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RESUMO

Dentre os constituintes do cha verde (Camellia sinensis), destacam-se os compostos fendlicos
como as catequinas e a cafeina, as quais tém sido relacionadas com algumas atividades
bioldgicas no organismo. A microencapsulacdo vem sendo bastante empregada com o intuito
de proteger compostos sensiveis, além de ajudar na remogdo de sabores e odores indesejaveis,
dentre outros. Diante disto, este trabalho teve como objetivo a obtencéo e caracterizacdo de
um extrato das folhas do cha verde (Camellia sinensis) contendo altos teores de catequinas e
cafeina, bem como a protecdo desses compostos bioativos a partir do processo de
microencapsulagdo com goma do cajueiro e maltodextrina utilizadas como material de parede.
A partir do extrato obtido das folhas secas de cha verde com solucdo de etanol (75%) foi
realizada analise de citotoxicidade, bem como avaliacdo das concentracBes de catequinas e
cafeina, atividade antioxidante, quantidade de compostos fendlicos e flavonoides. O extrato
ndo apresentou agdo citotoxica, sendo quantificadas concentraces consideraveis de
catequinas e cafeina, bem como elevados niveis de capacidade antioxidante, compostos
fenolicos e flavonoides. Foram caracterizadas trés formulacGes de material de parede, bem
como a goma do cajueiro e maltodextrina puras: MPA (material de parede A) = 10% goma do
cajueiro + 20% maltodextrina; MPB (material de parede B) = 15% goma do cajueiro + 15%
maltodextrina; MPC (material de parede C) = 20% goma do cajueiro + 10% matodextrina;
GC (goma do cajueiro) e M (maltodextrina), sendo constatado a partir das analises térmicas
que a mistura de GC com M melhorou as caracteristicas do material de parede utilizado,
aumentado a sua estabilidade térmica a temperaturas acima de 100°C. Desta forma, as
diferentes formulacdes de materiais de parede foram capazes de encapsular o extrato de cha
verde, tornando-se vidvel a substituicdo de parte da maltodextrina utilizada por goma de
cajueiro. Foram elaboradas trés formulagcdes de microcapsulas: A (10% goma do cajueiro +
20% maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde); B (15% goma do cajueiro + 15%
maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde) e C (20% goma do cajueiro + 10%
maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde). As microcapsulas foram caracterizadas por
MEV, tamanho e distribuicdo de particula, solubilidade em 4&gua, eficiéncia de
microencapsulacéo, perfil de dissolugéo, anélise de FT-IR, Difratometria de raios-X (DRX) e
analises térmicas (DSC e TGA). As microcapsulas obtidas mostraram formas irregulares com
predominancia circular e superficie dentada, apresentando diametros médios iguais a 2,50,

2,55 e 3,64 um, respectivamente para A, B e C. Para a solubilidade em agua, as amostras de



microcapsulas apresentaram valores que variaram entre 63% a 72,66%. As microcapsulas A,
B e C apresentaram baixos valores de eficiéncia de microencapsulacdo (33%, 30,75% e
28,25%, respectivamente.) e perfil de dissolugdo que variou entre 81,44% e 103,81%. Para
avaliar o uso das microcapsulas de cha verde, como ingrediente promotor do aumento da
capacidade antioxidante e compostos bioativos em alimentos convencionais, 0 néctar de caja
foi utilizado como sistema modelo, sendo elaboradas duas formulagdes: néctar de cajd com
extrato de cha verde microencapsulado (NCEM) e néctar de caja (NC). As formulacGes foram
caracterizadas por analises fisico-quimicas, de compostos funcionais, analise microbiologica e
sensorial. As analises mostraram que a adi¢do das microcapsulas de cha verde ao néctar de
caja aumentou consideravelmente os teores de compostos antioxidantes e o de compostos
fenolicos. As analises também mostraram que 0s néctares se apresentaram dentro dos padrdes
fisico-quimicos, microbiologicos e sensoriais recomendados, obtendo médias sensoriais
dentro da regido de aceitacdo. Desta forma, verifica-se o potencial para a inddstria do
emprego das microparticulas a base do extrato seco de cha verde como ingrediente

alimenticio.

Palavras-chave: Extrato de cha verde. Compostos bioativos. Microencapsulacdo. Goma do

cajueiro. Maltodextrina.



ABSTRACT

Among the constituents of green tea (Camellia sinensis), phenolic compounds such as
catechins and caffeine, which have been related to some biological activities in the body,
stand out. Microencapsulation has been widely used to protect sensitive compounds, as well
as helping to remove unwanted flavors and odors, among others. The objective of this work
was to obtain and characterize an extract of the leaves of green tea (Camellia sinensis)
containing high levels of catechins and caffeine, as well as the protection of these bioactive
compounds from the microencapsulation process with cashew gum and maltodextrin used as
wall material. From the extract obtained from dried leaves of green tea with ethanol solution
(75%), cytotoxicity analysis was performed, as well as evaluation of catechins and caffeine
concentrations, antioxidant activity, amount of phenolic compounds and flavonoids. The
extract did not present cytotoxic action, with considerable concentrations of catechins and
caffeine being quantified, as well as high levels of antioxidant capacity, phenolic compounds
and flavonoids. Three formulations of wall material, as well as cashew gum and pure
maltodextrin, were characterized: MPA (wall material A) = 10% cashew gum + 20%
maltodextrin; MPB (wall material B) = 15% cashew gum + 15% maltodextrin; MPC (wall
material C) = 20% cashew gum + 10% matodextrin; GC (cashew gum) and M (maltodextrin).
It was verified from the thermal analyzes that the mixture of GC and M improved the
characteristics of the wall material used, increasing its thermal stability at temperatures above
100 ° C. Thus, different formulations of wall materials were able to encapsulate the green tea
extract, making it feasible to replace part of the maltodextrin used by cashew gum. Three
formulations of microcapsules were prepared: A (10% cashew gum + 20% maltodextrin +
7,5% dry green tea extract); B (15% cashew gum + 15% maltodextrin + 7,5% dry green tea
extract) and C (20% cashew gum + 10% maltodextrin + 7,5% dry green tea extract).
Microcapsules were characterized by SEM, particle size and distribution, water solubility,
microencapsulation efficiency, dissolution profile, FT-IR analysis, X-ray diffractometry
(XRD) and thermal analysis (DSC and TGA). The microcapsules obtained showed irregular
shapes with circular predominance and dentate surface, presenting average diameters equal to
2,50, 2,55 and 3,64 um, respectively for A, B and C. For the solubility in water, the
microcapsule samples presented Values ranging from 63% to 72,66%. The microcapsules A,
B and C presented low values of microencapsulation efficiency (33%, 30,75% and 28,25%,

respectively.) and dissolution profile ranging from 81,44% to 103,81%. In order to evaluate



the use of green tea microcapsules as a promoter of antioxidant capacity and bioactive
compounds in conventional foods, the cashew nectar was used as a model system and two
formulations were elaborated: caja nectar with microencapsulated green tea extract (NCEM)
and cashew nectar (NC). The formulations were characterized by physical-chemical analysis,
functional compounds, microbiological and sensory analysis. The analyzes showed that the
addition of microcapsules of green tea to cajd nectar increased considerably the contents of
antioxidant compounds and that of phenolic compounds. The analyzes also showed that the
nectars presented within the recommended physical-chemical, microbiological and sensorial
standards, obtaining sensorial means within the region of acceptance. In this way, the
potential for the microparticle employment industry is verified, based on the green tea extract

as a food ingredient.

Keywords: Green tea extract. Bioactive compounds. Microencapsulation of cashew gum.
Maltodextrin.
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NCEM Néctar de caja com extrato de cha verde microencapsulado
PET Polifendis Extraiveis Totais
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TGA Analise termogravimétrica
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1 INTRODUCAO

O cha verde é origindrio da China e é cultivado e consumido pelas suas
caracteristicas de aroma e sabor e propriedades medicinais em mais de 160 paises,
especialmente asiaticos (KUMUDAVALLY et al., 2008). Obtido das folhas da erva Camellia
sinensis, vem sendo muito estudado por possuir atividade antioxidante e antimicrobiana, além
de acdo anticancerigena, imunoestimulatoria, termogénica e auxiliar na reducédo dos niveis de
colesterol (LUO et al., 2014). O cultivo dessa planta no Brasil se da em especial no Vale do
Ribeira no Estado de Sdo Paulo, sendo a maior parte desse plantio destinado a producdo do
ché preto. Porém, o aumento da procura dos brasileiros pelo ché verde fez com que a sua
producdo fosse ampliada, utilizando principalmente a cultivar C. sinensis var assamica IAC
259 (DE MOURA et al., 2015; NISHIYAMA et al., 2010).

As propriedades favoraveis atribuidas ao consumo do cha sdo devidas a sua
composicdo rica em polifendis, flavonoides e catequinas. As catequinas e outros derivados
sdo capazes de agir diretamente como varredores de radicais e exercer propriedades
antioxidantes indiretas atraveés da ativacdo de fatores de transcricdo e enzimas antioxidantes.
A epigalocatequina galato (EGCG) tem sido apontada como a principal catequina responsavel
pelos efeitos benéficos presentes no cha verde, assim como também pelo aumento da
termogénese (KHAN; MUKHTAR, 2007; FARIA et al., 2006; WISEMAN; BALENTINE,
1997).

A cafeina é um alcaldide pertencente ao grupo das metilxantinas, que esta
presente em diversas espécies de plantas e é encontrada em maiores quantidades no café
guando comparados as quantidades nas folhas de cha verde, porém possui grande influéncia
no sabor do cha (ALTIMARI et al.,, 2006; DE MOURA et al., 2015). De acordo com
Westerterp-Plantenga (2010), o cha verde também apresenta os efeitos da cafeina e seu
possivel mecanismo de atuacdo como termogénico. Segundo o mesmo autor, a cafeina aliada
a catequina EGCG, estimula a oxidacdo de gordura corporal juntamente com a termogénese.

A microencapsulacdo na area alimenticia vem sendo bastante utilizada com o
objetivo de proteger compostos como 0s antioxidantes, vitaminas, aromatizantes, corantes,
antimicrobianos e conservantes, contra condi¢des ambientais desfavoraveis, além de conferir
melhoria da solubilidade, reduzir o grau de deterioragdo, diminuir as perdas de compostos
volateis e ajudar na remocdo de sabores e odores indesejaveis (HEYANG et al., 2009;
FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012). Dessa forma, visto que 0s compostos bioativos
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sofrem répida degradacdo quando estdo expostas a luz, ar e calor, perdendo seu valor
nutricional, propriedades bioldgicas e até tecnoldgicas, faz-se necessario o estudo de sua
estabilizacdo aplicando, por exemplo, técnicas de microencapsulacdo visando sua utilizagédo
comercial (MARTINOTTO et al., 2007).

Para o processo de microencapsulacdo, o material de parede utilizado é tdo
importante quanto o processo de producdo das microcdpsulas (ANWAR; KUNZ, 2011). O
material de parede pode ser constituido por compostos como polimeros, amidos, gelatinas e
gomas, por exemplo, a goma do cajueiro, e geralmente abrigam grupos hidrofilicos e/ou
hidrofobicos (TURCHIULI et al., 2005).

A goma do cajueiro é um polissacarideo que apresenta caracteristicas semelhantes
a goma arabica e ja vem sendo bastante utilizados como substituto em diferentes finalidades
na industria alimenticia, especialmente como suporte para microcapsulas (SARUBBO et al.,
2007).

A maltodextrina é um polissacarideo que vem sendo bastante utilizado na
industria de alimentos devido ao seu valor nutricional e pra atribuir consisténcia e textura,
dentre outras funcdes, podendo ser utilizada para compor o material de parede na secagem por
atomizacdo (WANG; WANG, 2000).

Motivados pela falta de tempo da populacéo, € cada vez mais comum o estudo e
elaboracdo de novos produtos gque tragam ao consumidor a possibilidade de adquirir um
produto que alie a praticidade com a expectativa de vida mais saudavel. A elaboracdo de
microcépsulas de extrato de cha verde tem exatamente o objetivo de conseguir facilitar a vida
do consumidor no momento de transformar um alimento convencional como, por exemplo,
um néctar de caja, em um alimento capaz de fornecer compostos bioativos que irdo atuar
beneficamente em sua satde. A goma do cajueiro e a maltodextrina podem ser utilizadas para
elaborar microcapsulas de extrato de cha verde, podendo ser adicionadas ao néctar de caja
para a obtencdo de uma bebida com propriedades bioativas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a obtencdo e caracterizacdo de um extrato
das folhas do ch& verde (Camellia sinensis), bem como a protecdo de seus compostos
bioativos a partir do processo de microencapsulacdo com goma do cajueiro e maltodextrina

utilizadas como material de parede.

2.2 Objetivos especificos

Obter um extrato seco de cha verde (Camellia sinensis) usando solucdo extratora a
base de EtOH / H,O (75 / 25) como solugéo extratora.

Avaliar a viabilidade celular do extrato obtido, frente a células epiteliais humanas,
a partir da reducédo celular de MTT.

Verificar se as catequinas, cafeina, polifendis extraiveis totais, atividade
antioxidante total e flavonoides amarelos permanecem presentes em niveis consideraveis no
extrato seco de cha verde.

Caracterizar o material de parede constituido por goma do cajueiro e
maltodextrina a partir de analises térmicas e cromatografia de permeacdo em gel.

Obter e caracterizar o extrato de cha verde microencapsulado utilizando como
material de parede goma do cajueiro e maltodextrina em trés proporcdes distintas.

Elaborar um néctar de caja contendo as microcapsulas de extrato de cha verde
selecionada, servindo como ingrediente promotor do aumento da capacidade antioxidante e de
compostos bioativos.

Avaliar a partir de analise microbioldgica, sensorial e de compostos quimicos
presentes no néctar de caja utilizado como sistema modelo alimenticio para a adicdo da

microcapsula selecionada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cha verde

O cha é considerado uma das bebidas mais consumidas no mundo, que remonta ha
mais de 5000 anos (RAHIM; NOFRIZAL; SAAD, 2014). H& algum tempo os chas vém sendo
estudados devido a sua alta atividade antioxidante, a qual é dependente do perfil de compostos
fenolicos extraidos no processo de infusdo. Essa atividade desperta interesse, pois ha um
impacto positivo sobre as condi¢Bes de salde, vitalidade celular e corporal (LU et al., 2011;
MORAIS-DE-SOUZA et al., 2011).

A partir da década de 2000, houve um crescimento do consumo de cha verde em
todo o mundo, dessa forma, deu-se uma maior atencdo ao chamado cha verde brasileiro,
obtido a partir das folhas de Camellia sinensis var. assamica. A Camellia sinensis é um
arbusto de pequeno porte pertencente a familia Theaceae, a qual possui origem asiatica
(DUARTE; MENARIM, 2006; SISTI et al., 2015).

A Camelia sinensis da origem a trés principais variedades de chas: verde, oolong
e preto, sendo uma bebida considerada popular e consumida no mundo todo devido ao seu
sabor caracteristico e seus potenciais beneficios a satide (EL-SHAHAWI et al., 2012; HSU,;
DICKINSON; LAPP, 2005). Caso suas folhas ndo sejam rapidamente secas depois de
colhidas, logo comecam a se oxidar. Assim, as diferentes variedades podem também diferir
entre si de acordo com o grau de oxidacdo de seus compostos, processo também chamado de
fermentacdo, embora este termo ndo reflita a realidade, pois tal processo ndo envolve agéo
microbiol6gica, mas apenas a acdo da polifenoloxidase presente naturalmente na planta, que
oxida seus constituintes principais, os flavandis chamados de catequinas (SENGER;
SCHWANKE; GOTTLIEB, 2010; DAL’BELO, 2008).

As folhas utilizadas para a comercializacdo dos diferentes tipos de infusdes séo
preparadas a partir de beneficiamento ou manufatura, passando por uma série de etapas
visando o desenvolvimento do aroma e do sabor caracteristicos do chad (GUITIERREZ, 2007).
Para a obtenc¢édo do cha preto, as folhas passam por fermentacdo, sendo que as catequinas séo
oxidadas e transformadas principalmente em teaflavinas e tearrubiginas (MUTHUMANI,
KUMAR, 2007). Os chas oolong passam por um processo fermentativo parcial e, por isso,
tém aroma menos acentuado do que os pretos (NISHIYAMA et al., 2010; MUTHUMANI;

KUMAR, 2007). O cha verde ndo sofre fermentacdo e provém das folhas que séo tratadas
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com vapor (método japonés) ou dispostas em bandejas quentes (método chinés) para inativar
a enzima polifenol oxidase, preservando seu teor de polifendis e tornando-o mais rico em
catequinas que os demais tipos (DAL’BELO, 2008).

