ao analisar os valores dos coeficientes de determinag&o do ajuste dos modelos (R?),
verificou-se que ambos os modelos tiveram bons ajustes (R? > 0,95), porém pode-se
considerar que a cinética de liberacdo de polifendis totais, para as duas formulacGes, foi
descrita melhor pelo modelo de Peppas (Tabela 13). Os valores dos expoentes difusionais
obtidos para todos os ensaios explica um processo de liberagdo controlada por difusdo
Fickiana (n < 0,43), causada pela presenca de compostos fendlicos na superficie ou na
camada exterior (MADERUELO et al, 2011;. SIEPMANN, PEPPAS, 2001). Além disso,
observa-se que a CD/X apresentou valores maiores de n comparado a outra formulacéo,
demonstrando assim uma menor difusividade dos componentes para 0 meio.

A figura 17 apresenta o perfil de liberacdo dos taninos condensados das
microcapsulas de barbatimdo avaliados em solucdo hidroalcodlica, em temperatura de

refrigeracdo (4 °C) e temperatura ambiente (25 °C).
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Figura 17 - Perfis de liberacdo de taninos condensados a partir de microcépsulas de
barbatimdo, em soluc&o hidroalcodlica 50 % e em temperaturas diferentes (4 e 25 °C).
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Quanto a liberacdo de taninos condensados, pode-se observar na figura 17 que foi
reduzida na primeira hora em relacdo a liberacdo de polifendis totais (figura 16). Este fato
é ocorrido principalmente pelo método de determinagé@o de taninos condensados ser mais
especifico. Kujala et al (2000) comentam sobre 0 método de Folin ser uma metodologia
generalizada, uma vez que ndo mostra devidamente a qualidade ou quantidade dos
constituintes presentes no extrato.

Como a figura 17 mostra, a temperatura interferiu na curva de liberacdo dos taninos
para a formulacdo CD, apresentando na primeira hora 42% de liberagdo a 25 °C € 49,2 % a
4 °C. Além disso, pode-se observar que esta formulacdo apresentou liberacdo mais
acelerada até o periodo de 10 horas, atingindo 70 % de liberacdo para as duas
temperaturas, e entdo é seguida por uma liberacéo lenta até atingir a liberacdo maxima de
84 % em 240 horas a 25 °C, e 83 % em 360 horas a 4 °C. A rapida liberagcdo nas primeiras
horas esta relacionada ao efeito explosivo, uma vez que compostos bioativos presentes na
superficie das microcapsulas sdo liberados facilmente (FLORES, KONG et al., 2017).

Com a presenca de goma xantana (CD/X), pode-se verificar que o comportamento
da liberacdo de taninos também apresentou diferenca quanto a temperatura. Com
temperatura de 25 °C a liberacdo foi mais lenta apds ambas atingirem 40 % de liberagao.
Além disso, pode-se observar que a liberagdo maxima de 80,9 % de liberagdo a 25 °C e
84,4 % a 4 °C, ambas em 480 horas.

Os modelos de Peppas e Weibull foram usados para ajustar os dados de liberacao
de taninos condensados em todo o intervalo de tempo. Os pardmetros do ajuste dos
modelos séo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 - Valores das constantes da equacdo de Peppas e Weibull calculados por
regressdo ndo linear para os dados de liberagéo de taninos condensados.

m;\:l:ncigﬁco parametros —C0 — CDI/X CD - 0gD/x
0593 0,178 0,580 0,196

Peppas n 0,060 0,269 0,069 0,236
R? 0984 0,976 0,969 0,987

k 0849 0,134 0,797 0,180

Weibull b 0,135 0,464 0,161 0,361
R? 0,988 0,992 0,977 0,993

Ao analisar os valores dos coeficientes de determinago do ajuste dos modelos (R?),
verificou-se que ambos os modelos também apresentaram bons ajustes (R? > 0,96), porém
pode-se considerar que a cinética de liberacdo de taninos condensados, para as duas
formulages, foi descrita melhor pelo modelo de Weibull (Tabela 14).

No modelo Weibull, a constante b esta relacionada ao mecanismo de liberacdo do
principio ativo. Para as microcapsulas CD, as constantes b teve valor de 0,135 e 161
(b<0,35) para 4 e 25 °C, respectivamente. Este valor indica que a liberagdo dos compostos
bioativos ocorre em um espaco altamente desordenado. Quanto ao processo de liberagédo
das microcéapsulas contendo xantana (CD/X), observou-se que 0 comportamento de
liberagdo mudou com a temperatura, sendo que as microcapsulas em temperatura de 4 °C
forneceram a constante b com valor de 0,464 (0,39<b<0,69), indicando liberacdo por
difusdo em espaco euclidiano normal. Na temperatura de 25 °C, b apresentou valor de
0,361 (b~0,35-0,39), indicando difusdo em substrato de fracdo morfologicamente
semelhante ao agrupamento de percolacdo (PAPADOPOULOQU et al., 2006).

