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RESUMO

O cerrado € um dos biomas existentes no territorio brasileiro com um
grande numero de espécies endémicas de plantas, sendo muitas delas
utilizadas com finalidade terapéutica por conta da alta concentracdo de
compostos bioativos. Dentre essas plantas, o caja, que é fruto do cajazeiro,
tem um alto teor de metabdlitos secundérios que contem valor funcional em
sistemas biologicos. Os compostos fendlicos sao bioativos que estédo
presentes no caja, sdo substancias reativas, sensiveis a muitos estimulos
como a temperatura, que pode comprometer a atividade e utilizacdo desses
compostos, sendo 0 processo de microencapsulacdo uma forma de aumentar a
estabilidade dessas moléculas. O objetivo desse trabalho foi microencapsular o
extrato das cascas do caja com quitosana a partir de spray drying, bem como o
estudo de estabilidade das microparticulas sob trés diferentes temperaturas (4°
+2°C, 25° + 3° C e 40° C com 70% de umidade) durante 30 dias. A quitosana
foi o polimero escolhido por apresentar um baixo custo, alta biodegradabilidade
e baixa toxicidade. As microparticulas demonstraram aspecto esférico com
superficie lisa e enrugada, demonstrando a formacdo do produto desejado. O
teste de estabilidade nos 30 dias mostrou uma retencdo do teor de ~83% de
compostos fendlicos nas microcapsulas refrigeradas, ~77% em temperatura
ambiente e ~54% em temperatura estressante. As microparticulas foram
formadas e mantiveram uma maior estabilidade quando refrigeradas,
demonstrando a sensibilidade térmica desses compostos em temperatura
ambiente (25° + 3° C) e em temperatura estressante (40° C com 70% de
umidade), onde houve a maior degradacéo.

Palavras-Chave: Microencapsulacdo. Estabilidade. Compostos fendlicos.

Spondias mombin L.



ABSTRACT

Cerrado is one of the biomes existing in the Brazilian territory with a large
number of endemic plant species, many of them being used for therapeutic
purposes because of the high concentration of bioactive compounds. Among
these plants, caja, which is the fruit of cajazeiro, has a high content of
secondary metabolites that have functional value in biological systems.
Phenolic compounds are bioactive that are present in Caja, are reactive
substances, sensitive to many stimuli such as temperature, which can
compromise the activity and use of these compounds, and the
microencapsulation process is a way to increase the stability of these
molecules. The objective of this work was to microencapsulate the extract of the
caja and chitosan shells from spray drying, as well as the study of microparticle
stability under three different temperatures (4°+2°C,25°+3°Cand40°C
70% humidity) for 30 days. Chitosan was the polymer chosen for its low cost,
high biodegradability and low toxicity. The microparticles demonstrated
spherical appearance with smooth and wrinkled surface, demonstrating the
formation of the desired product. The 30-day stability test showed a retention of
~ 83% phenolic compounds in refrigerated microcapsules, ~ 77% at room
temperature and ~ 54% at stressful temperature. The microparticles were
formed and they kept a greater stability when refrigerated, demonstrating the
thermal sensitivity of these compounds at room temperature (25 ° + 3 ° C) and
stressful temperature (40° C, 70% humidity), where there was the greatest
degradation.

Keywords: Microencapsulation. Stability. Phenolic Compounds. Spondias

mombin L.
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1. Introducéo

O Brasil é o pais com o maior numero de espécies de plantas do mundo
(FILARDI et al., 2018). Dentre os biomas existentes no territorio brasileiro, esta
o cerrado, que é considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade
desde o ano 2000. Este termo é referente a regides que possuem pelo menos
1.500 espécies de plantas endémicas e perderam pelo menos 70% do seu
habitat natural (SAWYER et al., 2017).

As condicdes adversas caracteristicas do cerrado, como 0 convivio com
o fogo, com as chuvas sazonais e o solo pobre de nutrientes, sdo, em grande
parte, responsaveis pelas propriedades fisioldgicas e fitoquimicas das plantas
desse bioma (FANK-DE-CARVALHO et al., 2015). O perfil fitoquimico dos
frutos do cerrado demonstra um enorme potencial terapéutico em razao da
presenca de bioativos produzidos pelas plantas. Nesses organismos, 0S
compostos fendlicos tém a funcdo de protecao contra a exposicao ao estresse
hidrico, alta radiacdo ultravioleta, ataques herbivoros, infecgbes por fungos,
entre outros (ALBUQUERQUE; RAMOS; MELO, 2012; BAILAO et al., 2015).

Dentre as frutas desse bioma, estd o cajd (Spondias mombin L.),
também chamado de taperab4, caja verdadeiro e caja-mirim, € um membro da
familia Anacardiaceae, podendo ser encontrado nas areas tropicais da
Ameérica, Asia e Africa. Esse fruto se apresenta como uma pequena drupa
ovoide com fina pele amarelada e um sabor agridoce (TIBURSKI et al., 2011).
Ha estudos que comprovam o alto teor de bioativos no caja, entre eles os
compostos fendlicos (BAILAO et al., 2015; TIBURSKI et al., 2011).

Muitos compostos fendlicos sdo conhecidos por apresentarem
propriedades antioxidantes, que lhes conferem acdo terapéutica. O acido
elagico, por exemplo, € um dos compostos presentes no caja, e apresenta
acao anti-inflamatéria em doencas cronicas, principalmente na colite ulcerativa,
doenga de Cronh’s, Alzheimer e diabetes (DEROSA; MAFFIOLI; SAHEBKAR,
2016).

Os compostos fendlicos sdo substancias altamente instaveis, produzindo
inimeros produtos de reacdo durante o armazenamento e processamento,
sendo, portanto, susceptiveis a estimulos externos (CHEYNIER; HALBWIRTH,

2017). A instabilidade desses compostos pode comprometer sua atividade
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biologica e suas propriedades benéficas. Portanto, seu comportamento sob
diferentes condi¢des deve ser avaliado e levado em consideragcdo, uma vez
que sua reatividade torna-os sensiveis a estimulos térmicos, a luz, ao oxigénio,
a solventes, a presenca de enzimas, proteinas e ions metalicos ou associacéo
com constituintes alimentares. Dentre esses estimulos, a degradacao térmica
dos compostos fenolicos € um aspecto que pode interferir substancialmente
suas potenciais aplicacdes (VOLF et al., 2014).

Por essa razdo, € necessario considerar na utilizagdo de processos
como a microencapsulacdo, que permite a protecdo, diminuindo a degradacédo
e aumentando a estabilidade dessas substancias (ALVIM et al., 2016; CABRAL
et al., 2018). A microencapsulacdo pode utilizar diferentes tipos de materiais
poliméricos, dentre eles a quitosana, que contém caracteristicas interessantes
para essa técnica, sendo um composto biodegradavel, biocompativel e nao

toxico, além de ser uma matéria prima de baixo custo (GELFUSO et al., 2011).
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2. Revisado de Literatura

2.1. Cerrado

O Brasil € um dos poucos lugares onde ainda se mantém grandes areas
de conservacao, o que é relevante do ponto de vista da preservacdo, uma vez
que € o pais com maior numero de espécies de plantas do mundo (FILARDI et
al., 2018). Dentre os biomas existentes no territorio brasileiro, o cerrado se
destaca sendo considerado um dos hotspots mundiais de biodiversidade,
apresentando extrema abundancia de espécies endémicas. A palavra
“hotspots” se refere a regides que possuem mais de 1.500 espécies de plantas
endémicas e perderam pelo menos 70% do seu habitat natural (SAWYER et
al., 2017).