3.2 Composicao do chéa verde

O ché verde inclui diversas classes de compostos fenolicos ou flavonoides, tais
como flavonois e acidos fendlicos, além de proteinas, carboidratos, aminoacidos, vitaminas C,
B1, B2 e K e sais minerais (fltor, potassio, magnésio, calcio, ferro, manganés e fésforo). As
metilxantinas também estdo presentes no chd verde, sendo consideradas potenciais
estimulantes do Sistema Nervoso Central e responsaveis pelos efeitos adversos e interacdes
medicamentosas. Essa classe quimica tem como principais representantes a cafeina, a
teobromina e a teofilina. A sua composi¢do varia de acordo com a espécie, época do ano,
idade das folhas, clima e praticas agrondmicas (HERNANDEZ FIGUEROA; RODRIGUEZ-
RODRIGUEZ; SANCHEZ-MUNIZ, 2004; SAITO, 2007; SENGER; SCHWANKE;
GOTTLIEB, 2010).

3.2.1 Compostos fendlicos

Os vegetais possuem dois tipos de metabolitos: primarios e secundarios. Os
metabdlitos primarios sao responsaveis pela sobrevivéncia do vegetal, exercendo funcéo ativa
nos processos de fotossintese, respiracdo e fixacdo de nutrientes. Os metabdlitos secundarios
possuem relacdo com estratégias de defesa das plantas (NASS, 2007). Sendo assim, oS
principais metabolicos secundarios podem ser classificados em trés grupos de acordo com sua
rota biossintética: terpenos, compostos fenélicos e compostos nitrogenados (TAYZ; ZEIGER,
2004).

Os fendlicos sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo que mais de 8000
compostos fendlicos j& foram encontrados em plantas (SILVA et al., 2010a). A quantificagdo
de compostos fendlicos em frutas e hortalicas revela informagdes a respeito da atividade
antioxidante, qualidade do alimento e dos potenciais beneficios a saude (BRAVO, 1998;
TALCOTT et al., 2003, ANGELO e JORGE, 2006). Os compostos fendlicos formam-se em
condigdes de estresse, como por exemplo, ferimentos, infec¢des, radiacdo ultravioleta, dentre
outros (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; NACZK e SHAHIDI, 2004). Podem ainda
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contribuir na cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa dos vegetais (SHAHIDI e
NACZK, 1995).

Quimicamente os compostos fendlicos podem ser definidos como substancias que
possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxilas. Nos alimentos, 0s
compostos fendlicos abrangem os &cidos fendlicos, flavonoides, taninos e cumarinas
(MORAES; COLLA, 2007; RIBEIRO, SERAVALLI, 2004).

Os compostos fenolicos sdo excelentes antioxidantes, podendo agir como
redutores de oxigénio singleto, atuando nas reacdes de oxidacdo lipidica, assim como na
quelacdo de metais. Eles vém sendo bastante estudados nos ultimos anos devido a seu
potencial efeito benéfico percebidos na salde e estdo, sem duvida, entre 0 grupo mais
investigado de compostos em pesquisa nutricional (HASLAN, 1996; DEL RIO et al., 2010).

e Flavonoides

Os flavonoides possuem uma estrutura basica que consiste na distribuicdo de 15
carbonos em dois anéis aromaticos, A e B (Figura 1) interligados via carbono heterociclico do
pirano (MARTINEZ-FLOREZ; GONZALEZ-GALLEGO; CULEBRAS, 2002; VOLP et al.,
2008). Essas estruturas polifenolicas possuem um baixo peso molecular, sdo encontradas
naturalmente nos vegetais, constituindo o grupo de compostos fendlicos mais abundante e
importante das plantas (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; MOON; WANG; MORRIS, 2006).
Esses compostos sdo encontrados em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta na
forma de glicosidios ou agliconas (HARBORNE; BAXTER; MOSS, 1999).
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Figura 1 - Estrutura bésica dos flavondides.

Flavonoides

Fonte: Martinez - Florez et al., 2002, p. 272

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides constituem o mais importante
grupo e se dividem nos seguintes subgrupos: antocianidinas, flavanonas, flavonol, flavonas,
isoflavona e flavanol (Figura 2) (YANG et al., 2001). Nas plantas, esses compostos sao
essenciais para a pigmentacdo, o crescimento, a reproducao, resisténcia a patégenos e também
como potentes antioxidantes (MORAES; COLLA, 2007).

Figura 2 — Estrutura das principais classes de flavonoides
OH

OH
HO‘ >

I
OH OH OH O

Flavanol (Catequina) Antocianidina (Pelargonidina) Flavona (Apigenina)

Isoflavona (Genisteina) Flavonol (Quercetina) Flavanona (Taxifolina)

Fonte: Cerqueira, Medeiros e Augusto, 2007, p. 446.

Os flavonoides possuem, de modo geral, estruturas que séo ideais para o sequestro
dos radicais livres, sendo considerados antioxidantes mais eficazes que as vitaminas C e E. A
atividade antioxidante desses compostos depende da forma da sua estrutura, podendo ser

determinada por cinco fatores: reatividade com o agente doador de H e elétrons, estabilidade
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do radical flavanoil formado, reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar
metais de transicdo e solubilidade e interagdo com as membranas (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; SANTOS, 2011).

Esses compostos estdo distribuidos em todo o reino vegetal, constituindo a
maioria dos pigmentos amarelos (flavonas, flavondis, flavanonas), roxos e azuis
(antocianinas) de flores e de alguns frutos (FRESNO, 1999). A distribui¢do dos flavonoides
depende de diversos fatores do vegetal, bem como da variacdo das espécies. Geralmente, 0s
flavonoides encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos
galhos, raizes e frutos. O mesmo composto ainda pode apresentar diferentes concentracdes,
dependendo do 6rgao vegetal em que se encontra (MACHADO et al., 2008; HICHRI et al.,
2011; PETRONI; TONELLI, 2011).

e Catequina

As folhas da Camellia sinensis apresentam uma elevada quantidade de catequinas,
chegando a constituir cerca de 30 % do seu peso seco, tendo maiores quantidades nas folhas
mais jovens. As catequinas sao incolores e sollveis em agua, sendo também responsaveis
pelo amargor e adstringéncia do cha verde (LIMA et al., 2009; CAMARGO, 2011).

Dentre as catequinas do cha verde pode-se incluir a catequina (C), epicatequina
(EC), epigalocatequina (EGC), epicatequina galato (ECG), epigalocatequina galato (EGCG) e
a galocatequina galato (GCG) (NALDI, 2014). A Figura 3 mostra a estrutura quimica das

principais catequinas encontradas no cha verde.
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Figura 3 - Estruturas quimicas das principais catequinas presentes no cha verde.

HO OH

OH OH
| 0] N HO (@] N\ OH

“OH “OH

OH OH OH
Catequina (C) Epicatequina (EC) Epigalocatequina (EGC)
OH
OH

OH
OH
OH
OH
OH
OH
Epicatequina galato (ECG) Epigalocatequina galato (EGCG)

Fonte: Adaptado de NALDI, 2014.

Estudos mostram que os efeitos benéficos do cha verde vém sendo atribuidos as
catequinas, principalmente a epigalocatequina galato (EGCG), a qual geralmente é encontrada
em maior teor (YANAGIMOTO et al., 2003, EL-SHAHAWI et al., 2012).

Alguns estudos vém mostrando resultados importantes sobre o metabolismo das
varias catequinas existentes no cha verde, sendo a epigalocatequina e epicatequina as que
tiveram uma melhor absorcédo através do intestino delgado ou pelo colon, devido a atuacéo de
enzimas de natureza bacteriana. Por outro lado, a epigalocatequina galato apresentou menor
absorcdo e baixa biodisponibilidade durante essa fase de absorcdo (CHEN et al.,1997;
SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; LEE et al., 2002). A Figura 4 mostra 0 esquema da

possivel rota de metabolismo dos polifendis.
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Figura 4 - Possivel rota de metabolismo dos polifendis.

CATEQUINAS
\L Tecidos

Intestino > Figado J

Delgado '\_/ l
v Rim
Colon \L
v Urina
Fezes

Fonte: Adaptado de SCALBERT e WILLIAMSON, 2000.

Para a fase de eliminacdo, estudos mostram que apenas 8,9 % e 3,3 % de
epicatequina (EC) e epigalocatequina (EGC) ingeridas foram excretadas pela urina e
juntamente com elevacdo da excrecdo de metabodlicos de catequinas. Pesquisas realizadas em
ratos demonstraram que a epigalocatequina galato (EGCG) é excretada principalmente pela
bile, e a EC e EGC, pela bile e urina (CHEN et al., 1997; LEE et al., 2002).

3.2.2 Metilxantinas

As metilxantinas sd8o0 denominadas alcaldides, bastante semelhantes
qguimicamente, diferenciando-se entre si pela poténcia na agdo estimulante sobre o sistema
nervoso central (SNC). A cafeina pertence ao grupo das trimetilxantinas, as quais séo
derivadas da xantina. Também fazem parte desse grupo a teofilina, a teina e a teobromina
(RANG; DALE, 1996; ALTIMARI et al., 2001). A Figura 5 demonstra a estrutura quimica de

algumas trimetilxantinas.
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Figura 5 - Formulas estruturais da xantina e de seus trés derivados naturais.
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Fonte: Adaptado de RANG e DALE, 1996.

e (Cafeina

Sabe-se que a cafeina é largamente empregada e aceita no mundo todo, sendo
frequentemente consumida por bilhdes de pessoas e participando de diversas praticas
culturais, sendo até vital para algumas economias (AIS, 2001; DE MOURA et al., 2015).

A cafeina é um alcal6ide que ndo possui valor nutricional e na sua forma pura é
uma substancia cristalina apresentando sabor amargo. Os teores de cafeina nas folhas de cha
verde estdo compreendidos entre 2,5 e 55 % do extrato seco, tendo grande influéncia no
sabor do cha. A cafeina esta presente em diferentes partes da planta e seu teor varia de acordo
com a regido, sendo maior no gomo terminal e na primeira folha. O teor de cafeina presente
nas folhas de cha verde é inversamente proporcional ao seu tamanho, sendo encontrada em
maior quantidade em folhas menores (VENTURINI FILHO, 2005).

A cafeina é considerada uma droga estimulante que possui efeito sobre a funcéo
mental e comportamental; produz excitagdo, produz euforia, reduz a sensacdo de fadiga,
aumenta a atividade motora e pode ainda afetar negativamente a qualidade do sono. Essa

substancia esta presente em menores quantidades no cha verde quando comparada ao cafe,
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sendo encontrados aproximadamente 6 % de cafeina em uma xicara de cha, enquanto que uma
xicara de café contém até 25 % (VALENZUELA, 2004).

Alguns estudos vém mostrando que a cafeina auxilia em um melhor
condicionamento fisico durante praticas de diferentes tipos de exercicios fisicos, na dose de
apenas 3 a 6 mg de cafeina por quilograma de peso corporal (ALTIMARI et al., 2000).

A cafeina do cha verde também apresenta uma possivel atuacdo na termogénese.
Alguns estudos vém mostrando que essa acdo termogeénica da cafeina auxilia na oxidacdo da
gordura corporal, assim como EGCG, que ajuda a reduzir a ingestao alimentar, o colesterol, a
absorcdo lipidica e os triglicerideos sanguineos, podendo contribuir para uma maior perda de
peso e melhora do perfil lipidico (WESTERTERP-PLANTENGA,; LEJEUNE; KOVACS,
2005).

3.3 O ché& verde associado a perda de peso

A obesidade é uma doenca crbnica que vem atingindo um grande ndmero de
pessoas no mundo todo, sendo considerada hoje como um problema de saude publica,
atingindo cerca de 12,7 % das mulheres e 8,8 % dos homens adultos brasileiros. Essa doenga
pode ser considerada uma desordem devido ao acumulo energético nos tecidos, associado a
riscos para a saude. A partir da década de 2000, a obesidade vem sendo bastante estudada
pelo meio cientifico, e estdo surgindo pesquisas sobre os potenciais efeitos termogénicos de
compostos como as catequinas e a cafeina, presentes em chas e outros alimentos de origem
vegetal (DULLOO et al., 1999; KASSIM; FERNANDES; RODRIGUES, 2009).

Segundo alguns estudos, uma tipica bebida de cha verde, preparada em uma
proporcédo de 1 g de folhas para 100 mL de 4gua por 3 minutos de fervura, geralmente contém
cerca de 35-45 mg de catequinas e 6 mg de cafeina, dentre outros constituintes
(BALENTINE; WISEMAN; BOUWENS, 1997).

Shimotoyodome et al. (2005) estudaram os efeitos de uma suplementacédo
dietética com extratos de cha verde associada a exercicios regulares sobre o desenvolvimento
da obesidade em ratos. A dieta com a suplementacdo de extratos de cha verde acarretou um
aumento da oxidacdo de gorduras hepaticas tanto no grupo exercitado quanto no grupo nao
exercitado. Por outro lado, a suplementagdo com cha verde combinada a exercicios fisicos

gerou grande oxidacéo lipidica no musculo esquelético.
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Estudos realizados por Dulloo et al. (2000) encontraram efeitos positivos na
atuacdo da catequina sobre o peso corporal e concluiram que ela também atua na reducdo da
circunferéncia abdominal, reduzindo ainda os niveis plasmaticos de colesterol total e
triglicérides, estimulando a termogénese, e promovendo assim um maior gasto energético e
reducdo da ingestdo alimentar pela interacdo da EGCG com o receptor da leptina (hormonio
da obesidade), o que aumenta a saciedade e proporciona perda de peso.

Dulloo et al. (1999) demonstraram que o0 extrato de chd verde pode atuar
promovendo o controle da composicao corporal através da ativacdo simpatica da termogénese
e oxidacdo de gordura. Segundo 0os mesmos autores, 0 consumo de um extrato que continha
90 mg de epigalocatequina galato (EGCG) e 50 mg de cafeina proporcionou um maior efeito
termogénico, o que pode influenciar na perda de peso. Além disso, tem demonstrado um
efeito ergogénico em praticantes de atividades fisicas de endurance, retardando a fadiga
muscular e dessa forma melhorando o condicionamento dos atletas.

Em estudos de Westerterp-Plantenga, Lejeune e Kovacs (2005), um grupo de
pessoas com maior consumo habitual de cafeina apresentou maior perda de peso e saciedade,
no entanto, para esse mesmo grupo nao houve a manutencdo do peso apds o emagrecimento,
possivelmente devido a perda de sensibilidade a cafeina.

Estudos evidenciam que para haver reducdo do apetite e um aumento do
catabolismo de gorduras, a ingestdo de cha verde deve ser em média de 600 mL por dia. Em
pesquisas com seres humanos foi revelado que o consumo de catequinas associado a pratica
de exercicios fisicos aumentou o gasto energético, enquanto que o habito de consumo em
longo prazo de cha verde auxiliou na diminuicdo da gordura corporal e da relagdo cintura-
quadril. Segundo a American Dietetic Association, para se obter efeitos benéficos a salde, é
sugerido o consumo de 4 a 6 xicaras de cha verde por dia (LAMARAO; FIALHO, 2009).

Estudos mostram que animais que consumiram extrato de cha verde adquiriram
uma maior resisténcia na natacéo e, de acordo com o gasto de oxigénio, houve catabolismo
lipidico, sendo o extrato de cha verde o responsavel por estimular a oxidacdo lipidica e
aumentar a capacidade oxidativa muscular (MURASE et al., 2006).

Venables et al. (2008) realizaram estudos a fim de avaliar os efeitos da ingestéo
de cha verde na tolerancia a glicose e na oxidacdo de gorduras durante a pratica de exercicios
de moderada intensidade em humanos. Foi verificado que a ingestdo de cha verde tanto pode
aumentar a oxidacdo lipidica durante exercicios de intensidade moderada, como também

melhorar a sensibilidade a insulina e toleréncia a glicose em homens jovens.
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3.4 Microencapsulacao

A microencapsulacdo € definida como um processo onde particulas ou gotas
minusculas sdo envolvidas por uma cobertura homo ou heterogénea, com o objetivo de formar
pequenas cépsulas com muitas propriedades Uteis. Essa técnica tem a finalidade de formar
uma barreira fisica, isolando as substancias sensiveis de indesejaveis fatores do ambiente
externo, tornando-se uma ferramenta importante na protecdo, estabilidade e solubilidade. O
processo também pode ser adotado quando € desejavel a liberacdo controlada dos compostos
encapsulados, tanto no alimento quanto em outro local, de forma a aperfeicoar a absorcédo de
compostos bioativos em alimentos, especialmente os probiéticos, minerais, vitaminas,
fitoesterdis, acidos graxos, o licopeno e antioxidantes. E utilizada em alimentos e produtos
farmacéuticos (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007; DE VOS et al., 2010; GHARSALLAOUI
et al., 2007).

As microcapsulas podem ser obtidas de varias maneiras, tais como spray dryer,
liofilizacdo, spray cooling, coacervacdo, secagem em leito fluidizado, polimerizacéo,
extrusdo, formacdo de lipossomas e nanoencapsulacdo, quando as particulas apresentam
tamanho na ordem 10° (DE VOS, 2010; DRUSCH: MANINO, 2009; GOUIN, 2004;
SURYANARAYANA; RAO; KUMAR, 2008; WEINBRECK; MINOR; KRUIF, 2004).