Segundo Rutz et al. (2013), a liberacdo controlada de compostos bioativos é
altamente importante para que a aplicacdo dos compostos encapsulados seja viavel devido
a prevencdo de perdas de compostos durante o processamento. Desta forma, o estudo
cinético de liberacdo demonstrou que dentre as formulacdes acrescidas com xantana
(CD/X) obteve-se um maior controle na liberacdo, possivelmente por maior protecdo dos
compostos, podendo ser mais viavel principalmente quanto as menores perdas de taninos

condensados.
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Pode-se ressaltar que a encapsulacdo em CD apresentou-se mais eficiente, porém na
cinética de liberacdo notou-se que a formulacdo CD/X apresentou-se mais estavel. Esta
estabilidade também pode ser observada nas curvas de DSC, onde o pico de fusdo dos
compostos bioativos foi de 156 °C para a CD, e 200 °C para a CD/X.

4.3 Filmes biodegradaveis ativos com incorporacgdo de microcapsulas de barbatiméao

4.3.1 Isotermas de sor¢ao

As isotermas de sor¢do relacionam a quantidade de dgua de um material com sua
atividade de agua, uma vez alcancado o equilibrio, a uma dada temperatura e pressao
constante. Constituem uma ferramenta muito valiosa, pois pode prever o nivel de
hidratacdo de filmes contendo polissacarideos plastificados e selecionar sua aplicacéo
conforme suas propriedades em diferentes ambientes (STENCL, 2004; GODBILLOT et
al., 2006; PERDOMO et al., 2009). A Figura 18 apresenta as isotermas de sor¢do dos
filmes contendo as microcépsulas de barbatimdo com CD, filmes contendo microcapsulas

de CD-C e o filme controle com extrato a 25°C.

Figura 18 - Isotermas de sorcdo de agua dos filmes de alginato incorporados de
microcapsulas de CD e do extrato livre de barbatiméo, na temperatura de 25°C. (simbolos)

— valores observados; (linhas) — valores preditos pelo modelo de GAB.
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Na Figura 19 sdo apresentadas as isotermas de sor¢do dos filmes com contendo as
microcapsulas de barbatimdo com CD/X, filmes contendo microcdpsulas de CD/X-C e o
filme controle com extrato a 25°C.

Figura 19 - Isotermas de sorcdo de &gua dos filmes de alginato incorporados de
microcapsulas de CD/X e do extrato livre de barbatimdo, sob temperatura de 25°C.
(simbolos) — valores observados; (linhas) — valores preditos pelo modelo de GAB.
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Como as figuras 18 e 19 mostram, os filmes apresentaram pequeno aumento de
ganho de umidade nas isotermas de sorcdo até umidades relativas de equilibrio (URE) de
aproximadamente 64 %. A partir deste valor a sorcdo de agua cresceu de forma mais
acentuada até URE de 92 % .

As isotermas de sor¢cdo mostraram uma forma sigmoidal (figura 18 e 19)
caracteristica de isotermas do Tipo Il, que absorvem uma quantidade relativamente
pequena de &gua a baixas atividades de agua, e uma grande quantidade de agua em
atividades elevadas. Segundo Al-Muhtaseb et al. (2004) este comportamento € devido ao
fato da agua afetar o desempenho estrutural dos filmes como efeito plastificante, sendo que
em baixa umidade relativa, o efeito plastificante € muito pequeno e a mobilidade das
cadeias da matriz do filme é restrita. A medida que aumenta a umidade relativa, existe um

acumulo de moléculas de 4gua como aglomerados na matriz polimérica, seguido por
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inchago, o que resulta em aumento da disponibilidade de locais de ligag&o para a sor¢éo de
agua.

O modelo Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB) foi usado para ajustar os dados
de adsorcéo de agua em todo o intervalo de URE. Os parametros do ajuste do modelo de
GAB aos dados de equilibrio de sorcdo sdo apresentados na Tabela 15. O ajuste do modelo

foi satisfatério, com o coeficiente de determinacéo (R?) variando entre 0,984 e 0,997.

Tabela 15 - Valores das constantes da equacdo de GAB a 25 °C calculados por regresséo
ndo linear para os filmes produzidos.