O cerrado possui uma vegetacao particular, com gramineas, ervas e 30
a 40% de plantas lenhosas. As arvores e os arbustos exibem galho e tronco
contorcido com uma casca grossa que € resistente ao fogo, contendo folhas
corinaceas brilhantes. Segundo a literatura, o convivio dessas plantas com o
fogo, juntamente com as chuvas sazonais e 0 solo pobre de nutrientes, €
responsavel pelas suas caracteristicas fisiologicas e fitoquimicas (FANK-DE-
CARVALHO et al., 2015).

Muitos estudos sobre frutos desse bioma vém sido desenvolvidos por
conta do crescente interesse em seus bioativos. O conteudo e a quantidade de
metabdlitos secundarios podem ser diferentes a depender dos fatores
ecolégicos nas areas onde as plantas sdo cultivadas (BIAZOTTO et al., 2019).
A producédo desse tipo de composto pode ser consequéncia da exposi¢cao ao
estresse hidrico, alta radiagao ultravioleta, ataques herbivoros e infec¢des por
fungos (BAILAO et al., 2015), pois a hipétese é que o nivel de investimento é

maior onde 0s recursos sao mais escassos (ALBUQUERQUE, 2012).

2.2. Frutos do cerrado
Como um bioma com uma extensa variedade de espécies endémicas, o
cerrado apresenta uma gama de frutas exdéticas que possuem caracteristicas
sensoriais peculiares e intensas, despertando o interesse dos consumidores e
industrias. Essas frutas sdo consumidas pela populacdo da regido na forma in

natura e em alimentos processados, como sucos, sorvetes, paes e bolos. Tais
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alimentos tem enorme importancia na cultura local (MORZELLE, 2015).

Frutas, de um modo geral, sdo alimentos funcionais ricos em
fitoquimicos que apresentam efeitos promotores da saude e podem reduzir o
risco de doencas cronicas. Dessa forma, esses alimentos podem agir
regulando acdes do organismo como o sistema inflamatério, a pressao
sanguinea, os niveis de colesterol, entre outros (MIRMIRAN, 2014).

Além do interesse sensorial nos frutos do cerrado, existe o interesse na
atividade bioldgica, pois evidéncias sugerem que na floresta seca as plantas
medicinais sdo uma rica fonte de bioativos, que séo diretamente responsaveis
pela acdo terapéutica, conferindo-lhes um valor funcional (ALBUQUERQUE,
2012).

O pequi (Caryocar brasiliense), por exemplo, apresenta importancia
comercial devido a presenca de nutrientes como compostos fendlicos e
fitoesterdis. Também foram detectados compostos com alto poder antioxidante
na polpa do pequi como o acido galico, o &cido quinico, a quercetina e a
quercetina 3-O-arabinose. Ja o buriti (Mauritia flexuosa) é um fruto que tem
altos niveis de fendlicos totais e carotenoides (precursores da vitamina A).
Essa composicdo pode ser til para o combate a deficiéncia de vitamina A em
paises subdesenvolvidos, como uma alternativa encontrada na dieta (BAILAO
et al., 2015).

2.3. Spondias mombin L.

O caja (Spondias mombin L.) € um membro da familia Anacardiaceae,
podendo ser encontrado nas areas tropicais da América, Asia e Africa. Esse
fruto se apresenta como uma pequena drupa ovoide com fina pele amarelada e
um sabor agridoce (TIBURSKI et al., 2011). Também é popularmente chamado
de caja, taperaba, caja verdadeiro e caja-mirim. Este fruto despertou o
interesse dos pesquisadores por ter um alto potencial antioxidante e um alto
teor de bioativos (BAILAO et al., 2015).

A caracterizacdo de bioativos realizados no nordeste do pais revelou a
presenca de fendlicos totais, dentre eles os flavonoides, flavondis e taninos
condensados, bem como vitamina C em polpas congeladas de caja. Segundo a
literatura, a quantidade de fendlicos totais presentes na polpa do caja
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apresenta uma maior concentracdo quando comparada a algumas frutas
consumidas no Brasil. Além da caracterizacdo dos bioativos, foi feita a
quantificacdo da atividade antioxidante e os resultados apontaram o caji como
uma fruta com atividade antioxidante acima da média (TIBURSKI et al., 2011).

Os bioativos presentes no caja conferem-lhe atividades biolégicas de
interesse, jA descrito por muitos autores. O cajd e o murici da Amazobnia
apresentaram efeitos citotoxicos em células cancerigenas do ovario em um
estudo realizado in vitro, no qual o extrato contendo os bioativos levou a parada
do ciclo celular e apoptose das células doentes (SOUZA et al.,, 2019). Mais
estudos precisam ser feitos para o desenvolvimento de novas estratégias
quimioterapéuticas, nos quais os bioativos desses extratos possam atuar na
promocao e prevencado da saude.

Outro estudo verificou a acdo gastroprotetora significativa do suco de
caja, que pode estar relacionado com um mecanismo ligado a acédo
antissecretora. Em ratos, o suco deste fruto foi eficaz na aceleracdo do
processo de epitelizacdo da parede gastrica, demonstrando um enorme
potencial como um alimento funcional (BRITO et al., 2018).

O cajd é um fruto com atividades bioldgicas interessantes, porém,
estudos incluindo partes como as cascas ou as sementes poderiam ser
significativos do ponto de vista do valor funcional e ambiental, pois essas
partes da fruta acabam sendo descartadas como residuos nas industrias. Melo
e colaboradores (2016) quantificaram o teor de polifendis totais em residuos
agroindustriais e identificaram uma concentracéo de 8,71 + 0,40 mg EAG/g de
semente liofilizada, demonstrando que esse residuo poderia ser empregado
como um subproduto da producéo industrial.

Mais estudos seriam necesséarios para entender melhor o teor de
compostos fendlicos das cascas e sua possivel atribuicdo, uma vez que néo
sao utilizadas com um fim alternativo. Portanto, o uso de subprodutos reduz o
desperdicio, convertendo os residuos em resultados econdmicos benéficos
para a sociedade e meio ambiente (IRIONDO-DEHOND; DEL CASTILLO,
2018). Vodnar e colaboradores (2017) descreveram a importancia da atividade
biologica de subprodutos industriais, sugerindo que os residuos de casca de
maca, polpa de cenoura, casca de uva vermelha e branca, e polpa/casca de

beterraba possuem nutrientes e componentes antioxidantes, podendo ser uma
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alternativa para formulacdo de alimentos com valor agregado, dentre outras

aplicacoes.

2.4. Compostos Fenolicos

Compostos fendlicos pertencem a uma classe de compostos que inclui
uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, que possuem no
minimo um anel aromatico, em que pelo menos um hidrogénio € substituido por
um grupamento hidroxila. Uma recente definicdo propés que o termo
“polifendis” fosse usado apenas para metabdlitos secundarios vegetais
derivados da via fenilpropandide e/ou policetideo. O mesmo apresenta mais de
um anel fendlico e € desprovido de grupos funcionais baseados em nitrogénio
(CHEYNIER; HALBWIRTH, 2017).

