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RESUMO

A Moringa oleifera, também conhecida como “arvore milagrosa” ou “arvore da vida”, ¢
uma planta rica em nutrientes e compostos fendlicos, encontrados em, quase todas as
partes da planta, incluindo folhas, raizes, flores, vagens, cascas e gomas, 0s quais podem
proporcionar um efeito terapéutico, como potencial anticancer, antioxidante,
antidiabético e antibacteriano. Suas folhas merecem destaque, por conta de seu alto teor
de proteinas e compostos fendlicos. Neste contexto, a microencapsulacdo surge como
uma alternativa para evitar a degradacdo dos compostos contidos nestes extratos. Desta
forma, o presente trabalho teve como objetivo determinar os teores de fendlicos totais,
flavonoides totais, potencial antioxidante, potencial antimicrobiano e as caracteristicas
fisico-quimicas em relacdo a umidade, atividade de agua, higroscopicidade e solubilidade
de microcapsulas de extrato de folhas de moringa armazenadas em dessecador, em
temperatura ambiente durante 10 meses. As microcapsulas demonstraram aumentos que
variaram de 59 a 146% no valor de atividade de agua, diminuicdo no teor de umidade na
faixa de 65 a 75%; e higroscopicidade tendo seu valor reduzido em valores que variaram
de 35 a 67%. Em relacéo ao teor de fenolicos totais obteve-se leve aumento de cerca de
30%. Foram detectados aumento do potencial antioxidante pelo método ABTS e
diminuicao dos valores quando os metodos DPPH e FRAP foram usados, em comparagéo
ao dia 0 de armazenamento. As microcapsulas ndo demonstraram potencial
antimicrobiano frente a bactérias patogénicas. Contudo, foi demonstrado que o tempo de
armazenamento alterou positivamente algumas caracteristicas fisicas, como a umidade e
a higroscopicidade das microcapsulas e proporcionou a concentracdo de compostos
antioxidantes.

Palavras-chave: Moringa Oleifera; microencapsulacdo; antimicrobiano; antioxidante
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1. INTRODUCAO

A Moringa oleifera é uma planta de origem indiana, compondo o Unico género da
familia Moringaceae, a qual possui 13 espécies, das quais a moringa é a mais conhecida, e
alvo de muitas pesquisas, devido seu alto potencial nutricional e medicinal, sendo conhecida
universalmente como arvore da vida ou planta milagrosa (BENNOUR et al., 2020; GOMEZ-
MARTINEZ et al., 2020). Esta caracteristica se deve a sua multipla funcionalidade,
encontrada em, quase todas as partes da planta, incluindo folhas, raizes, flores, vagens, cascas
e gomas, pois sdo ricos em nutrientes e compostos fenolicos, os quais podem proporcionar
um efeito terapéutico, como potencial anticancer, antioxidante, antidiabético e antibacteriano
(EDOGA et al., 2013; ARORA; ONSARE, 2014; COZ-BOLANOS et al., 2018; GUPTA et
al., 2018; TILOKE et al., 2018; BENNOUR et al., 2020). Ao comparar todas as partes da
planta, destacam-se as folhas por serem ricas em proteinas e possuirem o maior conteudo de
compostos fendlicos e terpenos, além de alto poder antioxidante (GOMEZ-MARTINEZ et
al., 2020). O uso desses compostos tem sido vinculado a diferentes técnicas de extracéo,
isolamento e protecdo, dos quais, a microencapsulacdo é um dos mais usados.

A microencapsulacdo é um dos métodos importantes para estender a vida Util dos
compostos bioativos do extrato das folhas de moringa. Cam et al. (2014) descobriu que cerca
de 35% dos compostos fenolicos foram perdidos de extratos ndo encapsulados que foram
armazenados a 4 C por trés meses. Tem sido demonstrado que o declinio dos compostos
antioxidantes da extratos de folhas de moringa aceleraram quando foram armazenados em
alta temperatura e umidade relativa (DADI et al, 2020).

A microencapsulacdo, processo em que ingredientes sensiveis sdo protegidos de
condicdes adversas do ambiente pelo agente encapsulante (HOGAN et al., 2001), representa
alternativa para a utilizacdo de compostos de interesse nos mais diversos sistemas
alimentares. As microcapsulas produzidas por esse processo apresentam caracteristicas
fisicas e quimicas resultantes da combinacédo entre o material de parede e o nucleo utilizado.

Tendo em vista que, a funcionalidade de compostos bioativos em longo prazo é um
dos grandes desafios que se apresentam atualmente, o presente estudo objetivou avaliar

comparativamente do tempo 0 ao tempo 10 meses de armazenamento em dessecador a
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temperatura ambiente, o contetdo de compostos bioativos e a atividade antioxidante das
microcpsulas de extrato de folha de moringa, como também avaliar a atividade

antimicrobiana das microcépsulas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a bioatividade e propriedades fisico-quimicas de microcépsulas elaboradas com
diferentes concentracdes de extrato de folhas de moringa armazenadas em dessecador, a

temperatura ambiente durante 10 meses.