Parametros do modelo Filme
de GAB FCD FCD/X FEXT FCD-C FCD/X-C
mo 0,097 0,123 0,091 0,107 0,093
C 18,664 8,115 27,318 35,701 77,541
K 0,909 0,806 0,948 0,869 0,871
R’ 0,993 0,987 0,988 0,984 0,984

FCD: filme com microcapsulas de barbatimdo CD; FCD/X: filme com microcapsulas de barbatimdo CD/X;
FEXT: filme com extrato liofilizado de barbatimdo; FCD-C: filme com microcapsulas controle de CD;
FCD/X-C: filme com microcapsulas controle de CD/X.

Pode-se observar que as curvas nas figuras 18 e 19 indicam que as isotermas de
sorcdo para os filmes FCD e FDC-C nao foram grandemente afetadas pela presenca dos
compostos bioativos do barbatiméo, porém com maior interferéncia para os filmes com
microcapsulas acrescidas de xantana (FCD/X e FCD/X-C). Esta mesma tendéncia foi
também observada para o valor calculado da monocamada (m,) (Tabela 15).

O valor de m, esta relacionado com a maxima quantidade de adgua que pode ser
adsorvido em uma Unica camada, por grama de filme seco, sendo assim uma medida de
namero de sitios de sorcao (CHO et al., 2002 ). Pode-se observar na Tabela 15 que filme
FCD-C apresentou maior valor de my em relacdo o filme FCD, possivelmente devido ao
fato de que as capsulas vazias encapsulam as moléculas de &gua do ambiente. Efeito
contrario foi observado para formulagdes acrescidas de xantana, sendo que a mudanca da
conformacao estrutural da B-CD em presenca da xantana reduziu a capacidade de
encapsulacdo de moléculas de agua do ambiente. Além disso, pode-se observar que o
menor valor obtido foi para o filme com extrato livre (FEXT), demonstrando forte
interacdo entre 0s compostos do extrato e a matriz do filme, reduzindo o nimero de sitios

de sorgéo.
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Quanto ao parametro C, este esta relacionado com a diferenca de potencial quimico
na monocamada e as camadas de subsequéncias. Conforme Chen et al. (2013), um baixo
valor de C implica em filmes mais hidrofilicos e necessitando menos energia para a
adsorcdo de moléculas de agua nos locais ativos. Assim, o0s resultados da tabela 15
sugerem que os filmes com microcépsulas de extrato sdo mais hidrofilicos que os filmes
com microcapsulas vazias, ou seja, o complexo de inclusdo formado foi um complexo
solivel. Quando comparados os filmes com microcapsulas controle, o FCD-C apresentou-
se mais hidrofilico que o filme controle acrescido de xantana (FCD/X-C). Efeito contrario
foi observado para as microcapsulas de extrato, sendo o FCD/X mais hidrofilico que FCD.
Além disso, os resultados da tabela 14 sugerem que o filme com extrato livre € menos

hidrofilicos que os filmes com o extrato encapsulado.

4.3.2 Permeabilidade ao vapor de agua, solubilidade e espessura

Na tabela 16 estdo apresentados os valores meédios das espessuras, PVA e

solubilidade dos filmes produzidos.

Tabela 16 - Valores médios da espessura, permeabilidade ao vapor de agua e solubilidade

dos filmes produzidos.

. Espessura PVA Solubilidade

Filmes o L4
(mm) (10"gm~s"Pa”) (%)

FCD 0,075°+0,011 7,51°+0,08 62,02%+0,68
FCD/X  0,060%0,008 5,86°+0,18 85,96°+0,35
FEXT 0,031°+0,008 4,56°+0,09 91,64"+1,43
FCD-C  0,074%+0,013 9,73%+0,25 98,91%+0,49
FCD/X-C 0,066%0,022 8,96"+0,15 99,15%+0,78

FCD: filme com microcapsulas de barbatimdo CD; FCD/X: filme com microcapsulas de barbatimdo CD/X;
FEXT: filme com extrato liofilizado de barbatimdo; FCD-C: filme com microcapsulas controle de CD;
FCD/X-C: filme com microcéapsulas controle de CD/X. *Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si
a 5% de significancia.

Pode-se observar na tabela 16 que apenas o filme com extrato (FEXT) apresentou
diferenca significativa quanto a espessura, obtendo o menor valor (0,031 mm). Segundo
Perdones et al. (2014), a diferenca de espessura em filmes incorporados de compostos
ativos é devido ao maior teor de solidos por unidade de superficie. Desta forma, a

diferenca de espessura obtida pelo filme de extrato livre é atribuida pela quantidade de
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solidos adicionado no preparo da solugdo filmogénica, uma vez que a adigdo de extrato foi
baseada na concentracdo de taninos condensados obtidas nas microcapsulas.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) mede a difusdo de moléculas de &gua
através da secdo transversal da pelicula e pode ter uma estimativa da sua propriedade de
barreira. Para prevenir ou reduzir a desidratacdo de alimentos, filmes usados como
embalagens ou revestimentos devem controlar o transporte de umidade do produto para o
meio ambiente, logo o PVA deve ser tdo baixa quanto possivel (ACEVEDO-FANI et al.,
2015)