Essa substancia é produzida por plantas e microrganismos, mas faz
parte da cadeia alimentar dos animais, mesmo estes produzindo o anel
benzénico em pouca quantidade (SANTOS, 2002). Os polifendis apresentam
diversos papéis funcionais nas plantas, incluindo resisténcia de plantas contra
patdgenos microbianos e animais herbivoros e protecdo contra a radiacao
solar, que provavelmente foram fatores determinantes para a evolugado das
plantas, bem como a reproducdo, nutricdo e crescimento (QUIDEAU et al.,
2011). Além disso, auxiliam em papéis biolégicos fundamentais como
fotossintese, suporte estrutural, transporte e adesdo ao oxigénio (LIANG et al.,
2019).

Estes compostos podem ser formados a partir de duas rotas
biogenéticas: pela via do acetato-polimalato e pela via do &cido chiquimico a
partir de carboidratos, formando varios metabdlitos secundarios, como mostra a
figura 1. A rota determina a composicao do composto fendlico resultante. Pela
via do acido chiquimico, os compostos terdo grupos hidroxilas em posicéo orto.
Ja pela via do acetato-polimato, os grupos hidroxilas ficam dispostos em meta
(SANTOS, 2002).
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Figura 1. Biossintese do metabolismo secundario (SANTOS, 2002).

A maioria dos compostos fendlicos é encontrada na forma de ésteres ou
de heterosideos, ndo na forma livre (BRAVO, 1998). Por serem compostos
fendlicos, podem formar ligac6es de hidrogénio, sendo estas intramoleculares
ou intermoleculares, 0 que é uma caracteristica importante na ligacdo com
proteinas. Portanto, sdo consideradas substéncias extremamente reativas e
susceptiveis a oxidacdo, pois a energia de dissociacdo de ligacdo entre o
hidrogénio e o oxigénio é considerada fraca, o que permite a producédo de
radicais fenoxil pela abstracdo de hidrogénio (QUIDEAU et al., 2011).

A instabilidade desses compostos pode comprometer sua atividade
biolégica e suas propriedades benéficas. Portanto, seu comportamento sob
diferentes condicbes deve ser avaliado e levado em consideracdo, uma vez
gue sua reatividade o torna sensivel a estimulos térmicos, a luz, ao oxigénio, a
solventes, a presenga de enzimas, proteinas e ions metalicos ou associacao
com constituintes alimentares. Dentre esses estimulos, a degradacdo térmica
dos compostos fendlicos é um aspecto que pode interferir substancialmente
suas potenciais aplicacbes e por essa razdo, deve ser melhor investigada

(VOLF et al., 2014). As antocianinas sao um exemplo de compostos fendlicos
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com baixa tolerancia a altas temperaturas, tendo a degradacdo de sua
estrutura e diminuicdo da atividade antioxidante observada por Oancea e
colaboradores (2018) apo6s procedimentos térmicos realizados no extrato de

sabugueiro (Sambucus nigra L.).
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Figura 2. Propriedades fisico-quimicas basicas e reatividade do grupo funcional do
fenol. E = Eletréfilo, Nu = Nucledfilo (adaptado de QUIDEAU et al., 2011).

A forma estrutural primaria desse composto € um anel fendlico contendo
um grupo hidroxila. A parte fenolica tem carater hidrofébico, enquanto o grupo
hidroxila tem carater hidrofilico, que pode ser tanto um doador quanto um
aceptor de ligagbes de hidrogénio. A presenca de pelo menos dois grupos
hidroxila adjacentes em um anel fendlico abre a porta para quelacdo de metais,
como mostra o esquema 1. Além disso, muitos compostos fendlicos tém a
absorcado ultravioleta em torno de 270 a 320 nm, o que explica seu efeito

protetor contra raios solares nas plantas. Os fendis tém um carater nucleofilico
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suave e podem ter essa caracteristica enfatizada por desprotona¢do em anions
fendxidos, como resultado da acidez moderada da ligagcdo OH, com pKa entre
8-12, em sistemas biologicos (QUIDEAU et al., 2011).

Os compostos fendlicos sdo economicamente importantes, pois sao
amplamente usados na induastria alimenticia e farmacéutica. Alguns sé&o
aromatizantes, como a vanilina (KUNDU, 2017), e outros, como 0 acido
elagico, tém efeito anti-inflamatério em doencgas crénicas, principalmente na
colite ulcerativa, doenca de Crohn, Alzheimer e diabetes (DEROSA; MAFFIOLI;
SAHEBKAR, 2016). Além disso, muitos compostos fendlicos tém apresentado
atividade antioxidante, o que sugere que essas substancias poderiam proteger
0s sistemas bioldgicos contra reacdo oxidativa (CHEYNIER; HALBWIRTH,
2017).

A acdo antioxidante que os compostos fendlicos existentes nas frutas
apresentam podem diminuir a incidéncia de doencas degenerativas, como
cancer, artrite, arterosclerose, doencas cardiacas, inflamacéo, disfuncéo
cerebral e aceleracdo do processo de envelhecimento (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015). Além dessas func¢bes, alguns compostos fendlicos
apresentam acdo de citoprotecdo, antimutagénica, antiestrogénica e
antiangiogénica, entre outras (SUN; HEILMANN; KONIG, 2015).

2.5. Quitosana

A quitina deriva de conchas de caranguejos, camardo, outros crustaceos
e alguns insetos (BEDIAN et al., 2017). E considerada um dos polissacarideos
com maior taxa de producdo na natureza, vindo logo ap6s a celulose, e é um
composto altamente biodegradavel (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016).

Este polimero tem caracteristicas extremamente relevantes, como
biocompatibilidade, bioatividade e alta resisténcia mecanica. Porém, sua
aplicacéo é limitada devido a sua baixa solubilidade. Essa caracteristica desvia
a atencado para o principal derivado da quitina, que é a quitosana (BEDIAN et
al., 2017).

A palavra quitosana se refere a uma combinacdo das duas formas do
polimero: D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina, sendo, portanto, um

copolimero obtido a partir da desacetilacdo da quitina (figura 3). O grau de
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desacetilacéo € a razdo entre as unidades, a forma acetilada (predominante na
quitina) e a forma desacetilada (predominante na quitosana). Quando o grau
atinge menos de 50% molar, a molécula passa a se chamar quitosana e torna-
se solavel em meio acido aquoso (YOUNES; RINAUDO, 2015).

QUITIMNA QUITOSAMNA
CH CH3
oM 0= OH o=
fg- NH. fo— HH
HO_\ 9 HO-T Desacetiaclo | g | 9 HO-J
0 —9 - A —o
NN T Son (CH,CO) NH) T Sou
0=
= CH =i =n
M-acetil-D-glucosamina D-glucosamina

Figura 3. Estrutura quimica da quitina e da quitosana (adaptado de YOUNES;
RINAUDO, 2015).

As unidades acetiladas podem formar ligacdes de hidrogénio e
interacOes hidrofébicas que estabilizam e fornecem certa rigidez a estrutura
molecular. Ja nas unidades desacetiladas, a glucosamina pode ser ionizada, o
que Ihe confere a caracteristica de um polieletrdlito catiénico, algo que destaca
esta molécula no grupo dos biopolimeros (LIZARDI-MENDOZA; MONAL;
VALENCIA, 2016).

