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Resumo

Resumo

Os extratos de plantas s@o fontes abundantes de compostos fendlicos com propriedades
antioxidantes reconhecidas. Dados os beneficios que aportam para a salide humana,
estes assumem grande relevancia na industria alimentar, nomeadamente no
desenvolvimento de alimentos funcionais. No entanto, estes compostos de reconhecida
instabilidade, podem sofrer alteracdes durante o processamento dos alimentos onde séo
incorporados e apds processos metabdlicos. Neste contexto, a microencapsulacéo
possibilita a protecdo destes antioxidantes naturais, permitindo ainda a sua libertacdo
controlada. O presente trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades
antioxidantes do extrato hidroalcodlico de Rosa micrantha Borrer ex Sm na sua forma
livre e microencapsulada quando incorporados num iogurte natural. Para o efeito, foram
preparadas microesferas de alginato utilizando uma técnica de microencapsulacéo por
atomizacdo seguida de coagulagdo. O processo foi otimizado numa primeira fase
utilizando a catequina como composto modelo, sendo posteriormente aplicada ao
extrato de R. micrantha. Quando comparada com o seu homologo microencapsulado, a
incorporagdo direta do extrato de R. micrantha conduziu a produtos com atividade
antioxidante inicial superior (avaliagdo para t=0) tendo-se verificado a sua diminuigéo
para t=3 dias o que foi associado a sua degradacdo. Os iogurtes aditivados com o
microencapsulado mostraram um ligeiro incremento da atividade antioxidante para o
periodo em anélise tendo sido esta melhoria associada a libertagdo do extrato a partir
das microesferas. Assim, 0 processo de microencapsulacdo parece favorecer a
manutencdo da atividade antioxidante do extrato atraves da sua protecdo na matriz de
alginato e posterior libertacdo faseada no tempo. A observacdo por Microscopia Gtica
das microesferas incorporadas na matriz de iogurte permitiu comprovar que 0s
“reservatorios” de alginato se mantém estaveis para o periodo em analise apontando
para a viabilidade da utilizacdo deste material para a aplicacdo em estudo. Os estudos de
reidratagdo comprovaram ainda uma boa capacidade de recuperacdo de agua por parte
das microesferas liofilizadas, caracteristica importante para a aplicagdo em

desenvolvimento.
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Abstract

Abstract

Plant extracts are abundant sources of phenolic compounds with recognized antioxidant
properties. Given their benefits to human health, they assume a great importance in the
food industry, namely in the development of functional foods. However, these
compounds of known instability may suffer modifications during food processing and
after metabolic processes. In this context, microencapsulation enables the protection of
these natural antioxidants, allowing also their controlled release. This study aimed to
evaluate the antioxidant proprieties of Rosa micrantha Borrer ex Sm hydroalcoholic
extract in its free and microencapsulated form when incorporated into natural yogurt.
For this purpose, alginate microspheres were prepared using a spray/coagulation
microencapsulation technique. The process was optimized initially using catechin as a
model compound, and subsequently applied to R. micrantha extract. When compared
with its microencapsulated counterpart, the direct incorporation of the R. micrantha
extract led to products with higher initial antioxidant activity (assessment for t=0)
followed by a reduction for t=3 days, which was related with its degradation. The
yogurts added with the microencapsulated extract showed a slight antioxidant activity
increase in the analyzed time period, being this improvement associated with the release
of the extract from the microspheres. Thus, the microencapsulation process seems to
favor the maintenance of the extract antioxidant activity through its protection on an
alginate matrix and its subsequent time-phased release. Microscopic observation of the
microspheres incorporated in the yogurt allowed confirming that the alginate ‘“shells”
remained stable during the 3-day period of analysis thus pointed out for the viability of
using this material for the application under study. Rehydration studies based on freeze-
dried microspheres have shown a good ability of water recovery of the produced
microparticles, important feature for the application under development.
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Motivacdo e objetivos

1.1  Motivacéo e objetivos

A sociedade atual procura alimentos que sejam ndo apenas nutricionalmente
equilibrados, mas que apresentem também carater funcional, isto é, alimentos com
capacidade para beneficiar claramente a salde do consumidor. Neste contexto, as
propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos realcam a importancia dos extratos
naturais que os contém, podendo atuar como coadjuvantes na prevencdo de certas
doencas. No entanto, é necessario primeiramente superar certas fragilidades destes
compostos nomeadamente, 0 seu sabor amargo e a sua instabilidade durante o
metabolismo e trénsito intestinal. Neste contexto, a protecdo dos compostos fendlicos
através da sua microencapsulacdo representa uma forma de ultrapassar as restricdes
referidas, permitindo ainda a programacao da sua libertacdo no organismo. Esta foi a

principal motivacdo do presente trabalho.
Os principais objetivos do presente trabalho foram:

1- Encapsulacdo dos extratos fendlicos obtidos a partir de Rosa micrantha Borrer ex
Sm utilizando a técnica de atomizacdo seguida de coagulacdo. Este objetivo

compreendeu as seguintes etapas:

1. Otimizagdo de um método base utilizando como composto modelo o

flavonoide maioritario do extrato, a catequina;

2. Desenvolvimento/teste das metodologias de caracterizagcdo das microesferas:

eficiéncia de encapsulacdo; residuo seco e capacidade de reidratacao.

2- Incorporagdo das microesferas produzidas numa matriz alimentar, mais

concretamente num iogurte natural, estudos de estabilidade e do efeito antioxidante.

Encapsulacdo de um extrato hidroalcodlico de Rosa micrantha Borrer ex Sm para fins alimentares



Motivacdo e objetivos

1.2  Organizacao da tese

A tese encontra-se organizada da seguinte forma:

No capitulo 2 intitulado “Revisido bibliografica” é realizada uma revisdo da
literatura de interesse para a fundamentacdo do tema sendo focados 0s seguintes

topicos:

(i) Microencapsulacdo de compostos fenolicos; (ii) Incorporacdo de compostos

fenolicos em alimentos e (iii) Rosa micrantha como fonte de compostos fendlicos.

No capitulo 3, “Materiais e métodos”, é feita a descricdo dos reagentes
utilizados nas atividades laboratoriais desenvolvidas bem como as metodologias
experimentais levadas a cabo para producéo e caracterizagdo das microesferas, testes de

incorporagdo num iogurte natural e avaliacdo da atividade antioxidante.

No capitulo 4 designado por “Resultados e discussio” encontram-se descritos
0s principais desenvolvimentos experimentais acompanhados da sua discussdo e
principais conclusbes no que respeita: (i) Desenvolvimento do processo de
microencapsulacdo; (ii) Aplicagdo do processo de microencapsulacdo ao extrato de
Rosa micrantha; (iii) Avaliacdo da capacidade de reidratagdo das microesferas
produzidas e (iv) Testes de incorporacdo do extrato livre e microencapsulado num

iogurte natural e correspondente avaliacdo da estabilidade e atividade antioxidante.

No capitulo 5, “Conclusdes e perspetivas de trabalho futuro” é feita uma

sintese apresentando as principais conclusdes e breve proposta de trabalhos futuros.
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Revisdo bibliogréfica

2.1.  Compostos fenolicos

2.1.1. Stress oxidativo e producéo de radicais livres

Os radicais livres designam moléculas possuidoras de um ou mais eletrdes nao
emparelhados numa das orbitais exteriores, sendo reconhecidos pela sua instabilidade e
capacidade reativa. S8o produtos do funcionamento celular normal de organismos
aerdbicos e apresentam-se maioritariamente na forma de ROS (espécies reativas de
oxigénio) mas também na forma de RNS (espécies reativas de azoto) (Ferreira et al.,
2009). As maiorias das ROS sdo produzidas na mitocondria, perto da sua membrana o
que lhes confere acesso aos lipidos membranares, que pela sensibilidade a estas espécies
sdo alvos dos mesmos num fendmeno designado por peroxidacao lipidica. No entanto,
as ROS sdo também conhecidas por atuarem como mensageiros secundarios no controlo
de funcgdes fisiologicas normais. Sdo, portanto, moléculas sinalizadoras especificas e
desde que produzidas de forma controlada sdo essenciais para a manutencdo da
homeostase (Ferreira et al., 2009; Valle, 2011).

A grande maioria destas espécies & removida pelas defesas celulares
antioxidantes, desenvolvidas pelo organismo de modo a assegurar um funcionamento
normal. Estas defesas sdo de dois tipos distintos, enziméticas e ndo enzimaticas (Fang et
al., 2002).

As defesas enzimaticas incluem a superoxido-dismutase (SOD), a glutationa-
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). A SOD atua conjuntamente com a CAT,
primeiramente a SOD converte 0 anido superoxido em perdéxido de hidrogénio que é de
seguida transformado em A&gua pela CAT nos lisossomas, ou pela GSH-Px nas
mitocdndrias. A GSH-R regenera a GSH que é utilizada pela CAT como dadora do
hidrogénio utilizado na reducdo do peréxido de hidrogénio a agua (Ferreira e Abreu,
2007).

As defesas ndo enzimaticas incluem éacido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E) ou glutationa (GSH). A vitamina E procura prevenir a peroxidagao
lipidica, por se posicionar nas membranas. As ROS reagem com esta vitamina
formando um radical pouco reativo que € eliminado pela vitamina C que regenera a

vitamina E a sua conformacéo inicial. A GSH é um tripéptido de baixa massa molecular
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que desempenha diversas funcbes de defesa tais como, facilitar a eliminacdo de
xenobioticos, regenerar moléculas antioxidantes ou quelatar radicais livres (Ferreira e
Abreu, 2007).

Quando se verifica um desequilibrio entre a producao de radicais livres e a usa
eliminacdo pelas defesas antioxidantes estes radicais podem oxidar e danificar diversas
estruturas celulares (proteinas, lipidos ou &cidos nucleicos) num processo designado
stress oxidativo (Valle, 2011).

Os efeitos bioldgicos resultantes do processo de stress oxidativo incluem
alteracOes fenotipicas como ativacao da expressdo génica, senescéncia ou morte celular.
Estas alteracfes sdo associadas ao processo de envelhecimento e outros processos
patoldgicos (Valko et al., 2007).

Para auxiliar as defesas antioxidantes enddgenas existem um conjunto de
moléculas, denominadas fitoquimicas que atuam exogenamente enquanto antioxidantes
contra as ROS. Estas moléculas incluem carotenoides, compostos fenoélicos, compostos
azotados, alcaloides e compostos organossulforados (Ferreira e Abreu, 2007, Carocho e
Ferreira, 2013).

2.1.2. Aspetos quimicos e bioativos dos compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo produzidos em resultado do metabolismo
secundario de plantas. Derivam de uma de duas vias de sintese, a do &cido chiquimico
ou do acetato, apresentando diversas fun¢des na planta onde sdo produzidos (Crozier et
al., 2009). Assumem uma funcdo protetora, conferindo resisténcia contra agentes
agressores como ameacas microbianas ou insetos. A protecdo contra raios UV é mais
uma das potencialidades destes compostos nas plantas, bem como o envolvimento na
pigmentacdo e crescimento das mesmas. O seu conteudo na planta depende de fatores
como o amadurecimento na altura da colheita, fatores ambientais, processamento e
armazenamento (Quideau et al., 2011).

A caracteristica comum a todos os compostos fenolicos é a presenca de um
anel de benzeno hidroxi-substituido na sua estrutura. A sua classificagcdo encontra-se
dependente do numero de anéis benzeénicos que possuem, bem como do tipo de

estrutura que liga estes anéis entres si. As principais classes conhecidas incluem acidos
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fenolicos, estilbenos, flavonoides e cumarinas. A Tabela 2.1 ilustra as diferentes classes

e a sua estrutura quimica basica.

Tabela 2.1. Esqueletos estruturais basicos de compostos fendlicos (adaptado de Crozier et al.,
2009).

Esqueleto Classificagéo Estrutura bésica

Cs-C, Acidos hidroxibenzoicos QQGQH

Cs-C, CO0OH
Acidos hidroxifenilacéticos D

Acidos hidroxicinamicos

0. .0
Ce-Cs Cumarinas @E/‘/r
e

Cs-C,-Cs Estilbenos O < E

Cs-C5-Cs Flavonoides o

N

Os polifendis sdo praticamente ubiquos nos varios alimentos de origem vegetal e
em algumas bebidas (Gharras, 2009). Estes compostos sdo comuns em alimentos como

vegetais, frutos ou cereais onde sdo muitas vezes responsaveis por caracteristicas como
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sabor amargo, adstringéncia, cor, sabor ou odor dos mesmos. Sdo igualmente comuns
em bebidas como o vinho tinto, o café e chas (verde e preto). A Tabela 2.2 descreve

algumas classes de polifendis e alimentos onde estes sdo mais abundantes.

Tabela 2.2. Fontes alimentares de compostos polifendlicos vegetais (adaptado de Ignat e Popa,
2011).

Composto fenolico Fonte alimentar

Acidos hidroxicinamicos - Damascos, mirtilos, cenoura, cereais, peras,
. . cerejas, frutas citricas, sementes oleaginosas, péssegos, ameixas,

Acidos fendlicos . i
espinafre, tomate, beringelas

Acidos hidroxibenzoicos - Mirtilos, cereais, sementes oleaginosas

Magas, feijdo, trigo mourisco, mirtilos, alho-porro, alface, cebola,
Flavonoides azeitona, pimenta, tomates, frutos citricos, groselhas negras e vermelhas,

amoras, cerejas, soja, cebola, espinafre, morango

Estilbenos Uvas

A sua concentracdo depende da exposicdo a luz, bem como da preparagdo
culinaria dos alimentos. A exposicdo a luz e a outros fatores ambientais pode afetar
propriedades organoléticas e de cor uma vez que estes compostos sdo facilmente
oxidaveis. A confecdo dos alimentos ou o descasque dos frutos afeta a concentracao; no
caso dos frutos, a reducdo destes compostos ocorre porque a sua presenca € maior nas
camadas exteriores (D’Archivio et al., 2007).