De acordo com Beierhaiz et al. (2014), PVA é uma dissolucdo combinada de
processo de difusdo controlada, regido ndo apenas pela concentracdo e a estrutura quimica
dos componentes mas também pela mobilidade da cadeia. O menor valor de PVA para
filme do extrato livre (FEXT) pode ser explicado pela forte interagdo do extrato com a
matriz do filme (alginato), uma vez que o constituinte majoritario é taninos condensados,
este apresentando forte interacdo com polissacarideos (CARVALHO et al., 2006).

As espessuras dos filmes obtidos com as microcapsulas ndo apresentarem
diferencas significativas, porém observou-se que os filmes com microcapsulas CD
apresentaram maior valor de PVA. Este resultado é explicado devido a B-ciclodextrina ser
um composto derivado do amido, no qual varios estudos demonstram reducdo nas
propriedades de permeabilidade ao vapor de agua em filmes elaborados com amido
(Brandelero et al., 2013). Sendo assim, a goma Xxantana presente nas microcapsulas
incorporadas nos filmes proporcionou melhoria nas propriedades de permeabilidade de
vapor de agua.

As porcentagens de solubilidade em &gua de todos os filmes ativos estdo
apresentadas na tabela 16. Os filmes com microcépsulas controle obtiverem solubilidade
proximas de 100%, ndo apresentando diferenca significativa em relagdo ao acréscimo de
xantana. Este comportamento pode ser atribuido principalmente pela natureza hidrofilica
da matriz do filme (alginato) e dos agentes encapsulantes, possuindo a capacidade de
ligacdo com 4gua (RIQUELME et al, 2017).

O filme com extrato livre apresentou 91,64% de solubilidade em agua. Os valores
de solubilidade dos filmes baseados nas microcapsulas de barbatimdo CD e CD/X (62,02 e
85,96%) foram menores do que 0s seus respectivos controles (98,91 e 99,15%). Este
comportamento pode ser atribuido pela interacdo do extrato de barbatimdo com a B-
ciclodextrina, o que estabiliza a estrutura fisica dos filmes, reduzindo a sua solubilidade,

devido a um aumento da energia de ligacdo. Além disso, pode-se observar que o0 acréscimo
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de xantana influenciou significativamente na solubilidade dos filmes com as microcépsulas

de barbatiméo (CD e CD/X), aumentando sua solubilidade.

4.3.3 Propriedades mecanicas

A resisténcia a tracdo, porcentagem de alongamento na ruptura e mddulo de
elasticidade para os diferentes tipos de filmes produzidos s&o mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores médios das propriedades mecanica dos filmes produzidos.

Tensdo na Ruptura Elongac¢do na Ruptura Madulo de Young

Filmes
(MPa) (%) (Mpa)
FCD 74,18+8,78 0,0023°+0,0004 30,07°+2,33
FCD/X 79,53%5,57 0,0022°+0,0001 30,29?+3,08
FEXT 77,83%+3,96 0,0020°+0,0001 32,71%+1,77
FCD-C 29,69°+2,91 0,0029°+0,0002 11,79°%1,2
FCD/X-C 20,83°+3,14 0,0048%+0,0012 8,08%+1,33

FCD: filme com microcapsulas de barbatimdo CD; FCD/X: filme com microcapsulas de barbatimao CD/X;
FEXT: filme com extrato liofilizado de barbatimdo; FCD-C: filme com microcapsulas controle de CD;
FCD/X-C: filme commicrocépsulas controle de CD/X. *Letras diferentes ha mesma coluna diferem entre si a
5% de significancia.

Pode-se observar na tabela 17 que tanto a incorporacdo do extrato livre como
encapsulado ndo apresentaram diferencas significativas na tensdo a ruptura dos filmes,
apresentando valores acima de 70 Mpa, sendo valores maiores comparado aos filmes com
microcapsulas controle. Além disso, observou-se que os filmes constituidos de extrato livre
ou microencapsulado, apresentaram menor elongacdo na ruptura e maior modulo de
Young, sendo caracteristicas de filmes pouco elasticos.