A conversdo de quitina em quitosana por meio de desacetilagcdo pode
ser feita de forma enzimatica ou por meio de processos quimicos. Os
processos quimicos através da desacetilacdo alcalina sdo mais frequentemente
usados por conta do baixo custo e do alto rendimento para produ¢do em massa
(YOUNES; RINAUDO, 2015). Geralmente, o processo quimico é feito tratando
a quitina com hidréxidos em temperaturas acima de 80° C (MUXIKA et al.,
2017).

Como um polissacarideo catibnico, a quitosana se mostra eficaz na
construgdo de particulas com base em interagcfes eletrostaticas, sendo assim
um biopolimero adequado para a encapsulacdo de macromoléculas
hidrofilicas, que se associam a quitosana por ligacdes de hidrogénio ou
interacOes eletrostaticas. Esse biopolimero se mostra um material flexivel, pois
esta disponivel em diferentes pesos moleculares e graus de acetilagéo,

permitindo um ajuste fino das caracteristicas das particulas (JOYE;
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MCCLEMENTS, 2014). Desse modo, a quitosana € um biopolimero que pode
estabelecer diversas interacdbes com compostos organicos e inorganicos
(LIZARDI-MENDOZA; MONAL,; VALENCIA, 2016).

Sun e colaboradores (2017) relataram em seu estudo interacdes
hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio entre a quitosana e os polifendis do
extrato de maca (Malus domestica), ndo havendo indicios de ligacdes
covalentes, sendo, portanto, interagbes com uma maior reversibilidade. As
ligacdes de hidrogénio aconteceram entre o grupo OH dos compostos fendlicos
com os grupos OH e NH da quitosana. Além disso, a adicdo dos compostos
fendlicos ao filme de quitosana aumentou a espessura, densidade,
solubilidade, o grau de intumescimento e opacidade do filme, além de diminuir
o conteudo de agua.

A gquitosana € amplamente empregada em sistemas de administracdo de
medicamentos, pois pode ser utilizada na liberacdo controlada de farmacos
(LIZARDI-MENDOZA; MONAL; VALENCIA, 2016; MUXIKA et al., 2017;
LECETA et al., 2013).

Na area cosmeética, a quitosana tem acdo contra os efeitos dos raios
solares, podendo ser usado em produtos organicos como um aditivo. Ademais,
pode ser uma boa opcéo para o tratamento de 4gua poluida por ser um agente
quelante, entre outras diversas aplicagcdes (MUXIKA et al., 2017).

2.6. Microencapsulacéao

O aumento da demanda por produtos de valor agregado tem afetado as
tendéncias do mercado global. Pensando em atender a estas demandas, novas
técnicas tém sido desenvolvidas, como € o caso da micro e nanoencapsulacao
(PAULO; SANTOS, 2017). As principais areas interessadas nessa tecnologia
séo as areas farmacéutica e cosmética, onde uma das principais aplicagdes é a
liberagdo controlada de medicamentos; e a area alimenticia, que faz uso da
microencapsulacdo desde a producdo de matéria prima até a fabricacdo e
armazenamento de produtos finais (JOYE; MCCLEMENTS, 2014; CARVALHO;
ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

Joye e Mcclements (2014) classificam a diferenca entre as nano e

microparticulas através do tamanho, caracterizando as nano como particulas
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que tenham até 100 nm. Dessa forma também € importante levar em
consideracdo que a mudanga no tamanho da particula altera suas
caracteristicas fisico-quimicas. Portanto, escolher adequadamente o tamanho
da particula e o material que sera utilizado é uma etapa essencial.
Microparticulas podem ser separadas em microcapsulas e microesferas
(figura 4). A diferenca essencial entre elas é que na microesfera o principio
ativo fica em uma matriz, preso entre os polimeros, sem ter um envoltério. Ja a
microcapsula € um sistema reservatorio, ou seja, o principio ativo fica no

nacleo, enquanto o polimero envolve o material (PAULO; SANTOS, 2017).

Microcapsulas Microesferas
(Sistema Ressrvatorio) (Sistema Matriz)

Polimero Polimero

Principio Ativo Principio Ativo

(A) (8)

Figura 4. Estrutura das microcdpsulas e das microesfera (adaptado de PAULO;
SANTOS, 2017).

A microencapsulacao € definida como sendo um procedimento no qual
pequenas particulas ou goticulas, podendo ser um material liquido ou sélido,
sdo envolvidas ou revestidas por um material polimérico. Este método pode ser
utilizado para fornecer meios de converter liquidos em sélidos, para alterar os
atributos coloidais e de superficie, para fornecer protecdo ambiental e para
controlar a liberacdo ou disponibilidade de materiais revestidos (BANSODE et
al., 2010).

No caso de micro e nanoparticulas utilizadas na industria, os materiais
de revestimento podem ser biopolimeros, lipidios, surfactantes e minerais. Os
biopolimeros sao classificados de acordo com a estrutura da microparticula,
que esta esquematizado na figura 5. Os materiais usados como biopolimeros
podem ser proteinas, derivadas de animais ou plantas, e polissacarideos, que
sao muito utilizados pelo baixo custo, pela biocompatibilidade e pela baixa
toxicidade (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).
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Figura 5. Particulas biopoliméricas podem se apresentar de variadas formas. As mais
comuns sdo as particulas de hidrogel (i), particulas de hidrogel cheias (ii), particulas
biopoliméricas (iii), complexos de incluséo (iv) e complexos polieletroliticos (v) (JOYE;
MCCLEMENTS, 2014).

As microparticulas podem ser obtidas a partir de diferentes processos. A
principal diferenca entre os métodos de encapsulagdo estd na forma de
aprisionamento do principio ativo, podendo ser feita a partir de processos
fisicos, quimicos ou fisico-quimicos. Para a escolha do processo adequado
deve-se levar em consideracdo o tipo do material ativo, o0 mecanismo de
liberacdo do mesmo e a aplicacdo (SUAVE et al., 2006).

O spray drying é um dos métodos de microencapsulacdo baseado na
secagem do material, de forma a protege o mesmo de hidrélise e outras
degradacfes. A industria usa este método com o intuito de encapsular
compostos como flavonoides, vitaminas, minerais, corantes e 6leos, por ser
uma técnica simples, rapida e de baixo custo. Além disso, a microencapsulacdo
também é utilizada em moléculas como &cidos graxos poliinsaturados,
carotenoides e vitaminas, gue passam por esse processo para evitar a
oxidacdo, aumentando assim sua estabilidade (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

De forma geral, a microencapsul¢céo leva a uma maior resisténcia de
compostos sensiveis a estimulos externos, como no caso de curcuminoides,
que sado bioativos presentes na curcuma, onde foi relatada a protecdo desses
bioativos contra a¢des nocivas do calor, da luz e da oxidacao, o que resulta em
menores taxas de degradacao dos farmacos (ANG; DARWIS; POR, 2019).
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2.7. Microparticulas de quitosana

As microparticulas de quitosana podem ter diferentes aplicacdes devido
as suas caracteristicas estruturais e seus efeitos terapéuticos. Evidéncias
mostram o0 aumento do efeito antimicrobiano de medicamentos para
tuberculose quando ha a adicdo de quitosana. Por esta razdo, o emprego de
microparticulas de quitosana com esses farmacos para o tratamento da
tuberculose se mostrou promissor (VINSOVA; VAVRIKOVA et al., 2011).
Porém, apesar dos beneficios apresentados, um estudo de citotoxicidade feito
in vitro mostrou que este polimero é toxico para macrofagos alveolares, ndo
sendo, portanto, um polimero indicado como veiculo de drogas inalantes
(BITENCOURT et al., 2015).