Na area alimenticia, a microencapsulacdo é aplicada para proteger vitaminas,
pigmentos e compostos bioativos contra oxidacdo quimica dos fatores do meio ambiente, tais
como pH, temperatura, luz, etc. Esse processo também pode atender a outros objetivos como:
mascarar compostos de sabor indesejavel; liberar de forma controlada o material que se
encontra no nucleo; retardar alteragdes que podem causar a perda de aroma, alteracao de cor
ou perda de nutrientes e separar componentes reativos ou incompativeis (CLARK, 2002;
DEPYPERE et al., 2003).

As microcapsulas podem variar em tamanho de poucos nandmetros até varios
micrémetros, sendo sua forma também muito variavel em funcdo do método e do agente
encapsulante empregados para prepara-las. De acordo com Fang e Bhandari (2010), durante o
encapsulamento véarias morfologias podem ser produzidas, entretanto, duas sdo comumente
observadas: a capsula mononuclear, que tem um Unico nucleo envolto por uma concha e os

agregados, com muitos nicleos embebidos por uma Unica matriz (Figura 6).
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Figura 6 - Formas principais de encapsulamento: capsulas mononucleares (a esquerda) e
gregados (a direita).

Material de parede

Material de parede

Fonte: FANG e BHANDARI, 2010.

Segundo Rebello (2009), o desenvolvimento de produtos que contenham
ingredientes ativos é geralmente mais desafiador na indUstria alimenticia do que nas industrias
farmacéutica, agroquimica e cosmética, pois a adicdo de ingredientes encapsulados ndo deve
comprometer as qualidades sensoriais, além de as matrizes alimenticias serem normalmente
muito mais complexas que 0s meios usados na industria farmacéutica e na cosmética para
introducdo dos bioativos encapsulados no corpo (intravenosa, cutanea, muscular, ocular,
pulmonar, por exemplo). Deve-se também considerar que os ingredientes encapsulados serdo

ingeridos via oral, devendo resistir as condi¢des de baixo pH do trato gastrointestinal.

e Spray dryer

Dentre os varios métodos para a secagem de microcapsulas, o spray dryer ou
atomizacdo é considerado uma das técnicas mais antigas e utilizadas no encapsulamento. E
considerado um processo continuo, flexivel e econémico, além de possibilitar trabalhar com
materiais termolabeis e formar microcapsulas de pequenos tamanhos (geralmente menores
que 100 pum), o que torna o produto altamente soluvel (BARBOSA; BORSARELLI;
MERCADANTE, 2005; NEDOVIC et al., 2011).

Segundo Assis et al. (2012), a encapsulacdo se da em quatro etapas: preparo da
dispersdo ou emulsdo; homogeneizacdo; atomizacao e desidratagdo das particulas atomizadas.
Esse processo pode ser aplicado a substancias sensiveis, j& que ha riscos minimos de ocorrer
um superaquecimento, uma vez que a secagem € quase instantanea (ALVES, 2012).

Para o preparo da emulsdo ou mistura a ser atomizada, deve-se dispersar o ndcleo
em uma solugdo do agente de revestimento, sendo algumas vezes necesséria a adi¢do de um

emulsificante para que haja uma melhor homogeneizacdo (GHARSALLAOUI et al., 2007
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ASSIS et al., 2012). Em seguida a mistura é levada ao spray dryer, onde a agua é totalmente
evaporada pela aplicacdo do ar quente em contato com o material atomizado, e por fim o
material encapsulado é recolhido ap6s cair no fundo do secador (FANG e BHANDARI,

2010). A Figura 7 mostra o esquema de um spray dryer.

Figura 7 — Esquema de um spray dryer.
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Fonte: ROSA; TSUKADA,; FREITAS, 2010.

Segundo Jafari (2008), a eficiéncia de encapsulacdo pelo método de spray dryer
pode ser afetada pelas propriedades do material de parede, caracteristicas da emulsdo e
parametros de secagem. O material de parede pode ser constituido por compostos como
polimeros, amidos, gomas, gelatinas, dentre outros, e geralmente abrigam grupos hidrofilicos
e/ou hidrofobicos (TURCHIULI et al., 2005).

Uma das restricbes ao uso do spray dryer € o nimero limitado de materiais de
parede disponivel, uma vez que quase todos 0s processos na industria alimenticia sdo
realizados em meio aquoso, devendo o material de parede ser soltvel em &gua em um nivel
aceitavel (DESAI; PARK, 2005).

Para ser considerado como bom material encapsulante, o agente deve possuir boa
solubilidade em 4&gua, ter propriedades emulsificantes (para materiais hidrofobicos),

apresentar baixa viscosidade, baixa higroscopicidade, além de ser capaz de reter em sua
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matriz os compostos volateis (HIGUITA, 2013; JUNIOR, 2012). Deve-se ressaltar ainda que
um bom material de parede ndo deve reagir com o material a ser encapsulado, deve possuir
viabilidade econdmica e possuir aroma agradavel para ser aplicado em alimentos (COSTA,
2013). As gomas possuem boas caracteristicas como agente encapsulante e, portanto, vém

sendo bastante utilizadas como material de parede (MENDES, 2012).

3.5 Goma do cajueiro

A goma do cajueiro é um polissacarideo que pode ser obtido a partir de cissuras
nas arvores, ou de forma natural pela exsudacdo da prépria planta. Apresenta uma cor
amarelada, € soluvel em agua formando solucbes de baixa viscosidade e é facilmente
precipitado com solventes organicos polares, tais como etanol, formando substancias
incolores, inodoras, insipidas e atoxicas (MARQUES; ALBUQUERQUE; XAVIER-FILHO,
1992; MOURA NETO, 2008; CUNHA; FEITOSA; PAULA., 2009).

O exsudado do cajueiro é produzido nas células epiteliais da planta, sendo expulso
a partir de um corte, natural ou nao, em sua forma liquida. O liquido extraido da planta, seca
por evaporacdo da agua e torna-se uma resina mais firme, a qual pode ser purificada e
transformada em goma (TORQUATO et al., 2004). Segundo Cunha, Feitosa e Paula (2009),
os polissacarideos de exsudados sdo produzidos como mecanismo de defesa das plantas
contra o estresse causado por injurias fisicas ou ataque microbiano.

A goma do cajueiro é classificada como um heteropolissacarideo &cido ramificado
apresentando como constituintes: galactose (70%), glicose (11%), acido glucurénico (6%),
arabinose (5%), ramnose (4%) e manose (1%) (SILVA et al., 2010b).

De acordo com Paula, Gomes e Paula (2002), a goma do cajueiro apresenta uma
estrutura quimica basicamente constituida por unidades de galactose unidas por ligagdes B (1-
3) e cadeias ramificadas unidas por ligagdes B (1-6). Arabinose, ramnose e acido glucurénico
estdo presentes como grupos terminais, porém a glicose pode formar cadeias laterais
(PAULA; HEATLEY; BUDD, 1998). A estrutura da goma do cajueiro esta esquematizada na
Figura 8.
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Figura 8 - Representacdo esquematica da estrutura da goma de cajueiro (R = ramnose,
arabinose ou &cido glucurdnico).
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Fonte: CUNHA et al. (2007).

Esse polissacarideo apresenta caracteristicas muito semelhantes a goma arabica e
ja vem sendo bastante utilizado como substituto para diferentes finalidades na industria. A
goma do cajueiro pode ser utilizada como cola liquida pela industria farmacéutica, em
cosméticos e na industria de alimentos como estabilizantes de sorvetes, sucos e cervejas,
sendo também utilizada como emulsificantes para saladas e molhos, espessantes para sucos e
refrescos e ainda como suporte para microcapsulas (SARUBBO et al., 2007).

A goma extraida do exsudado do cajueiro € uma matéria prima nativa do Nordeste
brasileiro, que vem sendo bastante pesquisada, apresentando crescente possibilidade de
producéo comercial. Segundo o IBGE, em 2012 a area cultivada com cajueiro era de 779.351

hectares. A exsudacdo da goma € simples e muitas vezes espontanea. A producdo média de
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goma/planta/ano é de 700 g, sendo possivel uma producdo da goma/ano muito superior a
importada de goma arabica, o que seria uma forma de agregar valor a cajucultura, desde que
houvesse mercado para a goma (CUNHA; FEITOSA; PAULA, 2009).

De acordo com Cunha, Feitosa e Paula (2009), levando em consideracdo a vasta
area de cultivo de cajueiro no Nordeste brasileiro, a exploracdo da goma extraida dessa
cultura representa uma Otima alternativa para se agregar valor a cajucultura, ja que esse
coproduto poderia acrescer divisas no comercio exterior diminuindo os gastos de importacao
da goma arabica.

Segundo Oliveira (2008), a exploracdo do exsudado do cajueiro € considerada
mais uma fonte de mercado, além da castanha e do pedinculo, possibilitando maiores lucros
para o produtor. Além disso, torna-se uma alternativa lucrativa para o aproveitamento dos
cajueiros improdutivos que se encontram em fase de declinio e senescéncia.

A literatura vem revelando o uso de novos agentes encapsulantes, como a goma
do cajueiro na encapsulacdo do corante de urucum, amido de mandioca esterificado com
acido estearico na retencdo de acido oleico e maltodextrina acetilada na encapsulacdo da
propdlis (MENDES, 2012; ALVES, 2013; TOSONI; RODRIGUES, 2013).

3.6 Maltodextrina

De acordo com Storz e Steffens (2004), as maltodextrinas se apresentam na forma
de p6 branco ou solugbes concentradas, sendo classificadas como ingrediente geralmente
reconhecido como seguro (Generally Recognized As Safe, GRAS) pela Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, FAO).

As maltodextrinas sdo utilizadas pelas industrias alimenticias devido seu valor
nutricional; por atribuir consisténcia e textura sem mascarar sabores; prevenir cristalizacdo e
escurecimento ndo enzimatico; controlar dogura, higroscopicidade, osmolaridade e ponto de
congelamento; formar substituintes de gordura e filmes comestiveis e para compor o material
de suporte na secagem por atomizacdo (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000).

A obtencéo das maltodextrinas ocorre pela hidrolise enzimatica ou acida do amido
ou da fécula, possuindo baixa viscosidade e alta solubilidade. Esse material apresenta baixo

custo e baixa higroscopicidade, dificultando a aglomeracdo das particulas. A maltodextrina
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apresenta ainda efeito protetor na oxidagdo, mostrando retencéo de volateis na faixa de 65 a
80 % (ABURTO; TAVARES; MARTUCCI, 1998; OBON et al., 2009; TONON et al., 2008).

Segundo Mcpherson e Seib (1997), a DE (dextrose equivalente) é a medida do
grau de hidrélise da molécula de amido e € definida pelo contetido de AR (agucares redutores)
expresso em percentual de glicose, em base seca. Dependendo do grau de hidrolise da
molécula de amido, os produtos obtidos sdo classificados como maltodextrinas (se o valor de

DE for menor que 20) ou xaropes (DE igual ou maior que 20).

3.7 Néctar de cajéa

O consumo de bebidas ndo alcodlicas vem crescendo no mundo todo, tanto per
capita quanto global. Dessa maneira, as bebidas obtidas de frutas geram um maior consumo ja
que sdo fontes ricas em vitaminas e minerais, ideais para a dieta humana, além de possuirem
sabores apreciaveis. O setor de bebidas evoluiu com sua segmentacdo em bebidas esportivas,
cha gelado, bebidas nutricionais, funcionais e sucos de frutas (SOARES et al., 2001).

Anualmente, o mercado de sucos, néctares e polpas vem crescendo a taxas
superiores a 10% (IBRAF, 2012). A obtencdo de sucos e néctares a partir do processamento
de frutas visa a transformacdo de produtos pereciveis em armazenaveis, aumentando assim
sua vida de prateleira e agregando valor comercial.

A cajazeira (Spondias mombin L.) pertence a familia Anacardiaceae e pode ser
encontrada nas regides tropicais da América, Africa e Asia, sendo no Brasil cultivada
principalmente nas regides Norte e Nordeste. Seus frutos podem ser conhecidos como caja,
caja verdadeiro, caja-mirim ou tapereba e sdo bastante utilizados na producdo de polpas,
sucos, picolés, sorvetes, geleias e néctares. Mesmo ainda nao sendo cultivada em escala
comercial, a cada ano a participacdo das cajazeiras cresce no agronegocio da regido Nordeste,
devido a comercializacdo dos seus frutos tanto para consumo in natura como para 0
processamento de sua polpa (CAVALCANTI; DUARTE; ZANINI, 2005).

O caja vem sendo bastante procurado pela industria devido as suas Gtimas
caracteristicas de aroma e sabor agradaveis, boa aparéncia e qualidade nutritiva, alem de
possuir um rendimento médio de 55 a 65% em polpa, com potencial para sua utilizacdo na
forma processada como polpa congelada, sucos, néctares e sorvetes (LIMA et al., 2002;
MATTIETTO; MATTA; YAHIA, 2011).
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A denominacdo néctar de caja € utilizada pela legislagdo para a designacdo de
bebida ndo fermentada, a qual é obtida a partir da diluicdo em &gua potavel do caja e agUcares,
destinada ao consumo direto, podendo ainda ser adicionada de acidos (BRASIL, 1997).

Os néctares sdo obtidos basicamente a partir da mistura de ingredientes e em
seguida é feita a pasteurizacdo do produto. O inicio do processamento se d& com a selecdo das
matérias-primas e a formulagdo. O ingrediente majoritario do néctar é a &gua, seguido da
polpa ou suco de fruta. Para a fabricacdo do néctar adogado, pode-se fazer uso de sacarose ou
de um xarope composto por sacarose e agua, com 30°Brix (SOUZA, 2008).

As bebidas podem ser funcionalizadas a partir da adicdo de fibras dietéticas, 6leos
de peixe, esterdis de plantas, minerais, vitaminas, prebidticos e probiéticos. Porém, a indUstria
também vem utilizando outros ingredientes opcionais, como 0s substitutos de gorduras e
edulcorantes, dependendo do tipo de produto que se quer produzir e do puablico alvo
(TAMIME, 1997; FERREIRA, 2001; BERTERRECHE, 2002; FERREIRA, 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
4.1.1 Chaverde

Para a elaboracdo do extrato seco de cha verde foram utilizadas como matérias-
primas, folhas de Camellia sinensis var assamica, adquiridas no comércio local da cidade de
Fortaleza-CE.
4.1.2 Goma de cajueiro

A goma de cajueiro foi obtida a partir do exsudado de arvores de cajueiro ando-
precose (Anacardium occidentale L.) cultivadas no Campo Experimental de Pacajus, da
Embrapa Agroindustria Tropical (CE- Brasil).

4.1.3 Maltodextrina

A maltodextrina empregada nos experimentos foi obtida no comércio local de

Fortaleza-CE, da marca “Cargill” e dextrose equivalente menor que 20%.

4.1.4 Polpade caja

Para esta pesquisa foram utilizadas polpas de caja, sem adi¢do de conservantes,
obtidas do comércio local de Fortaleza (CE- Brasil), da marca “Pura”. As polpas foram
estocadas em freezer a temperatura de -18,0 + 1°C até o0 momento de serem utilizadas nos

experimentos.
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4.2 Meétodos

4.2.1 Obtencao do extrato seco de cha verde

O extrato seco foi obtido seguindo a metodologia de Jacques et al. (2010), com
adaptacOes, onde foram pesados 5 g de folhas de ch& verde e adicionadas 50 mL de
EtOH/H,0 (75/25). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas por cerca de 20 minutos
em banho de ultrassom, filtradas e concentradas em Rotaevaporador a 50 °C por cerca de 30
minutos até a total remoc¢do do etanol, restando apenas &gua. Posteriormente as amostras
foram submetidas ao processo de liofilizacdo, embaladas a vacuo e armazenadas em
dessecador. Neste trabalho, o etanol foi escolhido como solvente extrator devido a sua baixa

toxicidade quando comparado ao metanol e/ou acetona.

4.2.2 Citotoxicidade do extrato seco de ché verde frente as células epiteliais humanas

O extrato obtido no subitem 4.2.1 foi avaliado por meio de ensaios baseados na
reducdo celular de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol, 2-yl)- 2,5-diphenyl-212 tetrazolium
bromide]. A quantificacdo da reducdo de MTT avalia a viabilidade celular a partir de um
método colorimétrico simples. Apos reducdo do MTT, sdo formados cristais de formazan, de
cor azul, que ao serem dissolvidos absorvem na regido do visivel, podendo ser quantificados
por espectrofotometria. A reducdo do MTT é feita através de enzimas desidrogenases
mitocondriais, portanto pode-se avaliar a capacidade redutora da célula através deste método
(MOSMANN, 1983).