A inclusdo destes alimentos na dieta humana comporta beneficios para o
consumidor, dai a importancia do estudo da bioatividade destes compostos. O efeito de
compostos fendlicos na salde humana tem sido exaustivamente estudado tendo sido
feita a atribuicdo de propriedades antioxidantes e outras com impacto no organismo
humano. Entre as propriedades que lhe sdo atribuidas incluem-se o potencial
anticancerigeno, cardioprotetor, neuroprotetor ou anti-envelhecimento. Seguidamente
serdo descritas, de forma geral, algumas destas propriedades e 0 modo como sao levadas
a cabo (Crozier et al., 2009; Han et al., 2007).
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Os compostos fendlicos apresentam as seguintes propriedades/funcdes:

Funcdo antioxidante: A capacidade oxidante destes compostos é a funcdo mais
estudada e aquela que retne mais consenso. Este poder é o resultado de trés acdes:
eliminacdo de ROS (e.g., radical superoxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxilo),
doacdo de &tomos de hidrogénio ou eletrdes e quelatacdo de catibes metalicos
envolvidos na producéo de radicais livres (Sakihama et al., 2002; Balasundram et al.,
2006). A eliminacdo das ROS ocorre por via dos grupos hidroxilo, que sendo dadores
de hidrogénios, reagem com atomos de oxigénio e azoto reativos quebrando o ciclo de
producéo de novos radicais (Pereira et al., 2009). A inibigdo de enzimas (isoformas de
citocromo Pgso, lipoxigenases, ciclo-oxigenase e Xantina oxidase) envolvidas na
formacdo de radicais livre pode ser outro dos mecanismos de acdo antioxidante destes
compostos. Pode ainda referir-se o efeito sinergista com outros antioxidantes,

nomeadamente o &cido ascorbico, o -caroteno ou o a-tocoferol (Pereira et al., 2009).

Funcdo cardio-protetora: Existem varios estudos que demonstram que 0
consumo de polifendis limita a incidéncia de doencas coronarias por inibicdo da
agregacdo de plaquetas que podem ser a causa do entupimento dos vasos sanguineos
(Dubick e Omaye, 2001; Vita, 2005). Limitam o desenvolvimento de lesdes
ateromatosas, inibindo a oxidacdo de lipoproteinas LDL (lipoproteinas de baixa
densidade), que sdo particularmente importantes no mecanismo das lesbes endoteliais
que ocorrem na aterosclerose, uma doenca cronica inflamatéria que se desenvolve nas
artérias (Zerne e Fernandez, 2005; D’Archivio et al., 2007). Para além do efeito
referido, os polifendis tém ainda um efeito anti-plaquetario e anti-inflamatorio,
contribuindo ainda para o aumento do colesterol HDL e para o melhoramento da funcgéo
endotelial (Vita, 2005).

Funcdo anticancerigena: Os polifendis exercem um efeito inibidor do
crescimento de linhas celulares tumorais e de varios tumores em modelos animais
(Carocho e Ferreira, 2013b). Este efeito tem sido observado para células tumorais
localizadas em tecidos tdo diversos como a boca, a pele ou o figado (Peters et al., 2001).
Os efeitos conhecidos incluem anti-proliferacdo, inducéo de apoptose celular, prevencao
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da oxidagdo, indugdo da detoxificacdo de enzimas, regulacdo do sistema imune do
hospedeiro, atividade anti-inflamatoria e alteragBes na sinalizacdo celular (Garcia-
Lafuente et al.,, 2009). Os polifendis influenciam ainda o metabolismo de pro-
carcinogeneos através da modulacdo da expressao da enzima citocromo Pyso que esta

envolvida na ativacdo de carcinogéneos (Pereira et al, 2009).

Funcdo antidiabética: A diabetes € uma doenca que afeta uma parte substancial
da populacdo e que esta relacionada com uma producdo inexistente ou deficiente de
insulina pelo organismo. Numerosos estudos tém descrito um efeito antidiabético dos
polifendis; as catequinas presentes no cha sdo um dos exemplos (Matsui et al., 2002).
Os polifendis afetam o nivel de glucose sanguinea através da inibicdo da absorcao de

glucose no intestino e nos tecidos periféricos.

Funcdo anti-envelhecimento: O envelhecimento esta relacionado com uma
acumulacdo de processos prejudiciais que ocorrem nas células e nos tecidos com o
aumento da idade, e a explicagdo mais consensual para este processo é a teoria dos
radicais livres/stress oxidativo. Estes processos ocorrem ao longo de toda a vida, no
entanto, com o avancar da idade a eficacia dos mecanismos de reparacdo antioxidante
diminui, tornando essencial o consumo de substancias antioxidantes, como o0s
polifendis, para amenizar estes efeitos (Harman, 2006). Pode dar-se o exemplo do
resveratrol, cujo consumo é associado um prolongamento do tempo de vida (Harikumar
e Aggarwal, 2008).

Funcdo neuro-protetora: As doengas neurodegenerativas sdo em grande parte
resultado de stress oxidativo e de danos as células cerebrais sendo as doencas de
Alzheimer e Parkinson algumas das mais comuns. O efeito protetor é muitas vezes
conseguido através do consumo de antioxidantes (Letenneur et al., 2007). Alguns
estudos tém associado o consumo de cha verde (rico em catequinas) a uma reducao do
risco de doenca de Parkinson, nomeadamente pelo facto de exercer um efeito protetor
contra a neurotoxina MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina) que causa a
doenca (Rossi et al., 2008).
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Outras fungdes: Outros beneficios incluem o efeito preventivo no tratamento da
asma, evitando a obstrucdo das vias aéreas associadas a esta doenca, ou a prevencdo da
perda de densidade mineral dssea (Nakajima et al., 2001; Woods et al., 2003). Protecao
de danos na pele por exposicédo prolongada a luz solar, regeneracao de tecidos, atividade
antiviral ou antimicrobiana e capacidade hepatoprotetora séo outras das propriedades
atribuidas (Havsteen, 2002; Gharras, 2012; Ray et al., 1999).

Para uma atividade efetiva destes compostos recomenda-se uma ingestao
minima diaria entre 100-150 mg/dia. Este valor situa-se bem acima da ingestao habitual
real dos individuos europeus em consequéncia de padrdes alimentares caracterizados
por um baixo consumo de fruta e vegetais (Manach et al., 2004). No entanto, ndo deve
ser feita uma ingestdo excessiva devido aos potenciais efeitos pro-oxidantes destes

compostos.

2.1.3. Biodisponibilidade dos compostos fendlicos

A Dbiodisponibilidade diz respeito a por¢do do composto que €é digerido,
absorvido e metabolizado pelas vias normais. Cada classe de polifendis apresenta uma
biodisponibilidade diferente, ndo existindo qualquer ligacdo entre a quantidade ingerida
e a disponibilidade no corpo humano (D’Archivio et al., 2007; Stevenson et al., 2010).
Os polifendis podem apresentar-se sob a forma glicosilada e, uma pequena parte, sob
forma agliconada. Quando na forma agliconada, podem ser absorvidos diretamente pelo
intestino delgado, no entanto, como a maioria dos fendis estéo presentes nos alimentos
sob a forma de ésteres, glicosideos ou polimeros, antes de serem absorvidos sofrem
modificagOes estruturais (D’ Archivio et al., 2007; Stevenson et al., 2010).

Quando apresentam esta ultima forma sdo hidrolisados por enzimas intestinais
(B-glucosidases e lactase-florizina hidrolase) ou pela microflora do colon, sofrendo
ainda outras modifica¢cdes durante o processo de absorcdo. Os polifendis que ndo sdo
absorvidos pelo intestino delgado chegam ao c6lon onde os glicosideos sao hidrolisados
a agliconas e estas sdao metabolizadas em &cidos aromaticos (Martin et al., 2009). Os
polifendis sdo conjugados nas células intestinais e mais tarde no figado por metilagéo,
sulfatacdo ou glucuronidagdo. Os processos de conjugagdo constituem um processo de

detoxificacdo, que aumenta a sua hidrofilicidade, facilitando o seu processo de

Encapsulacdo de um extrato hidroalcodlico de Rosa micrantha Borrer ex Sm para fins alimentares

11



Revisdo bibliogréfica

eliminacdo. Estes processos de conjugacdo ocorrem em diferentes locais; a sulfatacédo
ocorre apenas no figado e a glucuronidacdo pode ocorrer no figado e intestino. Estas
modifica¢des dificultam a determinacgéo da biodisponibilidade uma vez que a forma na
qual séo absorvidos € diferente daquela presente nos alimentos. No entanto, é dada uma
indicacdo indireta deste pardmetro pelo aumento da capacidade antioxidante do plasma
apos consumo de alimentos ricos em polifendis (Martin et al, 2009).

E a quantidade de polifendis acumulada nos tecidos que exerce atividade
bioldgica, dai que seja desejavel que este valor seja elevado. A eliminacao de polifenois
e dos seus derivados ocorre através da bilis e urina, sendo os mais extensamente
conjugados sdo preferencialmente eliminados pela primeira via enquanto os de menor
tamanho, como monosulfatos, sdo eliminados na urina (Martin et al, 2009; Stevenson et
al., 2010).

2.1.4. Rosa micrantha como fonte de compostos fendlicos

Os extratos naturais de plantas sdo fontes reconhecidas de substancias
fitoquimicas, nomeadamente de compostos fendlicos. Estes extratos tém sido
explorados pela medicina tradicional, no entanto, s6 mais recentemente foram estudados
experimentalmente e as suas propriedades validadas.

A Rosa micrantha Borrer ex Sm pertence a familia Rosacea, que desde ha muito
tem sido utilizada para fins alimentares e medicinais. De nome comum roseira-brava,
encontra-se distribuida por grande parte da Europa e regido Mediterranica. Apresenta-se
como um arbusto de folha caduca que se encontra nas imediagcdes de florestas de
carvalhos, partilhando o espaco com outras espécies silvestres da mesma familia (ex.:
Crataegus monogyna, Prunus spinosa). As folhas e os pedunculos sdo espacados e
cobertos de pelos glandulares.

Os extratos obtidos a partir de amostras silvestres de R. micrantha tém sido alvo
de estudos de determinacdo da sua composi¢do quimica bem como do seu potencial
antioxidante. A composi¢do quimica desta planta foi estudada por Guimaraes et al.
(2010) e Barros et al. (2013), nomeadamente os macronutrientes, &cidos gordos,
acucares, tocoferois, acido ascorbico e compostos fenolicos. Foram igualmente levados

a cabo ensaios para determinacdo da sua atividade antioxidante. As partes da planta
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analisadas foram as flores e os frutos em diferentes alturas do seu ciclo de vida (Figura
2.1).

Figura 2.1. Rosa micrantha Borrer ex Sm.: 1. Pétalas removidas de botdes florais (detalhe do
botéo) (parte da planta utilizada no presente trabalho); 2. Flor fertilizada; 3. Detalhe dos
frutos de flores fertilizadas; 4. Frutos verdes e detalhe dos pelos glandulares; 5. Frutos
amadurecidos; 6. Planta apresentando frutos completamente amadurecidos no final do Outono
(in Guimaraes et al. 2010).

A proteina apresenta valores semelhantes rondando 4 g/100 g massa seca em
todas as partes da planta estudadas. A gordura é o macronutriente menos abundante,
apresentando-se em maior quantidade nas pétalas e frutos muito maduros. Os hidratos
de carbono, por outro lado, sdo 0os macronutrientes mais abundantes apresentando uma
valor minimo de 88,76 g/100 g massa seca. A quantidade de agucares redutores varia
substancialmente entre o fruto verde e o fruto maduro, sendo superior no ultimo caso.

O fruto muito maduro é a parte da planta que apresenta maior valor energético.

A composicdo em &cidos gordos foi analisada, tendo sido identificados e quantificados
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vinte e dois destes compostos; a planta é rica em &acidos gordos polinsaturados,
principalmente &cido a-linoleico. Seguem-se os acidos gordos saturados, apresentando-
se em maior quantidade nas pétalas e flores fertilizadas. Os acidos gordos
monoinsaturados s&o menos prevalentes e seguem a mesma distribuicdo na planta que
0s anteriores.

A quantificacdo dos acucares permite verificar que para as pétalas, flores
fertilizadas e frutos muito maduros, o agucar predominante é a frutose. Nos frutos
verdes e maduros, é a sacarose. As peétalas e as flores fertilizadas sdo as maiores fontes
de tocoferdis. B-caroteno e licopeno sdo dois pigmentos também presentes nesta planta;
ambos apresentam maior predominancia nos frutos muito maduros.

Toda a planta apresenta atividade antioxidante, sendo mais pronunciada nas
flores fertilizadas. A concentracdo de flavonoides varia consoante a parte da planta,
apresentando valor mais elevado na flor fertilizada, cerca de 220 mg equivalentes de
catequina/g extrato. Dos flavonoides presentes no extrato desta planta, o mais
representativo € a catequina, conforme determinado por Barros et al. (2013)
apresentando um valor de 1354,14 pg/g massa fresca. A catequina ¢ um flavonoide
pertencente a sub-classe dos flavan-3-06is, comuns em alimentos como macés e ameixas
e em bebidas como cha verde ou preto, vinho tinto e sumo de uva (Gharras, 2012).

O extrato fendlico desta planta silvestre revela ainda promissoras capacidades
antifingicas contra fungos da familia Candida. O efeito verificado foi fungicida ou
fungistatico dependendo da estirpe. Os efeitos observados foram superiores em
comparagdo com outras plantas silvestres, o que se supde ser resultado do perfil de
flavonoides apresentado por R. micrantha nomeadamente, catequina e dimeros e

trimeros de procianidinas (Barros et al., 2013).