2.2 Objetivos Especificos

e Preparacdo dos extratos de folhas de moringa;

e Sintese das microcapsulas com diferentes concentragcdes de extrato de folhas de
moringa;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas das microcapsulas (umidade, atividade
de &gua, solubilidade e higroscopicidade);

e Determinar os teores de compostos fenolicos totais e flavonoides totais nas
microcapsulas;

e Determinar a atividade antioxidante das microcapsulas por meio dos métodos ABTS,
DPPH e FRAP;

e Avaliar o potencial antimicrobiano das microcapsulas frente a bactérias patdgenas;



12

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Moringa oleifera

A Moringa oleifera Lam. (Moringaceae) ¢ uma planta nativa do oeste e sul do
Himalaia, nordeste da India, Paquistio e Afeganistdo, mas hoje em dia se encontra
disseminada por muitos paises tropicais e subtropicais, sendo largamente cultivada na Africa,
América do Sul, sudeste, centro e sul asiatico, india, Arabia, Ilhas do Pacifico e Caraibas. E
conhecida também pelos nomes de acacia branca, arvore-rabanete-de-cavalo — devido ao
sabor das suas raizes —, moringueiro, cedro e quiabo-de-quina — devido a forma das suas
vagens. E tolerante a seca, florescendo e produzindo frutos e cresce desde as florestas
subtropicais secas ou imidas até as tropicais secas ou umidas. E uma planta de miltiplo uso,
podendo ser usada na alimentacdo humana ou animal, producéo de 0leos, planta medicinal e
na clarificacao de agua para o consumo humano. Todas as partes da Moringa possuem valores
mediciais e, no Brasil, existem varios estudos cientificos de todas as partes da Moringa, se
destacando o 0leo e as folhas (SANTOS, 2015; ALMEIDA 2018).

Figura 1. Paises onde ha a presenca de Moringa oleifera Lam.

B Paises onde a Moringa Oleifera cresce.

Fonte: Adaptado de Kuput et al. (2015)
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A moringa é caracterizada por possuir crescimento rapido, podendo chegar entre 5 a
10 metros de altura, suas folhas sdo de cor verde clara, tripinadas com peciolos amarelados,
constituida de muitos peciolos, as flores sdo axilares bissexuais, compostas por cinco pétalas
desiguais caidas de cor branca, as vagens sdo de casca de cortica, pendentes de trés lados de
cor cinza e suas sementes sdo circulares compostas por uma capsula envolta de nervuras
pendulares, conforme a Figura 2 (GUPTA et al., 2018; LIU et al., 2018). E uma arvore
reconhecida por suas multiplas funcionalidades, visto que, quase todas as partes da planta,
incluindo folhas, raizes, flores, vagens, cascas e gomas, tem valor por serem ricos em
nutrientes e compostos fenolicos, e por isso é comumente utilizada como alimento, assim
como para tratamento de doencas, devido as suas multiplas propriedades nutricionais,
medicinais (GUPTA et al., 2018; TILOKE et al., 2018).

Figura 2. Partes de Moringa oleifera, (A) Folha, (B) Flores, (C) Vagens e (D) sementes

Fonte: https://loveachild.com/2016/03/miracle-moringa-tree/ . Acesso em: 13 de novembro de 2022.
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As folhas da moringa sdo uma excelente fonte de proteinas, vitaminas A, B, C e E,
mineais — ferro, zinco, selénio — Betacaroteno, gordura, séo ricas em energia metabolizavel
e contém os 10 aminoacidos essenciais para 0 homem. Pesquisadores concluiram que as
folhas da moringa possuem sete vezes mais vitamina C do que a laranja, quatro vezes mais
vitamina A do que a cenoura, quatro vezes mais calcio do que o leite de vaca, trés vezes mais
ferro que o espinafre e trés vezes mais potassio do que a banana. Além disso, a composi¢do
da proteina mostra um balango excelente de aminoécidos essenciais — aqueles que precisamos
ingerir, pois o corpo humano n&o os produz (ALMEIDA, 2018).

As folhas também demonstraram capacidade em promover uma reducédo consideravel
nos niveis de glicose no sangue e na urina, com aumento da proteina sérica total, do peso
corporal, da hemoglobina e reducdo da proteinuria, sendo indicada para o tratamento da
diabetes mellitus. A atividade antioxidante in vitro dos extratos aquosos das folhas de
moringa foram estudadas e os resultados mostraram que esses extratos sdo potentes fontes de
substancias sequestradoras de radicais livres, sugerindo que estes extratos sdo capazes de
prevenir os danos oxidativos do organismo humano (GIMENIS, 2015). Em estudo realizado
por Feitosa et al. (2020), uma maior quantidade de compostos flavonoides foi obtida em
extratos aquosos de farinhas de folhas de moringa ndo fermentadas (cerca de 1600 mg QCE/
100 g de extrato). Isso indicou que o extrato de folhas de moringa continha aumento dos
niveis de flavonoides altamente polares. Pesquisadores que obtiveram aumento do teor de
flavonoides totais ap6s FES de residuos agroindustriais como subprodutos da ameixa,

também associaram esse fendmeno a produgao de [ - glucosidase por A. niger.

