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RESUMO

O gojiberry (Lycium barbarum) é uma fruta que apresenta altos teores de compostos
bioativos, tais substancias sao derivadas de metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas e, podem estar relacionadas a protecdo contra condigdes de estresse
oxidativo. Devido a agao antioxidante, atuam prevenindo e inibindo a acdo de radicais
livres no organismo humano, resultando em diversos beneficios para a saude. A
elevada capacidade antioxidante desses compostos desperta grande interesse na
industria, de forma que a extragao dessas substancias € essencial para sua aplicagao
em alimentos, farmacos e suplementos. A eficiéncia da extracdo de compostos
antioxidantes ¢ influenciada por diversos fatores, como a técnica de extracéao, tipo de
solventes, tempo, temperatura, entre outros. Métodos de encapsulagao séao estudados
para melhorar a estabilidade dos compostos extraidos e proteger contra agentes
externos. Assim, o presente trabalho tem como objetivo otimizar a extracdo de
compostos bioativos de Lycium barbarum e encapsula-los para aplicagdo em células
tumorais, avaliando a influéncia da proporgao de solvente, método de extracao, tempo
e temperatura através dos métodos DPPH, ABTS e Habilidade quelante de Fe (ll). Foi
realizada a extracdo da amostra de gojiberry com os solventes etanol/agua nas
proporgdes 50:50 (v/v), 60:40 (v/v), 70:30 (v/v), 80:20 (v/v) € 90:10 (v/v). Os trés testes
de atividade antioxidante indicaram altas atividades antioxidantes para a proporcao
60:40 (v/v) etanol/agua. Com essa proporgao, realizou-se as extracbes e foram
determinadas as condigcdes que apresentaram as maiores atividades antioxidantes
para o Shaker (45°C por 24 h) e para o ultrassom (45°C por 6 min). A quantificagcao
de fendlicos totais e flavonoides indicaram diferenga significativa entre os métodos,
sendo que os maiores teores de compostos foram obtidos na extragao assistida por
ultrassom (503,96 mg EAG 100g™' de amostra e 314,64 mg EQ 100g™"' de amostra).
Além disso, o presente estudo também objetivou avaliar a cinética de extracao dos
extratos obtidos, os resultados mostraram altos rendimentos para o Ultrassom e, os
modelos So e Mac Donald e Pseudo Segunda Ordem apresentaram os melhores
ajustes para os dois métodos. A caracterizagdo do extrato por meio das analises
térmicas indicou a presenca de grupos funcionais presentes em compostos fendlicos
e polissacarideos e comportamento endotérmico. Os compostos bioativos do melhor
extrato foram encapsulados em lipossomas por injecéo de etanol com maior eficiéncia
de encapsulacao para a fosfatidilcolina do ovo apresentando valores de 52,55%. A
nanoparticula foi produzida utilizando microfluidica e a taxa de vazao 10 apresentou
baixos indices de polidispersidade (10,4%). O sistema de advecg¢do cadtica
proporcionou o aumento da produtividade, apresentando baixos didmetros para o
extrato encapsulado com vazao total 5 mL min-'. A acdo citotdxica do extrato livre
produzidas pelo Shaker e ultrassom foram avaliadas e indicaram atividade
antiproliferativa para as células tumorais hepaticas e apresentou menores viabilidade
celulares para o ultrassom. A encapsulagao do extrato se mostrou eficiente na entrega
de ativos apresentando baixas viabilidades celulares quando comparada com o
extrato livre, com valores de 48,19%.

Palavra-chave: Metabdlitos secundarios, antioxidantes, extragdo por solvente,
nanoparticulas, antitumoral.



ABSTRACT

Gojiberry (Lycium barbarum) is a fruit that has high levels of bioactive compounds,
such substances are derived from secondary metabolites produced by plants and may
be related to protection against oxidative stress conditions. Due to antioxidant action,
they act by preventing and inhibiting the action of free radicals in the human body,
resulting in several health benefits. The high antioxidant capacity of these compounds
arouses great interest in the industry, so that the extraction of these substances is
essential for their application in foods, drugs and supplements. The extraction
efficiency of antioxidant compounds is influenced by several factors, such as extraction
technique, type of solvents, time, temperature, among others. Encapsulation methods
are studied to improve the stability of extracted compounds and protect against
external agents. Thus, the present work aims to optimize the extraction of bioactive
compounds of Lycium barbarum and encapsulate them for application in tumor cells,
evaluating the influence of solvent proportion, extraction method, time and temperature
through DPPH, ABTS and Chelating ability Fe (II) methods. The gojiberry sample was
extracted with ethanol/water solvents in the proportions 50:50 (v/v), 60:40 (v/v), 70:30
(v/v), 80:20 (v/v) and 90:10 (v/v). The three antioxidant activity tests indicated high
antioxidant activities for the ratio of 60:40 (v/v) ethanol/water. With this proportion, the
extractions were performed and the condition that presented the highest antioxidant
activity for Shaker (45°C for 24 h) and ultrasound (45°C for 6 min) were determined.
The quantification of total phenolics and flavonoids indicated a significant difference
between the methods, and the highest levels of compounds were obtained in
ultrasound-assisted extraction (503.96 mg EAG 100g"' sample and 314.64 mg EQ
100g™" sample). In addition, the present study also aimed to evaluate the extraction
kinetics of the extracts obtained, the results showed high yields for ultrasound and the
Models So and Mac Donald and Pseudo Second Order presented the best
adjustments for both methods. The characterization of the extract indicated the
presence of functional groups present in phenolic compounds and polysaccharides
and endothermic behavior. The bioactive compounds of the best extract were
encapsulated in liposomes by ethanol injection with higher encapsulation efficiency for
egg phosphatidylcholine, with values of 52.55%. The nanoparticle was produced using
microfluidic and flow rate ratio 10 showed low polydispersity indexes (10.4%). The
chaotic advection system provided increased productivity, presenting low diameters
for the extract encapsulated with total flow rate 5 mL min-'. The cytotoxic action of the
free extract produced by Shaker and ultrasound were evaluated and indicated
antiproliferative activity for liver tumor cells and presented lower cellular viability for
ultrasound. The encapsulation of the extract proved to be efficient in the delivery of
assets presenting low cellular viability when compared to the free extract, with values
of 48.19%.

Keyword: Secondary metabolites, antioxidants, solvent extraction, nanoparticles,

antitumor.
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1 INTRODUGAO

As frutas sao fontes de vitaminas, minerais, fibras e compostos bioativos e,
portanto, apresentam um papel indispensavel na saude, de forma que o seu consumo
esta ligado a prevengdo de inumeras doencas (ANGELINO et al., 2019; SILVA;
CLARO, 2019). Existe uma infinidade de frutas com diferentes cores, odores e
sabores, essas caracteristicas indicam a variedade de compostos presentes. Além
disso, esses compostos desempenham fungdes antioxidantes, anticancer e anti-
inflamatoria (BANWO et al., 2021; SHARMA et al., 2021b).