2.2 Microencapsulacao de compostos fendlicos

2.2.1 Conceito de microencapsulacéo

O processo de microencapsulacao foi desenvolvido ha aproximadamente 60 anos
e define-se como uma tecnologia capaz de encapsular materiais solidos, liquidos ou

gasosos em pequenas capsulas seladas, permitindo a libertacdo do seu conteudo a taxas
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controladas sob condigdes especificas (Fang e Bhandari, 2010). A primeira tentativa de
aplicacdo deste processo surge por volta de 1930, no entanto o primeiro produto
microencapsulado é produzido apenas em 1954 por uma empresa norte-americana para
a industria do papel (papel quimico).

O processo de microencapsulacdo pode originar particulas com distintas
morfologias, no entanto podem definir-se duas formas mais comuns: as microesferas e
as microcapsulas (Figura 2.2). Nas microesferas o material a encapsular (principio
ativo) encontra-se uniformemente distribuido na matriz do material encapsulante,
enquanto nas microcapsulas existe um ndcleo Unico envolvido por uma cépsula do
material encapsulante (Munin e Edwards-Lévy, 2011). Outras morfologias
compreendem particulas contendo uma cépsula constituida por mais de uma parede e

particulas apresentando uma forma irregular (Fang e Bhandari, 2010).

Parede Ncleo

Parede
(matriz)

Ndcleo

Figura 2.2. Principias morfologias das microparticulas (in Munin e Edwards-Lévy, 2011).

2.2.2. Materiais encapsulantes

Existem produtos de natureza diversa com potencial para aplicacdo como
material encapsulante. O processo de sele¢do deve ter em conta diversos fatores, entre
0s quais se realca a estabilidade do produto encapsulado durante o periodo de vida Util
das microparticulas (Nedovic et al., 2011).

Assim, e de uma forma geral, o material encapsulante deve, ser capaz de
proteger o material encapsulado de condi¢cGes ambientais adversas, separar substancias
incompativeis ou ainda condicionar o local de libertagdo consoante as suas
caracteristicas. A aplicagdo da microencapsulacdo na area alimentar exige que estes

materiais sejam seguros para contato humano. Estes devem ser certificados por
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entidades alimentares competentes como materiais “geralmente reconhecidos como
seguros” (GRAS).

Os principais materiais usados sao polissacarideos, lipidos ou proteinas.
Exemplos de materiais classificados nos varios grupos podem ser consultados na Tabela
2.3. Entre os varios materiais, os polissacarideos apresentam a vantagem de proteger o
composto encapsulado das condigdes do estomago e duodeno (Nedovic et al., 2011).

Tabela 2.3. Material para uso na area alimentar (adaptado de Munin e Edwards-Lévy, 2011).

Designacdo Exemplos

Amidos e derivados (Amilose, amilopectina, dextrina, maltodextrina,

celulose)

Exsudados/estratos plantas (Gomas, pectinas)

Polissacarideos Extratos marinhos (Alginato, carragenato)

Animais/microbiolégicos (Quitosano, dextrano, xantano)

Proteinas Caseina, glaten
Lipidos Acidos gordos, ceras, glicosideos, fosfolipidos
Outros Parafina, PVP, materiais inorganicos
2.2.3. Alginato

Os alginatos constituem uma familia de copolimeros polianiénicos obtidos a
partir de bactérias ou algas, sendo a alga castanha a fonte mais comum. A sua
constituicdo base inclui dois blocos (a-L-&cido gulurénico (G) e B-D-acido manurénico
(M)) que se encontram linearmente associados através de ligacdes glicosidicas do tipo
1—4 (Figura 2.3) (Goh et al., 2012).
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Figura 2.3. Componentes do alginato: (a)4-D-acido manurdnico, (M), (b) a-L-acido
gulurénico (G), (c) Estrutura quimica (adaptado de Souza et al., 2008).

As propriedades fisicas e quimicas do alginato tornam a sua aplicacdo comercial
comum em diversas areas. A Tabela 2.4 resume algumas das suas aplicacGes e o
respetivo objetivo funcional pretendido. Destacam-se a sua aplicabilidade na industria
alimentar, onde é usado como estabilizante em bebidas e espessante em geleias. As
aplicacBes mais recentes incluem a utilizacdo como biocatalisador capaz de sequestrar
metais no tratamento de aguas (Goh et al., 2012).

As propriedades do alginato permitem a formacéo de gel a partir de uma solugéo
aquosa, na presenca de catiGes. Este processo é denominado de reticulagdo idnica. Os
catides polivalentes podem substituir e estabelecer uma ligacdo preferencial com o0s
locais de ligacdo dos iGes de sodio nos segmentos de poliguluronato, produzindo um
modelo conhecido por “egg box” (Pasin et al., 2012).

Em geral, ides divalentes como Cd**, Co®*, Cu**, Mn*, Ni**, Pb®" e Zn?* podem
ser utilizados como agentes reticulantes. A quelatacdo no residuo-G das moléculas de
alginato resulta numa interag&o ionica entre os grupos do acido gulurénico. As forcas de

van der waals entre segmentos de alginato resultam numa rede de gel tridimensional.
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A Figura 2.4 ilustra o processo de formacéo do gel usando o id0 Ca®* como
agente reticulante (Pasin et al., 2012). A producdo de géis mais maleaveis é formada a
partir de alginatos com baixo contetdo de &cido a-L-acido gulurénico (Pasin et al.,
2012).

Tabela 2.4. AplicacGes e funcionalidade do alginato (adaptado de Draget e Taylor, 2011).

Aplicacdo Atributo funcional

Industria alimentar de bebidas

Bebidas, geleias Estabilizantes, espessantes

Producéo de etanol Material de encapsulagéo

Industria farmacéutica

Material de impressao dentéria Molde

Cultura e transplante de células Material de encapsulagédo

Outras industrias

Tecidos Espessante
Papel Agente adesivo
Tintas Estabilizante, agente de suspenséo
- d
Ca?*(®)
——

Figura 2.4. Representacéo de gel de alginato utilizando o i&o Ca®*como agente reticulante
(adaptado de Lee e Mooney, 2012).

O alginato é caracterizado por apresentar as seguintes propriedades:

Biocompatibilidade: A classificacdo do alginato como GRAS pela FDA torna-o

passivel de administracdo oral sem mostrar sinais de toxicidade. Estudos efetuados
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revelaram a biodegradabilidade e a ndo toxicidade deste composto, provocando uma
baixa resposta imunitéria quando ingerido oralmente (George e Abraham, 2006).

Mucoadesividade: A mucoadesividade é uma propriedade do alginato que
potencia o seu papel enquanto sistema de libertacdo de substancias em diversos locais
do trato gastrointestinal. Esta propriedade deve-se aos grupos carboxilo existentes na

parte terminal das suas cadeias moleculares (George e Abraham 2006).

Sensibilidade ao pH: O comportamento do alginato varia consoante o valor de
pH a que estd sujeito. A sensibilidade ao pH possibilita a aplicacdo deste composto
como parte de um sistema de libertacdo por via oral. A libertacdo de moléculas a partir
de capsulas de alginato € significativamente reduzida a pH baixo (ambiente gastrico)
uma vez que nestas condicBes este apresenta retracdo. No fluido géstrico, o alginato
hidratado ¢ convertido numa “pele” de acido alginico que € porosa ¢ insoluvel. Quando
transita para o trato intestinal, onde o pH ¢ superior, a “pele” de acido alginico é
convertida numa camada viscosa soltvel, ocorrendo libertagdo do contetdo da capsula
(George e Abraham, 2006).

2.2.4. Técnicas de microencapsulacao

O processo de microencapsulacdo pode ser efetuado através de diversas técnicas,

nomeadamente quimicas, fisico-quimicas ou fisicas, conforme descrito na Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Técnicas de microencapsulacéo (adaptado de Munin e Edwards-Lévy, 2011).

Técnica Exemplo
Quimicas Policondensacéo, polimerizacéo interfacial, inclusdo molecular
Fisico-quimicas Coacervacdo complexa, emulsdo, lipossomas

Spray-drying, spray-cooling, extrusdo, processos usando
Fisicas fluidos supercriticos, co-cristalizagdo, liofilizacdo (Freeze

drying)
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De entre as técnicas referidas, as mais aplicadas a encapsulacdo de polifenois
sdo: spray-drying, coacervacgdo, preparacdo de lipossomas, incluséo, co-cristalizacéo e
técnicas baseadas na preparacdo de emulsdes (Munin e Edwards-Lévy, 2011).

Cada uma destas tem um conjunto de parametros especificos que condicionam a
sua utilizagdo. Seguidamente apresenta-se uma breve descricdo das técnicas mais

utilizadas

Spray-drying: Esta técnica consiste na formacdo de microparticulas pela
atomizagdo (através de um nozzle ou atomizador) de uma solucéo contendo o principio
ativo e o material encapsulante. A consolidagdo das microparticulas ocorre por contacto
destas com um gas (ar ou azoto) aquecido promovendo a evaporagdo do solvente. As
microparticulas sdo recolhidas ap6s depositarem num ciclone ou num filtro (Fang e
Bhandari, 2010; Augustin e Hemar, 2009).

Coacervacdo: Esta técnica € baseada na capacidade que os polimeros anionicos
e catonicos sollveis em agua apresentam para interagir e formar uma fase rica em
polimero, denominada de coacervado. A formacdo das microparticulas ocorre através da
deposicdo da fase coacervada a volta do principio ativo suspenso ou emulsionado no
mesmo meio, através de alteracBes fisico-quimicas tais como pH, polaridade, forca
ionica ou temperatura. E um processo de elevado custo para uso em ingredientes
alimentares, no entanto € utilizado para ingredientes funcionais pouco estaveis como 0s

polifenois (Fang e Bhandari, 2010; Augustin e Hemar, 2009).

Lipossomas: Os lipossomas sdo microparticulas coloidais compostas por um
sistema de membranas formado por uma bi-camada lipidica que encapsula a fase
aquosa. A presenca destas duas fases permite a captura, distribuicdo e libertacdo de
materiais sollveis em agua, lipidos e substancias anfifilicas (Fang e Bhandari, 2010;
Augustin e Hemar, 2009).

Inclusdo molecular: A inclusdo molecular realiza-se a maioria das vezes
recorrendo a ciclodextrinas (CDs) como material encapsulante. Estes compostos sao

oligossacarideos ciclicos derivados do amido. Séo constituidos por uma parte exterior
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hidrofilica e uma parte interior hidrofobica. Esta estrutura torna as CDs um meio
adequado para encapsular moléculas de baixa polaridade, em microparticulas com
interior apolar, através de intera¢6es hidrofobicas (Fang e Bhandari, 2010; Augustin e
Hemar, 2009).

Co-cristalizacdo: A co-cristalizacdo € um processo de encapsulacdo em que a
estrutura cristalina da sacarose € modificada de um cristal perfeito para um cristal
aglomerado irregular, de modo a formar uma matriz porosa. Este processo decorre de
forma espontanea a temperaturas na ordem dos 120°C e em condig¢des de humidade
baixa. Ao longo da formacdo do cristal, o principio ativo é distribuido pelos espacos
vazios formados no interior destes. Este processo apresenta como vantagens a melhoria
da solubilidade, dispersibilidade e da estabilidade dos materiais encapsulados (Fang e
Bhandari, 2010; Augustin e Hemar, 2009).

Técnicas baseadas na preparacdo de emulsdes: A tecnologia de preparacdo de
emulsdes pode ser utilizada para a encapsulacdo de agentes bioativos em solucdes
aquosas, que poderdo ser aplicadas posteriormente na forma liquida ou ser sujeitas a
secagem para obtencdo de um pd. Uma emulsdo é constituida, pelo menos, por dois
liquidos imisciveis, sendo normalmente constituida por uma fase 6leo e por uma fase
agua, onde um dos liquidos é disperso no outro na forma de pequenas goticulas. A
denominagdo de “emulsdo funcional” associa-se a incorporagdo de principios ativos
numa emulsdo com aplicacdo na area alimentar. Este tipo de emulsbes foi patenteado
nos Estados Unidos, e consiste na dissolucdo dos polifenois em etanol emulsionado em
o0leo vegetal (Fang e Bhandari, 2010; Augustin e Hemar, 2009).

2.3. Incorporacdo de compostos fenélicos em alimentos

2.3.1. Interesse e vantagens

Os compostos fendlicos apresentam beneficios reconhecidos para a saude
humana, destacando-se em particular as suas propriedades antioxidantes, sendo a sua

inclusdo na dieta humana considerada de grande importancia. No entanto, para que
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ocorra 0 aproveitamento maximo destes compostos devem ultrapassar-se certos fatores
limitantes a sua ingestdo. A maioria dos compostos fendlicos apresenta caracteristicas
que limitam a sua bioatividade e probabilidade de ingestdo quando incluidos nos
alimentos sob a forma livre (Crozier et al., 2009; Chatterjee e Bhattacharjee, 2013).

Para além disto, outros fatores que tém também um efeito prejudicial na
estabilidade destes compostos, sdo:

e a instabilidade das condi¢Ges do processamento alimentar, distribuicdo e

armazenagem;
e condigdes ambientais (luz, pH, temperatura ou luz);
e condi¢cdes do metabolismo do trato intestinal (pH, enzimas, presenca de

outros nutrientes).

Como resultado, apds a sua administracdo apenas uma pequena porcao das
moléculas dos compostos fendlicos permanece disponivel. Apresentam ainda tendéncia
para oxidar, originando altera¢Bes organoléticas inconvenientes (coloracdo acastanhada
ou odores indesejaveis). Muitos destes compostos apresentam um gosto desagradavel
(adstringéncia e amargura) que deve ser mascarado antes da sua introdu¢do em produtos

alimentares (Crozier et al., 2009; Lesschaeve e Noble, 2012).