3.2 Microencapsulamento

As técnicas de microencapsulacao, sdo classificadas em métodos fisicos (spray dryer,
liofilizacdo, precipitacdo de fluido supercritico e evaporacdo de solvente), métodos fisico-
quimicos (coacervagdo, lipossomas e gelificacdo idnica) e métodos quimicos (polimerizacao

interfacial e complexacédo de inclusdo molécula) (OZKAN et al., 2019). Entre estas técnicas,
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a liofilizagdo é um processo de secagem comumente utilizado e aplicado em varios campos
tecnoldgicos, em especial na farmacéutica e alimenticia (VISHALI et al., 2019). Devido ao
seu mecanismo de dessecacdo, este método se destaca, pelo alto rendimento, eficiéncia na
preservacao de substancias sensiveis ao calor, visto que, envolve a utilizagdo de temperaturas
mais baixas no processo, preservacdo da aparéncia e das caracteristicas do produto seco e
reducdo do processo de deterioragdo, mantendo assim a qualidade do produto. (BORA et al.
2018). Por outro lado, assim como qual quer outro método possuem suas limitacGes, no
processo de liofilizacdo, devido a utilizagdo de pressdes e temperaturas mais baixas,
acarretam em maior tempo de secagem e alto custo (DEGOBERT; AYDIN, 2021)

Vale destacar que a técnica de liofilizacdo sozinha, ndo produz microcapsulas, visto
que é uma técnica de secagem que consiste apenas na remoc¢do de agua. Assim, para a
obtencdo das caracteristicas finais de microcapsulas, € necessario um método de
encapsulacdo adequado, como o processo de emulsificacdo para obtencdo do tamanho em
micro ou nano (SAIFULLAH et al., 2019). Existem varios tipos de emulsificacéo, entre elas,
emulsdes de agua em agua, agua em Oleo, adgua-agua-6leo e agua-em-Oleo-em-agua. A
emulsificacdo dgua em agua sdo formadas a partir de solugdes constituidas de biopolimeros,
como proteinas e polissacarideos (JOYE; MCCLEMENTS, 2014).

O desenvolvimento da tecnologia de microencapsulacao e sua extensa aplicabilidade
é fruto da necessidade constante que a industria alimenticia demonstra em propriedades cada
vez mais complexas nas formulagdes, e que muitas vezes s6 podem ser conferidas por meio
dessa tecnologia (GIBBS et al., 1999). A microencapsulacao é uma alternativa para modificar
as caracteristicas de um produto, melhorar a aparéncia, proteger e prolongar a funcionalidade
de um ingrediente. Para a industria de alimentos, o uso dessa técnica reduz a reatividade do
nucleo com o ambiente, diminui a velocidade de evaporacao ou transferéncia do material do
nucleo para o meio, facilita a manipulacdo do encapsulado, promove a liberacdo controlada,
mascara odor e sabor desagradaveis, alem de promover a diluicdo homogénea do material
encapsulado em um produto alimenticio (ANAL; SINGH, 2007).

A microencapsulacdo é uma técnica aplicada no empacotamento de sélidos, goticulas

de liquidos ou material gasoso com finas coberturas poliméricas, formando pequenas
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particulas que podem liberar seu contetido sob condigdes especificas. O produto encapsulado
é denominado de nucleo ou recheio, e o material que forma a capsula, encapsulante, cobertura
ou parede. Em funcdo do tamanho das capsulas formadas o processo é classificado em macro
(> 5000 pum), micro (0,2 — 5000 um) ou nano (<0,2 um). Quanto a forma, as capsulas sdo
idealmente esféricas, embora seu formato seja influenciado pela estrutura original do
ingrediente encapsulado (BICUDO, 2014).

Em relagdo a morfologia, ndo existe uma estrutura unica, pois fatores como, material
do ndcleo, do revestimento e a técnica de encapsulacdo podem influenciar sua conformacao.
Desta forma as microcapsulas podem ser classificadas em mononuclear, polinuclear, matriz,

multicamada e irregulares (Figura 3).

Figura 3. Tipos e diferenca entres as microparticulas

QO

a) Mononuclear b) Multicamadas ¢) Polinuclear
\/
N’ N
L/ e b \
At e 4
Y e
N —
@ -
d) Matrix e) Irregulares

Fonte: Saifullah et al., (2019)

As microcapsulas mononucleares, sdo caracterizadas pelo revestimento do composto
ativo, formando uma capsula (revestimento) ao redor de um nucleo (composto bioativo).