A citotoxicidade foi medida através da exposicao das células epiteliais intestinais
(aproximadamente 20000 células - cultura IEC 6), previamente cultivadas, nas concentracdes
de 100% e 50% (m/v) do extrato seco de chd verde avaliado. Durante 0 ensaio, 0S
sobrenadantes das culturas celulares, contendo ou ndo (controle negativo) a amostra testada,
foram removidos e as células foram mantidas numa solugdo de MTT (5 mg.mL™) em meio de
Krebs, a uma temperatura de 37°C, por 20 minutos e protegido da luz. Apds o tempo de
incubacéo, os cristais de formazan, resultantes da redugdo do MTT, foram dissolvidos numa
solucdo de HCL 0,04 N em isopropanol. O valor de absorbéncia foi medido a um

comprimento de onda de 570 nm e fragdes foram comparadas com o controle positivo
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(citotoxina A do Clostridium difficile) e negativo (somente cultura celular em meio de
cultura), sendo o ultimo considerado como 100% de viabilidade celular.
Os resultados das absorbancias obtidas foram submetidos ao teste de comparacéo

multipla de Bonferroni's e os resultados expressos em média e desvio padréo.

4.2.3 Quantificacdo de catequinas e cafeina no extrato seco de ché verde

o Aparelho

A quantificagdo das catequinas e cafeina do extrato seco de cha verde foi realizada
no Laboratério de Produtos Naturais da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria —
EMBRAPA, em um sistema Waters Acquity de cromatografia liquida a ultra pressdo (UPLC),
acoplado a um analisador de massas quadrupolo/tempo de voo (TOF, Waters Micromass
LCT) com ionizacdo por electro spray (ESI). As separacfes foram realizadas em Coluna C18
(Waters Acquity UPLC BEH C18, 150 mm x 2,1 mm, 1,7 um).

o Padrdes e reagentes

Os padrbes de cafeina (CF) e (+)-catequina (C) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (S&o Paulo, Brasil) e os padrdes de (-)-epicatequina (EC), (-)-epicatequina galato
(ECG) e (-)-epigalocatequina galato (EGCG) foram adquiridas da Extrasynthese. As solugdes-
estoque foram preparadas pesando 2 mg de cada padrao separadamente e diluidas em baldo de
10 mL com metanol 80 % (grau HPLC adquirido da JT Baker (Edo. de México, México),
resultando em solugdes com concentragdes de 200 pg.mL™, e armazenadas a -20°C por no
maximo dois meses. Para a preparacao das solucdes-trabalho, pequenos volumes de solucdes-
estoque foram diluidos a fim de se obter 0s pontos necessarios para a curva de cada padréo.

Para a leitura, utilizou-se agua Milli-Q do equipamento de purificacdo de aguas
Millipore (Bedford, MA, EUA), acetonitrila adquirida da Tedia (Phillipsburg, United States

of America) e acido formico, grau analitico, da Sigma-Aldrich (S&o Paulo, Brasil).
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o Condic¢des cromatogréaficas

A eluicdo em gradiente teve como fase mdvel os solventes A, agua com 0,1% de
acido formico e B, acetonitrila com 0,1% de acido férmico. O gradiente exploratdrio seguiu as
seguintes condic¢des: (0-15) min (2-95%) de B; (15,1-17) min (100%) de B; (17,1-19,1) min
(2%) de B, fluxo de 0,4 mL.min™ e volume de injecéo da amostra de 5 pL.

Utilizou-se fonte ESI” em modo negativo de ionizagéo, sendo o intervalo de massa
adquirido na faixa de 110-1180 Da, a temperatura da fonte fixa de 120 °C, a temperatura do
gas de dessolvatacdo foi de 350 °C, e fluxo do gas de dessolvatacdo de 500 L.h™, cone de
extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI" foi adquirido na faixa de 110-
1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 ‘C, temperatura de dessolvatacdo 350 ‘C, fluxo do
gas dessolvatacdo de 500 L.h™. A voltagem capilar foi de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como padréo de calibracdo interna. Em baixo scan, a tensdo de cone foi 35 V para
ESI’, energia de colisdo de 5 eV (trap). O modo de aquisicdo foi de MSE. O instrumento foi

controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

o Preparo da amostra

O material vegetal seco de cha verde foi submetido a um processo de “clean-up”
para obtencdo de um extrato sem interferentes de baixa e alta polaridade, adequado as
exigéncias de analise em sistemas de cromatografia a liquido.

Aproximadamente 10 mg do extrato foram dissolvidos em 1 mL de MeOH/H,0
(80:20) e posteriormente cromatografados em um cartucho de extracdo em fase solida (SPE,
500 mg da Sigma-Aldrich). O cartucho foi previamente condicionado com 6 mL de metanol e
equilibrado com 6 mL de agua destilada, seguindo-se posteriormente a aplicacdo da amostra.
Em seguida o cartucho foi “lavado” com 6 mL de MeOH/H,0 (5:95) e em seguida foi eluido
com 6 mL de metanol 100%, sendo cada fracdo resultante foi recolhida em tubos de ensaio. O
eluato foi evaporado em rotaevaporador rotativo, redissolvido em 1 mL de MeOH/H,O
(80:20) e filtrado através de um filtro de PTFE de 0,22 pum para analise em UPLC-QToF-
MSE,
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4.2.4 Determinacéo de compostos bioativos

e Preparo dos extratos

O extrato liquido foi preparado em triplicata, seguindo a metodologia descrita por
Larrauri, Rupérez e Saura-Calixto (1997). Pesou-se 1 g do extrato seco (obtido no subitem
4.2.1), que foi adicionado de 20 mL de etanol 50%, homogeneizado e deixado em repouso por
60 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. ApoOs esse tempo de descanso, 0S
extratos foram centrifugados a 3000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante 1 foi filtrado
em um baldo volumétrico de 50 mL. A partir do residuo da primeira extracdo, foram
adicionados 20 mL de acetona 70%, homogeneizadas e deixados em repouso por mais 60
minutos a temperatura ambiente e protegidos da luz. Em seguida, as amostras foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante 2 foi filtrado no
mesmo baldo volumétrico do sobrenadante 1. Apds a filtragem, os volumes dos balGes foram
completados com agua destilada.

Os extratos liquidos obtidos foram utilizados para todas as analises de compostos
bioativos, porém foi necessario realizar outras diluicdes para que as aliquotas usadas
entrassem corretamente nas curvas, uma vez que 0s extratos encontravam-se bastante
concentrados. Foi usada a mesma diluicdo de 1:50 (extrato:agua) tanto para a determinacdo de
polifendis extraiveis totais como para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método
de captura do radical livre ABTS®". Ja para a determinacdo da atividade antioxidante total

pelo método de reducdo do ferro (FRAP), foi usada a diluicdo 1:100 (extrato:agua).

4.2.4.1 Polifendis Extraiveis Totais (PET)

O conteudo de polifendis extraiveis totais dos extratos foi determinado de acordo
com o método de Folin-Ciocalteu (LARRAURI; RUPEREZ; SAURA-CALIXTO, 1997).
Aliquotas de 100 pL do extrato liquido diluido foram adicionadas em tubos de ensaio,
seguidas de 400 pL de agua destilada, 500 pL de Folin Ciocalteau, 1 mL de carbonato 20% e
1 mL de agua destilada. Em seguida as amostras foram homogeneizadas e lidas ap6s 30
minutos em espectrofotbmetro a 700 nm. O branco foi preparado da mesma forma,

substituindo-se apenas a amostra por agua destilada. Os dados de absorbancia e concentracdo
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da curva de acido galico foram plotados e linearizados. Os resultados foram expressos em mg
de &cido galico/100g de cha verde. As andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.4.2 Atividade Antioxidante Total (AAT)

A capacidade de sequestro de radicais livres dos extratos foi determinada pelo
poder antioxidante de reducdo do ferro (FRAP) e pela capacidade de sequestro dos radicais
livres cation (ABTS®"). Todas as analises foram feitas em triplicata.

A determinacdo da capacidade antioxidante total através do FRAP seguiu a
metodologia descrita por Benzie e Strain (1999) adaptado por Rufino et al. (2006). Para a
andlise, utilizaram-se 3 aliquotas diferentes (90 pL, 70 uL e 50 uL) do extrato diluido. As
aliquotas foram adicionadas em tubos de ensaio diferentes e em seguida foram adicionadas
270 pL de agua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, nessa ordem. Os tubos foram
homogeneizados e mantidos em banho-maria a 37 °C. Apdés 30 minutos da mistura com o
reagente FRAP foi feita a leitura em espectrofotbmetro a 595 nm, sendo usada como
referéncia uma curva padrdo entre 500-2000 uM de sulfato ferroso. Como branco, foi
utilizado o reagente FRAP para calibrar o equipamento. Os resultados foram expressos em
UM sulfato ferroso/g de amostra.

O método da captura do radical 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS®") também seguiu a metodologia descrita por Benzie e Strain (1999)
adaptado por Rufino et al. (2006). Em tubos de ensaio diferentes, foram adicionadas aliquotas
de 30 uL, 20 uL e 10 puL do extrato diluido e completados com &gua destilada para o volume
de 30 puL. Em cada tubo de ensaio, foram adicionados 3 mL do radical ABTS®",
homogeneizados e lida a absorbancia ap6s 6 minutos em espectrofotdmetro a 734 nm. O
alcool etilico foi usado como branco. Foi utilizada como referéncia uma curva padrdo entre
100-1500 puM de Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-4cido carboxilico). Os
resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (UM

Trolox/g de amostra).

4.2.4.3 Flavonoides Amarelos

A determinacéo de flavonoides amarelos seguiu a metodologia de Francis (1982).

Primeiramente foi preparada uma solucéo extratora a partir da adi¢cdo de um pouco de adgua
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em um bal&o de 500 mL, seguida de 62,1 mL de HCI e completado com &gua. Em seguida, foi
retirado 150 mL dessa solugdo e transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL e
completado com alcool etilico 95%. As amostras foram preparadas pesando 1 g de extrato
seco (obtido no subitem 4.2.1) em baldes volumétricos de 50 mL. Os baldes foram aferidos
com a solugdo extratora, homogeneizados e transferidos para béckeres de 50 mL protegidos
com papel aluminio e deixados descansando por 16 horas. Apds o tempo de repouso, as
amostras foram filtradas e lida a absorbancia em espectrofotémetro a 374 nm. Como branco,
foi usada a solucéo extratora. Os resultados foram expressos em mg de flavonoides/100 mL.

O experimento foi realizado em triplicata.

4.2.5 Extracdo da goma de cajueiro

A goma do cajueiro foi obtida seguindo a metodologia adaptada de Torquato et al.
(2004), a partir da purificagdo do exsudado do cajueiro (Anacardium occidentale L.). O
material foi primeiramente fragmentado em particulas menores, pesou-se 50 g desse material
e em seguida foi adicionado 150 mL de &gua destilada na proporc¢do de 1:3 m/v (resina:agua)
e mantida sob agitacdo até a completa dissolucdo do material sélido. Em seguida, a solucao
foi filtrada para a remocéo de possiveis fragmentos de madeira, e posteriormente precipitada
com élcool etilico na proporcdo 1:5 v/v (filtrado:etanol). O precipitado foi deixado sob
refrigeracdo por em média 20 horas, para que houvesse uma melhor precipitacdo. Apds esse
periodo, o precipitado foi separado por filtracdo a vacuo, em funil de placa sintetizada e, ainda
no sistema a vécuo, foi purificado com 100 mL de acetona. Apés a purificacdo, o material
obtido foi seco com auxilio de um secador manual para a remocdo do etanol e da acetona
adicionados. Para que houvesse uma maior purificacdo, a goma seca foi redissolvida em agua
destilada e transferida para uma membrana de diélise onde permaneceu durante uma semana,
a fim de ser removida qualquer impureza ainda restante. A solucéo foi seca com o auxilio de
um mini spray dryer da marca BUCHI, modelo B-290 (Suica) e armazenada a temperatura

ambiente em recipiente plastico devidamente tampado, livre de oxigénio e umidade.
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4.2.6 Caracterizacao do material de parede

4.2.6.1 Cromatografia de Permeacéo em Gel

A massa molar média e a polidispersdo dos polimeros foram determinados em um
sistema SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10A a 40°C. Esta
analise foi realizada utilizando uma coluna Ultrahydrogel linear 7,8 x 300 mm, fase movel de
NaNO; 0,1 mol.L?, fluxo de 1,0 mL.min™ € o volume de amostra injetada foi de 20 pL. As
amostras foram preparadas em &gua na concentracdo de 1 mg/mL (0,1 % m/v) e filtradas em
membrana Milipore® 0,45 um. Os padrdes foram de pululanas (Shodex Denko®) (MM
de 5.9 x 10° a 7.88 x 10° g.mol™).

4.2.6.2 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

As curvas DSC foram obtidas através do DSC Q20, da TA instruments, sob as
seguintes condicBes experimentais: atmosfera dinamica de nitrogénio com vazdo de 50
mL.min!; razdo de aquecimento de 10°C/min, da temperatura ambiente até 400°C; capsula de
aluminio hermeticamente fechada e massa de amostra de 1,5-2 mg. A célula DSC foi
calibrada antes dos ensaios no eixo de temperatura utilizando padrbes de indio (Tfusdo =
156,6°C) e zinco (Tfusdo = 419,5 °C) metalicos com pureza de 99,99%. Para a quantidade de
calor foi empregado o AHfuséo do indio metalico (28,7 Jg-1) (BAZZO; SEGATTO SILVA,
2005).

4.2.6.3 Anélise termogravimétrica (TGA)

As curvas de TGA foram obtidas com um STA-6000 (Perkin Elmer), a uma taxa
de aquecimento de 10°C.min™* em uma variacdo de temperatura de 25 a 900°C, onde a taxa de
ar foi mantida a 50 mL.min"" e o peso inicial da amostra utilizada foi em torno de 18 mg.

4.2.7 Obtencéo das microcapsulas

Os ensaios foram realizados seguindo o método sugerido por Paula et al. (2012),

na proporgdo 1:4 m/m (extrato: material de parede). Foram testadas combinagdes de dois
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encapsulantes (goma do cajueiro e maltodextrina), em trés proporcdes diferentes. O extrato
seco de cha verde foi usado como nlcleo e sua massa foi mantida constante nas trés
formulacGes preparadas. Utilizou-se 30% de sélidos nas formulacdes das emulsbes para as
paredes das microcapsulas, conforme sugerido por Heinzelmann e Franke (1999). Para os
testes preliminares, foram preparadas solugdes com as concentragdes de material de parede
descritas conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Formulagdes utilizadas para o preparo das suspensoes.

Amostra Goma do cajueiro  Maltodextrina Extrato seco de cha verde
(%) (%) (%)
A 10 20 7,5
B 15 15 7,5
C 20 10 75

Fonte: Autora.

e Preparo das emulsdes

As microcépsulas foram obtidas a partir da metodologia adaptada de Paula et al.
(2012). As formulagdes seguiram as proporcées mostradas na Tabela 1, sendo primeiramente
preparadas as solugdes do material de parede (goma do cajueiro+maltodextrina+agua) e
homogeneizadas durante 20 minutos em banho ultrassénico. Apds a mistura do material de
parede, o extrato foi adicionado em cada formulacdo e novamente levado ao banho de
ultrassom por mais 30 minutos, até a obtencdo de uma emulsao estavel do material do ndcleo
(extrato seco de chd verde) com a solucdo do material de parede (goma do
cajueiro+maltodextrina+agua). Para uma melhor estabilidade da solucdo, foi necessaria a
adicdo de 3 gotas de um agente emulsificante (Tween 40) para cada 10 mL de solugé&o.
Posteriormente, as dispersdes foram entdo homogeneizadas, utilizando um Ultra-Turrax
(Turratec, TE-102, Tecnal, Brasil) durante 5 minutos a 14 000 rpm, sendo em seguida

filtradas e submetidas ao processo de secagem por atomizagao.
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e Condicdes do spray dryer

O processo de secagem foi realizado através de um mini spray-dryer da marca
BUCHI, modelo B-290 (Suica), com bico injetor de orificio de 1,5 mm de didmetro, vazéo de
ar de 73 m3h e pressdo do ar de 600 mBar (= 0,6 atm). A alimentacdo do sistema foi
realizada atraves de uma bomba peristaltica, com velocidade de rotacdo ajustada a 20% de
bombeamento (3 mL'min™). A temperatura do ar de entrada foi de 170+10°C com pressdo
manométrica positiva. Imediatamente apds a atomizacgdo, as microcapsulas obtidas foram
acondicionadas em embalagens plasticas devidamente seladas a vacuo e armazenadas em

dessecador para evitar a exposi¢do a luz e umidade.

4.2.8 Caracterizacdo das microcapsulas

4.2.8.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O estudo morfoldgico das microesferas foi realizado na Central Analitica da
Universidade Federal do Ceard, através do equipamento de microscopia eletrbnica de
varredura de Modelo Inspect S50 da marca FEI. As amostras foram montadas com fita de

carbono em suporte de aco e recobertas com ouro.
4.2.8.2 Tamanho e distribuicdo das particulas e potencial Zeta

A determinacdo do didmetro médio de particulas das amostras foi realizada
utilizando o equipamento ZetaPlus (Brook haven Instruments Company, EUA), por
espectroscopia de correlacdo de fotons (GOMES, 2011). O potencial Zeta das amostras foi
obtido através de medidas de mobilidade eletroforética a 25°C. As amostras foram dissolvidas
em &gua deionizada, formando solucbes de concentracdo 0,5% (m/v). As analises foram
realizadas em quintuplicata.