Em relacdo aos filmes incorporados de microcapsulas controle, pode-se observar
que apresentaram maiores valores de elongacao na ruptura e menores valores de tensdo a
ruptura e médulo de Yong. A maior elongacdo e menor modulo de Yong podem ser
explicados devido os corpos de prova para realizacdo da analise terem sidos mantidos em
umidade relativa de 53%, demonstrando assim que as capsulas controle possivelmente
complexaram com moléculas de agua, proporcionando um efeito plastificante para os

filmes controle.
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4.3.4 Andlise de cor

As propriedades de cor dos filmes ativos sdo de grande importancia uma vez que
estas influenciam diretamente na aceitabilidade de alimentos em que estes séo aplicados. A
tabela 18 apresenta as propriedades de cor dos filmes ativos contendo as microcapsulas de

barbatimao e o extrato liofilizado.

Tabela 18 - Propriedades de cor dos filmes produzidos.

Filmes L* a* b* H° AE*
FCD 53,93%1,30 16,71°40,70 32,27+0,26 62,62 13,39
FCD/X 51,93%+0,36 18,15'“10,08 32,89%40,07 61,10 11,87

FEXT 42,72°+1,51 19,59%0,12 25,55°+1,35 52,52 -

FCD: filme com microcapsulas de barbatimdo CD; FCD/X: filme com microcapsulas de barbatimdo CD/X;
FEXT: filme com extrato liofilizado de barbatim&o. *Letras diferentes ha mesma coluna diferem entre si a
5% de significancia.

Comparando a cor do filme de extrato com os filmes das microcapsulas, observou-
se na tabela 18 que os valores de L* (luminosidade) e b* (amarelo) aumentaram e 0s
valores de a* (vermelho) diminuiram para as duas formulacdes de filmes. Comportamento
diferente para o valor b* e as proporcdes de L*, a* e H foi observado na analise de cor das
microcapsulas sozinhas (Tabela 12), sendo estas mudancas relacionadas a presenca em
maior proporcao de alginato nos filmes.

O filme de extrato livre apresentou-se mais opaco e com tonalidade mais préxima
do marrom comparado aos filmes com microcapsulas. Em relacdo ao angulo H, os filmes
com as duas microcapsulas apresentaram-se mais claros em relacdo ao filme de extrato,
apresentando cor mais préxima do amarelo. Quanto a mudanca de cor total dos filmes com
as microcapsulas em relacéo ao filme de extrato variou de 11,87-13,39, sendo a formulacéo

com acréscimo de xantana com menor valor.

4.2.5 Anélise morfologica

A analise da morfologia dos filmes foi realizada usando microscopia eletronica de
varredura (MEV). As micrografias da superficie e fissura dos filmes de alginato

incorporado com microcapsulas e extrato livre de barbatimédo sdo mostradas na figura 20.
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Figura 20 - Fotografias micrografias de varrimento eletronico de microscépio dos filmes
produzidos. (a) superficie do filme com microcapsula CD; (b) fratura do filme com
microcépsula CD; (c) superficie do filme com microcapsula CD/X; (d) fratura do filme
com microcapsula CD/X; (e) superficie do filme com extrato livre; (f) fratura do filme com

extrato I.

As superficies e as fraturas dos filmes contendo as duas formulacBes de
microcapsulas e o extrato liofilizado (figura 20) mostrou uma microestrutura ligeiramente

Unica, com superficie heterogénea e formagéo de pequenos aglomerados. Esta semelhanga
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explica a ndo presenca de diferencga significativa das propriedades mecanicas para os trés
filmes.
As micrografias da superficie e fratura dos filmes de alginato incorporado com

microcéapsulas controles sdo mostrados na figura 21.

Figura 21 - Fotografias micrografias de varrimento eletronico de microscopio dos filmes
produzidos. (a) superficie do filme com microcapsula CD-C; (b) fratura do filme com
microcapsula CD-C; (c) superficie do filme com microcdpsula CD/X-C; (d) fratura do
filme com microcépsula CD/X-C.
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Pode-se observar que os filmes com as microcapsulas controle apresentaram
caracteristicas semelhantes, de superficie com bastante irregularidade e com presenca de
fragmentacBes em suas fraturas. Devido a essas caracteristicas, explica-se 0s menores
valores obtidos para as propriedades mecanicas dos filmes, uma vez que apresentaram de
fragmentacdes em suas fraturas. Além disso, essa caracteristica podem ser responsaveis
pelos valores mais elevados de PVA dos filmes, em compara¢do com os demais filmes.

Mesmo comportamento foi relatado por Norajit et al. (2010), ao produzir filmes de
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alginato incorporados de extrato de ginseng, onde os filmes com maiores porosidades
apresentaram maiores valores de PVA.

Ao comparar as superficies dos filmes contendo as microcdpsulas e 0 extrato de
barbatimdo (figura 20), confirma a forte interagdo do extrato com a matriz do filme

(alginato), ndo apresentando fragmentagdes em suas fratura.