2.3.2. Microencapsulacao de extratos fendlicos

O processo de microencapsulacdo surge como possivel alternativa as limitagdes
apresentadas por estas substancias, permitindo superar a sua instabilidade, aligeirar o
gosto, e aumentar 0 seu tempo de meia-vida no organismo. Este processo permite a
protecdo do composto encapsulado, mantendo a bioatividade destes compostos que de
outro modo poderia perder-se (Duefias et al., 2010; Nedovic et al., 2011). A
encapsulacdo de extratos naturais ricos em compostos fendlicos ou de compostos
isolados foi efetuada por diversos autores. A Tabela 2.6 apresenta um resumo de alguns
estudos encontrados na literatura para o caso dos extratos naturais e a Tabela 2.7.
apresenta estudos de encapsulagdo de um composto isolado, neste caso a catequina,

dado o seu interesse para o trabalho a desenvolver.
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O interesse comercial nos compostos fenolicos ou em moléculas bioativas
encapsuladas é bastante relevante tendo em conta o nimero de patentes registadas sobre
este tema. O objetivo do processo € semelhante em todos 0s casos e consiste
principalmente na protecdo de substancias instaveis e programacéo da libertacdo numa
localizacdo especifica, normalmente o intestino delgado (Patente WO 2005/048998,
W02008/083152, US2012/0058195, MX2011/006005, CN102550817,
KR20040057565). A atualidade deste tema € evidenciada pelo facto de grande parte

destas patentes ter sido registada no corrente ano (p.ex. CN103005156, CN102499353).

Tabela 2.6. Tecnologias aplicadas na encapsulacéo de extratos naturais.

Principio ativo

Material encapsulante

Técnica

Referéncia

Myrciaria jaboticaba
(Extrato etandlico)

Maltodextrina,
Maltodextrina/goma-arabica,
maltodextrina/amido

Spray-drying

Silvaetal., 2013

Opuntia ficus-indica
(Extrato etandlico)

Maltodextrina, inulina

Spray-drying

Saénz et al., 2009

Entada Africana

Obidike e Emeje,

(Extrato etandlico) Alginato Spray-drying 2011
Morinda citrifolia L. . . Krishnaiah et al.
. Maltodextrina Spray-dryin ’
(Extrato acetato-etilico) pray-drying 2012
Hypericum perforatum . . Incluséo Kalogeropoulos et
. -cicl rina (b-CD
(Extrato metanolico) b-ciclodextrina (b-CD) complexa al., 2010
Cortex Moutan,
Rhizoma Atractylodis Alginato Emulsédo Hui et al., 2013

(Extrato aquoso)

Lippia sidoides (Extrato

Maltodextrina/goma-arabica

Spray-drying

Fernandes et al.,

etandlico) 2012
GarC|n|2ch:)(\)/Z§)(Extrato Maltodextrina, proteina Freeze drying EZh”Z@i;et al.
Daucuscarota L. Maltodextrina/ Glucodry Sorav-drvin Ersus e Yurdagel,

(Extrato etandlico) 210/ Stardri 10 pray-drying 2007

Punica granatum L.
(Extrato aquoso)

Maltodextrina

Spray-drying

Cametal., 2013

Vaccinium myrtillus
(Extrato aquoso)

Proteina

Spray-drying

Betz et al., 2012

Urtica dioica
L.,Crategus laevigata
(Extrato aquoso)

Alginato/quitosano

Extrusao
eletrostatica

Belscak-
Cvitanovi¢ et al.,
2011

Prunus cerasus L.
(Extrato etandlico)

Maltodextrina/goma-arabica

Emulsdo/Freez
e-drying

Cilek et al., 2012
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Tabela 2.7. Tecnologias aplicadas na encapsulacéo de catequinas.

Principio ativo Material encapsulante Técnica Referéncia
(+)-catequina e (-)- . -
epigalocatequina thosan%gg)o lifosfato Gelificacdo idnica | Dube etal., 2010
galato (EGCg)
Inclusio Krishnaswamy et
Catequina b-ciclodextrina (b-CD) al., 2012
molecular
(-)-epigalocatequina- Mistura lipidica (L-a- .
3-galato fosdatidilcolina+colesterol) Lipossomas Lee etal, 2008
(-)-epigalocatequina Goma- .
galato (EGCq) arabica/maltodextrina spray-drying Peres etal,, 2011
(+)-Catequina poli(l-lactido) Co-precipitacao Songtl%i;’e Sane,
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3.1. Materiais

3.1.1. Materiais utilizados no processo de microencapsulagéo

O cloreto de calcio di-hidratado foi adquirido na Panreac Quimica SAV e o

alginato de sodio na Fluka Chemie.A (+)-catequina foi adquirida na Sigma.

3.1.2. Materiais utilizados para a avaliacédo da atividade antioxidante

O padréo utilizado nos ensaios da atividade antioxidante foi o trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), e foi adquirido na Sigma. O 2,2-
difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill, MA, EUA). A
agua foi tratada num sistema de purificagcdo Milli-Q (TGI Puré Water Systems, EUA).

3.2 Meétodos

3.2.1. Processo de encapsulagdo

O processo de microencapsulacdo foi desenvolvido utilizando a catequina, o
flavonoide maioritario do extrato alvo (Rosa micrantha), como composto modelo. Este
ponto teve como objetivo otimizar as condi¢des do processo e definir as metodologias
de caracterizacdo. O metodo desenvolvido teve por base trabalhos anteriores
desenvolvidos no LSRE-IPB (Ribeiro e Vieira, 2012). A presséo e o caudal de
atomizacdo foram fixados em 0,1 bar e 0,3 mL/min, respetivamente.

A concentracdo do material de encapsulacdo (alginato) foi de 4% (m/v) e a do
agente de coagulacdo (cloreto de calcio) foi também de 4% (m/v). No que respeita a
otimizacdo do processo foram testadas as seguintes variaveis: razdo catequina/alginato
(0,025; 0,0625; 0,125), volume da solucéo de coagulagédo (500 mL; 250 mL) e tempo de
coagulagdo (24 h; 4 h). O processo de lavagem/recuperacdo das microesferas foi
efetuado de uma forma sequencial, sendo constituido pelas seguintes etapas: (i)
recuperacdo das microesferas por filtracdo sob vacuo; (ii) lavagem com agua destilada

seguido de recuperacgdo das microesferas por filtracdo (iii) liofilizagdo. As microesferas
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secas foram depois acondicionadas em frascos protegidos da luz a temperatura ambiente
para posterior caracterizacao e utilizacao.

O equipamento NISCO Var J30 esté instalado no LSRE-IPB. O procedimento de
preparacdo das microesferas é constituido por 2 etapas principais: (i) Atomizacdo da
solugéo; (ii) Consolidagdo das microesferas atomizadas.

O sistema NISCO Var J30 é constituido por um controlador de pressdo ligado a
uma fonte de gas e bomba de seringa para controlo do caudal da solu¢gdo do material
encapsulante contendo o principio ativo. Esta solugcdo é alimentada ao bico atomizador
(nozzle) onde ocorre a formacao do spray. As microparticulas formadas por atomizagao
entram em contato com uma solugdo contendo um agente de coagulagdo ocorrendo a
sua consolidacdo. A Figura 3.1 ilustra de forma esquematica e fotogréfica o sistema
NISCO Var J30 e na Figura 3.2 encontra-se representado o processo produtivo para as

condigdes otimizadas.

Figura 3.1. Representacdo esquematica e fotografica do sistema NISCO Var J30.
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Soluc¢do de alginato 4%(m/v)

Presenca ou
auséncia de

Atomizacdo da solucao T
principio ativo

Coagulagdao em CaCl, 4% (m/v)

Condigéo de atomizacéo da solucéo de alginato:
caudal 0,3ml/min, pressdo 0,1 bar

Figura 3.2. Representacao esquematica do processo otimizado para producéo de microesferas
de alginato.

3.2.2 Obtencdo e microencapsulacéo do extrato de Rosa micrantha

Amostra vegetal: Flores e inflorescéncias (partes mais citadas para propositos
terapéuticos pela medicina tradicional segundo informadores chave) da espécie Rosa
micrantha foram recolhidas no territério do Parque Natural de Montesinho (Tras-os-
Montes, zona nordeste de Portugal), em 2009, de acordo com critérios de uso medicinal
e padrbes de crescimento da planta. As pétalas foram removidas de botdes em flor e de
flores apds antese (anteras ja abertas, estames em processo de secagem) no inicio da
Primavera. Os exemplares prensados e montados encontram-se depositados no Herbario
da Escola Superior Agréria do Instituto Politécnico de Braganca. As amostras foram
liofilizadas no equipamento Ly-8-FM-ULE e mantidas nas melhores condi¢bes para

posterior uso.

Preparacéo do extrato: Exatamente 1 g de amostra foi extraida com 30 mL de
uma mistura metanol:agua 80:20 (v/v) & temperatura ambiente, sob agitacdo (150 rpm)
durante 1h. O extrato foi filtrado através de papel de filtro whatman n° 4. O extrato foi
re-extraido uma segunda vez utilizando 30 mL adicionais da mistura metanol:agua

80:20 (v/v). O extrato foi, de seguida, evaporado a 35°C no evaporador rotativo (Buchi
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R-210) para remocdo do solvente e posteriormente liofilizado. Esta foi a forma utilizada

para microencapsular.

Microencapsulacdo: A microencapsulacdo do extrato de Rosa micrantha foi
realizada seguindo as condi¢fes otimizadas descritas no ponto 3.2.1. Em sintese, as
condigOes finais estabelecidas e utilizadas foram: caudal 0,3 mL/min, presséo 0,1 bar,
volume solucéo de coagulacdo de 250 mL e tempo de coagulacdo de 4 h. O extrato foi
dissolvido em 10ml de agua destilada, tendo a solucdo resultante sido filtrada (filtro
0,22um) para a remogao de residuos insoluveis do extrato. Posteriormente adicionaram-
se 400 mg de alginato a solucdo anterior que foi mantida sob agitacdo até apresentar
uma aparéncia homogénea. A seringa foi carregada com 10 mL da solucdo de alginato
de sddio contendo o extrato o que correspondeu a cerca 8 mL efetivamente atomizados
dado os volumes mortos do equipamento e outras perdas. O procedimento de
lavagem/recuperacdo das microesferas foi idéntico ao descrito anteriormente no ponto
3.2.1.

3.2.3. Caracterizacdo das microesferas

As microesferas produzidas contendo a catequina ou o extrato hidroalcodlico de Rosa

micrantha foram caracterizadas utilizando as seguintes metodologias:

Microscépia otica: As microesferas foram analisadas através de microscopia
6tica (MO) com recurso a um microscopio da marca Nikon equipado com camara
digital para aquisicdo de dados. Foram adquiridas imagens com a ampliacéo de 40, 100,
e 400X. Para monitorizar o processo de producdo foram registadas imagens
imediatamente apo6s a finalizacdo da atomizacdo e apds a etapa de coagulacdo. Para
monitorizar o0 processo de coagulacdo registaram-se imagens para dois tempos de
coagulacdo (4 e 24 horas). Como analise de rotina foram registadas imagens apos
producdo, coagulacao, liofilizacéo e reidratacdo. Os dados obtidos permitiram analisar a
morfologia e estimar o tamanho das particulas produzidas, mediante o uso de uma
calibracdo existente do microscépio que estabelece a relagdo entre o nimero de pixéis e

a unidade de comprimento (micrémetros (um)). Adicionalmente avaliou-se de forma
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qualitativa a consolidagédo das microesferas: numa fase inicial (ndo consolidadas)
apresentavam um aspeto de gel fino deformando-se facilmente; numa fase final

(consolidadas) apresentavam uma forma regular e ndo se deformavam.

Andlise por FTIR: A presenca do principio ativo na matriz de alginato das
microesferas produzidas foi verificada por intermédio da analise por FTIR, recorrendo a
um espectrofotdbmetro FTIR Bomen (modelo MB 104). Analisaram-se amostras de
alginato de sodio, do principio ativo e respetivas microesferas. As amostras foram
analisadas através da preparacdo de pastilhas de KBr com uma concentracdo de 0.8% (8
mg de amostra/100 mg de KBr). A leitura foi realizada para a gama compreendida entre

650 cm™ e 4000 cm™ utilizando 48 varrimentos.

Residuo seco: O residuo seco foi determinado como a razéo entre a massa das
microesferas secas (liofilizadas) e a massa das microesferas hiumidas e expressa em

termos de percentagem (%, m/m).

Eficiéncia de microencapsulagdo: O processo para a determinagdo da
eficiéncia de microencapsulacéo foi otimizado neste trabalho tendo por base os ensaios
realizados com a catequina. No método final adotado, a avaliagdo da eficiéncia de
encapsulacdo (EE) foi determinada por quantificacdo do extrato ndo encapsulado. O
valor da eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinado através da razéo entre a massa
do principio ativo encapsulado e a massa principio ativo teérico (Mp.a.i). A massa de
principio ativo encapsulado é determinada pela diferenca entre Mp.a.i e a massa
principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.ne). O Mp.a.ne é quantificado cumulativamente
através da técnica de HPLC nas solucBes de coagulacdo e na primeira solucdo de
lavagem (primeiro ciclo de lavagem). A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada de
acordo com a Equagéo 1:

Mp.a.i—Mp.a.ne
Mp.a.i

EE (%)= X 100 Eq.(1)

Nos ensaios de encapsulagdo do extrato a eficiéncia de encapsulagdo foi

estimada com base na catequina, o flavonoide maioritario.
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Capacidade de reidratacdo: A capacidade de reidratacdo das microesferas
liofilizadas foi efetuada colocando 50 mg destas em 1 mL de &gua destilada.
Seguidamente acondicionou-se a amostra num local ao abrigo da luz durante 24 h.
Decorrido este periodo, procedeu-se a observacdo das microesferas por microscopia

Gtica para avaliar a recuperacdo do volume e forma e efetuou-se a sua pesagem.