A cor das frutas € usada como principal indicador de sua qualidade. Essa
variedade de coloragbes esta ligada a presenca de carotenoides (cores laranja e
amarela), de clorofilas (cor verde), e de compostos fendlicos (cores azul, vermelho e
branco) (ALASALVAR; SALVADO; ROS, 2020; SHARMA et al., 2021b). O gojiberry é
uma fruta vermelho-alaranjado rica em compostos fendlicos. Comumente encontrada
na China, vem sendo usada a muitos anos para fins medicinais devido a
potencialidade desses compostos, que desempenham fung¢des anticancer (BO et al.,
2017; GONG et al., 2020; QI et al., 2022; WAWRUSZAK; HALASA; OKLA, 2021),
antienvelhecimento (HUANG et al., 2022; Ql et al., 2022) e antioxidante (FENG et al.,
2021a; POVOLO; FOSCHINI; RIBAUDO, 2019; SKENDERIDIS et al., 2019).

A acao antioxidante desses compostos desperta o interesse das industrias, ja
que os antioxidantes atuam inibindo e reduzindo a agao dos radicais livres, auxiliando
no tratamento de diversas doengas. Varios métodos sdo empregados na
determinacdo da atividade antioxidante, abrangendo os diferentes mecanismos de
agao. Os métodos mais usados sdo o FRAP (capacidade de reducéao de ferro), DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila), ORAC (capacidade oxidante do radical oxigénio), ABTS
(2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e fendlicos totais (AKAR; KUCUK;
DOGAN, 2017; GULCIN, 2020; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Com o objetivo de isolar e concentrar esses compostos, varios métodos de
extragao sédo estudados, de forma a obter maiores rendimentos e melhor qualidade
do extrato. Dentre os métodos convencionais que se destacam pode-se citar a
extracdo sob agitacdo, usado para extragdao de compostos termolabeis, porém é
demorada e necessita de grandes quantidades de solvente (OROIAN; DRANCA;
URSACHI, 2020; PEIXOTO et al., 2022). Novas tecnologias como a extragao assistida
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por ultrassom €& uma alternativa mais rapida e apresenta altos rendimentos
(HERRERA-POOL et al., 2021; WANG et al., 2020; WEN et al., 2019).

Além disso, o tipo de solventes, tempo e temperatura sdo fatores que
influenciam diretamente na extracéo, assim, se faz necessario determinar os melhores
parametros conforme as propriedades fisico-quimicas dos compostos a serem
extraidos (HERRERA-POOL et al., 2021; OROIAN; DRANCA; URSACHI, 2020;
PEIXOTO et al., 2022; SAGAR et al., 2018).

Apesar da potencialidade dos fitoquimicos extraidos, a extragdo promove
maior exposi¢cao dos compostos bioativos a agentes externos, aumentando a
instabilidade e, consequentemente, podendo causar sua degradacédo (MARCILLO-
PARRA et al., 2021). Com isso, a nanoencapsulagdo surge como uma técnica muito
importante para a estabilidade dos compostos, despertando o interesse dos
estudiosos em razéo de sua variedade de aplicagdes. O objetivo € diminuir a interacéo
entre os ativos e fatores ambientais, retardando possiveis alteragcdes e impedir que
reacdes indesejadas acontegam, entre outros (KIRTANE et al., 2021; MARCILLO-
PARRA et al., 2021; REQUE; BRANDELLI, 2021; SHARMA et al., 2021a).

Dentre os tipos de nanoparticulas, os lipossomas se destacam na produgao
de nutracéuticos, pois sdo capazes de encapsular compostos hidrofilicos e
hidrofébicos. A escolha do tipo e concentragao de lipidio, do método de producgao e
dos parametros de operacéao influenciam diretamente na estabilidade e propriedades
desejada (CHEN; HU, 2019; GONZALEZ GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020;
MARITIM; BOULAS; LIN, 2021). A microfluidica € uma alternativa para as técnicas
convencionais de producdo e tem sido muito utilizada para a encapsulagdo de
compostos em lipossomas. O nanoagregado é formado a partir de processos difusivos
que acontecem pelo contato entre as correntes, permitindo maior controle do fluxo
(CARVALHO et al., 2022; FIRMINO et al., 2021; ISMAIL et al., 2020).

Diante do que foi exposto, o trabalho tem como objetivo otimizar a extragéo
de compostos bioativos do gojiberry para aplicagdo em células tumorais, variando a
proporgcao de solvente, temperatura, tempo e método de extragdo. Adicionalmente,
foram ajustados modelos cinéticos que descrevem o comportamento da extracao,
realizadas a encapsulacdo para melhorar a estabilidade dos compostos e,
subsequentemente, foi determinada a atividade antitumoral do extrato livre e dos

lipossomas.
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2 OBJETIVO

Otimizar a extragao de compostos bioativos de Lycium barbarum e encapsulagao

em lipossomas para aplicagdo em células tumorais.

2.1 Objetivos Especificos

e Determinar a influéncia das proporgdes entre os solventes etanol e agua na
extragdo do gojiberry buscando a melhor resposta em termos de sequestro do
radical DPPH, captura do radical ABTS e Habilidade quelante de Fe (ll);

e Avaliar a eficiéncia de extragcdo para os diferentes métodos de extracao
(ultrassom e Shaker) em fungdo do tempo e temperatura, por meio da

capacidade antioxidante dos extratos;

¢ Quantificar os compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides, antocianinas e

polissacarideos do melhor extrato;

e Ajustar modelos matematicos que descrevam a cinética de extragdo dos

compostos bioativos do gojiberry;

o Otimizar a encapsulagao do extrato em lipossomas utilizando diferentes lipidios

e técnicas de encapsulagao;

e Caracterizar as propriedades fisico-quimica dos sistemas nanoparticulados

obtidos;

e Comparar a atividade antiproliferativa do extrato livre, produzido pelos

diferentes métodos de extragao;

e Avaliar o potencial biolégico, em células tumorais, do extrato incorporado nos

lipossomas e comparar com a atividade bioldgica do extrato livre.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Gojiberry (Lycium barbarum)

A espécie Lycium barbarum, da familia Solanaceae € comumente conhecida
como gojiberry ou wolfberry (Figura 1). Foram catalogadas em média 80 espécies do
género Lycium (JIANG et al., 2021; MA et al., 2022). Existem poucas informacgdes
relacionados a produgao da fruta, o ultimo relato indica a alta produgéo do Leste
asiatico, principalmente da China, com indices superiores a 5 mil toneladas ao ano. A
espécie se desenvolve em climas temperados e subtropicais e ndo ha relatos da
produgdo do gojiberry no Brasil (AJAP - ASSOCIACAO DOS JOVENS
AGRICULTORES DE PORTUGAL, 2017; GAO et al., 2017). A fruta possui coloragao
vermelho-alaranjado e sabor amargo e doce. Pode ser consumida fresca, desidratada

ou na produgao de bebidas como sucos e vinhos (GAO et al., 2017; QIAN et al., 2017).

Figura 1 — Imagens do gojiberry (A) Seco e (B) em po6
(A) (B)

T

Fonte: Autoria propria (2023)

Ha muitos anos a fruta ja vem sendo usada como planta medicinal na China.
Estudos mostraram os efeitos terapéuticos em algumas doencgas cronicas,
apresentando fungdes como antiglaucoma, imunorreguladora, antitumoral,
antioxidante, antienvelhecimento, neuroprotetora e atividades hipoglicemicas
(BENCHENNOUEF et al., 2017; BO et al., 2017; FENG et al., 2021a; GONG et al., 2020;
HUANG et al., 2022; POVOLO; FOSCHINI; RIBAUDO, 2019; Ql et al., 2022; QIAN et
al., 2017). Esses beneficios se dao devido a agdo dos compostos bioativos presentes

na fruta. O gojiberry € composto principalmente por polissacarideos, carotenoides e
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compostos fendlicos (GAO et al., 2017; MA et al., 2022; PIRES et al., 2018; QIAN et
al., 2017).