4.3.6 Cinética de liberacéo dos filmes

O perfil de liberacdo de polifendis totais dos filmes incorporados de extrato de
barbatimao livre e encapsulado foram avaliados em solucdo hidroalcodlica em temperatura

de refrigeracéo (4 °C) e temperatura ambiente (25 °C),e estdo apresentados na figura 24.

Figura 22 - Perfis de libertacdo de polifenois totais a partir de microcapsulas de
barbatimdo em solucéo hidroalcodlica 50% em temperaturas diferentes (4 e 25 °C).
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Fonte: Autora.

Como nos ensaios de liberacdo das microcapsulas, a liberacdo dos filmes ativos
também foi analisada em (480horas), porém, optou-se plotar os graficos no intervalo de
144 horas para melhor visualizacdo dos comportamentos das curvas.

Como a figura 24 mostra, a taxa de liberacdo de polifendis totais dos filmes
contendo extrato encapsulado ndo diferiram quanto a presenca de xantana, porém
apresentou diferenca quando submetidos em temperaturas diferentes. Na temperatura de 25
°C, a liberagcdo maxima de ambos os filmes foi obtida nas primeiras horas, sendo que a

temperatura de 4 °C apresentou uma liberagdo mais lenta, atingindo 80 % apds 10 horas e a
liberacdo maxima em 24 horas.
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Quanto ao filme com extrato livre (FEXT), verificou-se que apresentou menor taxa
de liberacdo em relacéo aos filmes com extrato encapsulado, obtendo taxa maxima de 21%
em 144 horas para 25 °C e 12% em 24 horas a 4 °C. Além disso, como pode-se observar, a
temperatura de 4 °C também proporcionou menor liberacdo para o filme de extrato livre.

O perfil de liberacdo de taninos condensados dos filmes incorporados de extrato de
barbatimao livre e encapsulado foram avaliados em solucdo hidroalcodlica em temperatura

de refrigeracéo (4 °C) e temperatura ambiente (25 °C), e estdo apresentados na figura 23.

Figura 23 - Perfis de libertacdo de taninos condensados a partir de microcapsulas de
barbatiméo em solucéo hidroalcodlica 50 % em temperaturas diferentes (4 e 25 °C).
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Fonte: Autora.

Como a figura 23 mostra, 0 mesmo comportamento que apresentou na liberacdo de
polifenois totais, foi observado para taninos condensados, uma vez que o acréscimo de
xantana ndo demonstrou grandes diferencas na liberacdo, sendo a temperatura a maior
influencia.

Quanto ao filme com extrato livre (FEXT), verificou-se que apresentou menor taxa
de liberacdo em relacdo aos filmes com extrato encapsulado, tendo inicio de liberacdo apos
24 horas, obtendo taxa maxima de 29 % em 144 horas para 25 °C e 22 % em 72 horas a 4
°C. Além disso, como pode-se observar, a temperatura de 4 °C também proporcionou
menor liberacdo para o filme de extrato livre.

E importante ressaltar que as curvas cinéticas de liberacdo dos compostos bioativos
dos filmes apresentaram mais instaveis comparados com as apresentadas para a cinética de
microcapsulas (Figuras 16 e 17). Esta instabilidade pode ndo ser inesperada, uma vez que,
0 alginato torna-se uma variavel adicional para a difusdo dos compostos bioativos, criando

uma estrutura adicional para a liberagéo.
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Quanto a reducdo de libertacdo de compostos bioativos dos filmes com extrato livre
corrobora com os resultados das analises de isotermas dos filmes, uma vez que o filme com
extrato livre apresentou-se mais hidrofobico em relagdo aos demais filmes com extrato
encapsulados. Além disso, sendo a matriz do filme um polissacarideo, o0 comportamento de
reducédo de liberagdo também pode ser atribuido a forte interagdo dos compostos bioativos
com o alginato, uma vez que 0s extratos encapsulados ndo apresentaram esta forte
interacdo (CARVALHO et al. 2006)

Conforme Appndini et al. (2000), uma réapida libertacdo do agente ativo ndo é
desejavel, uma vez que podem promover a migracdo do soluto para partes internas do
alimento, reduzindo a acdo de protecdo na superficie. Contudo, se a taxa de libertacdo €
muito lenta, a sua concentracdo inibitéria pode ndo ser alcancada. Sendo assim, é de
grande importéancia o conhecimento da taxa de liberagdo e, portanto, a difusividade dos
agentes ativos a partir da matriz do filme sendo um fator determinante para o

desenvolvimento e aplicagéo dos filmes ativos (ZACTITI et al., 2009).
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CAPITULO 5
CONCLUSOES

A casca de barbatimdo apresentou grande capacidade biolégica antioxidante
justificada por sua composicdo quimica, que apresenta no extrato, teores consideraveis de
compostos fenolicos e taninos condensados. O melhor processo de extragdo foi realizado a
temperatura de 50 °C, pH da solugdo 7,0 e amostra obtida por peneira de 20 mesh (D 0,84
mm).