Também, esta pode se apresentar com varias camadas de revestimento para 0 mesmo nucleo,
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conhecida como microcapsulas multicamadas. Por outro lado, as microcapsulas
polinucleares, também possuem um envoltdrio, porém contém varios ndcleos. J& a
microcapsula matriz, o composto ativo se encontra disperso e preso entre os polimeros, e em
virtude de ndo possuir um envoltério, o0 composto ativo pode ser encontrado na superficie.
Ainda, também podem ndo apresentar formato esférico, como as microcapsulas irregulares,
morfologia comumente observada, no caso de microcapsulas elaboradas por liofilizagdo
(CHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016; PAULO; SANTOS, 2017; SAIFULLAH, et al.,
2019; RIBEIRO; VELOSO, 2021).

A escolha do agente encapsulante ou material de parede depende de uma série de
fatores, entre eles a ndo reatividade com o material a ser encapsulado, o processo utilizado
para a formacdo da microcapsula e o mecanismo de liberagéo ideal. Muitos materiais podem
ser utilizados como cobertura para as microcapsulas, dentre eles goma arabica, alginato,
amido, amido modificado, dextrinas, sacarose, celuloses, mono e diacilglicerois, Oleos e
gorduras, caseina, gelatina e os materiais inorganicos como sulfato de calcio e silicatos
(JACKSON e LEE, 1991).

Premi e Sharma (2017) ao avaliarem o efeito de diferentes combinacdes de material
de revestimento (maltodextrina, goma arabica e concentrado de proteina de soro de leite), na
microencapsulacdo de 6leo de sementes de moringa, observaram que a combinacdo de
maltodextrina com goma arabica resultaram em maior eficiéncia de encapsulamento, menor
teor de umidade e atividade de agua, contribuindo para maior protecdo dos compostos

bioativos.

3.3 Estabilidade de compostos bioativos ap6s armazenamento de microcapsulas

Alguns trabalhos foram encontrados sobre a avaliacdo de compostos bioativos apds
0 armazenamento de microcapsulas. Dadi et al (2020) armazenou os produtos bioativos
microencapsulados de M. stenoptala nas temperaturas 4, 25 e 45 °C durante 60 dias. Os
autores observaram que o teor de compostos fendlicos manteve-se quase estavel quando

armazenado a 4 e 25 °C, tendo sido observado diminuicao dos teores na temperatura de 45°C.
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Por outro lado, houve reducdo significativa de teor de compostos fendlicos nos
extratos ndo encapsulados ap6s 60 dias de armazenamento sendo as perdas 17,49, 61,94 e
90,39% a 4, 25 e 45 °C, respectivamente. Paini et al. (2015) relataram, 21% de compostos
polifendlicos foram perdidos quando a microcéapsula foi armazenada a 25 °C por 70 dias e
66% quando exposto a luz ultravioleta por 48 h. Segundo Robert et al. (2010), ha degradacédo
gradativa dos principios ativos dos encapsulados ap6s longos periodos de armazenamento.
Sendo recomendavel armazenar os compostos bioativos microencapsulados a baixa
temperatura 0 que pode minimizar o estresse térmico do material de revestimento e dos

compostos ativos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Materiais

O 4&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico (Trolox), radical 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolina) acido 6-sulfonico
(ABTS) e 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, EUA). O reagente Folin-Ciocalteau, carbonato de sédio, persulfato de
potéssio, &cido acético foram obtidos da Dindmica (Indaiatuba, SP, BR). O agar Muller
Hinton da marca HIMEDIA (Mumbai, India). Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico;

As folhas de moringa foram obtidas no Campus S&o Cristovdo da Universidade
Federal de Sergipe.

4.2 Cepas bacterianas

As bactérias Pseudomonas aeruginosa (CBAM 0679), Staphylococcus aureus
(CBAM 0629), Bacillus cereus (CBAM 0353), Bacillus subtilis (CBAMd f 0441), Serratia
marcescens (CBAM 0519), Escherichia coli (CBAM 0002), Salmonella enteritidis foram
adquiridos pela Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Lebnidas e Maria Deane, Colecdo de
bactérias da Amazonia (CBAM) (Fiocruz, Manaus, Amazonia) e a Enterococcus faecalis
(INCQS 00531) foi adquirida do IOC/FIOCRUZ (Manguinhos, Rio de Janeiro). As estirpes
foram armazenadas em caldo de infusdo de cérebro coracdo (BHI) e solucéo de glicerol a

20% a - 80°C em um Ultrafreezer.

4.3 Metodologia

4.3.1 Microcéapsulas dos extratos de moringa

As microcapsulas foram previamente obtidas por Nascimento (2022) (dissertacéo de
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mestrado). As microcapsulas foram preparadas usando goma ardbica como agente
encapsulante nas proporcfes 1:10, 1:6 e 1:4 (g extrato/mL de solucdo de goma arabica)
respectivamente. As microcapsulas foram armazenadas por 10 meses, sendo mantidas em
dessecador a temperatura de 25°C. Apds este tempo foram realizadas as andlises fisico
quimicas, microbioldgicas e determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides
totais e atividade antioxidante. Os resultados foram comparados com as microcapsulas
obtidas no dia 0.