Dentre os compostos, o grupo mais importante € o dos polissacarideos (LBPs)
que constituem de 5 a 8% da fruta seca e desempenham fungdes relacionadas a
atividade biolégica (CHENG et al., 2015; GAO et al., 2017). Na literatura, foram
catalogados mais de 40 polissacarideos compostos por 100 ou mais
monossacarideos. Dentre os principais monossacarideos presentes na composi¢cao
dos polissacarideos do gojiberry, tem-se a xilose, a arabinose, a fucose, a ribose, a
glucose, a galactose e a manose (Figura 2) (CHENG et al., 2015; GONG et al., 2016;
LIU et al., 2021; QIAN et al., 2017; WANG et al., 2010; WU et al., 2018). Apresentam
fungcdes como hipoglicémicos, hipolipidémicos, antifadiga, antioxidantes e atividade
imunoldgica (BO et al., 2017; Ql et al., 2022; ZHAO et al., 2016).

Figura 2 - Principais monossacarideos presentes nos LBPs

OH
HO/\MO
OH OH
L-(-)-fucose Manose Xilose
CH,OH
H H
HO OH OH OH o ? Q9 HO OH OH OH OH o
L1 | 7 o I
SR !I A A H A
OH
Arabinose Galactose D-(+)-glucose

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os carotenoides sdo o segundo grupo de compostos bioativos significativos
presentes no gojiberry. Sao eles os responsaveis pela coloragao da fruta. Zeaxantina
€ o carotenoide mais comum, porém também é possivel encontrar em baixas
concentragbes B-caroteno, neoxantina, criptoxantina (Figura 3) (GONG et al., 2021;
JUAN-GARCIA et al., 2022; KULCZYNSKI; GRAMZA-MICHALOWSKA, 2016; WANG
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et al., 2010). Sao lipossoluveis e atuam contra o cancer e doengas cardiacas
(MONTESANO et al., 2020; WANG et al., 2010).

Figura 3 - Carotenoides presentes no gojiberry

B-Caroteno

\‘\\1\\"“-\\"-\':
0
HO
OH

Neoxantina

B-Criptoxantina

Fonte: Autoria propria (2023)

Outra classe importante € a dos compostos fendlicos. Os flavonoides
representam a maior parte dos compostos fendlicos presentes no gojiberry e sao
subdivididos de acordo com a localizagao da benzopirona no anel heterociclico. Os
compostos fendlicos que se destacam na composicdo da fruta sdo a catequina, o
acido clorogénico, a rutina e a quercetina-diglucosideo (Figura 4). Tais compostos
possuem fungdes anticancer e anti-inflamatéria(BANWO et al., 2021; JIANG et al.,
2021; PEDRO et al., 2018; PIRES et al., 2018; TRIPODO et al., 2018; WANG et al.,
2010).
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Figura 4 - Principais compostos fendlicos presentes no gojiberry

Catequina

HO COH

OH

OH
Acido Clorogénico Rutina Quercetina-diglucosideo

Fonte: Autoria propria (2023)

3.1.1 Agao anticancer do gojiberry

O cancer resulta de uma ou mais mutagdes nos genes que dao origem a uma
divisdo celular descontrolada. O termo engloba mais de 100 diferentes tipos de
doencas e sdo classificados conforme o local de origem (INCA, 2022). Ferlay et al.
(2021) observaram que cerca de uma em cada cinco pessoas tera a doenga ao longo
da vida, podendo se manifestar em qualquer idade, em homens e mulheres. A
pesquisa feita pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer indica um risco
de 10% de mortes pelo cancer no mundo, com maior incidéncia entre as homens,
como mostrado na Figura 5 (FERLAY et al., 2021).

Figura 5 - Mortes por cancer entre homens e mulheres no mundo (em milhares)

» Homens
Mulheres

Fonte: Autoria prépria (2023)

Segundo a Organizagao Mundial da Saude, o controle do cancer compreende

a prevengado, diagnostico precoce e triagem, tratamento, cuidados paliativos e
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cuidados de sobrevivéncia. A prevencao recebe destaque devido a sua efetividade no
controle da doenga (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). Dessa forma,
observa-se a acdo dos fitoquimicos como importantes aliados na prevengao desta
doenca (PATRA et al., 2021).

Inumeros estudos analisaram a agao anticancer de compostos presentes no

gojiberry. Esses compostos atuam inibindo a proliferacdo das células cancerigenas,

diminuindo o crescimento de tumores e levando a apoptose celular, sendo eficazes
no combate de diversos tipos de cancer (Quadro 1) (JIANG et al., 2021; KULCZYNSKI;
GRAMZA-MICHALOWSKA, 2016).

Quadro 1 - Compostos presentes no gojiberry, tipo de cancer e agao

Composto

Tipo de Cancer

Acgao

Referéncia

Acido p-cumarico

Cancer do cdlon

Indugao de apoptose celular

(SHARMA;
RAJAMANICKAM;
NAGARAJAN, 2018)

Acido salicilico

Céancer do cdlon

Inibicdo do crescimento

celular

(Al et al., 2015)

Apigenina

Cancer de ovario

Inibicdo do crescimento

celular

(LI et al., 2009)

Arabinogalactano

Cancer de mama

Indugao de apoptose celular

(GONG et al., 2020)

Arctigenina Cancer de figado Inibicdo do crescimento | (SUN et al., 2018)
celular
Catequina Cancer cerebral Indugdo de autofagia e | (SHENG, 2020)
apoptose celular
Derrone Cancer de pulméo e | Indugdo do crescimento | (KANG et al., 2019)
prostata celular e apoptose das
células
Kaempferol Cancer no pancreas | Indugao de apoptose celular | (LEE; KIM, 2016)
Neoxantina Cancer de figado Indugéo de apoptose celular | (UDAYAWARA
RUDRESH et al., 2021)
Quercetina Cancer de mama Indugéo de apoptose celular | (NGUYEN et al., 2017)
Zeaxantina Cancer de estbmago | Indugao de apoptose celular | (SHENG et al., 2020)
B-caroteno Cancer de mama Indugéo de apoptose celular | (METIBEMU et al.,

2020)

Fonte: Autoria prépria (2023)

O gojiberry possui em sua constituicdo uma combinagdo de diversos

compostos, por essa razao é essencial estudar os efeitos individuais e em conjunto
dessas substancias (JIANG et al., 2021).
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3.2 Compostos Bioativos

Os compostos bioativos s&o metabdlitos secundarios formados nos vegetais
por meio de rotas metabdlicas a partir dos metabdlitos primarios e atuam na defesa
das plantas (DELBONE; LANDO, 2010; PATRA et al., 2021; SAGAR et al., 2018). A
ingestdo de frutas e hortaligas tem mostrado beneficios para a saude devido a
presenca dessas substancias que possuem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatadria, antibacteriana, anticancer, imunorreguladora, neuroprotetora, anti-idade,
anticoagulante e atividade hipoglicemica (ABDUL MUDALIP et al., 2021;
KALYNIUKOVA et al., 2021; PATRA et al., 2021).