Elas também podem ser interessantes para sistemas tépicos de
liberacdo de farmacos devido a sua capacidade de proteger os principios ativos
da degradacéo (LIANG et al., 2017) e restringir a penetracao transdérmica do
farmaco, devido ao tamanho de particula (GELFUSO et al., 2011).

Além dessas funcionalidades, as microparticulas de quitosana
mostraram efetividade na conservacdo de compostos fendlicos em diferentes
temperaturas, mostrando que a tecnologia de microencapsulacado poderia ser
eficiente na preservacdo desses compostos durante o0 armazenamento
(CABRAL et al., 2018).

Estudos com microparticulas de quitosana, obtidas a partir de spray
drying, envolvendo o minoxidil mostraram um rendimento de até 45% no
processo de encapsulacdo. Porém, mesmo sendo aparentemente baixo, o
método se mostrou interessante por ser uma operacdo simples, ter
reprodutividade e apresentar baixos niveis residuais de solvente organico,
sendo menos toxico quando comparado a outros métodos de encapsulacao
(GELFUSO et al., 2011).

A capacidade mucoadesiva da quitosana também é uma propriedade
importante para alguns sistemas, como, no carreamento de farmacos para
tratamento de desordens oculares. Esse polimero tende a permanecer em
contato com a mucosa ocular por mais tempo e aumentar a biodisponibilidade
do medicamento, reduzindo assim a ocorréncia de efeitos adversos por conta
da absorgcdo sistémica da fracdo da preparacdo drenada pelo ducto
nasolacrimal (GELFUSO et al., 2015).
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Como veiculos de entrega oral, as microparticulas também podem ser
Uteis, pois a quitosana pode aumentar o tempo de retencdo, aumentando o
tempo de liberagdo do farmaco. Liang et. al. (2017) também descreveu que a
microparticula teve acao protetora para os polifendis no trato gastrointestinal, o

gue a torna adequada para administracao via oral.
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3. Justificativa

E de se esperar que exista um alto teor de compostos fendlicos em
frutos do cerrado, por conta das caracteristicas Unicas desse bioma
(ALBUQUERQUE, 2012). O interesse nesses compostos é explicado pelos
diversos beneficios que essas substancias trazem a saude tendo como um dos
principais efeitos a acdo antioxidante, que acaba prevenindo doencas
degenerativas por proteger os sistemas biolégicos contra reacdo oxidativa
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015; SUN; HEILMANN; KONIG, 2015;
CHEYNIER; HALBWIRTH, 2017). Porém, por conta da susceptibilidade desses
bioativos a degradacdo oxidativa, sensibilidade a luz, metabolismo rapido,
depuracdo sistémica e hidrdlise rapida em solucdes alcalinas, existem enormes
limitacBes para seu uso em modelos pré-clinicos e clinicos (ANG et al., 2019).
Por essa razdo, se torna importante o processo de microencapsulacdo no
intuito de aumentar a estabilidade dessas moléculas (CABRAL et al., 2018),
mantendo suas fungbes bioativas por mais tempo, evitando degradacao
térmica e mudancas negativas (HAMED; OZOGUL; REGENSTEIN, 2016;
ALVIM et al., 2016). O polimero quitosana foi escolhido como agente
encapsulador por conter caracteristicas como: ser biodegradavel,
biocompativel e ter baixa toxicidade, além de ser uma matéria prima de baixo
custo (GELFUSO et al.,, 2011). Esta € uma etapa inicial de uma forma de
aplicacdo da microencapsulacdo na estabilidade térmica de compostos
fendlicos extraidos das cascas do caja, que € um subproduto da industria

alimenticia.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo geral
Microencapsular, caracterizar e avaliar a estabilidade das
microparticulas formadas, contendo o extrato de casca do caja (Spondias

mombim L.) em diferentes condi¢des de temperatura, por 30 dias.

4.2. Objetivos especificos
e Obter microparticulas contendo o extrato da casca do caja;
e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das microparticulas;
e Avaliar a estabilidade das microparticulas quanto ao contetdo de
polifendis totais em 3 temperaturas diferentes (4° + 2° C, 25° + 3° C e
40° C com 70% de umidade) e periodos diferentes (0, 7, 14 e 30 dias

apos o inicio do estudo de estabilidade).
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5. Metodologia

5.1. Amostras

Os frutos de caja (Spondias mombin L.) foram provenientes da Embrapa
Cerrados (CPAC), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
localizada em Planaltina (DF) (segundo as coordenadas geograficas, 150 35’
30” de latitude Sul e 470 42°00” de longitude a Oeste de Greenwich). A area
enquadra-se no bioma cerrado, com solo caracterizado como Latossolo
Vermelho-Escuro, textura muito argilosa, em relevo praticamente plano, sob
Cerrado Ralo.

As amostras foram coletadas quando os frutos estavam prontos para a
colheita. A unidade experimental foi composta por aproximadamente 200
frutos. Os frutos foram descascados manualmente e as cascas colocadas em
temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 24 horas, para diminuir a umidade
proveniente da polpa do fruto. A partir das cascas foi elaborado o extrato

etandlico.

5.2. Elaboracédo do extrato de caja

O extrato das cascas de caja foi elaborado conforme a metodologia
descrita por Lees e Francis (1972), com adaptacdes. O etanol foi adicionado as
cascas de caja, na proporcdo de aproximadamente 1:2 (peso casca
fresca/solvente), e colocados para maceracdo durante sete dias sob
refrigeracdo e ao abrigo da luz. Apés isso, o extrato foi filtrado e armazenado
em frasco ambar, sob refrigeracao.

O extrato etandlico das cascas do caja foi utilizado para a quantificacao

de polifendis totais e obteng¢édo das microparticulas.

5.3. Quantificacdo de fendlicos totais no extrato de caja
A quantificacdo fendlica dos extratos foi realizada através de analise
espectrofotométrica (Hitachi, modelo U-3900H), sendo avaliada a partir do
método de Folin-Ciocalteau. Os céalculos foram feitos segundo a curva padrdo
de acido galico e os resultados foram expressos em equivalente de acido galico
(EAG) por 100g da casca do caja (SINGLETON e ROSSI, 1965).
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5.4. Obtencédo de microparticulas de quitosana contendo extrato de
caja

A quitosana de peso molecular médio, com desacetilagdo entre 75% e
85%, adquirida na Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha), foi utilizada como
polimero para a microencapsulacdo. As microparticulas foram produzidas por
meio de atomizacdo, segundo o método de Gelfuso (2011) com adaptacdes de
Cabral (2018), no qual 16g da quitosana foi dissolvida em 800 mL da solucéo
aguosa a 1% (v/v) de acido acético, e 4,67g do extrato (peso seco em 200mL)
foi incorporado a solucéo, sendo deixada sob agitacao por 24 horas.