4.3.2 Analises Fisico-Quimicas das Microcapsulas
4.3.2.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado utilizando estufa de secagem a 105°C, conforme
a metodologia do Instituto Adolfo Lutz, (2008). Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

4.3.2.2 Atividade de agua

A atividade de agua das microcapsulas foi medida através do analisador modelo

AqualLab® da marca BrasEq®. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.3.2.3 Solubilidade

A solubilidade das microcapsulas foi determinada de acordo com a metodologia
proposta por Rezende et al. (2018). Inicialmente, 1g da amostra foi adicionado a 100mL de
agua destilada, e agitada em um agitador magnético (Tecnal, TE-0851) por 30 min. Em
seguida, a solucdo foi centrifugada 1.100 rpm por 5 min. Posteriormente uma aliquota de
25mL do sobrenadante foi colocada em placa de petri previamente esterilizada e pesada, e
secou-se em estufa a 105°C por 5 h. A solubilidade foi calculada por diferenga de pesos, e

expressa em porcentagem (%), conforme a seguinte equacao:
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Solubilidade (%)= (Peso inicial—pevso final)-Vx100 %100

Onde:

Peso inicial = Peso da placa + sobrenadante (g)

Peso Final = Peso da placa + sobrenadante apds secagem
V = volume do sobrenadante (mL)

4.3.2.4. Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com a metodologia estabelecida por
(REZENDE et al.2018). Desta forma, foi pesado (peso inicial) 1g de amostra, € mantida em
dessecador contendo solugéo saturada de cloreto de sodio (75,3%) a 25°C, por 1 semana. As
amostras foram pesadas (Peso final) e sua higroscopicidade foi expressa em porcentagem

(%) de umidade adsorvida, conforme a equacédo abaixo.

. . Peso inicial — Peso final
Higroscopicidade (%) = — x 100
Peso inicial

4.4 Quantificacdo de compostos bioativos e atividade antioxidante

Para os experimentos de determinacdo de fendlicos totais, flavonoides totais e
atividade antioxidante realizou-se procedimento de rompimento das microcapsulas conforme
descrito por Dadi et al. (2020). Pds das microcapsulas (100mg) foram dissolvidos em 1mL
de agua destilada. Apos a dissolucdo, foram adicionados 9mL de etanol (100%) e misturados

por Smin. Em seguida, a solucdo foi filtrada em filtro de membrana de 0,22pm.
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4.4.1 Determinagdo do teor de compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos totais foram determinados nas microcapsulas de acordo com
a metodologia de Folin-Ciocalteau, descrita por Shetty et al. (1995) com modificages.
Assim, Aliquotas de 0,5 mL dos extratos foram transferidos para tubos de ensaio e adicionou-
se 0,5 mL de solucéo de etanol 95%, 2,5 mL de agua destilada e 0,25 mL de reagente Folin-
Ciocalteau 1N, e homogeneizado em vortex, apés, adicionou-se 0,5 mL de solucdo de
carbonato de so6dio 5% (p/v), e homogeneizado novamente. Os tubos de ensaio seguiram
mantidos em cadmara escura por 60 min. As amostras tiveram suas absorbancias medidas no
comprimento de onda de 725 nm. O mesmo procedimento foi realizado substituindo a
amostra pelo solvente para obtencéo do branco.

Para a quantificacdo destes extratos, realizou-se uma curva de calibracdo construida
a partir de diferentes concentracdes de acido galico (0-90 mg/L), a fim de converter as
absorbancias e os resultados foram expressos em miligramas equivalente de acido galico por

100g de material sélido em base seca (mg EAG/100 g de material solido em base seca).

4.4.2 Determinacao de flavonoides totais nas microcapsulas

O teor de flavonoides totais foi determinado nas microcapsulas pelo método
colorimétrico de cloreto de aluminio com algumas modificacfes (DEWANTO et al., 2002).
Assim, aliquotas de 2,0 mL de extrato foram transferidas para tubos de ensaio, adicionou-se
2,0mL de cloreto de aluminio e homogeneizou-se em vortex. Os tubos foram mantidos em
camara escura por 30 min. As absorbancias das amostras foram lidas a 415nm. O mesmo
procedimento foi realizado substituindo a amostra pelo solvente para obtencdo do branco. O
teor de flavonoides totais foi determinado atraves de uma curva de calibracdo construida a
partir de diferentes concentracdes de acido galico (0-50 mg/L). Os resultados foram
expressos em mg de quercetina por 100 g de material em base seca (mg QCE/100 g de

material em base seca).
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4.4.3 Atividade antioxidante in vitro das microcapsulas

As microcépsulas foram avaliadas quanto a atividade antioxidante (AA) determinada
pelos métodos Captura do Radical Livre 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), Captura do
Radical Livre 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina) 6-acido sulfénico (ABTS) e Método de
Reducéo do Ferro (FRAP).