No processo de encapsulacdo a formulacdo CD apresentou maior eficiéncia de
encapsulacdo para taninos condensados. As propriedades fisicas das formulacbes
apresentaram valores positivos para sua estabilidade. A adigdo de goma xantana promoveu
maior estabilidade das microcapsulas na cinética de liberacdo. Esta estabilidade também
foi observada nas curvas de DSC, onde o pico de fusdo dos compostos bioativos foi de 156
°C paraa CD, e 200 °C para a CD/X.

Na elaboragéo dos filmes, a presenga de goma xantana das microcapsulas melhorou
a permeabilidade de vapor de agua e solubilidade dos filmes. Quanto a liberagédo
controlada dos compostos, as duas formulacGes apresentaram comportamentos
semelhantes, com altas taxas de liberacdo em curto tempo, comparada com o filme
controle de extrato livre. Considerando a aplicabilidade dos filmes ativos como alternativa
de aumentar a vida de prateleira em produtos sujeitos a oxidagdo, uma alta taxa de
liberacdo dos compostos ndo seria recomendada, podendo assim sugerir novos estudos de
liberacdo das formulacGes de filmes.

Desta forma, pode-se concluir que se torna viavel a utilizacdo da casca de
barbatimdo na elaboracdo de extratos ricos em compostos bioativos, como a
microencapsulacdo do mesmo, podendo ser amplamente explorada na industria de

obtencdo de embalagens biodegradaveis ativas.
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CAPITULO 6
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudos com a utilizacdo de barbatimao na area de alimentos sdo muito escassos, e
devido as limitacdes de tempo, ndo foi possivel abordar todos os aspectos da obtencdo e
caracterizacdo de microcapsulas, como também a producdo de filmes. Portanto, a seguir
serdo listados alguns novos pontos interessantes que poderdo ser explorados:

- Estudo de preparacéo e caracterizagdo dos compostos bioativos utilizando outros
agentes encapsulantes para aplicacdo em filmes;

- Realizagdo de novos testes de liberacdo do filme com extrato livre ou
microencapsulado com outros agentes encapsulantes, alterando as concentragdes de
solugéo;

- Obtencdo de filmes com base em amido, evitando a forte interacdo do extrato com
a base do filme como ocorrido no presente estudo;

- Estudo da aplicabilidade do filme como agente antioxidante em alimentos;

- Estudo da biodegradabilidade dos filmes.
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ANEXO 1 - CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO PARA POLIFENOIS TOTAIS

Tabela 19 - ConcentracOes utilizadas e triplicatas de absorbancias obtidas para a

construcdo da curva padréo de acido gélico.

Concentragao Absorbéncia (nm)
(mg/L) 1 2 3
90 0,57 0,587 0,572
180 0,58 0,68 0,682
270 0,703 0,706 0,703
360 0,747 0,738 0,756
450 0,783 0,788 0,779
540 0,857 0,862 0,859
630 0,907 0,914 0,897
720 0,963 0,967 0,965
810 0,991 0,995 0,989
900 1,071 1,074 1,069

Figura 24 - Curva padrdo de acido géalico utilizada na determinacao do teor de polifendis

totais, a 725 nm.
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78

- CURVA PADRAO DE TROLOX PARA ATIVIDADE

Tabela 20 - ConcentracOes utilizadas e triplicatas de absorbancias obtidas para a

construcdo da curva padréo de trolox da atividade antioxidante pelo método DPPH.

Concentragao Absorbéncia (nm)
(mg/L) 1 2 3
0 0,775 0,775 0,777
2,5 0,688 0,69 0,688
5 0,585 0,59 0,588
7,5 0,498 0,496 0,498
10 0,398 0,407 0,405
12,5 0,29 0,297 0,294
15 0,201 0,196 0,196
17,5 0,095 0,094 0,098
20 0,031 0,029 0,032

Figura 25 - Curva padrdo de trolox utilizada na determinacdo de atividade antioxidante
pelo método DPPH, a 517 nm.
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ANEXO 3 - CURVA PADRAO DE CATEQUINA PARA TANINOS

CONDENSADOS

Tabela 21 - ConcentracOes utilizadas e triplicatas de absorbancias obtidas para a

construcdo da curva padréo de catequina.