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo método ANOVA,
comparando-se as médias do angulo de contato pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, através do software estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).
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4.2.8.3 Solubilidade em agua

Foram pesadas em triplicata, 0,25 g de microcapsulas e adicionada 25 mL de agua
destilada. As solugdes foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos e em seguida foram
coletadas 20 mL do sobrenadante e adicionadas em placas de Petri secas e limpas, com massa
computada anteriormente. As placas foram entdo levadas a estufa de circulagdo de ar a 105 °C
por 5 h. A solubilidade foi calculada pela diferenca de massa e o0s resultados foram expressos
em percentual de solubilidade (CANO-CHAUCA et al., 2005).

4.2.8.4 Eficiéncia da microencapsulagdo

A eficiéncia de microencapsulacdo (EM) foi realizada a partir da concentracédo de
cafeina total encapsulada, seguindo a metodologia de Santos (2014) com adaptacdes. Foram
pesados 0,2 g de cada formulacéo (A, B e C) de microcapsulas, sendo em seguida adicionadas
em um Desintegrador (SP Labor 301). Adicionou-se 250 mL de agua destilada. O tempo total
de desintegracdo foi de 10 minutos. Apds esse tempo, foi retirada uma aliquota de 2 mL,
filtrado em filtros de 0,45 pum e quantificado por UV VIS, sendo a %EM determinada pela
equacéo 1:

%EM= CT-CM x100 (eq.1)
cT

Onde: CT representa a concentracdo de cafeina total e CM a concentracdo de cafeina

microencapsulada.
4.2.8.5 Perfil de dissolucdo

O ensaio de dissolucdo das formulagcdes de microcapsulas A, B e C foi realizado
em &gua destilada a 37 £ 0,5 °C, sob condices sink, durante 30 minutos, utilizando dissolutor
(Erweka, modelo DT 800), com aparato 1l (pd), velocidade de agitacdo de 50 rpm e volume
do meio de dissolucéo de 250 mL. A metodologia foi adaptada a partir do metodo descrito por
Azevedo (2008). Foram retiradas aliquotas do meio de dissolugcdo de 10 mL nos tempos de 3,

5 e 10 minutos. Para a anélise foram utilizados 200 mg de cada formulagdo de cépsula e
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diluidas em &gua destilada, sendo as leituras realizadas em espectrofotdbmetro (Genesys,
modelo 10 UV) em 272 nm. O ensaio foi realizado em triplicata.

4.2.8.6 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho (FT-IR)

As andlises de FT-IR foram realisadas nas trés formulacGes de microcépsulas,
bem como na goma de cajueiro. Primeiramente foram pesados cerca de 200 pg de amostra,
misturada e prensada junto com 250 mg de brometo de potéssio anidro (KBr) até formar uma
pastilha transl(cida. Os espectros FT-IR foram analisados entre 4000 a 400 cm™, em uma
resolucdo de 4 cm™, através de um FT-IR espectrdmetro (Varian 660-IR). Os espectros foram
apresentados na forma de transmitancia (%) x nimero de onda (cm™). A anélise permite

identificar frequéncias caracteristicas das ligacdes quimicas das amostras pesquisadas.
4.2.8.7 Difratometria de raios-X (DRX)

As andlises das trés formulaces de microparticulas contendo o extrato seco de
cha verde foram realizadas no Laborat6rio de Raios-X — UFC, no equipamento AXS D2
Phaser (Bruker — Karlsruhe, Alemanha) com potencial elétrico de 30 kV e corrente elétrica de
20 mA e radiagdo CuKa com comprimento de onda de 0,154 nm. A analise se baseou na
metodologia de Wu et al. (2010), com intervalo de varredura do angulo de difracdo de 3° a

40° com passo de 0,02 e taxa de 1°/6 min.
4.2.9 Processamento do néctar de caja

As polpas de caja foram descongeladas na embalagem original do produto, em
geladeira (5 °C) por um periodo de 18 horas. As polpas passaram por um balanceamento de
massa para que fossem acrescidos agua potavel e aglcar a fim de se obter um produto com 0s

padrdes de identidade e qualidade estipulados por Brasil (2003) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Padrdes de Identidade e Qualidade do néctar de caja.

Min. Max.
Suco ou polpa de caja (g/100g) 25,00 -
Sélidos soluveis em °Brix, a 20 °C 11,00 -
Acidez total em &cido citrico (g/100g) 0,20 -
Acucares totais (g/100g) 7,00 -

Fonte: Brasil (2003).

Foram elaboradas duas formulacGes de néctar de caja: néctar de cajd com extrato
de ché verde microencapsulado (NCEM) e néctar de caja sem o extrato (NC). Devido a falta
de estudos que comprovem o valor minimo e maximo de cha verde que deve ser consumido
por dia, as quantidades adicionadas de extrato de cha verde microencapsulado foram baseadas
em recomendacBes encontradas em literatura. Neste trabalho foi levada como base a
recomendacdo da American Dietetic Association, que sugere o consumo de 4 a 6 xicaras de
ché verde por dia, bem como a recomendacdo dada por Lamardo e Fialho (2009) que dizem
que para satisfazer a dose diaria devem ser consumidas cerca de 240 mg de catequinas.

Segundo a European Food Safety Authority (EFSA), é recomendado um consumo
de até 400 mg ao dia de cafeina (cerca de 4 xicaras de café) por individuos adultos com peso
médio 70 kg e que ndo estejam gestantes, ndo representando riscos significativos de saude.
Para mulheres gravidas ou lactantes, o valor supostamente seguro seria de 200 mg de cafeina
ao dia, uma vez que consumida em maiores quantidades pode atrapalhar o desenvolvimento
cerebral intrauterino e representar um fator de risco para doengas como epilepsia (TOLEDO,
2015).

Diante do exposto e das concentracfes de catequinas e de cafeina encontradas no
subitem 4.2.3, para se obter um total de 240 mg de catequinas a partir do extrato seco de cha
verde estudado, foi necessario acrescentar 4,6 g de microcépsulas de cha verde para cada 240
mL (1 xicara) de néctar de cajé e, consequentemente, o valor total de cafeina contido nas
capsulas adicionadas foi de 205,8 mg, ndo excedendo o teor recomendado diariamente para

pessoas adultas e ndo gestantes.

4.2.10 Caracterizacdo dos nectares de caja

Com base nas andlises instrumentais das microcapsulas, visando a prote¢do dos

compostos bioativos do extrato de cha verde, assim como a viavel utilizagdo da goma do
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cajueiro como material de parede, foi escolhida apenas uma amostra de microcdpsula a ser
utilizada como ingrediente promotor do aumento da capacidade antioxidante e compostos
bioativos em alimentos convencionais, utilizando o néctar de caja como sistema modelo.

As formulacbes de néctares: néctar de caja com extrato de cha verde
microencapsulado (NCEM) e néctar de caja (NC) foram caracterizados a partir de analises
fisico-quimicas, de compostos funcionais e anélises microbioldgicas descritas a seguir. Todas

as andlises foram realizadas em triplicata.

4.2.10.1 Analises fisico-quimicas e de compostos funcionais

° pH

O pH foi determinado utilizando um potencidmetro calibrado com solugdes
tampéo de pH 7,0 e pH 4,0 conforme descrito por AOAC (1995).

e Solidos soluveis (°Brix)

Foi utilizado um refratdmetro digital AR200, Reichert Ophthalmic Instruments,
USA com escala variando de 0 a 32 ° Brix e os resultados foram expressos em °Brix, a 20 °C e
(IAL, 2008).

e Acidez total

A acidez total foi obtida por titulacdo do néctar com solucdo de NaOH 0,1 N e

expressa como percentagem de acido citrico, segundo metodologia do IAL (2008).

e AcuUcares redutores

Foram determinados pelo método do acido dinitrosalicilico (DNS), segundo

Miller (1959). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro, utilizando-se um comprimento de

onda a 540 nm, sendo os resultados expressos em percentual de glicose.
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e AcuUcares totais

Foi feita uma inversdo cida prévia nos extratos das amostras, de acordo com IAL
(2008), e determinados os acucares totais, pelo método do DNS (MILLER, 1959), sendo o0s

resultados expressos em percentual de glicose.

e Polifendis Extraiveis Totais (PET) e Atividade Antioxidante Total (AAT)

As determinacBes de polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total

seguiram o método descrito no item 5.2.4.

4.2.10.2 Analises Microbioldgicas

A andlise microbiologica foi realizada no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal do Ceara, a qual seguiu a metodologia descrita por Apha

(2001), sendo realizada contagem de coliformes a 45°C.

4.2.11 Analise sensorial

Consumidores de suco foram recrutados entre funcionarios e colaboradores da
Embrapa Agroindustria Tropical, Fortaleza-CE, conforme especificado por Meilgaard et al.
(2006) e Stone e Sidel (1993). O publico, constituido de 58 individuos nédo-treinados, foi
caracterizado quanto a género e idade e solicitado a assinar um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Os protocolos dos testes sensoriais foram previamente aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual do Ceara, sob parecer n°
147.279.

Os testes sensoriais foram realizados no Laboratério de Anélise Sensorial da
Embrapa Agroindustria Tropical, em Fortaleza — CE. Foram aplicados testes afetivos de
aceitacdo e de intensidade de sabor estranho com as duas formulacGes de néctares (NC e
NCEM). A anélise das bebidas foi realizada em cabines individuais climatizadas (24°C), sob
iluminacdo controlada (luz branca, fluorescente) e equipada com terminais de computadores

para registro/coleta de dados de maneira automatica por meio do software FIZZ. Cerca de 30
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mL de cada amostra foram servidas em tagas de vidro de 100 mL, codificadas com ndmeros
aleatorios de trés digitos, tampadas com vidro de reldgio e apresentadas de forma monéadica e
balanceada (MACFIE et al., 1989) para minimizar os efeitos de posicdo das amostras. Um
copo de agua mineral foi oferecido entre as amostras para eliminar o sabor residual na boca.

Os testes afetivos compreenderam a analise da aceitacdo global e aceitacdo dos
atributos aparéncia, aroma e sabor, sendo utilizada a escala heddnica verbal de 9 pontos,
variando de “gostei muitissimo” a “desgostei muitissimo” (PERYAM e PILGRIM, 1957). Na
avaliacdo da intensidade de sabor estranho foi utilizada uma escala estruturada de 9 pontos,
ancoradas em seus extremos com termos referentes & intensidade (0 = nenhum e 9 = Forte).

Para efeito de andlise estatistica, as categorias da escala hed6nica foram
associadas a valores numéricos, sendo 9 = “gostei muitissimo”, 8§ = ‘“gostei muito”, 7 =
“gostei”, 6 = “gostel pouco”, 5 = “nem gostei/nem desgostei”’, 4 = “desgostei pouco”, 3 =
“desgostei”, 2 = “desgostei muito” e 1 = “desgostei muitissimo”. Os dados dos testes de
aceitacdo, bem como de intensidade do sabor estranho foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e teste F com nivel de 5 % de significancia para comparacdo das médias,
utilizando-se o programa estatistico Statistical Analytical Systems — SAS Use's Guide:
Version 6.11 (SAS, 1996).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao do extrato seco de cha verde

5.1.1 Citotoxicidade do extrato seco de cha verde frente as células epiteliais humanas

A citotoxicidade do extrato seco de cha verde foi realizada estudando seu efeito
toxico sobre células epiteliais intestinais (cultura) utilizando o ensaio com o MTT [tetrazolio
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-brometo  de tetrazdlio)]. O resultado da analise
citotoxicologica estd na Figura 9.

Figura 9 - Ensaio de citotoxicidade do extrato seco de cha verde frente a culturas
celulares epiteliais. Células epiteliais (cultura IEC 6) expostas a solu¢Bes contendo
concentracdo de 100% e 50% do extrato seco de cha verde.

]
.

*As médias foram comparadas com o0s controles negativo e positivo sendo significativo pelo teste t
a5 % de probabilidade.

O objetivo da anélise de citotoxicidade celular foi de avaliar se o extrato seco de
cha verde estudado afetaria a integridade da cultura celular.

Através da aplicacdo do teste com o MTT pode-se observar uma relagdo direta
entre a integridade fisica e funcional da membrana plasmatica e do metabolismo mitocondrial
das células expostas a diferentes concentraces (100 e 50%) do extrato seco de cha verde
estudado.
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Observando a Figura 9, podemos afirmar que ndo foi encontrada agdo citotdxica
para as amostras estudadas, comparando-se as absorbancias do controle negativo e positivo
com aquelas obtidas para a cultura exposta ao extrato seco de cha verde.

A absorbancia determinada para o controle positivo (toxina A do Clostridium
difficile) foi em média 0,024 + 0,001, sendo esta quase 98 % inferior ao observado para o
controle negativo de 1,058 + 0,124. Os extratos nas concentracbes de 100% e 50%
apresentaram valores semelhantes de 0,750+£0,038 e 0,621+0,010, respectivamente. Todas as
concentracdes apresentaram absorbancias superiores ao controle negativo, indicando que o
extrato ndo apresentou percentual de inibicdo, ou seja, as amostras ndo sao citotdxicas.

Metodologia semelhante ao presente estudo foi utilizada por Majewski (2011),
que avaliou a citotoxicidade do extrato de Camellia sinensis em cultura de macréfagos de
camundongos. O autor utilizou metodologia do MTT para verificar a viabilidade celular e
assim como este trabalho concluiu que os extratos avaliados ndo apresentaram citotoxicidade

para as células estudadas.
5.1.2 Quantificacdo de catequinas e cafeina
As andlises foram realizadas usando UPLC-QToF-MSF, tendo na Figura 10 a

representacdo das curvas analiticas das solucBes padrdo de catequinas (C, EC, ECG e EGCG)
e de cafeina (CAF).
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Figura 10 — Curvas de calibracdo das solucbes padréo de catequinas e cafeina. C = catequina;
EC = epicatequina; ECG = epicatequina galato; EGCG = epigalocatequina galato e CAF =

cafeina.
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Fonte: Autora.

As Figuras 11 e 12 mostram os cromatogramas de ions totais (TIC) para a analise

dos compostos das quatro solucdes padréo de catequinas no modo negativo adquiridas por

UPLC-QToF-MSF. A Figura 13 representa os cromatogramas de fons totais (TIC) para a

analise da cafeina no modo positivo adquiridas por UPLC-QToF-MSE.
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Figura 11 - Cromatogramas de ions totais (TIC) para a analise dos padrdes de catequinas por
UPLC-QToF-MSF no modo negativo e concentracdo de 6 pg.mL™. Picos: C = catequina; EC=
epicatequina; ECG = epicatequina galato; EGCG = epigalocatequina galato.
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Figura 12 - Cromatogramas de ions totais (TIC) para a analise do extrato seco de cha verde
por UPLC-QToF-MSF no modo negativo e concentracéo de 6 ug.mL™. Picos: C = catequina;

EC = epicatequina; ECG = epicatequina galato; EGCG = epigalocatequina galato.
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Figura 13 - Cromatogramas de ions totais (TIC) para a analise de cafeina por UPLC-QToF-
MSF no modo positivo e concentragdo de 6 ug.mL™: solucéo padrdo (A) e extrato seco de cha
verde (B). Pico: CAF = cafeina.
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Fonte: Autora

Analisando o cromatograma de ions totais (TIC) para a analise do extrato seco de
cha verde (Figura 12), podemos observar que a catequina C apresentou o menor tempo de
retencdo de 2,94 min, enquanto que a ECG mostrou o maior tempo de retengdo em 4,50 min.
Pode ser observado ainda, que a EGCG e a EC apresentaram 0 mesmo tempo de retengdo em
torno de 3,70 min, demonstrando que houve uma coelui¢do entre os dois compostos, porém
ndo sendo problematico uma vez que os mesmos tém massas moleculares distintas, sendo
possivel identificar os compostos em questdo. A utilizacdo da espectrometria de massas de
alta resolucdo permitiu obter dados de massa exata de todos os padrdes utilizados, levando
assim & atribuig&o estrutural inequivoca dessas moléculas. A partir dos cromatogramas de ions
totais (TIC) para a anélise da solucdo padréo de cafeina (A) e para o extrato seco de cha verde

(B) (Figura 13), podemos observar que o tempo de retengdo da cafeina para o extrato seco foi
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de 3,33 min, confirmando desta forma com seu padrdo dse cafeina. A anélise das amostras foi
feita usando o coeficiente de variacdo a 2%, sendo todos os padrdes e 0 extrato abaixo deste
valor.

As curvas padrdo apresentaram-se lineares nas faixas de concentracdo em que se
encontraram as amostras. A Tabela 3 mostra os dados obtidos para a anélise dos compostos
em solugdes padrao.