4.4.3.1. Ensaio de eliminacao de radicais DPPH

A analise pelo método DPPH foi elaborada de acordo com Andrade et al. (2017) com
algumas modificagdes. Inicialmente, foi adicionado uma aliquota de 250uL de extrato com
1,25mL de DPPH, em triplicata. Ap6s 5 min, foi realizado a leitura da absorbancia a 517nm
utilizando um espectrofotometro. Diferentes concentragdes de Trolox (entre 50 e 250 umol
Trolox/mL) foram utilizadas para construcdo da curva de calibracdo. Para o branco foi
utilizado alcool etilico. Enfim, os resultados foram expressos em umol Trolox/g de material

sélido.

4.4.3.2. Ensaio de eliminacdo de ABTS

O método ABTS foi elaborado segundo a metodologia de Nenadis et al., (2004) com
modificacdes. Uma aliquota de 30 pL de extrato foi adicionada teste tubos com 3,0 mL do
reagente ABTS e homogeneizados em vortex. Apds 6 min, foi realizada a leitura em
espectrofotbmetro a 734 nm. A curva de calibracdo foi construida utilizando diferentes
concentragdes de Trolox variando de 100 a 1600 pmol Trolox/mL. Os resultados foram

expressos em umol Trolox/g de material sélido.
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4.4.3.3. Ensaio FRAP

A atividade antioxidante pelo método FRAP foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Thaipong et al. (2006). Para a analise, uma aliquota de 90 puL do
extrato foi transferida para tubos de ensaio, sem seguida foi adicionado 270 puL de agua
destilada e 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizado vortex e mantido a 37°C em banho-
maria. Apos 30 min foi realizado a leitura em um espectrofotdmetro a 595 nm. Diferentes
concentracoes de Trolox entre 100 e 1200 umol Trolox/mL foram utilizadas para construgao
da curva de calibragdo. Os resultados foram expressos em umol de Trolox/g de material

solido.

4.5 Atividade antimicrobiana das microcapsulas

As microcapsulas de extrato de folha de moringa foram avaliadas quanto a atividade
antimicrobiana através da técnica de difusdo em pocos (ELBESHEHY, 2015, com
modificacOes) frente as bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Serratia marcensces, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella enteritidis.

As suspensdes bacterianas foram preparadas transferindo-se uma alcada de cada
massa celular para tubos de ensaio contendo solucéo salina a 0,85% esterilizada. Em seguida,
tais suspensdes foram agitadas durante 2 min com auxilio de aparelho Vortex. Ap6s agitacao,
cada suspensdo teve sua turbidez comparada ao tubo 0,5 da escala de Mc Farland, o qual
corresponde a um indculo de aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL para bactérias. Em placas
de Petri 90 x 15 mm, de vidro, esterilizadas foi colocado Agar Muller-Hinton e em seguida
ocorreu a semeadura do inéculo do microrganismo teste a partir do tubo de ensaio, com swab
descartavel esterilizado. As microcéapsulas dissolvidas (30 pL) foram adicionados aos pogos
(5 mm de diametro) nas placas de petri placas contendo agar Mueller- Hinton e semeadas, e
em seguida levados para a incubacéo a temperatura de 35 °C durante 24 h. O diametro dos

halos de inibi¢&o foi medido e os resultados expressos em milimetros.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Andlises Fisico-Quimicas

As microcépsulas foram avaliadas quanto umidade, atividade de &gua, solubilidade e
higroscopicidade. Todos os resultados demonstrados no tempo O foram obtidos por
Nascimento (2022). Os valores de umidade obtidos para as microcdpsulas de extrato de folha
de moringa no tempo de 10 meses de armazenamento variaram entre 1,8 e 2,2%, e foram
menores que os obtidos no tempo 0 (5,17 a 8,9%) (Figura 4), sendo que a quanto maior a
concentragdo de extrato, menor a varia¢do de umidade entre o tempo 0 e o tempo 10 meses
de armazenamento. Dadi et al (2020) e George et al (2021), avaliaram o teor de umidade de
microcapsulas liofilizadas de extratos de M. oleifera e M. stenopetala, respectivamente, no
tempo 0, e obtiveram teor de umidade de 1,77% e entre 2,29 e 2,48%. Valores estes superiores
aos obtidos nas microcapsulas deste trabalho (no tempo 0). N&o foram encontrados trabalhos

que avaliem a umidade ap6s armazenamento das microcapsulas.