Os compostos bioativos séo classificados pela sua importancia, sua fonte ou
sua estrutura. Conforme a estrutura, os fitoquimicos sao divididos em compostos
nitrogenados (alcaloides), terpenos, carotenoides e compostos fendlicos (Figura 6)
(PATRA et al., 2021; VASQUEZ-REYES et al., 2021).

Figura 6 - Classificagdo compostos bioativos

Compostos
Bioativos
|
1 1 1 1
Compostos Terpenos ou . Compostos
. . . Carotendides i~
Nitrogénados terpendides Fendlicos
|
| 1
Flavondides N3o Flavondides
Flavonas ] Flavanois Estilbenos Cumarinas
Flavondis |+4— Flavononois Acidos Fendlicos Taninos
|
| 1
.- Derivados do
. N Acido P
Isoflavonoides =< Antocianidinas : . . Acido
Hidroxibenzoico . .
Hidroxicinamico

Fonte: Autoria propria (2023)

Devido a potencialidade desses compostos, eles s&o de grande interesse para
as industrias alimenticias e farmacolédgicas. Porém, & necessario identificar os
compostos presentes na matriz, isolar e concentrar esses compostos para posterior
aplicagao (KALYNIUKOVA et al., 2021).
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3.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos atraem a atencdo dos estudiosos pois sdo os
principais metabdlitos secundarios das plantas e possuem um alto potencial
antioxidante, apresentando varios beneficios a saude, relacionados a doengas
cronicas como Alzheimer, cancer e diabetes (ABDUL MUDALIP et al., 2021; BANWO
etal., 2021; PATRA et al., 2021; SAGAR et al., 2018; VASQUEZ-REYES et al., 2021).
Eles sdo constituidos por uma hidroxila ligada a um anel aromatico e podem ser
classificados como flavonoides e n3o flavonoides (PATRA et al., 2021; VASQUEZ-
REYES et al., 2021).

Os flavonoides representam o maior grupo de compostos fenélicos e possuem
um papel essencial nas plantas sendo responsaveis pelos aromas, cores e sabores.
Eles sao formados pela ligagao entre um anel heterociclico e dois anéis aromaticos.
De acordo com grupamentos presentes em suas estruturas sao subdivididos em
flavonas, flavonais, flavandis, flavonondis, isoflavonoides e antocianidinas (Figura 7)
(BANWO et al., 2021; JIANG et al., 2021).

Figura 7 - Estrutura base dos flavonoides
OH

R
OH OH
) HO 0 O Ra
R, 0
OH
OH O

Flavanéis Flavonas

OH O R2

Flavanonois Isoflavanas Antocianidinas
Fonte: Autoria prépria (2023)

Os néo flavonoides sdo os acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos e taninos
(BANWO et al., 2021; PATRA et al., 2021; VASQUEZ-REYES et al., 2021 ). Os acidos
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fendlicos sao subdivididos em acido hidroxibenzéico e derivados do &cido
hidroxicinamico (Figura 8), eles geralmente se apresentam ligados a outras
substancias e possuem estruturas complexas (BANWO et al., 2021; PATRA et al.,
2021).

Figura 8 - Estrutura base dos Acidos fenélicos

RA R3
Rz
R3 COQOH
R / R
R, R 1 4
Acido Hidroxibenxdico Acido Hidroxicinamico

Fonte: Autoria propria (2023)

3.3 Estresse oxidativo e agao antioxidante

O estresse oxidativo é causado por um desequilibrio entre antioxidantes e
radicais livres. Os radicais livres sdo moléculas altamente instaveis e reativas devido
a presenca de elétrons desemparelhados. Dessa forma, esses radicais tendem a
reagir para que se tornem estaveis (GULCIN, 2020).

Os radicais sédo formados naturalmente durante o metabolismo celular ou por
fatores externos, como a polui¢ao, radiagao, drogas e solventes industriais (GULCIN,
2020; YARIBEYGI; ATKIN, 2018). Em quantidades aceitaveis, eles sdo importantes
na manutencdo celular atuando contra infecgbes e como mensageiros em vias
metabdlicas (GULCIN, 2020; YARIBEYGI; ATKIN, 2018). Porém, em excesso esses
radicais livres sao prejudiciais ao sistema de defesa antioxidante, causando danos
oxidativos (GULCIN, 2020). Esses danos estédo associados a inumeras doencas como
cancer, Alzheimer, doengas cardiacas e diabetes (GULCIN, 2020; WEN et al., 2020;
YARIBEYGI; ATKIN, 2018).
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3.3.1 Antioxidantes

Os antioxidantes séo substancias que atuam inibindo e reduzindo a acéo dos
radicais livres, diminuindo os processos oxidativos (Figura 9). Sdo mecanismos de
defesa contra a acao dos radicais livre (ANTOLOVICH et al., 2001; BOROSKI et al.,
2015; GULCIN, 2020; MOHARRAM; YOUSSEF, 2014). Dessa forma, desempenham
um papel importante em alimentos, evitando a degradagédo e ajudando a conservar
sabor, aroma e cor, e no corpo humano, auxiliando no tratamento de doencgas
degenerativas, cardiovasculares e cancer (GULCIN, 2020; LOURENCO; MOLDAO-
MARTINS; ALVES, 2019; SHAHIDI; ZHONG, 2015; WEN et al., 2020).

Figura 9 - Reagéao entre radical livre e antioxidante

ROO* + AOH — ROOH + AO*

R* + AOH — RH +AO*

Fonte: Autoria propria (2023)

Os antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais. Os sintéticos atuam na
reducao da propagacao na reagao de oxidagao e sao utilizados principalmente para
incorporagao em alimentos, conferindo resisténcia ao alimento e aumento no tempo
de vida util. Os principais antioxidantes sintéticos sdo o BHA e BHT (Figura 10)
(GULCIN, 2020; LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019; SHAHIDI;
ZHONG, 2015).

Figura 10 - Estrutura BHA e BHT
OH OH

C(CHa)z (H3C)aC. J\ C(CH3)3
A

OH CH3

BHA BHT
Fonte: Autoria propria (2023)
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Os naturais, podem ser encontrados em frutas, vegetais, sementes, nozes,
folhas, raizes e cascas, possuem funcado de conservante natural e protecédo da planta
(GULCIN, 2020; SHAHIDI; ZHONG, 2015). Dentre os antioxidantes naturais podemos
citar os tocoferdis, a vitamina C (acido ascoérbico), os carotenoides e os compostos
fendlicos (GULCIN, 2020; LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2019;
SUCUPIRA et al., 2014).

Os tocoferdis ou vitamina E sdo os antioxidantes mais conhecidos e usados.
Se apresentam de estruturas diferentes, dentre elas a a-tocoferol € a mais frequente.
A vitamina E é soluvel em gordura e atua contra a peroxidagao lipidica (BALSANO;
ALISI, 2009; GULCIN, 2020). Encontrados em vegetais verdes e alimentos gordurosos
como oleos, sementes, nozes e gema de ovo (GULCIN, 2020).