Apbs esse periodo, a solucdo contendo quitosana e extrato etandlico foi
processada pelo spray drier (Labmaqg, modelo MSD 1.0). O fluxo de ar quente
utilizado foi de 4,5 m3 (fixo), com a temperatura de entrada de 140° C e a
temperatura de saida de aproximadamente 99° C. O fluxo de vazao foi de
aproximadamente 0,7 litros por minuto, através de um bico atomizador
pressurizado de 1,0 mm de diametro, com o ar de atomizagéao a 30 litros por
minuto (GELFUSO et al., 2011; CABRAL et al., 2018).

5.5. Caracterizacdo das microparticulas

5.5.1. Rendimento da microencapsulacao
Apbés a obtencdo das microparticulas por spray drying, as
mesmas foram pesadas e o rendimento do processo foi calculado como
porcentagem em funcdo da quantidade de sélidos adicionados durante o
processo de preparacdo (GELFUSO et al., 2011), segundo a equacao 1:

R% = ( Qf/ Q:) x 100 (Equacao 1)

onde R% é o rendimento de encapsulacao, Qf € o quantitativo total obtido no
final do processamento e Qi é o quantitativo de sélidos presentes no inicio do

processamento das microparticulas.

5.5.2. Eficiéncia de encapsulagéo

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacédo, foi avaliada a
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qguantidade de polifendis totais encapsulados nas microparticulas de quitosana
a partir do método de Folin-Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI, 1965) adaptado
por Cabral et al. (2018), no qual as microparticulas foram deixadas 24 horas
sob agitacdo em uma solucdo de acido acético a 1%. Antes da leitura em um
espectrofotometro a 760 nm, as amostras foram centrifugadas durante 10
minutos a 4000 rpm (Hettich Zentrifugen, modelo EBA 20). O célculo da
eficiéncia de encapsulacgao foi feito segundo a equagéao 2:

EE% = (Qobtida / Qtedrica) x 100 (Equacéo 2)

onde EE% é a eficiéncia de encapsulacdo de compostos fendlicos na
microparticula, Qobtida é a quantidade de polifendis totais presente dentro das
microparticulas apds o processamento e Qtedrica € a quantidade de polifendis

totais que foi adicionado para microencapsulagéo.

5.5.3. Morfologia
Para a analise morfoldgica e a visualizacdo da distribuicdo de tamanho
das microparticulas, foram obtidas fotomicrografias, utilizando o microscopio
eletrbnico de varredura (MEV Jeol JSM-7000F), com aproximadamente 10 mg
da amostra previamente metalizada com ouro. A amostra foi analisada em
aumentos de 1000 a 5000 vezes (TAO et al., 2018).

5.5.4. Estudo de estabilidade

As microparticulas foram avaliadas quanto ao teor de polifendis totais
nos periodos de 1, 7, 14, 30 dias ap0s a elaboracdo, nas temperaturas
ambiente (25° = 3° C), refrigerada (4° £ 2° C) e temperatura estressante na
camara climatica (40° C, 70% de umidade). As amostras foram armazenadas
sob o abrigo da luz e em eppendorfs separados para cada dia de analise, para
diminuir a interferéncia da luz e do ar. Para a analise utilizou-se o método de
Folin-Ciocalteau (SINGLETON e ROSSI, 1965) com as adaptacdes descritas
anteriormente (CABRAL et al., 2018).
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5.5.5. Analise estatistica
Todas as analises foram realizadas com duas repeti¢cdes e em triplicata.
ANOVA, Andlise de Correlacdo e Teste Tukey HSD foram realizados no
programa STATISTICA 10.0. admitindo nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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6. Resultados e Discussao

6.1. Quantificacdo de fendlicos totais do extrato da casca do caja

O valor quantificado de polifendis totais na casca do caja proveniente do
cerrado foi de 557,65 + 29,73 mg de equivalentes de acido galico (EAG) por
100 g de casca fresca (mg EAG/100 g).

Segundo Bataglion e colaboradores (2015) a caracterizacdo dos
compostos fendlicos da polpa do caja demonstrou a presenca de acido gélico
(577,03 + 4,96 ug/g de polpa seca) e quercetina (119,77 = 2,24 ug/g de polpa
seca), sendo estes o0s predominantes. Soares e colaboradores (2019)
identificaram a presenca de acido elagico, acido vanilico-O-hexosideo, acidos
hidroxicinamicos e seus derivados, quercetina e quercetina-7-O-glucosideo.
Entretanto, os compostos fendlicos presentes na casca do caja podem ser
distintos dos presentes na polpa, portanto mais estudos precisam ser
realizados.

Pesquisas apontam um alto teor de polifendis totais em frutas tropicais,
dentre elas o caja também se destaca, demonstrando uma proporcao desses
bioativos tanto na casca, como comprovado no presente estudo, quanto na
polpa, apontado em outros trabalhos (BATAGLION et al., 2015; TIRBUSKI et
al., 2011). Bataglion e colaboradores (2015) realizaram a quantificacdo de
varias espécies de frutas tropicais do Brasil e demonstraram que o caja
apresentou uma maior quantidade de compostos fendlicos (712,72 + 8,71 pg/g
de polpa seca) do que foi encontrado nas seguintes espécies: acai-do-
Amazonas (Euterpe precatéria) com 264,53 + 10,56 ug/g de polpa seca, no
caju (A. occidentale) com 378,36 = 5,43 pg/g de polpa seca, na acerola
(Malpighia emarginata) com 67,00 + 7,46 ug/g de polpa seca e no abacaxi
(Ananas comosus) com 48,69 + 3,46 ug/g de polpa seca. Em um estudo com
cascas de jabuticaba (Plinia cauliflora) nativas do cerrado, foi relatado uma
concentracdo de ~1147,36 mg EAG/100g de casca fresca (CABRAL et al.,
2018), sendo este mais um indicativo do alto teor de compostos bioativos em
frutos desse bioma, principalmente nas cascas, assim como o caja.

O uso das cascas de caja para a pesquisa de compostos bioativos é
relevante, pois essa parte € considerada um residuo da producao industrial,

sendo descartada. Dessa forma, uma das estratégias para a mudanca desse
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cenario é a valorizacdo dos subprodutos alimentares, principalmente por meio
da pesquisa da atividade desses residuos. Por essa razdo, a utilizacdo de
subprodutos, reduzindo o desperdicio, pode ser convertida em resultados
econdbmicos e benéficos para a sociedade e meio ambiente (IRIONDO-
DEHOND; DEL CASTILLO, 2018).

Vodnar e colaboradores (2017) descreveram a importancia da atividade
biolégica de subprodutos industriais, sugerindo que os residuos de casca de
macéa (Malus domestica), polpa de cenoura (Daucus carota subsp. sativus),
casca de uva vermelha (Vitis labrusca 'Isabella’) e branca (Vitis vinifera
'Feteasca Regald') e polpa/casca de beterraba (Beta vulgaris) detém nutrientes
e componentes antioxidantes, podendo ser uma alternativa para formulagéo de
alimentos com valor agregado, dentre outras aplicacées.

Um exemplo da utilizacdo de subprodutos da industria é a utilizacao da
casca de rambutan (Nephelium lappaceum), que tem um teor de 546,98 mg
EAG/100 g de casca, que é semelhante ao valor encontrado para as cascas do
caja. Sua utilizacdo na industria € majoritariamente para fins ndo alimentares
que inclui aplicagdes como biossorvente, carvdo ativado, biocompdsito e
sintese biomimética, sendo 10% utilizado para fins alimenticios como gel de
polissacarideos (CHEOK et al., 2016).