Tabela 3 - Tempo de retencgéo, linearidade, curvas de calibragéo, reprodutibilidade, limites de
deteccdo e limites de quantificacdo para a analise dos compostos estudados UPLC-MS / MS
em solugdes padrao.

CV % (n=3)

Intervalo de . LD (ug-mL™Y) LQ (ug.mL™)
Tr o . 2 (ug.mL™)
) Linearidade  Curva de calibragao* R
Composto (min) L
(ug.mL™) 10 2
C 3,18 0,5-20 y =1,7182x - 1,0925 0,9981 1,62 5,50 0,25 0,5
EGCG 3,65 2,0-20 y =2,9245x% - 4,974 0,9926 13,99 9,84 0,25 2
EC 3,76 2,0-20 y =1,6527x + 0,4978 0,9961 5,72 3,18 0,25 2
ECG 4,45 2,0-20 y =0,0497x + 0,5108 0,9933 11,8 16,40 0,25 2
Intervalo de CV % (n=3) LD LQ
Tr -1 -1 -1
Composto _ Linearidade  Curva de calibragao* R? (ng.mL™) (ng.mL") (ng.mL")
(min) N
(ng.mL™) 150 10
CAF 3,33 10-200 y =2,7611x - 4,1259 0,9953 6,86 15,82 5 10

Fonte: Autora. *Curva de calibragdo: y=ax + b, onde y € a area do pico integrada e x é a concentracdo em
pg.mL™. Tr: Tempo de retengdo. R% coeficiente de correlagdo. CV %: coeficiente de variacdo. LD: Limite de
deteccdo. LQ: Limite de quantiticacdo.

O método validado permitiu a quantificacdo de catequinas e cafeina obtidas a
partir do método de padronizagdo externa, no qual tem como finalidade comparar as areas dos
compostos do extrato com as areas obtidas a partir das solucfes padrdo. Essas solugdes foram
preparadas em varias concentracdes, obtendo-se um cromatograma correspondente a cada
uma delas, onde em seguida, a partir de um gréafico, foram relacionadas as areas obtidas nas
leituras com as concentragfes. As concentragfes das catequinas e cafeina foram calculadas a
partir da equacdo da curva resultante, onde foi usada a area de cada substancia no
cromatograma resultante de uma injecéo separada.

Um dos parametros de validacdo avaliado, coeficiente de correlacdo (R?), que
expressa a estimativa da qualidade da curva obtida, determina que quanto mais préximo o

valor de R? estiver de 1,0, menor ser a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e
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menor a incerteza dos coeficientes de regresséo estimados. Na presente pesquisa, os valores
de R? foram superiores a 0,99 para todas as curvas de calibracdo. Segundo a ANVISA, é
recomendado um valor igual a 0,99 para o coeficiente de correlacdo e segundo o INMETRO
este valor deve estar acima de 0,90 (RIBANI, 2004).

O Intervalo de Linearidade (Tabela 3) é um intervalo de concentracGes no qual se
é possivel construir uma curva analitica linear a partir da equacdo y = ax + b. Sendo assim, foi
feita uma verificacdo cuidadosa para que os coeficientes de regressdo das curvas analiticas
ficassem na faixa linear dindmica correspondente.

O Limite de deteccdo (LD) é o valor equivalente a menor concentragdo da
substancia analisada que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Por outro
lado, o Limite de quantificacdo (LQ) corresponde a menor concentracdo da substancia de
interesse que pode ser medida com uma incerteza maxima de 10% (INMETRO, 2003; ICH,
1997). O LD e LQ foram determinados a partir do método visual e pelo método da relacdo
sinal-ruido (RIBANI, 2004).

Para as analises, foram usados em média seis niveis de concentracdo para cada
solucdo padrdo, onde os pontos da curva analitica foram igualmente espacados sobre as faixas
de concentragcdo que compreendeu entre 0 e 150% do valor esperado (ANVISA, 2003; ICH,
1995).

Os resultados apresentados foram adequados aos principais guias de validacdo
analitica citados pelo INMETRO e ANVISA, assim como também as concentracdes de

catequina e cafeina apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Teores de catequinas e cafeina no extrato seco de cha verde analisado por UPLC-
MS / MS.

Amostra Concentracio (mg.g™ de folha seca)*

C EGCG ECG EC CAF

Extrato seco
de chaverde  2,63+0,1 17,95+0,19 31,16+0,43 13,74+0,73 56,03+2,73

Fonte: Autora. *Média e desvio padrdo da amostra analisada em triplicata.

Na literatura ha uma grande diferenga dos niveis de catequinas encontrados por
diferentes autores (OLIVEIRA, 2012; MATSUBARA, 2006; NALDI et al., 2014), indicando

que ha influéncia quando se trata de origem das folhas, bem como as condic¢des de fabricacédo
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do cha. Estudos mostram que, em geral, ha uma grande variagdo dos niveis de catequinas dos
chas verdes produzidos na China contendo maiores teores desses compostos (C, EC, EGCG e
ECG) que os chés verdes japoneses (NOVAK; SERUGA; KOMORSKY-LOVRIC, 2010).

Pode ser observado a partir da Tabela 4 que as catequinas com maiores niveis
encontrados foram a ECG e a EGCG com 31,16 e 17,95 mg.g™, respectivamente. Assim
como a presente pesquisa, Pelillo et al. (2002) encontraram maiores niveis para a ECG e
EGCG, no entanto esta Gltima apresentou maior teor que a ECG.

Neste trabalho os resultados foram expressos em mg.g™ de folha seca, pois ha
uma melhor concordancia entre os valores obtidos em diferentes pesquisas da literatura.
Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) encontrou teores semelhantes para C e EGCG, porém
determinaram menores valores para ECG e EC. Assim como o presente estudo, Shao et al.
(1995) também encontraram ECG como a principal catequina, seguida da EGCG, porém esses
autores obtiveram valores superiores aos da presente pesquisa.

A cafeina (CAF) apresentou-se como o composto de maior concentragcdo, com
56,03 mg.g™, valor muito préximo ao encontrado por Pelillo et al. (2002), de 60,04 mg.g™.
Provavelmente, por estar em maior quantidade, a cafeina poderia apresentar maior impacto
sob a capacidade termogénica do extrato estudado.

Foi observado que o solvente EtOH/H,0 (75:25) foi bastante eficiente na extragéo
das catequinas e cafeina das folhas, ja que h4 uma concordancia dos presentes resultados, em
mg.g™ de folha seca, com alguns resultados publicados anteriormente em literatura. O uso de
solucBes extratoras para a extracdo de catequinas e cafeina € de suma importancia para a
obtencgéo de extratos com maior disponibilidade desses compostos. Oliveira (2012) estudando
as concentracdes de catequinas e cafeina em extrato de cha verde, sachés de cha verde e cha
verde pronto, determinou maiores concentracGes desses compostos no extrato de cha verde,
seguido dos sachés e cha pronto, sendo este Ultimo praticamente ndo detectado niveis de

catequinas e cafeina em sua composicao.

5.1.3 Determinacao de compostos bioativos

e Determinacdo de compostos fendlicos totais e flavonoides amarelos

Os resultados das analises de polifenois extraiveis totais (PET) e flavonoides

amarelos dos extratos secos de cha verde estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Polifendis Extraiveis Totais (PET) e Flavonoides amarelos do extrato seco de cha
verde.

Polifenois Extraiveis Totais Flavonoides amarelos
Amostra (mg GAE*/100 g) (mg/100g)
Extrato seco de cha verde 84233,85+1060,01 191,40+5,72

Fonte: Autora. *Valores representam a média das triplicatas + desvio padrdo. GAE: Equivalente em écido galico.

Podemos observar a partir da Tabela 5 que foi encontrado um alto teor de
polifendis no extrato seco de cha verde de 84233,85 mg/100g. Pesquisas sugerem uma
ingestdo diaria minima de 1 g de fendlicos, o que corresponde a aproximadamente 1,19 g do
extrato, demonstrando o potencial a ser explorado do extrato seco de cha verde como fonte de
compostos de interesse (SILBERBERG et al., 2006).

Em estudo com extratos de romé obtidos a partir de etanol 60%, Morzelle (2012)
também obteve uma 6tima extracdo, encontrando um valor de 109943 mg/100g de polifendis
em suas amostras.

Turkmen, Sari e Velioglu (2006) avaliaram os efeitos de diferentes solventes na
determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos em cha verde, também pelo método de
Folin-Ciocalteau e obtiveram 9240 mg/100 g utilizando o extrato a 50% acetona, valores bem
inferiores ao encontrado neste estudo. Vale ressaltar que os extratos usados na presente
pesquisa foram concentrados e liofilizados, o que pode ter contribuido para uma maior
concentragdo dos compostos em questdo. Outro fator que pode ter influenciado de forma
positiva no teor de compostos fenolicos presentes no extrato pode ser dado ao uso de um
solvente extrator diferente, bem como a concentracdo do mesmo (etanol a 75%).

Rababah et al. (2010) detectaram uma forte influéncia do solvente na extragdo dos
compostos fendlicos em roma. A influencia de diferentes solventes na extracdo de compostos
fendlicos totais € resultado das diferengas de polaridade e de solubilidade entre os diferentes
componentes fenolicos presentes nas plantas (HAYOUNI et al., 2007). A otimizagdo do
método de extracdo é uma etapa importante para a obtencdo de maior eficiéncia e
rentabilidade do processo, atributos essenciais para a indudstria.

De acordo com Rice-Evans et al. (1997), para a determinacdo da capacidade

antioxidante é necessaria a extracdo dos compostos fendélicos e, em geral, 0 uso de solugdes de
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etanol ou metanol contendo um pouco de agua sdo mais efetivos na extracdo de compostos
fendlicos do que solventes puros (RICE-EVANS et al., 1997).

Ndo foram encontrados trabalhos na literatura que determinam flavonoides
amarelos em extratos de cha verde, caracterizando a importancia dessa analise no presente
estudo, ja que as catequinas pertencem a essa classe de flavonoides. De acordo com a Tabela
5, o valor encontrado para flavonoides amarelos foi de 191,40 mg/100g, valor considerado
relevante tendo como base frutos ricos em flavonoides amarelos como caju e a murta. Moura
(1998) em estudo com nove clones de cajueiro ando precoce, obteve valores para flavonoides
amarelos entre 80,62 a 129 mg/100 g e Rufino et al. (2010) reportaram um valor de 207,0
mg/100g para flavonoides amarelos em polpa de murta.

e Determinacio da atividade antioxidante pelos métodos ABTS™ e FRAP.

Para a determinacéo da atividade antioxidante, dois métodos distintos (ABTS™ e
FRAP), com diferentes principios foram utilizados, visando caracterizar a atividade bioldgica
da amostra. Os resultados obtidos nessas analises indicaram que o extrato seco de cha verde
em questdo pode ser considerado como boa fonte de compostos com atividade antioxidante e

trazer possiveis beneficios a sadde. Os resultados estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6 - Atividade Antioxidante obtida para o extrato seco de cha verde pelos métodos:
ABTS e FRAP.

Atividade antioxidante total/ ABTS™ Atividade antioxidante total/ FRAP

-1 -1
Amostra (uM de Trolox.g) (uM de Sulfato ferroso.g™)
Extrato seco de 8816,43+123,82 9484,28+109,06
cha verde

Fonte: Autora. *Valores representam a média das triplicatas + desvio padréo.

Para a atividade antioxidante determinada pelo método ABTS™, o valor
encontrado foi de 8816,43 uM de Trolox.g™ de extrato seco de ché verde (Tabela 6). Valores
proximos foram encontrados por Manian (2008), que avaliando a capacidade antioxidante de
extratos de cha verde obtidos a partir de dois solventes diferentes, obteve 8076.9 uM de
Trolox.g™ para o extrato obtido com metanol a 100 % e 13499,9 uM de Trolox.g™ para o

extrato obtido com acetona a 70%. Em outro estudo, Cai et al. (2004) encontraram valores de
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5268.6 uM de Trolox.g” em extratos de Camellia sinensis obtidos a partir de extracdo
utilizando metanol a 80%, valores inferiores ao encontrado no estudo em questdo que utilizou
etanol a 75%.

Hagerman et al. (1998) relataram que o elevado peso molecular dos compostos
fenolicos possuem muita capacidade de eliminacéo dos radicais livres (ABTS™) e sua eficacia
depende do peso molecular, nimero de anéis aromaticos e natureza da substituicdo do grupo
hidroxila. A atividade de eliminacdo de radicais livres (ABTS™) no cha verde pode ser
devido a presenca de compostos fenolicos de elevado peso molecular, tais como as catequinas
e seus derivados, além dos flavonoides.

O resultado da atividade antioxidante pela reducéo do ferro para o extrato seco de
cha verde foi de 9484,28 uM de Fe®/g de extrato (Tabela 6). Ku et al. (2009), estudando a
atividade antioxidante de infusbes de cha verde obtido a partir de folhas colhidas em
diferentes estacdes do ano, encontraram valores de 784 pM de Fe?*/g para amostras colhidas
em abril e 1006 uM de Fe?*/g para amostras colhidas em julho do mesmo ano. Os resultados
inferiores encontrados por estes autores demonstram a eficacia e a importancia da otimizacédo

do método de extracdo dos compostos antioxidantes.
5.2 Caracterizagdo do material de parede
5.2.1 Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC)
A Figura 14 mostra as curvas cromatograficas para as amostras de goma do
cajueiro (GC) e maltodextrina (M). Podemos observar gque as curvas de distribui¢do de massas

moleculares para as duas amostras apresentaram uma caracteristica monomodal e

apresentaram valores de massa molecular média (M,,) na ordem de 10* Daltons (Tabela 7).
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Figura 14 — Curvas GPC para a goma do cajueiro (GC) e maltodextrina (M),
mostrando os detalhes da distribui¢do de massas molares.
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Tabela 7 — Massas molares médias (M, € M,) e polidispersdo (M./M,) para as
amostras de goma do cajueiro (GC) e maltodextrina (M).

Amostra M,, x 10* M, x 10* M,/Mn
GC 3,73 2,39 1,56
M 2,77 1,78 1,56

Fonte: Autora.

Analisando os dados da Tabela 7 observa-se que os valores de massas molares
médias (M,, e M,) foram superiores para GC (3,73 x 10* e 2,39 x 10%) em relacdo aos
encontrados para a amostra M (2,77 x 10% e 1,78 x 10%), porém a polidisperséo (M./M,) foi
igual para as duas amostras (~1,56), comprovando a viabilidade da substituicdo de parte de

maltodextrina por goma do cajueiro na composi¢ao do material de parede das microcapsulas.

5.2.2 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Os difratogramas das trés formulagdes de material de parede (MPA, MPB e

MPC), goma do cajueiro (GC) e maltodextrina (M) estdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15 - Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) das formulacbes de material de
parede: MPA (material de parede A); MPB (material de parede B); MPC (material de parede
C); GC (goma do cajueiro) e M (maltodextrina) em atmosfera de nitrogénio (10°C.min, 50
mL.min™, da temperatura ambiente a 400°C, variagdo do fluxo de calor versus temperatura).
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A andlise de DSC (Figura 15) mostra que as trés formulacGes de material de
parede (MPA, MPB e MPC) possuem comportamentos térmicos semelhantes. Podemos
observar que as amostras MPA e MPB apresentaram um evento endotérmico bem definido e
simétrico em 169°C e 149°C, respectivamente, caracteristico de transicdo de fase da fuséo e
que denota uma transicdo a temperatura constante. Diferentemente das duas amostras citadas
anteriormente, a amostra GC (goma do cajueiro) apresentou dois eventos endotérmicos
significativos durante o ciclo de aquecimento, sendo o primeiro em 158°C e 0 segundo em
192°C, o que explica o aparecimento de dois eventos desse tipo em 149°C e 166°C na
amostra MPC que possui maior quantidade de goma do cajueiro em sua formulagdo. Por outro
lado, foi observada uma alta decomposicdo do material de todas as amostras na faixa de
294°C a 306°C, o que por sua vez é indicado pelo intenso pico exotérmico. Pode também ser
observado um pico exotérmico bastante expressivo na temperatura de 294°C na amostra GC
(goma do cajueiro), aparecendo com menor intensidade em M e consequentemente nas
amostras de material de parede testadas. 1sso sugere que a maltodextrina (M) utilizada nas
formulacGes dos materiais de parede auxilia diminuindo a decomposicdo térmica das amostras
e aumentando a estabilidade térmica em temperaturas de processamento bem superiores a
100°C.

Mauller (2011) avaliou o comportamento térmico do material de parede elaborado
com 23% de maltodextrina e 6,5% de amido modificado, obtendo um evento endotérmico de
121,9°C, menor temperatura comparada a este estudo. Essa temperatura inferior pode estar
relacionada com a diferenca na proporcdo dos materiais de parede, bem como no uso do
amido modificado no lugar da goma do cajueiro usada no presente trabalho.