Concentragao Absorbéncia (nm)

(mg/L) 1 2 3

0 0 0 0
30 0,064 0,064 0,063
60 0,146 0,134 0,133
90 0,203 0,198 0,193
120 0,251 0,264 0,25
150 0,304 0,302 0,305
180 0,347 0,358 0,369
210 0,425 0,417 0,402
240 0,481 0,444 0,479
270 0,539 0,535 0,498
300 0,588 0,587 0,599

Figura 26 - Curva padrédo de catequina utilizada na determinacéo de taninos condensados,

a 500 nm.
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CURVA PADRAO DE TROLOX PARA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

Tabela 22 - ConcentragOes utilizadas e triplicatas de absorbancias obtidas para a

construcdo da curva padréo de trolox da atividade antioxidante pelo método ABTS.

Concentragao Absorbéncia (nm)

(LM) 1 2 3
0 0,67 0,684 0,677
200 0,604 0,622 0,614
400 0,532 0,536 0,538
600 0,501 0,5 0,498
800 0,426 0,417 0,422
1000 0,323 0,349 0,336
1200 0,287 0,299 0,302
1400 0,257 0,241 0,24
1600 0,196 0,189 0,193
1800 0,131 0,118 0,125
2000 0,093 0,086 0,056

Figura 27 - Curva padrdo de trolox utilizada na determinacdo de atividade antioxidante
pelo método ABTS, a 734 nm.
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ANEXO 5 — VALORES UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DOS GRAFICOS DE
LIBERACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DAS MICROCAPSULAS

Tabela 23 - Intervalos de tempo e porcentagens de liberacdo de polifendis totais das duas
formulagGes de microcapsulas em temperatura de 4 e 25 °C.

Tempo 25°C
(horas) CD CD/X CD CD/X
0 0 0 0 0
1 88,68 43,33 80,51 38,68
3 93,10 61,90 88,61 59,06
6 91,59 71,08 94,50 59,30
10 92,37 82,99 96,17 69,10
24 95,58 82,99 90,72 92,69
72 97,42 94,51 102,11 91,57
144 94,90 100,78 99,46 95,66
240 103,69 106,12 101,57 102,58
360 96,26 97,67 100,69 93,91
480 97,67 98,98 100,69 94,00

Tabela 24 - Intervalos de tempo e porcentagens de liberacdo de taninos condensados das

duas formulagGes de microcapsulas em temperatura de 4 e 25 °C.

Tempo 25°C
(horas) CD CD/X CD CD/X
0 0,00 0,00 0,00 0,00
1 49,20 7,42 42,46 12,41
3 64,91 17,29 67,38 21,26
6 69,09 21,83 70,11 26,93
10 70,93 38,85 70,11 39,98
24 79,09 44,52 80,53 46,90
72 76,64 66,30 80,90 58,13
144 81,54 75,27 81,52 60,29
240 81,03 82,36 84,00 74,02
360 83,78 84,46 83,75 78,33
480 82,35 84,46 84,50 80,90
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ANEXO 6 — VALORES UTILIZADOS PARA A OBTENCAO DOS GRAFICOS DE
LIBERACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DOS FILMES

Tabela 25 - Intervalos de tempo e porcentagens de liberacdo de polifendis totais dos trés
filmes ativos em temperatura de 4 e 25 °C.

Tempo 4°C 25°C
(horas)  FcD FCD/X FEXT FCD FCD/X FEXT
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 64,90 69,42 10,27 93,32 80,54 15,27
3 81,25 79,98 14,97 100,43 98,62 11,86
6 83,76 79,60 6,71 102,40 103,65 14,82
10 86,37 75,39 3,60 106,63 103,32 14,44
24 101,50 97,57 12,70 104,27 105,86 20,88
72 98,45 98,56 9,97 102,62 91,10 18,80
144 97,97 92,76 7,32 97,06 102,99 21,26
240 103,37 101,27 7,24 99,63 99,56 23,46
360 95,46 92,70 5,42 88,94 101,99 2141
480 99,04 83,52 2,47 94,28 95,74 23,46

Tabela 26 - Intervalos de tempo e porcentagens de liberacdo de taninos condensados dos

trés filmes ativos em temperatura de 4 e 25 °C.

Tempo 4°C 25 °C
(horas)  FcD  FCD/X FEXT FCD  FCDIX FEXT
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 56,51 74,74 0,00 102,15 53,29 0,00
3 9352 7521 5,84 120,60 100,64 0,00
6 7825 7855 0,00 101,85 98,89 0,00
10 7569 5821 0,00 121,83 82,05 0,00
24 107,29 109,53 7,93 106,30 82,84 17,00
72 100,14 111,92 22,58 92,16 99,84 27,46
144 119,65 110,33 18,39 96,31 106,20 28,85
240 126,88 120,02 1421 82,63 80,69 21,88
360 11580 103,18 12,11 53,10 93,80 23,97

480 99,80 62,50 7,93 55,87 59,01 23,97