Figura 4. Teor de umidade em microcapsulas de extrato de folha de moringa. Formulagdes —
01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucéo de goma arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6

mL de solucdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 mL de goma arabica)
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Os valores de atividade de agua obtidos nas microcapsulas apds 10 meses de
armazenamento variaram entre 0,33 e 0,39%, valores superiores aos obtidos no tempo 0, que
obteve valores entre 0,12 a 0,29% (Figura 5). Houve uma maior atividade de 4gua detectada
nos compostos com maior concentracdo de extrato. Valores altos de atividade de agua
indicam a presenca de agua disponivel para a ocorréncia de reacdes bioguimicas, e portanto,
menor vida Util do produto (NUNES et al, 2015). Ndo foram encontrados trabalhos que

avaliem a atividade de agua de microcapsulas ap6s armazenamento.

Figura 5. Atividade de agua em microcapsulas de extrato de folha de moringa. Formulagdes —
01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucdo de goma arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6

mL de solucdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 mL de goma arabica)
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Um importante fator para a qualidade das microcapsulas é a higroscopicidade, que é
a capacidade de absorcdo de agua. O teor de umidade representa uma proporcionalidade
inversa aos valores de higroscopicidade, pois quanto menor o teor de umidade maiores 0s
valores de higroscopicidade, e consequentemente maior capacidade de absorver a umidade
do ambiente (YAMASHITA et al, 2017). Os valores de higroscopicidade obtidos para

microcapsulas de extrato de folha de moringa apds 10 meses de armazenamento variaram


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877414004993?casa_token=ai14ijF2oNQAAAAA:sBJ9ZVbOU7eAfNltJKg0MQRBwriYpgjCFhNxcUggElyuKf4WmjbunKQhHoWGNd29UNOPro73#!
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entre 6,5 e 10%, enquanto no tempo 0 foram obtidos valores entre 14,6 a 20,3%, sugerindo
uma diminuicdo da capacidade de absorcdo de dgua do ambiente, fato corroborado pelos
resultados obtidos para teor de umidade das microcapsulas (Figura 6). A degradacéo gradual
do material polimérico encapsulante, vai diminuindo a capacidade de retencéo de agua, o que
ocasiona 0s menores valores de higroscopicidade (DONG et al, 2014). Valores de
higroscopicidade menores de 20% sdo comuns de produtos menos viscosos, de acordo com

Tontul e Topuz (2017), ou seja, nesse quesito, as microcapsulas de extrato de folhas de
moringa continuam dentro do padréo.

Figura 6. Higroscopicidade em microcépsulas de extrato de folha de moringa. Formulacfes —
01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucdo de goma arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6

mL de solucdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 mL de goma arabica)
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Os valores obtidos para a solubilidade para as microcapsulas no tempo 10 meses
foram de cerca 93%, indicando pouca diferenca dos valores obtidos no tempo 0 (94 a 96%,)
(Figura 7), o que sugere que as microcapsulas continuam altamente solUveis em agua. Esses
valores s&o proximos aos que Bicudo (2014) obteve em microcapsulas de jugara usando goma

arabica como revestimento (93,18%). Dadi et al. (2020), em seu estudo também encontraram



28

alta solubilidade (94,65%) em microcapsulas de extratos de folhas M. stenopetala, pela técnica

de liofilizag&o, utilizando maltodextrina como material de revestimento, em tempo 0.

Figura 7. Solubilidade em microcapsulas de extrato de folha de moringa. Formulagdes — 01E:10G
(1 g de extrato para 10 ml de solucdo de goma arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6 mL de
solucdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 mL de goma arabica)
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5.2. Compostos Bioativos

A Figura 8 demonstra os resultados obtidos para o teor de fendlicos totais das
microcapsulas ap6s 10 meses de armazenamento. Todos os resultados demonstrados no
tempo 0 foram obtidos por Nascimento (2022). Foi observado um aumento do teor de
fenolicos de 28 e 36% para as formulacdes 01E:06G e 01E:04G, respectivamente, Esse
fendmeno pode ser explicado pela maior concentracdo dos compostos em funcdo de uma
possivel degradacdo do material polimérico da microcapsula ao longo do tempo, causando
uma menor retencdo de agua livre (menor umidade) (referéncia ??). Além disso, verificou-se
gue quanto menor a quantidade de goma arabica (01E:04G) usada nas microcapsulas maior
foi o teor de fenolicos totais, devido & maior concentragdo do extrato. Este resultado foi

semelhante ao obtido por Vonghirundecha et al. (2022), que observaram aumento no teor de
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fendlicos depois de 90 dias de armazenamento a 4°C e 37°C, o teor de compostos fendlicos
das microcépsulas de extrato cru de folhas de moringa aumentou de 0,8 a 1,08 mg EAG/g

extrato para 1,13 a 4,45 mg EAG/g extrato.