6.2. Caracterizacdo das microparticulas

6.2.1. Rendimento da microencapsulacdo e eficiéncia de
encapsulacéao

O rendimento de encapsulacdo do extrato etandlico da casca de caja

com a quitosana foi de 19,5% e a eficiéncia de encapsulacéo foi 55,4%, sendo

o teor de polifendis igual a 149,59 + 4,3 mg EAG/g de microparticula. Uma

possivel resposta para esse resultado, segundo Ji, Ding e Yang (2009), é

embasada em uma das propriedades da quitosana, que forma filme com muita
facilidade, quando seca em superficie lisa, diminuindo o rendimento.

Cabral e colaboradores (2018) realizaram um estudo com

microparticulas obtidas a partir de spray drying, contendo extrato etandlico da

casca de jabuticaba (Plinia cauliflora), mostrando um rendimento de até 40% e

eficiéncia de encapsulacdo de até 89,74%. Esse resultado foi obtido através da
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quantificacdo de compostos fendlicos encapsulados. Ja outro estudo realizado
com microparticulas de quitosana, também obtidas a partir do mesmo método,
contendo extrato fendlico de casca de seriguela (Spondias purpurea L.),
mostrou um rendimento de 16,99%, que é considerado baixo (QUINTAO,
2016).

Estudos com microparticulas de quitosana, obtidas a partir de spray
drying, envolvendo o minoxidil mostraram um rendimento de até 45% no
processo de encapsulacdo. Porém, mesmo sendo aparentemente baixo, o
método se mostrou interessante por ser uma operacao simples, ter
reprodutividade de lote para lote e apresentar baixos niveis residuais de
solvente organico, sendo menos téxico em comparagcdo a outros métodos de
encapsulacdo (GELFUSO et al., 2011).

Além disso, o rendimento das microparticulas esta dentro do esperado
em virtude do tipo de equipamento utilizado e do tamanho de particula
formada, pois a separacdo entre o ciclone de ar (parte do equipamento por
onde as microparticulas passam apos a secagem) e as particulas € dificultada
guando o tamanho das mesmas é muito pequeno, causando uma diminuicdo
no rendimento do produto. A producdo em pequena escala dessas
microparticulas a partir do spray drier, como € o caso do presente estudo,
podem estar ligadas ao baixo rendimento (GONCALVES et al., 2017), pois em
escala industrial a perda de material pode ser menos significativa (GELFUSO
et al., 2011).

A diferenca entre a composicao quimica das frutas (caja, jabuticaba e
seriguela) e do minoxidil também podem estar relacionadas com os diferentes
resultados obtidos para o rendimento. A eficiéncia de encapsulacdo obtida no
presente estudo foi considerada dentro do esperado, mesmo sendo menor do
que o obtido por Cabral e colaboradores (2018), pois a jabuticaba apresenta

um maior teor de polifenois totais do que o caja.

6.2.2. Morfologia
A analise da morfologia das microparticulas formadas foi possivel por
meio de fotomicrografias geradas por microscopia de varredura eletrbnica

(MEV). Na Figura 7A, pode-se observar que essas apresentaram formato de
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esferas de tamanhos variados com superficie enrugada ou lisa, como mostra a
Figura 7B e Figura 7C. A Figura 6 revela microparticulas de quitosana sem
contetdo, que demonstraram um aspecto enrugado e homogéneo. Cabral e
colaboradores (2018) descreveram que com a adicdo do extrato, as
microparticulas demonstraram uma superficie mais lisa, como revela as
microparticulas na Figura 7B, que em comparacdo com a figura 6A
demonstraram uma superficie com aspecto mais liso, indicando uma interacéo

entre o polimero quitosana e os componentes do extrato.

Figura 6. Fotomicrografia de microparticulas de jabuticaba obtidas por spray drying
utilizando quitosana como agente encapsulador. Ampliacdo de 5.000 vezes. A: MPQO —
ndo contém o extrato da casca da jabuticaba (adaptado de Cabral et al., 2018).

Outro estudo relatou a formacdo de microparticulas de quitosana com
manitol em seu conteldo, no qual o formato foi esférico e com superficie lisa,
demonstrando uma morfologia bem definida (AL-QADI; TEBOADA;
REMUNAN-LOPEZ, 2018), sendo, em alguns aspectos, semelhantes as
microparticulas obtidas com o caja no presente estudo, que também tem a
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morfologia bem definida com o formato esférico.

_—
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Figura 7. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura em
aumentos de 1.000 a 5.500 vezes para as microparticulas contendo extrato de casca
de caja (imagens autorais).

Estudos com microparticulas contendo extrato fendlico de pétala de
acafrdo (Crocus Sativus L.), formadas a partir de spray drying, utilizando a
maltodextrina como polimero, demonstraram o mesmo padrdo na morfologia,
apresentando microparticulas de formato esférico, com tamanhos diferentes e
superficie sem rachaduras. A auséncia de rachaduras proporciona menor
permeabilidade da parede, que diminui a interacdo com o ar e fornece maior
protecdo ao conteddo encapsulado (DESAI et al., 2019). . Além disso,
superficies lisas diminuem a interacdo com outras particulas, o que pode ser
um atributo interessante em determinadas aplicacbes (GONCALVES et al.,
2017). Por outro lado essas caracteristicas podem ser uma inconveniéncia para
a remocdo do conteudo retido na microparticula (AHMADIAN; NIAZMAND;
POUFARZAD, 2019).

6.2.3. Estudo de estabilidade
O estudo de estabilidade foi realizado submetendo as microparticulas a

trés diferentes condi¢cdes de temperatura durante 30 dias: em temperatura
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ambiente (25° £ 3° C), refrigeracéo (4° + 2° C) e a temperatura estressante (40°
C, com 70% de umidade), e foi avaliado através da quantificagdo do teor de
polifendis totais das microparticulas contendo o extrato etanodlico da casca do
caja. As analises de estabilidade dos compostos fendélicos foram realizadas no
dia em que as amostras foram colocadas para o teste de estabilidade, no
sétimo dia, no décimo quarto dia e no trigésimo dia. Os resultados dessas
andlises sdo apresentados na Figura 1.

Foi identificado que as microparticulas submetidas a temperatura
ambiente e refrigerada mantiveram-se estaveis entre o primeiro e o sétimo dia,
com uma retencdo de aproximadamente 100%. As microparticulas que
permaneceram sob temperatura estressante (40° C, 70% de umidade)
apresentaram, nesse mesmo periodo, uma retencdo de ~85%. Verificou-se
diferenca estatistica (p<0,05) entre o teor de polifendis totais das
microparticulas mantidas a temperatura estressante e as demais, na qual foi
verificada uma maior degradacdo quando a microparticula foi exposta a 40° C,

com 70% de umidade.
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Figura 8. Teor de polifendis totais (%) do extrato de casca do caja microencapsulado
submetidos a diferentes condi¢Bes de temperatura: temperatura ambiente (~25° C),
refrigeracéo (~2° a 6° C) e temperatura estressante (40° C, umidade de 70%) durante
30 dias.
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*Letras diferentes (a,b,c,d,) representam diferenca estatistica significativa entre as
analises, nivel de significancia de 5% (Teste de Tukey).