3.2.4. Incorporacao do extrato de Rosa micrantha encapsulado e livre num iogurte
natural

A incorporagdo das microesferas contendo o extrato de Rosa micrantha foi
testada utilizando como matriz alimentar um iogurte natural. Nesta etapa avaliaram-se
as propriedades antioxidantes do iogurte, ap6s incorporacdo do extrato livre ou
microencapsulado, relativamente a um controlo (iogurte puro). O iogurte selecionado
correspondeu a um iogurte natural sem adi¢do de agucares e com 3,5% de matéria gorda
(MG Milbona).

De forma a garantir a homogeneidade da amostra foram colocados 140 g de
iogurte num recipiente de vidro. Esta matriz foi dividida em 6 porcGes para a preparacao
das seguintes amostras: (A) duas amostras de 25 g de iogurte simples (controlo); (B)
duas amostras de 25 g de iogurte para incorporagdo do extrato livre (6,25 mg); (C) duas
amostras de 20 g para incorporacao do extrato microencapsulado (40 mg). O contetdo
de microesferas adicionado na amostra (C) foi selecionado tendo em conta que a
quantidade de principio ativo presente em 40 mg microesferas deveria ser equivalente a
quantidade de principio ativo livre utilizada em (B).

Foi efetuada a andlise de dois tempos distintos: tempo inicial (t0) isto é o
momento imediatamente apds a adicdo do extrato e do respetivo microencapsulado, e 0
tempo de 3 dias (t3). Durante este periodo de trés dias as amostras foram
acondicionadas a 4°C num frigorifico. Apds recolha das amostras, seguindo a
metodologia planeada (t=0 e t=3 dias), estas foram liofilizadas e acondicionadas para
posterior analise.

As amostras foram submetidas a dois ensaios laboratoriais para a determinacéo

da atividade antioxidante (atividade captadora de radicais DPPH e poder redutor):
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3.2.5. Avaliacéo in vitro das propriedades antioxidantes do iogurte

Foram aplicados dois ensaios seguindo a metodologia descrita no trabalho de
Barros et al. (2013): (i) atividade captadora de radicais DPPH e (ii) poder redutor.

O fundamento do teste (i) assenta na capacidade do principio ativo para reduzir o
radical DPPH através da doacdo de hidrogénio, o que estabiliza esta molécula. Para o
teste (ii) a atividade antioxidante do principio ativo é avaliada através da reducdo de
Ferro (111) a Ferro (I1).

Precedendo a aplicacdo das técnicas, as amostras de iogurte liofilizadas foram
alvo de um processo extrativo onde exatamente 1,5 g de amostra foi extraida com 20
mL de metanol a temperatura ambiente sob agitacdo (150 rpm durante 1 h). O extrato
foi filtrado através de papel de filtro whatman n° 4. Os extratos recuperados foram, de
seguida, evaporados a 35°C no evaporador rotativo (Blichi R-210) para remogdo do
metanol. Preparou-se uma solucdo mae com 100 mg/mL tendo-se realizado
seguidamente 5 diluicbes sucessivas. A gama da concentracdo de extrato para
determinar os valores de ECs variou entre 100 e 1,5625 mg/mL.

O procedimento mais detalhado para a aplicagdo de cada uma das técnicas
descreve-se de seguida.

Atividade captadora de radicais DPPH: Esta metodologia foi realizada
utilizando um Leitor de Microplacas ELX800 (Bio-Tek equipamento, Inc.). A mistura
da reacdo em cada um dos 96 pocos consistiu em: extrato de cada uma das
concentragoes testadas (30 pL) e solugdo metanolica (270 pL) contendo radicais DPPH
(6x10™° mol/L). A mistura foi deixada em repouso durante 60 min no escuro. A reducéo
do radical DPPH foi determinada pela medicdo da absorvéncia a 515 nm. A atividade
captadora de radicais (RSA) foi calculada como percentagem da descoloracdo da
solucdo de DPPH, usando a equacdo: % RSA = [(Apppn - As)/Apppr] 100, onde As é a
absorvancia da solugdo na presenga de extrato numa determinada concentracdo e Apppn
¢ a absovancia da solucdo de DPPH. A concentracdo de extrato que leva a 50% da
atividade captadora de radicais (ECso) foi calculada a partir do gréafico de percentagem

RSA em funcdo da concentragéo de extrato. Utilizou-se trolox como padréo.
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Poder redutor: Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de
Microplacas descrito anteriormente. As diferentes concentracfes de extrato (0,5 mL)
foram misturadas com tampdo fosfato de sodio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5 mL) e
adicionou-se ferricianeto de potassio (1% wi/v, 0,5 mL). A mistura foi incubada a 50 °C
durante 20 min e adicionou-se &cido tricloroacético (10% w/v, 0,5 mL).

A mistura (0,8 mL) foi colocada nos 48 pogos juntamente com agua desionizada
(0,8 mL) e cloreto férrico (0,1% w/v, 0,16 mL). A absorvancia foi medida a 690 nm. A
concentracdo de extrato que fornece 0,5 de absorvancia (ECs) foi calculada a partir do
grafico de absorvancia a 690 nm em funcdo da concentracdo do extrato. Utilizou-se

trolox como padréo.
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4.1  Processo de encapsulacdo

4.1.1. Desenvolvimento do processo

Esta etapa foi realizada com o objetivo de determinar as condi¢des 6timas de
microencapsulacdo. O material encapsulante selecionado foi o alginato dado as suas
propriedades gelificantes, sensibilidade ao pH e aplicabilidade na éarea alimentar. E a
sua sensibilidade ao pH que potencia a libertacdo do principio ativo no trato intestinal.

O processo de microencapsulagdo foi desenvolvido utilizando a catequina, o
flavonoide maioritario do extrato alvo (Rosa micrantha), como composto modelo. O
método desenvolvido teve por base trabalhos anteriores desenvolvidos no LSRE-IPB
(Ribeiro e Vieira, 2012). A concentracdo do material de encapsulacdo (alginato) foi
fixada em 4% (m/v) e a do agente de coagulacdo (cloreto de célcio) também em 4%
(m/v). Como condic¢des de atomizacdo utilizou-se uma pressédo e o caudal de 0,1 bar e
0,3 mL/min, respetivamente.

Foram estudadas as seguintes variaveis: (i) razdo catequina/alginato, (ii) volume
da solucdo de coagulacdo e (iii) tempo de coagulacdo. No total foram realizados 8
ensaios de otimizacdo que estdo documentados nas fichas de registo presentes no
ANEXO A. A Tabela 4.1 apresenta um resumo das condicGes aplicadas em cada ensaio.
A designacdo de Alg diz respeito a producdo de microesferas vazias (sem principio

ativo) e a de Cat a producdo de microesferas contendo catequina.

Razéo catequina/alginato: foram testadas trés razbes catequina/alginato
(0,0250; 0,0625; 0,1250). O aumento da razdo catequina/alginato foi também
acompanhado por um aumento de volume de dgua dado os problemas detetados para a
solubilidade da catequina em meio aquoso. Inicialmente partiu-se de uma razdo 0,0250
(10/400) tomando por base 10 mL de agua (ensaios Cat_002 e Cat _004). Face aos
ensaios realizados foi considerado como viavel utilizar uma razdo catequina/alginato de
0,1250 sendo esta testada inicialmente no ensaio Cat_007 tendo por base os 10 mL de
agua inicialmente previstos. O ensaio Cat_008 correspondeu a duplicacdo do ensaio
Cat_007 mas efetuado a uma escala superior de forma a obter a quantidade necessaria

para realizar os ensaios posteriores de incorporagdo do microencapsulado no iogurte.
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Tabela 4.1. Ensaios realizados na otimizagdo das condi¢des de microencapsulagao.

Massa Massa Volurpe Vqurpe Massa Massa . an

Ensaio AMEEE | ADRETE | REEE ps:zlnuc%:ci)o coS;g;ﬂf:c?éo co-g;::sgéo aXJcr)r:lierZceio TEVOES S | GEOES FEite g‘g;gg:ggg
atlvr?1 (;nPI: (fr?lm)q, Mpi/Maig ativo (Vs Coaas (teosgy ) | (Vat, mL) (rguml_cri]aS) (msecis : (EE. %)
g g (Vspr, ML) mL) mic-N, g mic-S, 0

Alg_001 n.a. 400 n.a. 10 500 24 7 3,677 0,257 (1) n.a
Cat_002 10 400 0,025 10 500 24 7 3,107 0,217 (1) n.a
Alg_003 n.a. 400 n.a. 10 500 24 7 2,666 0,194 (2) n.a
Cat_004 10 400 0,025 10 500 24 7 2,905 0,196 (2) 61
Cat_005 50 800 0,0625 20 500 24 10 5,6388 0,369 (2) 72
Cat_006 25 400 0,0625 10 500 4 7 3,065 n.a. 70
Cat_007 50 400 0,125 10 250 4 7 2,182 0,140 (2) 9
Cat_008 100 800 0,125 20 500 4 18 5,969 0,399 (2) 53

(1) Processo de secagem —na estufa a 100°C; (2) Processo de secagem — liofilizacdo
n.a. — ndo aplicavel
Para todos os ensaios o valor de residuo seco determinado foi de aproximadamente 7%
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Volume da solugdo de coagulacdo: Neste estudo fixou-se a concentracdo do
agente de coagulacdo (CaCl,) e testou-se a utilizagdo de diferentes volumes,
nomeadamente 500 e 250 mL Inicialmente utilizaram-se as condicdes do trabalho de
Ribeiro e Vieira (2012) (500 mL). No entanto durante o desenvolvimento da
metodologia para determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (realizada em paralelo
com o desenvolvimento do processo) verificou-se que a utilizagdo de um volume de 500
mL facilitava a perda do principio ativo. Nesse sentido testou-se a reducdo do volume
para 250 mL, mantendo-se a concentracdo, tendo-se verificado que o0 processo no
respeita a consolidacdo das microesferas ndo foi prejudicado. De facto o uso dos 500
mL corresponde a utilizacdo de uma razdo CaCl,/alginato de 50X (m/m) que passou a
ser 25X no caso dos 250 ml. Estas condi¢cfes passaram a ser utilizadas a partir do ensaio

Cat_007 e corresponde as condicdes otimizadas.

Tempo de coagulacdo: O tempo de contato das microesferas recém-produzidas
com a solucdo de coagulacdo foi estabelecido inicialmente em 24 h com base no
trabalho de Ribeiro e Vieira, 2012. No entanto, no ensaio cat 005 fez-se a
monotorizacdo do processo de consolidacdo tendo-se retirado amostras para 0s tempos
de 4 e 24 h. Para esses tempos foi feita a observacdo ao microscépio e analisou-se a
quantidade de catequina, expressa em pg/mL, presente na solucdo de coagulacéo.
Verificou-se que esta concentracdo foi de 4,38 pg/mL e de 10,9 pug/mL, respetivamente
ao fim de 4 e 24 horas. Como a consolidacdo das microesferas, tal como verificado por
microscopia 6tica, foi considerada suficiente (idéntica a obtida para 24 h) passou a
utilizar-se um tempo de coagulacéo de 4 h (a partir do ensaio Cat_006).

Em sintese as condi¢cdes do processo de encapsulacdo estudadas foram fixadas
da seguinte forma:

Razéo catequina/alginato: 0,125

Volume da solucéo de coagulacao: 250 mL

Tempo de coagulacéo: 4 h
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4.1.2 Eficiéncia de microencapsulacéo

A eficiéncia de microencapsulacdo foi determinada recorrendo a quantificacdo da

catequina por HPLC. Foram testados dois métodos:

Método direto: com esta metodologia pretendeu-se avaliar a quantidade encapsulada
por destruicdo das microesferas recorrendo a utilizacdo de um tampdo de fosfato
conforme descrito nos trabalhos Lee et al (2008), Prasanth et al (2011), e Raj (2013)
tendo sido testados 2 pHs (6,8 e 7,4). Verificou-se que a quantidade de catequina
detetada foi baixa ou nula, possivelmente devido a destruigdo/complexacédo da catequina
com algum dos reagentes do tampé&o. O registo destes ensaios pode ser consultado no
ANEXO A.

Método indireto: nesta metodologia a eficiéncia foi calculada tendo por base a
quantificacdo da catequina ndo encapsulada. Este parametro comecou a ser determinado
no ensaio Cat_004. Contudo, para estabelecer o método foi realizado o ensaio Cat_006
onde se avaliou a presenca de catequina nas solucdes de coagulacdo e lavagem. Foram
retiradas as seguintes amostras para analise por HPLC: (i) solugdo de coagulacdo obtida
no final do processo apds filtracdo; (ii) 12 e 22 solucdo de lavagem (efetuadas com 100
mL e 50 mL de agua, respetivamente). Verificou-se a presenca de catequina na solucao
de coagulacdo analisada assim como na 12 solucdo de lavagem. No que respeita a 22
solugdo de lavagem ndo foi detetada a presenta de catequina. Desta forma a
quantificacdo da catequina por encapsular foi calculada adicionando as contribuicdes da
solucdo de coagulacdo e 12 solucdo de lavagem. Para 0 ensaio em causa obteve-se um

valor de cerca de 70% de eficiéncia de encapsulacao.