A vitamina C, dentre os antioxidantes naturais, € a mais potente e menos
toéxica, sendo uma otima sequestradora de radicais. Ela atua em conjunto com a
vitamina E, os carotenoides e com enzimas antioxidantes. A vitamina C previne o
desenvolvimento de compostos nitrosos, o que sugere seu efeito positivo sob o cancer
gastrico (BALSANO; ALISI, 2009; GULCIN, 2020; SUCUPIRA et al., 2014). E
encontrada principalmente em frutas citricas, vegetais e folhas verdes (GULCIN,
2020).

Os carotenoides estdo associados a cor dos vegetais e participam da
fotossintese. Sao 6timos inativadores do oxigénio singlete e sequestradores de
radicais peroxila (GULCIN, 2020; PATRA et al.,, 2021; SUCUPIRA et al., 2014).
Existem mais de 700 tipos de carotenoides catalogados. A parte central de sua
molécula é formada por uma série de duplas conjugadas (Figura 3), conferindo sua
reatividade e facilidade de absorcao de luz (MENDES-SILVA et al., 2021; SAINI; NILE;
PARK, 2015).

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides recebem destaque devido seu
alto potencial antioxidante. Foram catalogados mais de 4000 compostos (BALSANO;
ALISI, 2009; PATRA et al., 2021). A ingestao desses compostos reflete na prevengao
de inumeras doencas. Eles sdao encontrados principalmente em frutas, vegetais, cha,
chocolate, vinho tinto, café, e também em graos, como sorgo, arroz, trigo e milho
(BANWO et al., 2021; VASQUEZ-REYES et al., 2021).
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3.3.2 Métodos de determinagao de atividade antioxidante

Na literatura existem varios métodos que podem ser usadas para a
determinacao da capacidade antioxidante de diferentes matrizes as quais contemplam
diferentes caracteristicas dos compostos antioxidantes, Entre eles, estdo: ABTS (2,2-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico), ORAC (Capacidade de absorgéo do
radical de oxigénio), DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), FRAP (Capacidade de
reducao de ferro), TRAP (Radical total —-Parametro antioxidante de captura), CUPRAC
(lons cupricos Cu?* reduzindo o poder antioxidante) e métodos de peroxidacao lipidica
(AKAR; BURNAZ, 2019; AKAR; KUCUK; DOGAN, 2017; GULCIN, 2020; OLIVEIRA,
2015; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Como nos organismos vivos existe uma diversidade de radicais livres,
dificilmente existira um ensaio que abranja todos os mecanismos reacionais entre os
radicais e os antioxidantes (ALVES et al.,, 2010). Assim, devido a complexidade
relacionada a determinagao da agéo antioxidante, comumente sdo empregadas varias
metodologias para avaliar a capacidade antioxidante. Os métodos podem ser
realizados in vivo e in vitro. Os ensaios in vivo sao realizados em animais, por tempo
e dose determinados, utilizando o sangue ou tecidos para analises, ja 0os ensaios in
vitro sao os realizados com espécies quimicas que utilizam técnicas laboratoriais (EL
ABED et al., 2017; FENG et al., 2021b).

De acordo com Rufino et al. (2010), os ensaios mais empregados na
determinacao da atividade antioxidante sao: DPPH*, ABTS™*, FRAP e ORAC. Esses
ensaios podem acontecer por pela transferéncia de atomos de hidrogénio (HAT) ou
transferéncia de elétrons (SET) e vao medir o grau de inibicdo da oxidagao ou a
habilidade em sequestrar os radicais, ndo existindo um ensaio padrao (GULCIN, 2020;
Ll etal., 2018).

3.3.2.1Método de sequestro do radical livre DPPH

O método DPPH utiliza o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila que é reduzido por
agentes antioxidantes (Figura 11). A molécula é estavel e apresenta absorcao entre

515-517nm. Quando reduzido, a solucido apresenta alteracdo da cor de violeta para
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amarelo. Considera-se uma metodologia facil, precisa, econdmica e rapida (AKAR;
KUCUK; DOGAN, 2017; GULCIN, 2020).

Figura 11 - Estabiliza¢ao do radical livre DPPH
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Fonte: Autoria prépria (2023)

3.3.2.2Método de captura do cation radical ABTS

Outro método é a captura do radical ABTS™ [2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonato)] por compostos de antioxidantes (Figura 12). Dependendo do
antioxidante presente e do pH do meio, o radical pode ser reduzido por meio da
doacdo de elétron ou pela doacdo de hidrogénio. Pelo grau de descoloragao
determina-se a atividade antioxidante da amostra. O percentual de inibicado desse
radical é fungcdo da concentracdo e do tempo. Em casos em que se utiliza o trolox
como padrao para expressar os resultados, o teste € chamado de TEAC (Capacidade
antioxidante equivalente de Trolox). O método é simples, facil, rapido além de reagir
com compostos lipofilicos e hidrofilicos (GULCIN, 2020; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Figura 12 - Estabilizagcido do radical ABTS por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato
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Fonte: Autoria prépria (2023)
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3.3.2.3Método da Habilidade quelante de Fe (lIl)

A Habilidade quelante de Fe (ll) também pode ser usada como método para
determinar a capacidade antioxidante dos compostos. Nesse caso, a ferrozina forma
um complexo vermelho apds formagao de quelatos com o ion ferroso (Figura 13). Por
meio da leitura da absorbancia a 562 nm determina-se a atividade antioxidante de
acordo com a redugdo da cor (ALAM; BRISTI; RAFIQUZZAMAN, 2013).

Figura 13 - Reacéo de complexagdo da ferrozina com Fe?*
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Fonte: Autoria prépria (2023)

3.4 Extragcao de compostos

Os compostos bioativos encontram-se distribuidos na casca, folhas, flores,
raizes, frutos e sementes, possuindo cada parte uma concentracao e composigao
diferente desses compostos (TIWARI et al., 2011). Devido as propriedades
antioxidantes, a extracao €& fundamental para aplicacdo desses compostos em
alimentos, suplementos e medicamentos (PATRA et al., 2021; SAGAR et al., 2018;
WEN et al., 2020). Porém, cada composto possui sua particularidade, variando sua
estrutura e polaridade, além de estarem presentes em diferentes combinagdes nas
matrizes vegetais. Dessa forma, ndo ha um método de extracdo padrdo capaz de
extrair todos os compostos presentes na planta (MONTEIRO et al., 2020; WEN et al.,
2019).
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Fatores como o método de extragao, o tipo, propor¢cao e a polaridade do
solvente, a temperatura e o tempo de extragdo, o tamanho da particula e o grau de
processamento influenciam na quantidade e composigao dos compostos bioativos a
serem extraidos. Contudo, € necessario avaliar os compostos presentes na matriz
para que se determine os melhores métodos e parametros de obtengcdo (OROIAN;
DRANCA; URSACHI, 2020; PEIXOTO et al., 2022; SAGAR et al., 2018). Diversos
autores avaliaram a influéncia desses fatores na extracdo dos compostos bioativos

presentes no gojiberry (Tabela 1).