Apés 14 dias do inicio do teste de estabilidade, as microparticulas
submetidas a refrigeracéo e temperatura ambiente ndo apresentaram diferenca
estatistica (p>0,05) entre o periodo de 7 e 14 dias, com uma reduc¢éo de ~20%.
Esse resultado sugere que o0s compostos fendlicos presentes nas
microparticulas estdo sendo igualmente conservados sob refrigeracdo e em
temperatura ambiente até o dia 14 do estudo de estabilidade. Ja em
temperatura estressante, a reducdo do teor de polifendis foi de ~25%,
demonstrando uma menor estabilidade (p<0,05).

Ao final do teste de estabilidade, no trigésimo dia, as microparticulas
refrigeradas apresentaram uma retencdo de ~85%, sendo este sistema 0 mais
eficiente na conservacao dos compostos fendlicos (p<0,05). J& em temperatura
ambiente, a retencdo no trigésimo dia foi de ~75%. Em temperatura
estressante, as microparticulas apresentaram uma perda gradual desde o dia
7, perdendo ~45% do teor de polifendis totais em 30 dias, sendo a temperatura
na qual houve a maior degradagéo desses compostos (p<0,05).

As microparticulas submetidas a temperatura ambiente e refrigerada
demonstraram o mesmo comportamento até o dia 14, sem expressar diferenca
estatistica (p>0,05) entre as temperaturas, mantendo uma maior estabilidade
entre os dias 0 e 7, e manifestando uma perda mais expressiva do contetdo
fendlico entre os dias 7 e 14. Ao final do teste de estabilidade, apds 30 dias,
houve um platd, no qual a degradacdo dos compostos fendlicos se mostrou
mais branda nessas duas temperaturas. Porém as microparticulas refrigeradas
demonstraram diferenca estatistica (p<0,05), comparado com as que
permaneceram em temperatura ambiente, sendo as refrigeradas as mais
eficientes na conservacao do conteudo microencapsulado.

Um estudo avaliou a estabilidade de microparticulas de quitosana
contendo extrato de casca de jabuticaba (Plinia cauliflora), no qual as
microparticulas (submetidas a temperatura ambiente, refrigerada e estressante)
demonstraram uma retencdo de ~100% até o dia 30 (CABRAL et al., 2018).
Diferente do presente estudo, em que as microparticulas apresentaram

reducdo desde o décimo quarto dia do teste de estabilidade (p<0,05). Isso pode
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ser explicado pelo alto teor de polifendis que a jabuticaba possui, em
comparacao ao caja.

Quintdo e colaboradores (2016) avaliaram a estabilidade de
microparticulas de quitosana contendo extrato de cascas de seriguela
(Spondias purpurea L.) e demonstraram que ndo houve degradacdo dos
compostos fendlicos até o dia 30 sob condi¢des de refrigeracdo, diferente dos
resultados do atual estudo, onde as microparticulas refrigeradas apresentaram
degradacdo a partir do dia 14 (p<0,05). Apesar disso houve degradacdo dos
polifendis totais das microparticulas contendo o extrato de cascas de seriguela
(Spondias purparea L.) que permaneceram em temperatura ambiente, a partir
do décimo quarto dia, apresentando diferenca estatistica (p<0,05) (QUINTAO
et al., 2016), sendo este 0 mesmo comportamento das microparticulas
contendo extrato de caja, uma vez que a concentracdo de compostos fendlicos
é semelhante nas cascas dessas duas frutas.

Tais resultados demonstraram a agdo da temperatura na degradacgéo
dos compostos fendlicos, bem como foi apresentado nas microparticulas
contendo extrato de caja. Os estudos de estabilidade de microparticulas com
diferentes extratos (CABRAL et al., 2018, QUINTAO et al., 2016)
demonstraram tendéncias diferentes da degradacdo dos compostos fendlicos,
podendo ser decorrentes de caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes
frutos.

Yingngam e colaboradores (2018) descreveram a estabilidade térmica
de microparticulas de maltodextrina com o extrato de Antidesma puncticulatum
Mig. (uma fruta tailandesa), onde as mesmas foram armazenadas a 4° C, 25° C
e 45° C. Sob 4 e 25° C, houveram pequenas alteracbes no contetdo total de
antocianina, demonstrando uma retencéo de ~90% e ~80%, respectivamente,
no final do estudo (trigésimo dia). Os resultados descritos por esses
pesquisadores foram semelhantes aos obtidos no presente estudo, no qual a
refrigeracdo aumentou a retencdo de compostos fendlicos (teor de 83%) em
relacdo a temperatura ambiente (teor de 77%) entre as duas temperaturas
testadas (p<0,05). J& em temperatura de 45° C, as microparticulas de
maltodextrina com o extrato de Antidesma puncticulatum Mig. retiveram ~50%
do conteudo de antocianinas no trigésimo dia (p<0,05). Os resultados

apresentados por esses autores foram similares as microparticulas contendo o
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extrato de caja que foram submetidas a temperatura de 40°C, que retiveram
54% do conteudo fendlico. Apesar dos resultados demonstrarem a
sensibilidade dos compostos a altas temperaturas, mais estudos precisam ser
realizados com um maior periodo de armazenamento e em relacdo a outras
variaveis que podem contribuir para a degradacdo desses compostos, como a
interagdo com o ar e incidéncia da luz.
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7. Concluséo e Consideracdes finais

Foi possivel a elaboragdo das microparticulas contendo o extrato da
casca do caja, com o rendimento e eficiéncia de encapsulacdo dentro do
esperado. A morfologia e aspectos fisicos foram avaliadas a partir do MEV, no
qual foi constatada a formacdo das microparticulas, em que foi observado
formatos esféricos com superficies lisas e enrugadas, e tamanhos diversos.

Além disso, foi verificado que as microparticulas submetidas a
temperatura de refrigeracdo apresentaram o melhor resultado no teste de
estabilidade no fim dos 30 dias, tendo um teor de retengcdo dos compostos
fendlicos de  aproximadamente 83%. Os compostos fendlicos
microencapsulados sofrem deterioracdo quando estdo em temperaturas mais
altas, como foi visto nas microparticulas que permaneceram em temperatura
ambiente e em temperatura estressante, que reteram ~77% e 54%,
respectivamente, apés os 30 dias. A maior perda do conteudo fendlico em
temperatura ambiente e refrigerada foi entre os dias 7 e 14, jA em temperatura
estressante a maior perda foi observada dos dias 14 ao dia 30.

Mais estudos precisam ser feitos sobre a estabilidade dessas
microparticulas, com um maior tempo de armazenamento em condi¢cdes
diferentes e também em comparacdo ao extrato ndo encapsulado, para
entender melhor o comportamento e avaliar se ha a protecdo desses
compostos quando microencapsulados.

A casca do caja se mostrou interessante para 0 processo de
microencapsulacdo, uma vez que como um subproduto da industria ainda
retém compostos fendlicos, que Ihe conferem valor funcional. A utilizacdo de
produtos que sobram do processo industrial para outros fins € benéfico do
ponto de vista econdmico, ambiental e social. Na indastria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, manter a estabilidade desses compostos e agregar
valor aos produtos é de grande importancia, uma vez que suas propriedades

sdo funcionais e contribuirdo para a saude humana.
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