A Figura 4.1 mostra o registo por MO das microesferas produzidas no ultimo
ensaio (Cat_008). As microesferas obtidas apresentaram um tamanho que variou entre
48 um e 270 um. Para estas microesferas obteve-se uma eficiéncia de encapsulacdo de

53,3% e um residuo seco de 7%.
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Figura 4.1. Evolucdo da morfologia das microesferas (Cat_008) durante o processo
para uma ampliacdo de 40x, 100x e 400x: Ap6s atomizacgdo (A) e apds 4 h de
consolidagéo (B).

4.2.  Microencapsulacao do extrato de Rosa micrantha (Figura 4.2)

As microesferas de alginato incorporando o extrato de R. micrantha foram
preparadas atraves da técnica atomizacdo/coagulagdo tendo sido realizados dois ensaios
de microencapsulacdo (Tabela 4.2). O primeiro
ensaio destinou-se a testar a aplicacdo do método
desenvolvido com a catequina e o segundo teve
por objetivo a producdo para utilizacdo nos
ensaios de incorporacdo no iogurte. O registo
completo destas experiéncias encontra-se no
ANEXO B. A Figura 4.3 mostra a analise por
MO das microesferas obtidas ap6s atomizagdo e

apos decorrido o periodo de coagulacéo.

Figura 4.2. Preparacgao das microesferas por atomizacao/coagulacéo.
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RM_001

50

400

0,125

10

250

4

6

Tabela 4.2. Ensaios realizados para otimizagdo de condi¢es do processo de microencapsulagao.

2,361

0,158

100

RM_002

100

800

0,125

20

500

4

15

4,879

0,319

100

Para todos 0s ensaios o valor de residuo seco determinado foi de aproximadamente 7%

400x: Apods atomizagdo (A) e apos 4 h de consolidacéo (B).
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Apols atomizacdo as microesferas produzidas apresentavam uma ligeira
deformacéo (forma semelhante a uma pera). Apos o periodo de consolidagdo o nimero
de microesferas com morfologia esférica aumentou, comprovando que houve uma boa
consolidacdo. O tamanho das microesferas obtidas neste ensaio variou entre 59 um e
331 um. Obteve-se um residuo sélido de 7% e a eficiéncia de encapsulacao foi estimada
em 100% (ndo foi registada a presenca de catequina na anélise por HPLC nas soluges
utilizadas para a sua quantificacéo).

A andlise FITR foi realizada para verificar se houve uma microencapsulacédo
efetiva do extrato A Figura 4.4 mostra os espetros obtidos para o alginato puro, extrato
Rosa micrantha e respetivas microesferas. Como era esperado 0 espetro das
microesferas € marcado pela dominéancia da presenca do alginato (razéo alginato/extrato
400:50 (mg/mq)).Apesar deste resultado podemos verificar por comparacdo do espetro
do alginato com o espetro das microesferas que para este Ultimo ocorre uma
intensificacdo da banda OHs relativamente a dos C=0s, 0 que pode ser justificado pela

incorporacdo de um extrato rico em OHs.
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Alginato puro

Microesferas extrato incorporado

OH C=0

Transmitancia
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Figura 4.4. Espetro FTIR do alginato, extrato R. micrantha e respetivas microesferas.

4.3  Testes de reidratacdo

O processo de reidratagdo das microesferas foi realizado utilizando as
microesferas preparadas com catequina e com o extrato. O procedimento consistiu em
colocar as microesferas em contacto com a agua ao longo de um periodo de 24 h sendo

depois avaliada a quantidade de agua recuperada. A Figura 4.5 mostra o registo de
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imagens realizado por MO antes da reidratacdo (microesferas liofilizadas) e apds 24
horas em contacto com a agua (microesferas reidratadas) das microesferas contendo
catequina. A Figura 4.6 mostra o registo equivalente para as microesferas contendo o
extrato.

Para o ensaio utilizou-se uma amostra de microesferas liofilizadas de 50 mg
(correspondente a uma massa de 714 mg de microesferas hidratadas tendo em
consideracdo um residuo seco de 7%). No que refere as microesferas contendo
catequina, apdés o periodo de reidratacdo, a massa das microesferas foi de 583 mg,
correspondendo a uma capacidade de reidratacdo de 81,6%. Para as microesferas
contendo o extrato obteve-se uma massa 575 mg. Esta variacdo indica que a capacidade
de reidratacdo foi de cerca de 80,5% consistente com um valor obtido anteriormente.
Em sintese, as particulas produzidas revelam elevada capacidade para recuperar a forma
original indicando que a liofilizacdo é uma boa forma de acondicionar as microesferas

apos producdo.

Figura 4.5 Processo de reidratagdo das microesferas de catequina (ampliagdo de 40x, 100x e
400x): Microesferas liofilizadas (A) e Microsferas ap6s 24 h reidratacao (B).
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Figura 4.6. Processo de reidratagéo das microesferas de extrato R. micrantha (ampliac&o de
40x, 100x e 400x): Microesferas liofilizadas (A) e Microsferas apds 24 h reidratacéo (B).

4.4 Incorporacdo do extrato de Rosa micrantha encapsulado e livre num iogurte

natural

A Figura 4.7 mostra o aspeto das microesferas contendo o extrato distribuidas na
matriz de iogurte para o tempo zero (t=0) e ap06s trés dias (t=3). Este registo confirma a
manutencdo das microesferas ao longo do periodo em analise comprovando que
alginato é um material viavel para encapsular estes compostos tendo em vista a sua
utilizacdo em iogurtes. A Tabela 4.3 mostra os resultados obtidos para a atividade
antioxidante avaliada de acordo com dois parametros: atividade captadora de radicais
DPPH e poder redutor para t=0 e t=3 A andlise foi realizada com o iogurte aditivado
com o extrato livre e o extrato encapsulado comparativamente com um controlo (iogurte

natural sem qualquer aditivacéo).

Segundo o teste da atividade captadora de radicais DPPH o extrato livre
apresentava para t=0 uma atividade antioxidante que superava a do controlo e da forma
microencapsulada. O mesmo néo se verificou para t=3, no qual ocorre uma reducdo da
atividade antioxidante da amostra contendo extrato livre. Tal sugere que ocorreu
degradacdo do extrato livre (extrato ndo protegido). No que respeita ao
microencapsulado, apés t=3 dias verificou-se uma diminuicdo do valor de ECs
(incremento da atividade antioxidante do iogurte analisado) podendo significar que
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ocorreu alguma libertagdo do extrato a partir das microesferas. Tal aponta para uma
capacidade protetora da microesfera, a qual permite estabilizar o extrato nas condic¢des
de aplicacdo do teste.

Os resultados do teste do poder redutor apontam no mesmo sentido, indicando que
apesar de o extrato livre apresentar uma atividade antioxidante inicial superior esta é
perdida com o tempo (t=3) apontando a sua degradacdo. Por outro lado, as microesferas
contendo o extrato encapsulado parecem promover uma libertacdo lenta deste o que é
comprovado pela observacdo de uma ligeira diminuicdo do valor do ECsy. De realgar
que estas conclusGes supdem que o material da microesfera ndo € destruido pelos
reagentes utilizados nos testes de atividade antioxidante sendo a variagdo observada
devida apenas ao extrato libertado e ndo ao que permaneceu protegido nas microesferas.
Desta forma os resultados parecem indicar uma protecéo efetiva do extrato pelas esferas

de alginato o que potencia a sua biodisponibilidade no momento da ingestéo.

WAL

Figura 4.7. Incorporagéo de microesferas num iogurte natural para uma ampliacéo de 40X,
100X e 400X: (A) para t=0 dias, (B) para t=3 dias. A seta branca pde em evidéncia as
estruturas microencapsuladas.
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Tabela 4.3. Atividade antioxidante de iogurte natural enriquecido com extrato Rosa micrantha livre e encapsulado (média +SD).

logurte logurte com logurte  com principio

Controlo principio livre microencapsulado

0 dias 3 dias 0 dias 3 dias 0 dias 3 dias
Atividade captadora de 142,30 + 16,13  90,20+1,92 49,36 +1,45 68,73 +3,91 138,73 +4,62  94,68+1,18
radicais DPPH (mg/mL)

5,20+0,10 5,71 £ 0,09 2,85+ 0,05 3,17 £ 0,04 5,54 + 0,05 5,01 £ 0,09

Poder redutor (mg/mL)
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5.1. Conclusoes e perspetivas de trabalho futuro

O principal objetivo do presente trabalho consistiu na produgéo e caracterizagio
de microesferas contendo um extrato hidroalcoolico de extrato de Rosa micrantha,
extrato rico em compostos fenolicos de elevado poder antioxidante, e posterior
avaliacdo das vantagens da sua incorporagdo numa matriz alimentar (iogurte natural).
Os compostos fenodlicos sdo conhecidos pela sua instabilidade, podendo sofrer
alteracdes durante o processamento dos alimentos onde sdo incorporados e apods
processos metabdlicos. Neste contexto, a microencapsulacdo permite ultrapassar estes
fatores limitantes protegendo-os e permitindo ainda a sua libertagdo controlada e/ou
localizada.

Numa primeira etapa procedeu-se a otimizacdo do processo de
microencapsulacdo utilizando o flavonoide maioritario presente neste extrato, a
catequina. A microencapsulacao foi realizada no sistema NISCO Var J30. A técnica de
atomizacdo/coagulacdo foi aplicada utilizando como condi¢des de atomizagdo uma
pressdo de 0,1 bar e um caudal de alimentacdo ao nozzle de 0,3 mL/min. Como material
encapsulante selecionou-se o alginato (utilizou-se uma solucdo aquosa a 4%, m/v) e
como agente de coagulacdo o CaCl, (utilizou-se uma solucéo aquosa a 4%, m/v). Foram
estudadas as seguintes variaveis: (i) razao catequina/alginato; (ii) volume da solucéo de
coagulacdo e (iii) tempo de coagulacdo. Como resultado do estudo realizado as
condicdes do processo foram fixadas em: (i) razdo catequina/alginato: 0,125; (ii)
volume da solugdo de coagulagdo: 250 mL e (iii) tempo de coagulacdo: 4h. Estas
condicBes otimizadas foram, numa segunda fase do trabalho, aplicadas a
microencapsulacao do extrato de R. micrantha.

A monotoriza¢do do processo de microencapsulacdo efetuou-se analisando 0s
seus pontos criticos, por visualizagdo das microesferas em fase de producdo por
microscopia 6tica. As microesferas finais foram caracterizadas relativamente ao residuo
seco, eficiéncia de encapsulacdo e capacidade de reidratacdo. Adicionalmente a estas
caracterizacgdes, a presenca do extrato no interior das microesferas foi examinada por
andlise FTIR. O residuo seco determinado rondou os 7%, e as microesferas reidratadas
conseguiram, num periodo de 24h recuperar cerca de 80% e 81% da sua massa original,

respetivamente para as microesferas de catequina. O processo de encapsulacdo do
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extrato de R. micrantha apresentou um rendimento, estimado com base na catequina,
muito proximo dos 100%.

Numa terceira etapa do trabalho, e ap0s a obtencdo das microesferas liofilizadas
contendo o extrato, procedeu-se a sua incorporagdo num iogurte natural. O principal
objetivo deste estudo consistiu na avaliacdo das propriedades antioxidantes do iogurte
quando aditivado com o encapsulado produzido, comparativamente com a situacdo de
se utilizar o extrato na sua forma livre e com o iogurte natural simples (controlo). A
atividade antioxidante foi avaliada recorrendo a dois testes (atividade captadora de
radicais DPPH e poder redutor) em dois periodos de tempo: instante inicial (t=0) e ap6s
trés dias (t=3).

Foi observado que para t=0 a atividade antioxidante do iogurte contendo o
extrato na forma livre foi superior a do controlo e a do iogurte contendo a forma
microencapsulada. Para t=3, registou-se uma reducdo da atividade antioxidante da
amostra contendo o extrato livre, 0 que apontou para a sua degradagdo. No que respeita
ao iogurte contendo o microencapsulado, apds t=3 dias verificou-se uma diminuicéo do
valor de ECs, (incremento da atividade antioxidante) podendo esta observagdo ser
justificada pela ocorréncia de libertacdo do extrato a partir das microesferas. Tal aponta
para uma capacidade protetora da microesfera, a qual permite estabilizar o extrato
proporcionando a manutencdo da sua capacidade antioxidante nas condigdes de
realizacdo do ensaio. Assim, perspetiva-se que no ato de ingestdo do iogurte a
quantidade de extrato biodisponivel seja superior numa situacdo em que se utilize a sua

forma microencapsulada.

Como trabalho futuro, e numa perspetiva de continuidade deste trabalho,
poderdo ser realizados ensaios de libertacdo do contetdo das microesferas em condi¢bes
organicas, simulando as condi¢des do organismo humano, nomeadamente as condic¢des
do estdbmago e trato intestinal. A incorporacdo do extrato microencapsulado em outras
matrizes alimentares, a realizacdo de testes laboratoriais complementares ou o
incremento do tempo de estudo para os testes aplicados neste trabalho, podem contribuir
também para uma melhor compreensdo da atividade biologica destes compostos

microencapsulados.
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Anexo A. Fichas de registo dos ensaios de otimizacao

ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Codigo L
) Alg_001 Data de realizagio | 19_10_2012
Ensaio
Formulacéo e atomizacéo
Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Néo utilizado Agente de coagulagdo Cloreto de calcio
. . Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagéo Alginato B
coagulacdo (s.c =43,18 g+1L)
~ - 4% ~
Concentracéo material de Volume da solugéo de
B (s.a=4g+100 mL B 500 mL
encapsulagdo ) coagulacéo
agua)
Concentragdo principio ativo n.a.
Volume de solucdo atomizada 7 mL

Processo de consolidagdo/separagdo das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizacgdo (aml) + 4 h (am2) + noite (am3)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucéo de coagulacéo
Ne de ciclos efetuados: 1X Lavagem da tina — 50ml H20 destilada.
Tipo de filtracdo utilizado: com vacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas

36779

Secagem

Processo utilizado: Secagem em estufa (am3)

Condic0es utilizadas (se aplicavel): Temperatura (100°C)

Massa final das microesferas secas

257 mg

Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

Concentragdo do p.a. na solucdo de coagulacao apos filtracdo n.a.