Tabela 1 - Extragao de gojiberry para diferentes condigdoes e métodos de extragao

Método Solvente Condigoées Fendlicos Totais Referéncia
Ultrassom Etanol (75%) T=65°C;t=1h 14,118 mg EAG g-' DW (FENG et al.,
2021a)
Liquido Etanol (100%) T=180°C; 65,98 mg EAG g' (TRIPODO et al.,
pressurizado t=20 min 2018)
Extragédo Metanol (50%) T=45 min 40,82 mg EAG g* (TRIPODO et al.,
solido-liquido 2018)
Ultrassom Agua T=57°C; t= 371,3 mg EAG L' (SKENDERIDIS
23 min et al., 2018)
Maceragéo Metanol (70%) T=25°C;t=60 1736,38 mg EAG 100g"" (PEDRO et al.,
Etanol (70%) min 1351,45 mg EAG 100g! 2018)
Maceragao Metanol (80%) t=1h 26,969 mg EAG 100g' (RODRIGUES et
al., 2021)

T = temperatura, t = tempo, EAG = equivalente acido galico
Fonte: Autoria prépria (2023)

Os métodos convencionais consistem na extracdo com solvente sob
aquecimento, sendo eles a maceracao, extragao Soxhlet e a hidrodestilagao. Porém,
apresentam alto consumo de solvente, baixa seletividade, tempo de extragao elevado,
degradagao dos compostos sensiveis a temperatura e utilizagdo de solventes caros e
de alta pureza. Por essa razdo, desenvolveu-se tecnologias alternativas, dentre as
quais pode se citar a extragao assistida por ultrassom (EAU), a extragéo assistida por
microondas (EAM), extracdo assistida por enzimas (EAE), extragdo por fluido
supercritico (EFS) e extracao liquida pressurizada (ELP) (FERREIRA et al., 2019;
OROIAN; DRANCA; URSACHI, 2020; PEIXOTO et al., 2022; SAGAR et al., 2018;
WEN et al., 2019).

A extracdo sob agitagdo € um método convencional, cujo processo se baseia

na amostra em contato com o solvente sob agitagao constante, sendo mais indicada
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para isolar compostos sensiveis a temperatura. Esse método vem sendo usado ha
muitos anos e, apesar de possuir baixo custo, € demorado e utiliza muito solvente
(ADADI; BARAKOVA; KRIVOSHAPKINA, 2018; ALI et al., 2019; MUNEKATA et al.,
2020; OROIAN; DRANCA; URSACHI, 2020; ZANNOU et al., 2022).

A extragdo assistida por ultrassom é uma tecnologia muito usada
recentemente devido as vantagens que ela apresenta, como rapidez, menor consumo
de energia, diminuicdo da proporgédo de solvente, produto com maior pureza e altos
rendimentos. Além disso, € considerada sustentavel na extragdo de compostos
fendlicos. O método consiste na emissdo de ondas sonoras, o fendbmeno denominado
cavitagdo acustica gera o rompimento das paredes celulares, de forma que melhore o
contato entre o solvente e o material a ser extraido (DENG et al., 2017; HERRERA-
POOL et al., 2021; WANG et al., 2020; WEN et al., 2019; YUSOFF et al., 2022).

A escolha do solvente é determinante, influenciando diretamente no
rendimento e na atividade antioxidante. Ele deve ser selecionado conforme a
polaridade e estrutura dos compostos a serem extraidos. Dentre os solventes
organicos sao utilizados o etanol, metanol, acetona, hexano, éter e cloroférmio, sendo
diluidos em agua em diversas proporcdes (GIL-CHAVEZ et al., 2013; MONTEIRO et
al., 2020; WEN et al., 2019). O etanol se destaca na extragdo de compostos fendlicos
de inumeras plantas e vegetais, devido a alta eficiéncia apresentada por ele, além de
ser uma alternativa para solventes toxicos (MONTEIRO et al., 2020; OKIYAMA et al.,
2018; SHUKLA; GOUD; DAS, 2019).

3.5 Ensaios de quantificagao de compostos bioativos

Ensaios de quantificacdo de compostos bioativos sdo utilizados para
caracterizagdao da matriz em estudo. Existem diversos ensaios e diferentes métodos
que sao aplicados com uma finalidade especifica. Dentre os métodos utilizados para
quantificacdo de compostos tem-se a analise de fendlicos totais, utilizando o método
Folin-Ciocalteu, a analise de flavonoides totais, a analise de antocianinas e a analise
de carotenoides (GIUSTI; WROLSTAD, 2001; GULCIN, 2020; MARCUCCI et al.,
2021; SHAHIDI; ZHONG, 2015).
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3.5.1 Fendlicos Totais

Os métodos espectrofotométricos séo utilizados para analisar compostos
fendlicos totais, no qual o método Folin-Ciocalteu (FCR) € um dos mais usados
(ANGELO; JORGE, 2007; SINGLETON; ROSSI, 1965). O método se da pela redugao
do reagente quando em contato com os compostos fendlicos em meio basico (Figura
14) (GULCIN, 2020; SHAHIDI; ZHONG, 2015). O reagente apresenta-se de cor
amarelada (TOMEI; SALVADOR, 2007) e torna-se azul apds reduzir, possuindo
absorbancia maxima em 725 nm. O padrao de referéncia mais usado é o acido galico.
Esse método é simples e de facil reproducdo. Porém, apresenta sensibilidade em
relagao ao pH, temperatura e tempo de reacdo. Além disso, outras substancias podem
reduzir o FCR, mesmo nao sendo compostos fendlicos, como agucares e alguns
aminoacidos (GULCIN, 2020; SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Figura 14 - Redugao do FCR
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Fonte: Autoria propria (2023)

3.5.2 Flavonoides Totais

A determinacdo de flavonoides totais acontece devido a formacdo de
complexos estaveis entre o cloreto de aluminio com o grupo hidroxila de flavonodis e
flavonas, com absorbancia maxima entre 415 e 440 nm (Figura 15) (CHANG et al.,
2002). Mesmo que outros compostos fendlicos formem complexos com o cloreto de
aluminio, esses nao influenciam na leitura, ja que absorvem comprimentos de onda
menores. E possivel utilizar tanto a quercetina e a rutina como curva padrdo
(MARCUCCI et al., 2021). Para determinar a presencga de flavanonas, utiliza-se o
reagente 2,4-dinitrofenilhidrazina, ja que o mesmo nao reage com flavondis e flavonas.