5.2.3 Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas do material de parede (MPA, MPB e MPC), goma
do cajueiro (GC) e maltodextrina (M) encontram-se na Figura 16. A anélise
termogravimétrica (TGA) e a derivada termogravimétrica (DTG) dos materiais de parede
(MPA, MPB e MPC) mostram o aparecimento de dois estagios de decomposicéo, sendo o
primeiro estagio entre as temperaturas de 0 a 100°C, representado a evaporacao de agua livre
e &gua ligada por ligacdo de hidrogénio. Podemos observar que todas as amostras

apresentaram comportamentos de perda de massa semelhantes que ocorre em torno de 320°C
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e uma porcentagem residual entre 9,0 e 16,9% (Tabela 8). De um modo geral, a decomposicéo

de polissacarideos inicia-se em temperaturas superiores a 200°C.

Figura 16 - TGA e DTG para as trés formulagbes de material de parede testadas: MPA
(material de parede A) = 10% goma do cajueiro + 20% maltodextrina; MPB (material de
parede B) = 15% goma do cajueiro + 15% maltodextrina; MPC (material de parde C) = 20%
goma do cajueiro + 10% matodextrina; GC (goma do cajueiro) e M (maltodextrina).
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Tabela 8 - Parametros obtidos do TGA para MPA, MPB, MPC, GC e M.

Amostra Temperatura Maxima (°C) Residuo (%) em 800°C
1° evento 2° evento
MPA 42 314 12,9
MPB 90 321 11,6
MPC 70 313 10,8
GC - 314 9,0
M - 303 16,9

Fonte: Autora.

Caracterizacdo das Microcapsulas

74

A partir dos resultados das analises térmicas do material de parede, em especial a

DSC, podemos concluir que a goma do cajueiro constitui um material mais instavel, quando

comparada com as formulacdes com maltodextrina em sua formulacdo. Partindo desse

principio, apenas os materiais de parede MPA, MPB e MPC foram usados para o preparo das

microcapsulas A, B e C.

5.3.1 Morfologia e tamanho das microcéapsulas

A micrografia das microcapsulas de extrato seco de cha verde obtidas esta

apresentada na Figura 17. Todas as imagens estdo exibidas com aumento de 5000x,

justificado para uma melhor visualizacdo das microcapsulas.
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Figura 17 — Micrografias obtidas por MEV das microcapsulas A (10% goma do cajueiro +
20% maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde); B (15% goma do cajueiro + 15%
maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde) e C (20% goma do cajueiro + 10%
maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde).
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Fonte: Autora.

Pode ser observado que, em geral, as trés formulacGes de microcapsulas
analisadas revelaram semelhanca quanto a morfologia, apresentando forma esférica,
depress@es irregulares, concavidades, superficie dentada, e principalmente, ndo apresentaram

rachaduras, fissuras ou rompimentos, caracteristicas fundamentais para garantir uma maior
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protecdo e retencdo do extrato de cha verde encapsulado. N&o foi observada uniformidade no
tamanho, que variou de 10 um até tamanhos muito menores, porém esse valor se encontra
dentro do limite de 0,2 a 5000 um, caracteristico de microparticula (ALVES, 2014).

Nota-se que a maioria das particulas estdo aglomeradas, ocorrendo o
posicionamento de particulas menores na superficie de particulas maiores. Esse fenbmeno
provavelmente ocorre devido ao processo de secagem por atomizagdo, sendo uma
caracteristica que proporciona uma melhor estabilidade do extrato de cha verde encapsulado,
pois as particulas externas do aglomerado protegem as particulas internas e,
consequentemente, o extrato presente nos mesmos (MENDES, 2012).

A superficie dentada pode ser decorrente da velocidade de secagem do spray
dryer, somada as propriedades viscoelasticas das emulsdes (TEIXEIRA et al., 2004), podendo
também ser atribuida ao resfriamento das microcapsulas apds o entumescimento com saida de
vapor de agua (SHU et al., 2006). Essa morfologia também foi observada por Mendes (2012)
para microcdpsulas formadas com goma do cajueiro e por Robert et al. (2010) para
microcapsulas produzidas com maltodextrina.

Em um estudo onde se obteve microparticulas de 6leo de café utilizando como
material de parede a maltodextrina, goma arabica e proteinas do soro de leite, foram
observadas microparticulas com morfologia altamente rugosa e microparticulas agregadas e
atribuiu-se esse efeito as propriedades da suspensdo e ao método de homogeneizacgéo, sendo
gue suspensbes homogeneizadas em Ultra-Turrax apresentaram piores resultados quando

comparadas as homogeneizadas em alta pressdo (FRASCARELLI, 2012).

5.3.2 Diametro médio das particulas e Potencial Zeta

As Figuras 18 a 20 correspondem aos valores obtidos para as trés formulagdes de
microcépsulas (A, B e C).



Figura 18 - Distribuicdo dos tamanhos de particulas da
formulacdo A de microcépsulas de extrato de cha verde (10%
goma de cajueiro + 20% maltodextrina + 7,5% extrato seco
de ché verde).
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Fonte: Autora.

Figura 19 - Distribuicdo dos tamanhos de particulas da
formulacdo B de microcapsulas de extrato de cha verde (15%
goma de cajueiro + 15% maltodextrina + 7,5% extrato seco
de ché verde).
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Figura 20 - Distribuicdo dos tamanhos de particulas da
formulacdo C de microcépsulas de extrato de cha verde (20%
goma de cajueiro + 10% maltodextrina + 7,5% extrato seco
de ché verde).
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Fonte: Autora.

As particulas apresentam diametros variando de 0,95 a 5,56 pum. Higuita (2013),
estudando oleoresina de curcuma microencapsulada em misturas de goma arabica,
maltodextrina e amido modificado, encontrou valores de diametro entre 0,1 e 316 pm,
variagcdo bem maior do que a determinada neste trabalho.

Através das figuras pode-se observar que as formulacGes A e B de microcapsulas
(Figuras 18 e 19) apresentaram uma distribuicdo monomodal, ou seja, apresentaram apenas
um pico predominante sugerindo uma distribui¢cdo uniforme das particulas e uma melhor
estabilidade das microcapsulas. Pode-se observar na Figura 20 que a formulacdo C de
microcépsula apresentou comportamento bimodal com dois picos, sendo um dos picos bem
mais predominante em relacdo ao outro. De acordo com Higuita (2013), a presenca de
particulas de menor tamanho pode ser atribuida as particulas que ndo encapsularam o extrato,
enquanto que a presenca de particulas de maior tamanho pode ser atribuida a um possivel
inicio de processo de aglomeracdo, onde ocorre a formacao de pontes de ligacdo irreversiveis
entre as particulas e, consequentemente, a formacéo de particulas maiores.

Os didmetros médios das particulas foram calculados a partir de médias
estatisticas e expressos como D[4,3] (diametro médio de De Brouckere), que indica o ponto
central em torno do qual gira a frequéncia de volume da distribuicdo. As particulas produzidas
nas trés formulagGes de microcdpsulas A, B e C apresentaram diametros medios iguais a 2,50,

2,55 e 3,64 um, respectivamente.
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Tabela 9 - Analise de variancia para potencial Zeta referente as formulac6es de microcapsulas
A, BeC.

Tratamentos” Potencial Zeta (mV)
A -0,71°7
B -0,29°
C -1,12¢
Média -0,70
DMS 0,12
CV (%) -5,83

Fonte: Autora. *A= 10 % de goma do cajueiro + 20 % maltodextrina + 7,5 % extrato de cha verde; B: 15 % de
goma do cajueiro + 15 % maltodextrina + 7,5 % extrato de cha verde; C: 20 % de goma do cajueiro + 10 %
maltodextrina + 7,5 % extrato de cha verde. **Médias com letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si
ao nivel de 5 % de significancia para o teste de Tukey.

A partir da Tabela 9 podemos observar que as amostras de microcapsulas tiveram
diferencas significativas no potencial Zeta a 1 e 5% de significancia para analise de variancia
e pelo teste de Tukey.

Os valores de potencial Zeta podem ser positivos ou negativos, dependendo da
natureza do polimero e do material usado para modificacdo de sua superficie. No presente
trabalho, todas as particulas apresentaram potencial Zeta negativo, variando entre -0,29 e -
1,12 mV, indicando que a carga residual das cadeias presentes no material de parede é
negativa, independente das proporcdes utilizadas de GC e maltodextrina. Observa-se ainda
que, o aumento da concentracdo de GC leva a um aumento do potencial Zeta, indicando a
formacéo de particulas com maior densidade de carga superficial.

De acordo com Mishra et al. (2009), para se obter um potencial Zeta fisicamente
estavel, deve se apresentar superior a 30 mV (valor absoluto), podendo-se verificar agregacéo
rapida de particulas para valores de potencial Zeta na ordem de -5 mV a +5 mV. Os baixos
valores obtidos neste trabalho indicam que as microcapsulas obtidas sdo fisicamente instaveis,
apresentando tendéncia a criar agregados devido a baixa repulsdo entre particulas
(DELGADO, 2013).

5.3.3 Solubilidade em agua

A andlise de interacdo ndo detectou diferencas significativas (p>0,05) entre as
formulacGes avaliadas para a solubilidade das microcapsulas (A, B e C). Dessa forma, foram
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estudadas as diferencas entre as formulacdes pelo teste de médias (Tukey) ao nivel de 5 % de
probabilidade.

De acordo com a Tabela 10, podemos observar que as amostras A e B de
microcapsulas ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05), ndo sendo, portanto
detectada a influéncia das diferentes formulacGes de obtencdo. Por outro lado, a amostra C de
microcépsula apresentou valor significativamente menor (p>0,05) quando comparada com as

amostras A e C.

Tabela 10 - Médias de solubilidade das formulacdes de microcapsulas obtidas
pelo teste de Tukey.

Formulagéo Solubilidade (%)
A 72,66%+2,7
B 72,00%+2,82
C 63,00°+0,02

Fonte: Autora. *A= 10% de goma do cajueiro + 20% maltodextrina + 7,5% extrato de cha
verde; B: 15% de goma do cajueiro + 15% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; C: 20%
de goma do cajueiro + 10% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde. ** Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(p>0,05).

A partir da Tabela 10 pode-se observar que as microcapsulas obtidas apresentaram
uma solubilidade que variou de 63% a 72,66%, valores muito proximos ao encontrado por
Mendes (2012), que obteve a solubilidade do material de 74,01% para microcapsulas obtidas
no processo de microencapsulacdo de urucum, no qual a goma do cajueiro e goma arabica
foram utilizadas como material de parede.

Oliveira (2008) observou valores de solubilidade em &gua superiores ao desse
estudo, variando entre 91,27% e 96,41% para microcapsulas cujo ndcleo era suco de caju e
como material de parede a maltodextrina e goma de cajueiro. Sabe-se que a goma de cajueiro
e a maltodextrina sdo sollveis em agua, portanto a solubilidade inferior encontrada no
presente estudo pode estar associada, em grande parte, a uma possivel hidrofobicidade do
extrato seco de cha verde. De acordo com Rosa et al. (2010), a solubilidade dos produtos
atomizados depende, entre outros fatores, da temperatura do ar de secagem: quanto mais
elevada a temperatura, maior serd o tamanho das particulas, promovendo assim maior

solubilidade do po.
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5.3.4 Eficiéncia da microencapsulacéo

A andlise de interacdo ndo detectou diferencas significativas (p>0,05) entre as
formulacGes avaliadas para a eficiéncia de microencapsulacdo (%EM) das microcapsulas (A,
B e C) obtidas. Dessa forma, foram estudadas as diferengas entre as formulagdes pelo teste de
médias (Tukey) ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 11).

Tabela 11 - Médias de eficiéncia de microencapsulacdo (%EM) das formulagdes de
microcapsulas obtidas pelo teste de Tukey.

Formulagéo (%EM)
A 33,00+0,77°
B 30,75+0,58"
C 28,25+0,77°

Fonte: Autora. *A= 10% de goma do cajueiro + 20% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; B=
15% de goma do cajueiro + 15% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; C= 20% de goma do
cajueiro + 10% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde.

** Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (p>0,05).

Os percentuais de eficiéncia de microencapsulacdo (%EM) para as formulagdes de
microcépsulas A, B e C foram de 33,00%, 30,75% e 28,25%, respectivamente. Uma vez que
os polissacaridios sdo facilmente hidrolisados em agua, as drogas/ativos encapsulados com
baixa massa molecular, como é o caso do extrato de cha verde, podem ser difusas
rapidamente, podendo desta forma ter levado a uma baixa eficiéncia de microencapsulagao.

De acordo com a Tabela 11, podemos observar que todas as amostras de
microcapsulas apresentaram diferencas significativas (p>0,05), sendo, portanto detectada a
influéncia das diferentes formulacGes de obtencdo na %EM. Quanto maior o teor de
maltodextrina nas formulagdes, maior é a EM. Segundo Jafari et al. (2008), para um processo
de microencapsulacdo ser dito como eficiente, o0 material deve resultar em um pé
encapsulado apresentando maxima retencdo no interior do nicleo, bem como valores minimos
de superficie nas microcapsulas.

Os valores de %EM encontrados neste trabalho foram proximos aos de Mendes
(2012) na microencapsulagéo de urucum, sendo encontrados valores de 26,93% nos materiais
de parede constituidos apenas por goma do cajueiro e 31,21% nos materiais de parede
constituidos por uma combinacdode goma do cajueiro e goma arabica. Caleffi (2014)

encontrou 31,6% para a %EM em microcéapsulas formadas por maltodextrina como material
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de parede e polpa de amora-preta como nucleo. Almeida (2014), estudando a %EM de
microcapsulas formadas por maltodextrina e amido modificado como material de parede e

tomilho como nucleo, encontrou um percentual de 68%.

5.3.5 Perfil de dissolugéo

Os perfis de dissolucdo das microcapsulas foram determinados baseando-se na
cafeina, pois esse composto destacou-se dos demais quanto a sua concentracdo no extrato
seco de cha verde quantificado por UPLC.

Com base nos resultados obtidos, as condi¢bes otimizadas do ensaio de
dissolucdo da cafeina contida no extrato de cha verde microencapsulado estdo descritas na

Tabela 12 e representadas na Figura 21.

Figura 21 - Perfis de dissolucdo das formulacbes A, B e C, respectivamente, utilizando
agua destilada como meio dissolucdo (37 + 0,5 °C), dissolutor com aparato 1, velocidade
de agitacdo de 50 rpm e quantificacdo espectrofotométrica em 272 nm.
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Fonte: Autora. *A= 10% de goma do cajueiro + 20% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; B: 15% de
goma do cajueiro + 15% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; C: 20% de goma do cajueiro + 10%
maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde.

Analisando a Figura 21 podemos observar que as trés formulacfes apresentaram
basicamente o mesmo perfil de dissolugdo, havendo uma estabilizagdo a partir de 5 minutos.
A amostra B foi a que apresentou maior percentagem de dissolucédo, seguida das amostras C e
A, liberando respectivamente 103,81%, 92,09% e 81,44% (Tabela 11). Esses altos percentuais

de dissolucdo podem estar relacionados a espessura da parede, usada na proporcdo 4:1
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(parede/nucleo), como também ter ligagdo com o baixo peso molecular da cafeina, que é um

polimero hidrofilico, ocorrendo desta forma uma répida dissolu¢do no meio.

Tabela 12 - Percentagem de decedéncia das formulagdes de capsulas A, B e C obtidas no
tempo de 30 minutos na seguinte condicdo: agua destilada como meio dissolucéo (37 £ 0,5
°C), dissolutor com aparato |1, velocidade de agitagdo de 50 rpm.

Quantificacdo Percentagem de cafeina dissolvida no tempo de 30 minutos
Amostra A Amostra B Amostra C
Espectrofotométrica 81,44 103,81 92,09

Fonte: Autora.

5.3.6  Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FT-IR)

Para valores mais especificos em relacdo a estrutura das trés formulacdes de
microcépsulas (A, B e C), da goma do cajueiro (GC) e do extrato seco de cha verde (EXT),
utilizou-se espectros de infravermelho entre 4000 e 400 cm'. As Figuras 22, 23 e 24
apresentam os espectros infravermelhos das microcapsulas (A, B e C) e as Figuras 25 e 26
representam os espectros da goma do cajueiro (GC) e do extrato seco de cha verde (EXT),

respectivamente.

Figura 22 — Espectroscopia FTIR da microcapsula A, em pastilha de KBr.
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Fonte: Autora. *A= 10% gomado cajueiro + 20% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde.



Figura 23 - Espectroscopia FTIR da microcapsula B, em pastilha de KBr.
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Fonte: Autora. *B= 15% de gomado cajueiro + 15% de maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde.
Figura 24 - Espectroscopia FTIR da microcapsula C, em pastilha de KBr.
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Fonte: Autora. *C=20% de gomado cajueiro + 10% de maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde.
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Figura 25 - Espectroscopia FTIR da goma do cajueiro (GC), em pastilha de KBr.
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Fonte: Autora.