Massa de principio ativo colocado no V at

omizado (Mp.a.;, mg) n.a.

Massa de principio ativo ndo encapsulado

(Mp.a.pe, mg) n.a.

Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) n.a.

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Determinagéo do residuo seco - + 7%

Tipo de controlo/varidvel medida

MIC secas foram colocadas em 10 mL H,O destilada e foram observadas
por MO apo6s 24 h (am3) e 48 h (am3).

Tipo de controlo/variavel medida

n.a.

Comentarios

As microesferas apresentam forma esférica. Apds 24 h de reidratacdo verificou-se o inchamento das particulas. Nas

24h seguintes ndo foram registadas alterag

Oes visuais relevantes na sua morfologia.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2 e am3

MIC ap6s atomizacao (aml)
40X 100X 400X

MIC ap6s 4 h consolidagdo (am?2)
40X ‘ 100X _ 400X

MIC ap06s 24 h consolidagéo (am3)
40X 100X 400X

40X 100X 400X

MIC ap06s 24h reidratacdo (am3)
40X 100X 400X
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MIC ap06s 48h reidratagdo (am3)
40X 100X 400X
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ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO
1. Sintese das microesferas

Codigo L
) Cat_002 Data de realizacdo | 23_10_2012
Ensaio
Formulacéo e atomizacéo
Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Catequina Agente de coagulagio Cloreto de calcio
. . Concenntracdo agente de 4%
Material de encapsulagéo Alginato B
coagulacéo (s.c=43,18 g+1L)
_ 4%
Concentragdo material de Volume da solucéo de
(s.a=4g+100 mL 500 mL
encapsulagdo ) coagulacéo
agua)
o 1 mg/mL
Concentragéo principio ativo
(10 mg+10 mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 7 mL

Processo de consolidagdo/separagdo das microesferas

Tempo de coagulacédo Atomizacdo (am1) + 1 noite (am2)

Filtracdo da solucdo de coagulacéo
Procedimento de separacdo/lavagem Ne° de ciclos efetuados: 1X Lavagem da tina — 50ml H20 destilada.
Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas 3,107g

Processo utilizado: Secagem em estufa (am2)

Secagem . . .
Condigdes utilizadas (se aplicavel): Temperatura (100°C)
Massa final das microesferas secas 217mg (7% sdlidos)
Determinacao da eficiéncia de encapsulagéo

Concentragdo do p.a. na solugéo de coagulacéo ap0s filtragéo n.a.
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) n.a.
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.ne, Mmg) n.a.
Eficiéncia de encapsulagdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.¢)/ Mp.a.;))*100) n.a.

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/variavel medida Determinagéo do residuo seco - + 7%
Tipo de controlo/variavel medida n.a.
Tipo de controlo/varidvel medida n.a.

Comentarios

As microesferas apresentam forma esférica. O rendimento do processo rondou as 3g.

Encapsulacdo de um extrato hidroalco6lico de Rosa micrantha Borrer ex Sm para fins alimentares

66




Anexos

2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1 e am2

MIC ap6s atomizacao (am1)
40X 100X 400X

>3

MIC apoés 24 h.consolida;ac‘) (am2)
4OX 100X 400X

s/
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ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Cddigo

) Alg_003
Ensaio

Data de realizagio | 13_02_2013

Formulacéo e atomizacéo

Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Néo utilizado Agente de coagulagdo Cloreto de célcio
. y . Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagéo Alginato B
coagulagdo (s.c =43,18 g+1L)
_ 4%
Concentragdo material de Volume da solucéo de
B (s.a=4g+100 mL B 500 mL
encapsulagdo ) coagulacéo
agua)
Concentragdo principio ativo n.a.
Volume de solucdo atomizada 7 mL

Processo de consolidagédo/separagdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizac8o (am1) + 1 noite (am2)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucédo de coagulagdo

Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

Ne de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL)

Massa final das microesferas hidratadas 2.666 g

Secagem

Processo utilizado: Liofilizacdo (am?2)
Condigdes utilizadas (se aplicavel): n.a.

Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

193.9 mg (7 % s6lidos)

Determinacéo da eficiéncia de encapsulagdo por HPLC

Concentragdo do p.a. na solucéo de coagulacao apos filtracdo n.a.
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) n.a.
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a. e, mg) n.a.
Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) n.a.

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Hidratacdo das microesferas (am2)

Tipo de controlo/varidvel medida

n.a.

Tipo de controlo/variavel medida

n.a.

Comentarios

Obtencdo de microesferas com a forma desejada. As microesferas liofilizadas foram sujeitas a um processo de

reidratacdo. Ao fim de alguns segundos parecem recuperar parte da aparéncia original.
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Anexos

2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1 e am2

MIC apbs atomiza

do (aml)

40X

400X

N&o existe registo

100X

40X

N&o existe registo

400X
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Anexos

ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Codigo L
) Cat_004 Data de realizacdo | 13_02_2013
Ensaio
Formulacéo e atomizacéo
Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Catequina Agente de coagulagdo Cloreto de célcio
. . Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagéo Alginato
coagulagdo (s.c =43,18 g+1L)
Concentragdo material de 4% Volume da solugéo de 500 mL
m
encapsulagdo (s.a=4g+100 mL agua) | coagulagdo
o 1 mg/mL
Concentragdo principio ativo
(10 mg+10 mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 7 mL

Processo de consolidacéo/separacdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizac8o (am1) + 1 noite (am2)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucéo de coagulacdo (am3)

Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

N° de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL — am4)

Massa final das microesferas hidratadas

2.9046 g

Secagem

Processo utilizado: Liofilizagcdo (am2)
Condicdes utilizadas (se aplicavel): n.a.
Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

195.6 mg (6.7 % solidos)

Determinacéo da eficiéncia de encapsulagdo por HPLC (am3+am4)

Concentragdo do p.a. na solugéo de coagulacéo ap0s filtragéo 5.43 pg/ml

Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 7mg

Massa de principio ativo ndo encapsulado

(Mp.a.e, MQ) 2.715mg

Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) 61,21%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Catequina na primeira solugdo de lavagem (am4) — 0.0000 mg

Tipo de controlo/varidvel medida

Hidratagdo das microesferas — Apos alguns segundos em contacto com

&gua destilada (am2)

Tipo de controlo/varidvel medida

n.a.

Comentarios

A eficiéncia de encapsulacdo determinada no final do processo (com base na amostragem am3 e 4) foi de cerca de

61%. Possiveis justificacdes a avaliar: (1) Perda do p.a. durante a liofilizacdo, (2) o processo baseado no buffer néo

esta a funcionar corretamente.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2 e am5

MIC ap6s atomizacao (am1)
40X 100X 400X

N&o existe registo i

MIC ap6s consolidacdo (am2
40X 100X 400X

N&o existe registo

MIC ap6s liofilizagdo (am?2 - Iiofiliza) ”
40X 100X

MIC apo6s I|of|Iizagao (am — na presenca de agua)
40X 100X
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Anexos

ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Cadigo
Ensaio

Cat_005 Data de realizacéo

1,03 2013

Formulacéo e atomizacéo

Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Catequina Agente de coagulagio Cloreto de célcio
] ; ) Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagdo Alginato
coagulacéo (s.c=43,18 g+1L)
) 4%
Concentragdo material de Volume da solugéo de
B (s.a=4g+100 mL B 500 mL
encapsulacdo ) coagulaco
agua)
o 2.5 mg/mL
Concentragdo principio ativo
(50 mg+20 mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 10 mL

Processo de consolidacéo/separacdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizacgdo (aml) + 4 h (am2) + noite (am3)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucéo de coagulacdo (am4)
N° de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL — am5)
Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas

5.6388 g

Secagem

Processo utilizado: Liofilizagéo (am 3)
Condicdes utilizadas (se aplicavel): n.a.
Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

369.2 mg (7 % solidos)

Determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo por HPLC (am4+amb)

Concentragdo do p.a. na solugéo de coagulacéo ap0s filtragéo 14,05 pg/mL
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 25mg
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.e, mg) 7.025 mg
Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) 71.9%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Processo de reidratagcdo — 50 mg MIC colocadas em H,O destilada durante
24h (am3)

Tipo de controlo/varidvel medida

Adicao de tampéo fosfato pH 7.4 (am 3)

Tipo de controlo/variadvel medida

Catequina na primeira solucdo de lavagem (am5) — 0.0000 mg

Comentarios

As microesferas finais apresentaram forma esférica. A eficiéncia de encapsulacdo determinada com base na

amostragem am4,5 foi de 72%. Numa tentativa de determinagdo direta da quantidade de catequina no interior das

microcapsulas foi adicionado tampao fosfato. O teste parece ndo ser valido,

Encapsulacdo de um extrato hidroalco6lico de Rosa micrantha Borrer ex Sm para fins alimentares

72




Anexos

2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2 e am3

MIC ap6s atomizagao (am1)
40X 100X 400X

MIC ap06s consolidagao (am2
40X 100X 400X

MIC apos liofilizagdo (am3 - liofilizada)
40X 100X 400X

MIC ap6s liofilizacdo (am3 — na presenca de agua)
40X ) 100X 400X

MIC ap6s liofilizagdo (am3— Adicéo de tapéo fosfato pH 7.4)
40X 100X 400X
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Anexos

ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Codigo L
) Cat_006 Data de realizagio | 14_03_2013
Ensaio
Formulacéo e atomizacéo
Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Catequina Agente de coagulagdo Cloreto de célcio
. . Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagéo Alginato
coagulagdo (s.c =43,18 g+1L)
Concentragdo material de 4% Volume da solugéo de 500 mL
m
encapsulagdo (s.a=4g+100 mL agua) | coagulagdo
o 2.5 mg/mL
Concentragdo principio ativo
(25 mg+10mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 7 mL

Processo de consolidacéo/separacdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo Atomizagdo (aml) + 4 h (am2)

Filtracdo da solucéo de coagulacdo (am3)
Procedimento de separacdo/lavagem N° de ciclos efetuados: 2X [lavagem da tina, 100 mL-am4+50 mL-am5]
Tipo de filtracdo utilizado: com vacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas 3.065 g

Secagem n.a

Massa final das microesferas secas n.a

Determinacéo da eficiéncia de encapsulagdo por HPLC (am3+am4+amb5)

Concentragdo do p.a. na solugéo de coagulacéo ap0s filtragéo 9.7 pg/mL

Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 17.5

Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.,e, mg) 4.875 mg+0.415 mg (am4)
Eficiéncia de encapsulagdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.¢)/ Mp.a.;))*100) 69.77%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/variavel medida Adicéo sol. Tampao fosfato (pH 6.8 -am 2)

Tipo de controlo/variavel medida Adicéo sol. Tampao fosfato (pH 7.4 -am 2)

. y . Catequina na primeira e segunda solucéo de lavagem — 0.415 mg (am4) e
Tipo de controlo/varidvel medida .
0.000 mg respetivamente

Comentarios

A eficiéncia de encapsulacdo determinada (com base na amostragem am3, 4 e 5) foi de 69,8%. As microesferas
apresentaram morfologia desejada. A solucdo de segunda lavagem (am5) ndo continha catequina, por isso é
desconsiderada para quantificagdo do principio ativo. Foi preparada uma solucéo de microesferas himidas e tampao
fosfato (a diferentes pH’s) para determinar quantidade de Principio ativo existente no interior destas. Apods analise da

solugdo através de HPLC néo foi detetada catequina.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1 e am2

MIC ap6s atomizagdo (am1)
40X 100X 400X

MIC ap6s consolidacao (am2
40X | _ 100X 400X

MIC apos takhponamen'to (tampdo fosfato pH 6.8 — am2)
40X 100X 400X

MIC ap6s tamponamento (tampdo fosfato pH 7.4— am?2)
40X 100X 400X
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ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Codigo L
) Cat_007 Data de realizagio | 06_06_2013
Ensaio
Formulacéo e atomizacéo
Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Catequina Agente de coagulagdo Cloreto de célcio
. . Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagéo Alginato
coagulagdo (s.c =43,18 g+1L)
_ 4%
Concentragdo material de Volume da solucéo de
B (s.a=4g+100 mL B 250 mL
encapsulagdo ) coagulacéo
agua)
. 5 mg/mL
Concemtrag&o principio ativo
(50 mg+10mL s.a)
Volume de solugéo atomizada 7mL

Processo de consolidacéo/separacdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulacédo Atomizacdo (am1) + 4 h (am2)

Filtracdo da solucéo de coagulacdo (am3)

Procedimento de separacdo/lavagem N° de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 50 mL — am4)

Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas 2.182¢g

Processo utilizado: Liofilizacdo

Secagem Condicdes utilizadas (se aplicavel): n.a.

Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas 140 mg (7 % solidos)

Determinacao da eficiéncia de encapsulagdo por HPLC (am3+am4)

Concentragdo do p.a. na solucéo de coagulacao apos filtracdo 114,52 pg/mi
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 35 mg

Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.,e, mg) 31,988 mg
Eficiéncia de encapsulagdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.¢)/ Mp.a.;))*100) 8,61%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/variavel medida Catequina na primeira solucéo de lavagem (am4) — 3,358 mg
Tipo de controlo/varidvel medida n.a.
Tipo de controlo/varidvel medida n.a.

Comentarios

A eficiéncia de encapsulacdo determinada no final do processo (com base na amostragem am3 e 4) foi de 8,61%.

Apesar da baixa eficiéncia registada o registo fotografico ndo revelou presenga visivel de catequina no exterior das

microesferas.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2

MIC ap6s atomizagdo (m1)
40X 100X 400X

40X | 100X 400X
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Anexos

ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Cddigo

Ensaio

Cat_008

Data de realizagio | 25_06_2013

Formulacéo e atomizacéo

Fase contendo o princio ativo

Fase de coagulacéo

Principio ativo (p.a.)