Nesse caso a absorbancia maxima ocorre com 295 nm (CHANG et al., 2002).
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Figura 15 - Reacgao entre cloreto de aluminio e flavonoides
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3.5.3 Antocianinas

As antocianinas possuem carater anfotero e portanto respondem em meio
acido e basico, apresentando diferentes cores de acordo com o pH (JACKMAN et al.,
1987). As antocianinas absorvem luz fortemente nos comprimentos de onda na faixa
de 496 a 557 nm permitindo a quantificacdo por métodos espectrofotométricos,
podendo expressar os resultados em mg de antocianina por 100 gramas de amostra
(FULEKI; FRANCIS, 1968; GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

3.5.4 Carotenoides

Varios métodos foram propostos para quantificacdo de carotenoides
(ARVAYO-ENRIQUEZ et al., 2013). A espectrometria UV-Vis foi a pioneira na
identificacdo de carotenoides. O método relaciona o comportamento de um
carotenoide conhecido com os carotenoides presentes na amostra. O valor da
absorbancia maxima varia de acordo com o carotenoide e também com o solvente
utilizado (hexano, etanol, éter de petroleo) (ARVAYO-ENRIQUEZ et al., 2013;
BUTNARIU, 2016). Para o B-caroteno a absorbancia maxima é aproximadamente de
450 nm (BUTNARIU, 2016).
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3.6 Estudo cinético da extragcao de compostos bioativos

O estudo de modelos matematicos tem se tornado muito importante
principalmente para descrever o comportamento cinético dos processos de extragao.
A partir dos modelos matematicos é possivel determinar curvas cinéticas e entao
definir pardmetros para otimizagao de processos e aplicagdo em escala industrial (KIM
et al., 2022; SIMEONOV; YANEVA; CHILEV, 2017; TODA; SAWADA; RODRIGUES,
2015). A natureza da amostra e do solvente, a temperatura do processo, o tamanho
da particula, o tempo de reacao e a proporgao solido/solvente influenciam diretamente
no estudo cinético (SULAIMAN; AZIZ; KHEIREDDINE, 2013; TODA; SAWADA;
RODRIGUES, 2015).

Varios modelos sao usados para descrever os perfis de extragao, dentre eles
0s mais recorrentes sao os apresentados no Quadro 2 (KASHANINEJAD et al., 2020;
KIM et al., 2022; NATOLINO; PORTO, 2020; PATIL; AKAMANCHI, 2017; PEIXOTO
et al., 2022; PHAT et al., 2022; RAKSHIT; SRIVASTAV; BHUNIA, 2020; XIE et al.,
2020).

Milicevi¢ et al. (2021) investigaram a modelagem cinética da extracao
assistida por ultrassom de compostos fendlicos de farelos de aveia e trigo e
constataram que os resultados se ajustaram ao modelo hiperbélico com valores de R?
variando de 0,930 a 0,998.

Natolino e Porto (2020) estudaram os modelos cinéticos como difusdo
parabdlica, lei de poténcia e modelo So e MacDonald para extragdo convencional e
por ultrassom de compostos fendlicos do bagago de uva fresco e destilado. Segundo
os autores, o melhor ajuste obtido foi a partir do modelo So e MacDonald com R? entre
0,9965 e 1,0000.



Quadro 2 - Equagées dos modelos matematicos
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Modelo Equacao Descrigdo Referéncias
Modelo Lei | Y = Bt™ (1) Y=rendimento da extragédo, | (KASHANINEJ
dopoténcia | 1 ;ny =B +nint (2) B=constante de taxa da extragéo, | AD et al., 2020)

t=tempo de extragdo e n= expoente

difusional. Para matriz vegetal, n<1
Modelo C, = Ay + AtY?% (3) Ao=rendimento da extragdo | (NATOLINO;
Difusao instantaneamente, e a constante A1= | PORTO, 2020)
Parabdlica taxa de difusédo
Modelo = Gt (4) Ci=taxa de extragdo inicialmente | (AGU et al.,
Hiperbdlico Gt (min") e a razdo C1/C2=constante de | 2018)

Peleg e Y=rendimento maximo de

extracao
Modelo de ﬂ=k1(Cs—Ct) (5) ki=taxa de extracdo de primeira | (KUSUMA,;
Primeira at ordem (min™"), Ci=concentracdo ao | MAHFUD,
Ordem In (C CSC) =kt (6) longo do tempo e Cs=concentracédo | 2017)

st obtida na saturagéo.
Modelo de | 4 _ k(C, — C)? (7) k=taxa de extragéo de primeiraordem | (XIE et al,
Segunda at ) (min"), Ci=concentragdo ao longo do | 2020)
Ordem c, =—2K () tempo e Cs=concentragdo obtida na
(@ +kCst) saturag&o.

Modelo So | €t = C¥[1 —exp (—k,t) ] + | Ci=concentragdo do solvente em | (PATIL;
e C3[1 — exp (—kqt) ] (9) qualquer instante, Ce¥=concentragao | AKAMANCHI,
MacDonald final de solvente, Ce9=concentragdo | 2017)

final devido a difusdo, kw=coeficiente

cinético da fase de lavagem (min-') e

ka=coeficiente cinético de difusédo

(min-")
Modelo daqc _ k(qs — )z (10) k= constante da taxa de extracdo de | (QU; PAN; MA,
Pseudo dt s — e segunda ordem, gs= rendimento de | 2010)
Segunda extragdo na saturagdo e Q=
Ordem rendimento de compostos bioativos

do extrato em um determinado tempo
de extragao

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os autores avaliam diferentes modelos, observando o que obteve o melhor

ajuste em comparagao aos resultados, de acordo com os parametros escolhidos, a
matriz e o método de extracao(AGU et al., 2018; ALl et al., 2018; KADERIDES et al.,
2019; KASHANINEJAD et al., 2020; KIM et al., 2022; MENKITI; AGU; UDEIGWE,

2016; NATOLINO; PORTO, 2020; PATIL; AKAMANCHI,

2017;

RAKSHIT;

SRIVASTAV; BHUNIA, 2020; SIMEONOV; YANEVA; CHILEV, 2017; XIE et al., 2020).
Portanto, os modelos expostos serdao ajustados com base em dados experimentais

para avaliar a cinética de extracdo de compostos bioativos do extrato de gojiberry.
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3.7 Encapsulacao de Compostos Bioativos em Sistemas Nanoparticulados

A nanotecnologia tem recebido destaque entre os estudiosos devido a sua
diversidade de aplicagbes, sendo elas nas areas farmacéuticas, fisica, quimica,
engenharias elétrica e mecanica (KIRTANE et al., 2021; SHARMA et al., 2021a). A
encapsulacdo em nanoparticulas é caracterizada pelo tamanho entre 10 e 1000 nm e
vem sendo muito usada com o intuito de melhorar a estabilidade de compostos
bioativos em seu processamento e armazenamento (ASSUNCAO et al., 2015;
MARCILLO-PARRA et al., 2021; REQUE; BRANDELLI, 2021; TAVARES, 2021).

A técnica possui objetivos como diminuir a interagdo entre o material
encapsulado e fatores ambientais, conservando caracteristicas como aroma, cor e
valor nutricional, separar componentes que possam reagir entre si ou que nao sejam
compativeis, limitar a dispersdo do material para o ambiente, impedir que reacdes
indesejadas acontegam, disfargar sabor desagradavel de algum composto, melhorar
a solubilidade do material, ajudar na incorporagao dos compostos em sistemas secos
e promover a liberagdo controlada do material do nucleo (CORDEIRO, 2005;
MARCILLO-PARRA et al., 2021; TAVARES, 2021; TIRADO-KULIEVA, 2021).