Figura 26 - Espectroscopia FTIR do extrato seco de cha verde (EXT), em pastilha de KBr.
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A espectroscopia de infravermelho (Figura 22 a 26) mostra que as trés
formulacdes de microcépsulas (A, B e C), bem como a goma do cajueiro (GC) e o extrato de
seco de cha verde (EXT) possuem espectros bastante semelhantes. Pode-se observar em todos
0s espectros o aparecimento de uma ampla banda entre 3322 e 3392 cm™ referente as ligagoes
O-H das hidroxilas dos carboidratos. Podemos observar também bandas em torno de 2930 cm’
! assinalados principalmente para ligagdes C-H dos carbonos do anel glicosilico. Na regio de
impressdo digital dos carboidratos (1200 —800 cm™ para ligagdes tipo C-OH, C-O-C, C-O e
C-C) foram observados picos entre 1013 e 1026 cm™ ja descrito como caracteristico de
polissacarideos com alto teor de arabinose (KACURAKOVA et al., 2000; ZHOU et al.,
2009). Todas as amostras de microcapsulas apresentaram bandas de absorcdo de goma do
cajueiro correspondente aos grupos COO- e 4gua em torno de 1640 cm™. O espectro também
apresenta bandas tipicos de proteinas em torno de 1373 cm™ em amida I11 (1450 —-1200 cm™
ligacBe C- N e N-H) e picos em amida I (1720 1600 cm™ ligacdes C=0) (KACURAKOVA,
et al., 2000; ZHOU et al,. 2009; ESPINOSA-ANDREWS, et al., 2010).

5.3.7 Difratometria de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X foi realizada com o objetivo de verificar as propriedades de
cristalinidade dos polissacarideos utilizados e das microparticulas que poderiam afetar a
cinética de liberacdo do extrato de chd verde e a velocidade de degradacdo da matriz
polissacaridica (CANEVAROLO, 2004).

A partir das analises de difracdo de raios-X (Figura 27), observou-se que todas as
amostras analisadas apresentaram-se amorfas, ou seja, nenhuma regido cristalina foi definida.
Podemos observar que o processo de microencapsulacdo ocasionou um ligeiro deslocamento
do pico das amostras A, B e C para valores menores em 2 ©, uma vez que o pico principal em
EXT aparece em torno de 25,9° e nas microcapsulas A, B e C o pico principal aparece em
torno de 19°. Caracteristicas amorfas também foram encontradas por Miller (2011) em
microcapsulas formadas com amido modificado e maltodextrina como material de parede e

6leo essencial como nucleo.
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Figura 27 - Difratogramas das trés formulacdes de microcapsulas avaliadas. A= 10%
de goma do cajueiro + 20% de maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; B= 15%
de goma do cajueiro + 15% de maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; C= 20%
de goma do cajueiro + 10% de maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; EXT =
100% extrato de cha verde; GC = 100% goma do cajueiro; M = 100% maltodextrina.
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Fonte: Autora.

5.3.8 Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)

Os difratogramas das trés formulacdes de microcapsulas (A, B e C) e do extrato

seco de cha verde (EXT) estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 - Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) das formulacfes de microcapsulas
(A, B e C) e do extrato seco de cha verde (EXT) em atmosfera de nitrogénio (10°C.min™, 50
mL.min, da temperatura ambiente a 400°C, variacdo do fluxo de calor versus temperatura).
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Fonte: Autora. *A= 10% de goma do cajueiro + 20% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; B: 15% de
goma do cajueiro + 15% maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; C: 20% de goma do cajueiro + 10%
maltodextrina + 7,5% extrato de cha verde; EXT: 100% extrato seco de cha verde.

Podemos observar na Figura 28 que as amostras de microcapsulas (A, B e C)
apresentaram comportamentos térmicos semelhantes, apresentando um evento endotérmico
significativo em 178, 157 e 171°C, respectivamente, enquanto que o extrato seco de cha verde
(EXT) apresentou dois eventos endotérmicos significativos em 109 e 121°C, referentes as
altas concentragdes de catequina e cafeina presentes no extrato. Podemos observar também o
aparecimento de um evento exotérmico em 307°C com alteracdo do perfil calorimétrico,
sugerindo que o processo de microencapsulacdo conferiu uma maior estabilidade ao material
de nucleo (EXT) utilizado no processo, ja que este evento ndo apareceu na microcapsula B e
se mostrou pouco expressivo nas temperaturas 304 e 300°C das microcapsulas A e C,

respectivamente.
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5.3.9 Analise termogravimétrica (TGA)

As curvas termogravimétricas das microcapsulas (A, B e C) e do extrato seco de
cha verde (EXT) encontram-se na Figura 29. Pode-se observar que a analise
termogravimétrica (TGA) e a derivada termogravimétrica (DTG) mostraram trés estagios de
decomposicgéo para todas as amostras analisadas. Podemos observar que todas as amostras de
microcapsulas tiveram 0 mesmo comportamento de perda de massa, sendo 0 primeiro estagio
em torno de 68°C, representado a evaporacdo de agua livre e agua ligada por ligacdo de
hidrogénio. Observamos ainda que, para todas as amostras, 0s estagios dois e trés ocorrem
respectivamente em torno de 249 e 308°C e um porcentual residual entre 17,5 e 19,2%. Para a
amostra de extrato seco de cha verde (EXT), os eventos de perda de massa ocorrem em 95,
162 e 319°C, enquanto que o percentual de perda de massa foi de 38,3% (Tabela 13). De um

modo geral, a decomposic¢do de polissacarideos inicia-se em temperaturas superiores a 200°C.

Figura 29 - TGA e DTG para as formula¢Ges de microcapsulas A (10% goma do cajueiro +
20% maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde); B (15% goma do cajueiro + 15%
maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde) e C (20% goma do cajueiro + 10%
maltodextrina + 7,5% extrato seco de cha verde) e EXT (extrato seco de cha verde).
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Fonte: Autora.

Tabela 13 - Pardmetros obtidos do TGA para A, B, C e EXT.

Amostra Temperatura Maxima (°C) Residuo (%) em
1° evento 2° evento 3° evento 800°C
A 67 248 305 19,2
B 68 249 308 18,9
C 69 250 305 17,5
EXT 95 162 319 38,3

Fonte: Autora.

5.4 Caracterizagdo dos néctares de caja

90

A microcapsula selecionada para a aplicacdo no néctar de caja e posterior

caracterizacgéo, foi a amostra C (20% goma do cajueiro + 10% maltodextrina + 7,5% extrato

seco de cha verde), uma vez que esta amostra, assim como as demais, conseguiu atingir o

objetivo de encapsular e proteger os compostos bioativos do extrato de cha verde e por se

tratar de uma amostra a qual foi formulada com maior percentual de goma do cajueiro, um

produto barato e facilmente encontrado na natureza.
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5.4.1 Analises fisico-quimicas e de compostos funcionais

As caracteristicas fisico-quimicas dos néctares (NCEM e NC) encontram-se na
Tabela 14.

Tabela 14 — Caracteristicas fisico-quimicas dos nectares (NCEM e NC).

Amostra pH Sélidos Acidez Total em Acucares Acucares redutores
sollveis °Brix  acido citrico (%) totais (g/100g) (9/1009)
(20°C)
NC 3,08+0,006 11,0+0,1 0,21+0,0007 7,46+0,46 5,06+0,13
NCEM 3,14+0,01 17,3+0,06 0,28+0,02 11,12+0,14 6,85+0,44

Fonte: Autora. *NCEM= Néctar de cajd com extrato de cha verde microencapsulado e NC= Néctar de caja.
Valores representam a média das triplicatas + desvio padréo.

A partir da Tabela 14 podemos observar que a adi¢cdo das microcapsulas ao néctar
de caja ndo causou grande variacdo para os valores de pH que foram de 3,14 para NCEM e
3,08 para NC. Mattietto et al. (2007) obtiveram um pH de 3,07 para néctar misto de caja e
umbu. Valores proximos também foram encotrandos por Morzelle et al. (2011) em néctar
misto de maracuja e araticum tendo pH por volta de 3,3. Neste estudo os valores de pH
obtidos ficaram abaixo de 4,5, conforme recomendado para néctares de frutos (DA SILVA et
al., 2009a). Valores mais baixos de pH possuem preferéncia pela industria, uma vez que
bactérias patogénicas ndo encontram condicGes favoraveis para se desenvolver, sendo desta
forma um produto de mais facil conservacdo (HOFFMANN, 2001).

Os teores de sdlidos sollveis totais foram de 17,3 e 11,0 °Brix para NCEM e NC,
respectivamente, conforme proposto pela legislacdo brasileira para néctar de caja que
preconiza um valor minimo de 11 °Brix (BRASIL, 2003). Em estudos com formulacdes de
néctar de caja, De Souza et al. (2000) encontraram valores que variaram entre 12,2 e 14 °Brix
e um valor de 16,3 °Brix para o néctar de araca-boi, valores proximos aos obtidos neste
estudo.

Os valores encontrados para o pardmetro em percentual de acidez titulavel em
acido citrico foi de 0,28% e 0,21%, respectivamente para NCEM e NC. Esses valores estdo de
acordo com o Padréo de Identidade e Qualidade para néctar de cajd (BRASIL, 2003), o qual
estabelece um valor minimo de 0,20% para acidez total em acido citrico. Valores proximos ao
deste estudo foram obtidos por De Castro et al. (2014) que encontraram valores de acidez

titulavel por volta de 0,25% em formulacGes de néctar misto de abacaxi e seriguela.
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O percentual de acucar total foi de 11,12% e 7,46% para NCEM e NC,
respectivamente. Os resultados encontrados nesse estudo estdo de acordo com o Padrdo de
Identidade e Qualidade para néctar de caja (BRASIL, 2003) que estabelece o minimo de 7,0%
de acUcares totais. Os acUcares redutores (% de glicose) foram de 6,85 e 5,06% para NCEM e
NC, respectivamente. Damiani et al. (2011) em estudo com néctar misto de caja-manga com
horteld encontraram valores de 14,24 e 6,62% para aclcares totais e redutores,
respectivamente.

Os valores obtidos para as analises de compostos funcionais das formulacGes dos

néctares NCEM e NC estdo dispostos na Tabela 15.

Tabela 15 - Polifendis Extraiveis Totais (PET), Atividade Antioxidante obtidos para
0s néctares NCEM e NC.

Amostra Polifenois Atividade antioxidante  Atividade antioxidante
Extraiveis Totais total/ ABTS™ (uM de total/ FRAP (uM de
(mg GAE*/100 g) Trolox.g™) Sulfato ferroso.g™)
NCEM 302,56x4,20 10,90+1,68 17,63+£1,19
NC 159,60+4,47 2,97+0,19 11,03+£1,02

Fonte: Autora. *NCEM= Néctar de caji com extrato de cha verde microencapsulado e NC= Néctar de
caja. Valores representam a média das triplicatas + desvio padréo.

Podemos observar a partir da Tabela 15 que a adi¢cdo do extrato de cha verde
microencapsulado ao néctar de caja acarretou um aumento significativo nos niveis de todos 0s
compostos funcionais avaliados nas amostras.

Os valores obtidos para polifendis extraiveis totais foi de 302,56+4,20 e
159,60+4,47 mg/100g, respectivamente, para NCEM e NC. Observamos que o valor obtido
no NCEM praticamente dobrou quando comparado com o determinado no NC, o que
demonstra que a adicdo das microcapsulas ao néctar é uma boa opcdo para melhor
disponibilizar esses compostos em uma bebida. Da Silva et al. (2009b), em estudo com
formulacdes de bebida mista a base de agua de coco, polpa de abacaxi e acerola, encontraram
valores variando de 29,60 a 150,79 mg/100g.

Para a atividade antioxidante obtida a partir do método ABTS™ foram encontrados
valores de 10,90 e 2,97 uM de Trolox/g, respectivamente, para NCEM e NC (Tabela 13),
podendo observar que a adi¢do das microcapsulas ao suco aumentou significativamente o teor
de compostos antioxidantes ao néctar de cajd. Van Den Berg et al. (1999) avaliando sucos de
uva e laranja pelo método ABTS, encontraram valores medios de 5,57 e 6,63 uM de Trolox/g,

respectivamente. Da Silva et al. (2009b) encontraram valores variando de 1,32 a 12,67 uM de
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Trolox/g em formulagdes de bebida mista a base de agua de coco, polpa de abacaxi e acerola.

De acordo com a Tabela 15, os valores obtidos para a atividade antioxidante
determinada a partir da reducdo do ferro foi de 17,63 pM de Fe?**/g para NCEM e 11,03 uM
de Fe**/g para NC. Cheuczuk e Rocha (2014) encontraram um valor de 9,43 uM de Fe?*/g em
amostras de polpa de caja-manga.

5.4.2 Anédlises Microbioldgicas

Quanto a andalise microbiolégica para coliformes a 45°C, os resultados indicaram
auséncia desses microrganismos (<1,0 NMP/mL) tanto para NCEM quanto para NC,
indicando assim um excelente resultado em termos de condi¢bes higiénico-sanitarios. De
acordo com Brasil (2001), os valores permitidos para este grupo de microrganismos deve ser
de até 10° NMP/mL.

5.4.3 Analise sensorial

A Tabela 16 apresenta os resultados da analise sensorial obtidos para as amostras
de néctar de caja avaliadas. Pode-se observar que o tratamento estatistico revelou diferencas
significativas (p<0,05) entre as amostras em relacdo a intensidade do sabor estranho, sendo
gue o néctar de caja com extrato de cha verde microencapsulado (NCEM) apresentou maior
intensidade que o néctar sem o extrato (1,06). Isso demonstra que a adicdo de extrato de cha
verde, mesmo microencapsulado, conferiu um sabor estranho ao néctar de caja, o qual pode
ser classificado como moderado, pois seu valor médio (4,42) ficou no meio da escala utilizada
(9 cm).

A presenca do sabor estranho prejudicou a aceitabilidade do néctar que contém as
microcapsulas de chad verde (NCEM), pois, em relagdo a “aceitagdo global”, essa amostra
obteve menor média que a amostra sem o extrato (NC). No entanto, isso ndo foi um critério de
rejeicdo do néctar, visto que a amostra atingiu a média 6,27, valor hed6nico correspondente a
“gostei ligeiramente”, e, portanto, na regido de aceitacao da escala hedonica.

O teste de aceitacdo por atributos mostra quais foram os atributos sensoriais mais
afetados pela adicdo do extrato de cha verde. Para a aparéncia, foram obtidas médias de 7,89 e
7,32 respectivamente para NC e NCEM. Embora essa diferenca tenha sido estatisticamente

significativa, o produto formulado com as microcapsulas perdeu apenas 0,57 pontos na sua
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aceitabilidade, indicando uma 6tima aceitacdo dos néctares pelos provadores. J& o aroma
sofreu um pouco mais, visto que sua a aceitacdo caiu de 7,53 (NC) para 6,48 (NCEM), ou

seja, cerca de 1 ponto na escala heddnica.

Tabela 16 - Médias dos resultados sensoriais das amostras de néctar de caja (NC e NCEM).

Amostra Sabor Aceitacdo Aceitacdo da  Aceitacdo do  Aceitacdo do
estranho global aparéncia aroma sabor
NC 1,06 7,93 7,89° 7,53 8,01°
NCEM 4,42° 6,27 7,32 6,48 5,79°

*NCEM= Néctar de caja com extrato de cha verde microencapsulado e NC= Néctar de caja. Médias seguidas
de letras iguais em uma mesma coluna nao diferem significativamente para o teste F (p>0,05).

No entanto, quanto ao sabor, foi observada uma queda mais acentuada na aceitacdo da
amostra NCEM pelos provadores (5,79) em relacdo ao néctar de caja ndo adicionado das
microcapsulas (8,01), indicando que esse foi o atributo mais influenciado pelo extrato de cha

verde no néctar de caja, impactando também na aceitabilidade global do produto.
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6 CONCLUSOES

O extrato seco de cha verde possui viabilidade celular, ndo apresentando
citotoxicidade para as células estudadas, sendo possivel sua utilizacdo na elaboracdo de novos
produtos alimenticios.

O extrato de chd verde é rico em compostos termogénicos, sendo a cafeina
identificada em maior concentracdo, seguida da epicatequina galato, epigalocatequina galato,
epicatequina e catequina.

O extrato de chd verde representa uma fonte potencial de compostos
antioxidantes, compostos fendlicos e flavonoides amarelos.

As trés formulacdes de material de parede (MPA, MPB e MPC) testadas
apresentaram boa estabilidade térmica a temperaturas acima de 100°C.

As trés formulacBes de microcépsulas testadas (A, B e C) foram capazes de
encapsular o extrato seco de cha verde, tornando viavel a substituicdo de parte da
maltodextrina por goma de cajueiro.

O sistema modelo de néctar de caja, utilizado para adicdo das microcapsulas de
ché verde, comprova a capacidade que elas possuem de tornar um alimento convencional em
fonte potencial de compostos antioxidantes e fen6licos sem causar rejeicdo ao produto.

Desta forma, verifica-se o potencial para a indistria do emprego das

microparticulas a base do extrato seco de cha verde como ingrediente alimenticio.
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