Catequina Agente de coagulagio

Cloreto de calcio

Concentracéo agente de

4%

Material de encapsulagéo Alginato B
coagulagdo (s.c =43,18g+1L)
Concentragdo material de 4% Volume da solugéo de 500 mL
m
encapsulagdo (s.a=4g+100 mL agua) | coagulagdo
o 5 mg/mL
Concentragdo principio ativo
(100 mg+20 mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 18 mL

Processo de consolidacéo/separacdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizac8o (am1) + 4 h (am2)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucéo de coagulacdo (am3)

Tipo de filtracdo utilizado: com vacuo (bomba)

N° de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL — am4)

Massa final das microesferas hidratadas 5,969 g

Secagem

Processo utilizado: Liofilizagéo
Condicdes utilizadas (se aplicavel): n.a.
Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

399 mg ( 7% sdlidos)

Determinacéo da eficiéncia de encapsulagdo por HPLC (am3+am4)

Concentracéo do p.a. na solugdo de coagulacdo apds filtragdo 83.98 ng/mL
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 90 mg
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a. e, mg) 41.99
Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) 53.3%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Catequina na primeira solugdo de lavagem (am4) — 0.0000 mg

Tipo de controlo/varidvel medida

n.a.

Tipo de controlo/variavel medida

n.a.

Comentarios

A eficiéncia de encapsulacdo determinada no final do processo (com base na amostragem am3,4) foi de

aproximadamente 53.3%. As microesferas obtidas apos consolidagéo apresentavam forma esférica e individualizada.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2

MIC ap6s atomizagao (am1)

40X

400X

40X

100X

400X
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Anexos

Anexo B. Fichas de registo — Ensaios com extrato de Rosa micrantha

ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Codigo L
) RM_001 Data de realizacao | 11_06_2013
Ensaio
Formulacéo e atomizacéo
Fase contendo o princio ativo Fase de coagulacéo
Principio ativo (p.a.) Extrato Rosa micrantha | Agente de coagulacdo Cloreto de calico
] ) Concentracéo agente de 4%
Material de encapsulagdo Alginato B
coagulaco (s.c =43,18 g+1L)
Concentragdo material de 4% Volume da solugdo de 250 mL.
m
encapsulagdo (s.a=4g+100 mL agua) | coagulagdo
L 5 mg/mL
Concentragdo principio ativo
(50 mg+10mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 6 mL

Processo de consolidagédo/separagdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizac8o (am1) + 4 h (am2)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucédo de coagulacdo (am3)

Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

N° de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 50mL —am4)

Massa final das microesferas hidratadas

2,3619

Secagem

Processo utilizado: Liofilizacdo (am5)
Condigdes utilizadas (se aplicavel): n.a.

Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

158 mg ( 7% sélidos)

Determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo por HPLC (am3)

Concentragdo do p.a. na solugéo de coagulacéo ap0s filtragéo Residual

Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 30 mg

Massa de principio ativo ndo encapsulado

(Mp.a.ne, MQ) Residual

Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) 100%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Extrato na primeira solucéo de lavagem (am4) — 0.0000 mg

Tipo de controlo/varidvel medida

Processo de reiidratacdo — 50 mg MIC colocadas em H,0 destilada

durante 24h (am5)

Tipo de controlo/variadvel medida

n.a.

Comentarios

A eficiéncia de encapsulacdo (am3,4) foi proxima de 100%. A anélise por MO ndo revelou vestigios do extrato no

exterior das microesferas. O processo de reidratacdo revelou uma capacidade de hidratacdo das MIC de 80.4%.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2 e am5

MIC apo6s atomizagdo (am1)
40X 100X 400X

b 5 3 oo
b, ®
B i bt
| . ) m
MIC apds consolidagdo (am2
40X 100X 400X
i D ;;‘ D~ " '
g . 2 \ ~ 0 f'—.\,
8o 9o,
R ﬁ:( Ll ]

MIC apos liofilizagdo (am5 -
40 100X 400X

na presenca de agua)
100X
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ENSAIOS DE MICROENCAPSULACAO

1. Sintese das microesferas

Cddigo

Ensaio

RM_002

Data de realizagio | 27_06_2013

Formulacéo e atomizacéo

Fase contendo o princio ativo

Fase de coagulacéo

Principio ativo (p.a.)

Extrato Rosa micrantha | Agente de coagulacdo

Cloreto de calico

Concentracéo agente de

4%

Material de encapsulagéo Alginato B
coagulagdo (s.c =43,18g+1L)
Concentragdo material de 4% Volume da solugéo de 500 mL
m
encapsulagdo (s.a=4g+100 mL agua) | coagulagdo
o 5 mg/mL
Concentragdo principio ativo
(100 mg+20mL s.a)
Volume de solucdo atomizada 15 mL

Processo de consolidacéo/separacdo/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizac8o (am1) + 4 h (am2)

Procedimento de separacdo/lavagem

Filtracdo da solucéo de coagulacdo (am3)

Tipo de filtragdo utilizado: com véacuo (bomba)

N° de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL — am4)

Massa final das microesferas hidratadas 48799

Secagem

Processo utilizado: Liofilizagéo
Condicdes utilizadas (se aplicavel): n.a.
Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

319 mg (7 % sdlidos)

Determinacéo da eficiéncia de encapsulacdo por HPLC (am3)

Concentragdo do p.a. na solugéo de coagulacéo ap0s filtragéo Residual
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 75 mg
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.,e, mg) Residual
Eficiéncia de encapsulacdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) 100%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Extrato na primeira solucéo de lavagem (am4) — 0.00000 mg

Tipo de controlo/variavel medida

n.a.

Tipo de controlo/variavel medida

n.a.

Comentarios

A eficiéncia de encapsulacdo determinada no final do processo (com base na amostragem am3 e am4) foi proxima de

100%.
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2. Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2

MIC ap6s atomizagao (am1)

40X 100X 400X
, 0 e 2. '
T D @
o 3’ k »\ﬁ 2 /3 °© B
| ’» 9 D 9 _ L;jf\t &
f.ﬁ : ‘- . ;3‘ °, @

MIC ap06s coagulagdo (am2)
40X
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Anexo C. Abstract 1st Symposium on Medicinal Chemistry of University of Minho
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Application of spray-coagulation method to microencapsulate catechin
having in view cosmetic, pharmaceutical or nutraceutical areas

Joana Viegas®®, Lillian Barros®, Isabel Fernandes®, Isabel C.F.R. Ferreira®, Filomena Barreiro”

“Centro de Investigagdo de Montanha, ESA, Instituto Politécnico de Braganga, Campus
de Santa Apoldnia, Ap. 1172, 5301-855 Bragang¢a, Portugal.
®Laboratdrio de Processos de Separacdo e Reagdo (LSRE), Laboratdrio Associado
LSRE/LCM, Instituto Politécnico de Braganga, Campus Santa Apoldnia Ap. 1134,
5301-857 Bragancga, Portugal. barreiro@ipb.pt

Catechin is a polyphenolic compound of the flavonoid family and a product of the secondary
metabolism of various plants [1]. Antioxidant and chelating properties are atlributed to catechin, as
well as to other flavonoids, due to their aromatic hydroxyl groups. The presence of these bioactive
components in diets rich in vegetables offers a protective effect in human health, including
prevention of cardiovascular disorders and certain cancers, and in the ageing process itself. When
ingested, catechin undergoes a process of metabolism that changes its structure affecting the
antioxidant properties [2]. Microencapsulation can be used to overcome this problem offering
protection by means of a cover material and enabling its controlled release over time or selectively
1o an intended target [3].

In this study catechin was microencapsulated in an alginate matrix by using a spray-coagulation
technique. Briefly, a sodium alginate solution (4%, w/v) containing catechin was prepared under
stirring at ambient temperature by using a ratio catechin:alginate of 25:400 (w/w). The solution
was atomized in a Nisco Var J30 unit and microspheres consolidated upon contact with a solution
of CaCl, (4%, wiv), recovered by decantation and washed with deicnized water. In order to control
the process, microspheres formation was followed by optical microscopy (OM), and catechin loss
evaluated after consolidation/washing steps.

In conclusion, alginate-based microspheres loaded with catechin were efficiently preduced. The
obtained microspheres have a medium particle size comprised between 73 and 341 pm and
encapsulation efficiency was estimated as 87%. Overall, catechin was microencapsulated with
success, and can be incorporated in different formulations in order to apply its antioxidant
properties in cosmetic, pharmaceutical or nutraceutical areas. The work will proceed by evaluating
the protective effect of the used microencapsulation process on catechin antioxidant properties.
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Application of spray-coagulation method to microencapsulate catechin
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—— Introduction

v Catechin is a polyphenolic compound of the flavonoid family and a product
of the secondary metabolism of various plants [1].

¥ Antioxidant and chelating properties are attributed to catechin, as well as to
other flavonoids, due to their aromatic hydroxyl groups. The presence of
these bicactive components in diets rich in vegetables offers a protective
effect in human health, including prevention of cardiovascular disorders and
certaincancers, and in the ageing process itself.

¥ When ingested, catechin undergoes a process of metabolism that changes
its structure affecting the anticxidant properties [2].

¥ Microencapsulation can be used to overcome this problem offering
protection by means of 3 cover material and enabling its controlled release  Figure L Catechin structurs 3nd catechin-rich wild plantz.
over time or selectively to an intended target [3].

L Microencapsulation procedure ——m.\ — Process monitoring 7-\\
.f)/‘/ Catechin was microencapsulated in an alginate matrix v Microspheres formation was followed by optical \\'

by using a spray-cosgulation technigue. Briefly, a microscopy (OM) by cheeking several key points of the |
sodium alginate solution (4%, w/v) containing catechin process:
was preparsd undsr stirfing at ambient temperature by O Afteratomization;
using a ratio catechin:alginate of 25:400 (w/w). 0 After the consolidation periog;

v The solution was atomized in a Nisco Var 130 unit and O Afterfiltration/washing steps.
microspheres consolidated upon contact with a solution ¥ Catechin loss was evaluated after consolidation and after
of CaCl, (4%, w/v), recovered by vacuum filtration and washing steps by using High Performance Liguid
washed with deionized water. Chrematography (HPLC).

' ---

Figure 3. Morphology and size of catechin-loaded alginate microspheres

. - ) i ) under different magnifications (40, 100 and £00x) after atomization (A) /
e Figure 2. Nisto Var J30 microsncapsulation unit. _—/ and after consolidation [B). -

-

I/—— Encapsulation efficiency and storage form -

v Microspheres characterization was preformed in what concerns:
O Size (estimated based on OM analysis);
O Microenca psulation efficiency (based on the determined
catechin losses during the process);
O Solid content of the hydrated form (a known amount of
hydrated microspheres has been dried until a constant
weight was achieved).

¥ Microspheres storage was considered: -
. s . Figure 4. OM analysis of microspheres under different magnifications (40,
i pova@er f.orm (lyaphilization); 100 and 100x) after lyophilization (&) and after being rehydrated (B).
O Insolution (water).

~— Conclusion and future work
v Alginate-based microspheres loaded with catechin were produced. The obtained microspheres have a

medium particle size comprised between 73 and 341 pm. Encapsulation efficiency was estimated as
B7% (w/w) and solid content of the hydrated forms was around 7% (w/w);
v" Lyophilized microspheres swell inwater (rehydrate) recovering its original shape and size. Microspheres

conditioned in water present a high swelling, favoring catechin loss during storage;
v' Bioavailability of microencapsulated catechin will be evaluated, as well as catechin complex formation.
v Alternative methods, such as internal gelation, instead of the used external gelation, will be tested;
v Applications on cosmetic, pharmaceutical and nutraceutical areas will be envisaged. S
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MICROENCAPSULAGAO DE UM EXTRATO DE ROSA MICRANTHA PARA
UTILIZACAO NA AREA ALIMENTAR
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RESUMO

Os extratos de plantas sao fontes abundantes de compostos fendlicos com propriedades
antioxidantes reconhecidas. Dados os beneficios que aportam para a sadde humana, estes
assumem grande relevancia na industria alimentar, nomeadamente no desenvolvimento de
alimentos funcionais. No entanto, estes compostos de reconhecida instabilidade, podem sofrer
alteracbes durante o processamento dos alimentos onde s&o incorporados e processos
metabolicos. Neste contexto, a microencapsulagdo possibilita a protecdo destes antioxidantes
naturais, permitindo ainda a sua libertac&o controlada®. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar as propriedades antioxidantes do extrato hidroalcodlico de Rosa micrantha Borrer ex
Sm e do seu flavonoide maioritario, a catequina, na sua forma livre e microencapsulada quando
incorporados num iogurte natural. Para o efeito foram preparadas microesferas de alginato
utilizando uma técnica de microencapsulacéo por spray seguida de coagulacdo. O processo foi
otimizado numa primeira fase utilizando a catequina como composto modelo, sendo
posteriormente aplicada ao extrato de R. micrantha. Quando comparada com o seu homadlogo
microencapsulado, a incorporacdo direta do extrato de R. micrantha conduziu a produtos com
atividade antioxidante inicial superior (avaliagdo para t=0). No entanto, os iogurtes aditivados
com o microencapsulado apresentaram uma capacidade de manutencdo da atividade
antioxidante superior (avaliagdo para t=3 dias). No que respeita a catequina, esta apresentou
uma grande instabilidade, sendo que a sua microencapsulacao pelo processo utilizado nao
conduziu a melhorias significativas da preservacdo da sua atividade antioxidante com o tempo
e quando incorporada no iogurte.

Palavras-chave: Rosa micrantha; catequina; atividade antioxidante; microencapsulacao;
inddstria alimentar.
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