Figura 8. Teor de fendlicos totais em microcapsulas de extrato de folha de moringa. Formulac6es —
01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucdo de goma arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6 ml
de solugdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 ml de solucdo goma arabica).
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O teor de flavonoides totais nas microcapsulas (Figura 9) variou de 2,9 a 4,4 mg
QCE/g de extrato. Ndo foi comparado com os valores do tempo 0 (NASCIMENTO, 2022)
pois ndo foi realizada esta analise. Os valores foram menores aos mostrados por Dadi et al
(2020), que obtiveram valores de 45,42 mg QCE/g, com a ressalva que os resultados do
presente trabalho levam em conta o tempo de armazenamento (10 meses), enquanto o estudo
mencionado faz suas analises em tempo 0. Nao foram encontrados na literatura disponivel,

estudos que discutam o teor de flavonoides totais ap6s um periodo de armazenamento.
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Figura 9. Teor de flavonoides totais obtidos em microcapsulas de extrato de folha de moringa apés
10 meses de armazenamento. Formulagdes — 01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solugéo de
goma arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6 ml de solugdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de
extrato para 4 ml de solugdo goma arabica).
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5.3. Atividade antioxidante

As Figuras 10 a 12 descrevem os resultados da atividade antioxidante das
microcapsulas de extrato de folha de moringa no tempo 0 e ap6s 10 meses de armazenamento.
Todos os resultados demonstrados no tempo O foram obtidos por Nascimento (2022). Os
valores de atividade antioxidante das microcapsulas pelo método ABTS tiveram aumentos
significativos (140 a 307%) do tempo 0 para 10 meses e foi maior nas microcapsulas com
menor quantidade de goma arabica. Este resultado pode ser devido a maior concentracdo de
compostos fendlicos com potencial para reagir com o radical ABTS, a medida que a
quantidade goma arabica foi diminuida nas microcapsulas. Por outro lado, houve diminui¢éo
de atividade antioxidante pelos métodos DPPH (faixa de 23%) e FRAP (36 a 70%), ap6s 10
meses de armazenamento, provavelmente devido a degradacdo de compostos capazes de
reduzir o ferro e o radical ABTS. Vonghirundecha et al (2022) mostraram que a atividade

antioxidante das microcapsulas de extrato cru de folhas de moringa pelo método ABTS
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variou de aproximadamente 0,27 a 0,74 mg Trolox/g inicialmente para 0,26 a 0,78 mg
Trolox/g apds trés meses de armazenamento em local protegido da luz, a4 -C e 37 °C, valores
estes inferiores ao obtido no presente estudo. Vale destacar que os resultados podem ser
diferentes entre os métodos antioxidantes, devido as peculiaridades de cada ensaio e a
complexibilidade dos extratos vegetais (NOREEN et al. 2017).

Figura 10. Valores de atividade antioxidante por ABTS em microcapsulas de extrato de folha de
moringa. Formulagdes — 01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucdo de goma arabica); 01E:06G
(1 g de extrato para 6 ml de solucdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 ml de

solucdo goma arabica)
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Figura 11. Valores de atividade antioxidante por DPPH em microcapsulas de extrato de folha de
moringa. Formulagdes — 01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucdo de goma arabica);
01E:06G (1 g de extrato para 6 ml de solucédo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4

ml de solugéo)
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Figura 12. Valores de atividade antioxidante por FRAP em microcapsulas de extrato de folha de
moringa. Formulagdes — 01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solucéo de goma arabica); 01E:06G
(1 g de extrato para 6 ml de solucéo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato para 4 ml de

solucéo goma arabica)
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5.4. Potencial Antimicrobiano

Conforme demonstrado na Tabela 1 as microcapsulas ndo inibiram o crescimento das
bactérias patogénicas testadas. As medidas obtidas correspondem aos didmetros dos pogos,

evidenciando que houve crescimento das cepas por toda a placa.

Tabela 1. Atividade antimicrobiana das microcépsulas de extrato de folhas de moringa ap6s 10
meses de armazenamento. Formulacges — 01E:10G (1 g de extrato para 10 ml de solugdo de goma
arabica); 01E:06G (1 g de extrato para 6 ml de solucdo de goma arabica); 01E:04G (1 g de extrato

para 4 ml de solucdo goma arabica).

Diametro dos pogos (mm)

Extrato B. B. E. E. P. S. S. S.
cereus subtilis coli  feacalis aeruginosa enteritidis marcescens  aureus

01E:10G 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

01E:6G 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

01E:4G 50 50 50 50 50 5,0 5,0 50
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6 CONCLUSOES

O tempo de armazenamento de 10 meses a 25 °C influenciou nas caracteristicas
fisico-quimicas das microcépsulas, diminuindo a umidade e higroscopicidade e aumentando
a atividade de agua.

Apbs o armazenamento por 10 meses a 25 °C, verificou-se aumento no teor de
fendlicos totais e aumento da atividade antioxidante pelo método ABTS, sobretudo nas
microcapsulas contendo menor quantidade de goma arabica na formulagéo.

As microcdpsulas ndo exibiram potencial antimicrobiano frente as bactérias
patogénicas testadas.

O tempo de armazenamento alterou positivamente caracteristicas fisicas das
microcapsulas, como a umidade e higroscopicidade e proporcionou a concentracdo de

compostos antioxidantes.
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