Alguns fatores como morfologia, tamanho, superficie e propriedades fisico-
quimicas sao importantes em sistemas nanoparticulados, para que se obtenham
particulas com a estabilidade e propriedades desejadas. A nanoencapsulagdo pode
ser dividida de acordo com os nanocarregadores em seis tipos, nanoemulsoes,
nanossuspensdes, nanolipossomas, nanoparticulas de lipidios solidos (SLNSs);
transportador lipidico nanoestruturado (NLCs) e nanoparticulas poliméricas (Figura
16) (CHEN; HU, 2019; REQUE; BRANDELLI, 2021).
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Figura 16 - (A) Nanoemulsodes, (B) Nanolipossomas, (C) Nanossuspensdes, (D) Nanoparticulas
de lipidos soélidos (SLNs); (E) Transportador lipidico nanoestruturado (NLCs); e (F)
Nanoparticulas poliméricas

Fonte: Autoria prépria (2023)

Diversos autores realizaram a encapsulacdo de compostos bioativos
utilizando sistemas nanoparticulados. Ahmed, Fernandez-Gonzalez e Garcia (2020)
analisaram a nanoemulsao do extrato fendlico de uva e mag¢a em quitosana e proteina
de soja e obtiveram eficiéncias de encapsulagdo de 75% e 95%, respectivamente.
Roshanpour et al. (2021) investigaram a nanoemulsao do extrato fendlico da hortela
em quitosana e obtiveram particulas de diametros entre 65,18 e 108,66 nm. Liu et al.
(2019a) avaliaram a encapsulagdo em nanoparticulas poliméricas da curcumina com
zeina, caseinato e alginato de sodio e comprovaram a melhora da estabilidade e
atividade antioxidante do composto.

A encapsulagao dos compostos do gojiberry foi estudada por Bo et al. (2017),
que encapsularam os polissacarideos da fruta em lipossomas e obtiveram uma
eficiéncia de encapsulagao de 86% e resultados significativos em relagao a imunidade
celular. Liu et al. (2022) estudaram as nanoemulsées como carregamento dos
carotenoides presentes no gojiberry aumentando sua biodisponibilidade em 80%. O
extrato fendlico foi encapsulado por Pavaloiu et al., (2021), a partir de sistemas de
lipossomas e, obtiveram particulas com tamanhos inferiores a 200 nm e eficiéncia de

encapsulacéo entre 75 e 85%.
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Apesar dos estudos apresentados, os trabalhos em relagdo a encapsulagao
do extrato do gojiberry sdo escassos, existem poucos relatos da encapsulagao de
compostos da fruta e ndo é possivel encontrar pesquisas completas que avaliam o

material encapsulante, os parametros e as técnicas de encapsulagéo.

3.7.1 Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas constituidas por uma bicamada de lipidios ou
fosfolipidios e nucleo aquoso. Se destacam devido as suas vantagens como
biodegradabilidade, n&o toxicidade, nao imunogenicidade e biocompatibilidade
(GONZALEZ GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; MARITIM; BOULAS; LIN, 2021;
SUBRAMANI; GANAPATHYSWAMY, 2020; TRAN et al., 2020).

Os sistemas de lipossomas sdo classificados conforme a quantidade de
lamelas, o tamanho da particula e o método de preparo (GONZALEZ GOMEZ,
HOSSEINIDOUST, 2020; SUBRAMANI; GANAPATHYSWAMY, 2020). Em relagéo a
quantidade de lamelas tem-se as unilamelares e as multilamelares (Figura 17). As
unilamelares podem ser pequenas (didametros entre 25 e 100 nm), grandes (didmetros
entre 100 e 400 nm) e gigantes (didmetros superiores a 1 ym) (GONZALEZ GOMEZ;
HOSSEINIDOUST, 2020).

Figura 17 - Lipossomas unilamelar e multilamelar

Unilamelar Multimelar

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os fosfolipidios sdo moléculas anfifilicas, formadas por uma extremidade
polar e uma longa cadeia hidrofébica (FIGUEROA-ROBLES; ANTUNES-RICARDO,;
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GUAJARDO-FLORES, 2021; HOU et al., 2021; SUBRAMANI; GANAPATHYSWAMY,
2020). Dessa forma, os nanoagregados sao capazes de encapsular compostos
hidrofilicos e hidrofébicos, podendo ser utilizadas para diversas aplicagbes na
industria alimenticia e farmacéutica (CHEN; HU, 2019; GONZALEZ GOMEZ;
HOSSEINIDOUST, 2020; JUSTO; MORAES, 2010).

Existe uma diversidade de fosfolipidios que se diferenciam pelo grupamento
ligado ao grupo fosfato. Eles podem ser classificados como naturais e sintéticos,
sendo os naturais provenientes de fontes como o ovo e a soja (HOOGEVEST; FAHR,
2019; SEDIGHI et al., 2019; SINGH; GANGADHARAPPA; MRUTHUNJAYA, 2017,
SONG et al., 2022). Dentre os fosfolipidios, um dos mais utilizados para a formagéao

dos lipossomas ¢é a fosfatidilcolina (Figura 18).

Figura 18 — Estrutura da fosfatidilcolina
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Para melhorar a estabilidade e pureza da molécula, os fosfolipidios naturais
podem ser hidrolisados, ocorrendo uma quebra da instauragao e eliminando as duplas
ligagbes (SINGH; GANGADHARAPPA; MRUTHUNJAYA, 2017; SONG et al., 2022).
A saturagao do lipidio esta diretamente relacionada a temperatura de transicédo de
fases dos lipossomas. Dessa forma, lipidios insaturados tendem a formar sistemas
com menores temperaturas de transicdo de fases (SAINAGA JYOTHI et al., 2022;
SONG et al., 2022).

A escolha do tipo de lipossoma, bem como a caracteristica e a concentragao
do fosfolipidio influenciam diretamente na estabilidade e permeabilidade dos
compostos, e estes devem ser determinados de acordo com aplicacao final das
particulas (GONZALEZ GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; MARITIM; BOULAS; LIN,
2021).
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3.7.2 Técnicas de formacgao e encapsulagao de lipossomas

A formacgao dos lipossomas pode ocorrer por varios mecanismos que diferem
pela secagem e redisperséao do lipidio em meio aquoso. Os métodos sao classificados
em dispersdao mecanica (sonificagdo, congelar e descongelar), dispersao de solvente
(injegcado de etanol, evaporacdo de fase reversa) e remogao de detergente (dialise,
cromatografo de permeagdo em gel), além de métodos microfluidicos (CHEN; HU,
2019; GONZALEZ GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020).

Dentre os métodos, a injecao de etanol se destaca sendo muito utilizado em
larga escala por ser rapido, simples, escalonavel e seguro. A técnica consiste na
injecao da solugao etandlica de lipidio em uma fase aquosa (Figura 19), acontecendo
a formacao das particulas em apenas uma etapa (GOUDA et al., 2021; JUSTO;
MORAES, 2010).

Figura 19 - Representagao producao de lipossoma por inje¢ao de etanol

Fonte: Autoria Prépria (2023)

A velocidade de injecdo, velocidade de agitagcdo, pH, temperatura,
concentracado e tipo de lipidio sdo pardmetros que influenciam na produg¢do dos
lipossomas. A determinagcao desses parametros deve ser definida de acordo com as
caracteristicas de tamanho e polidispersidade desejadas (GOUDA et al., 2021;
JUSTO; MORAES, 2010; MARITIM; BOULAS; LIN, 2021; ZOMPERO et al., 2015).
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3.7.3 Producao e encapsulacao de bioativos via rota microfluidica

A microfluidica € uma tecnologia que aborda o estudo do escoamento de
fluidos em microcanais (ordem de micrémetros), permitindo a manipulagédo de
pequenos volumes. Em uma de suas aplicagbes é possivel reproduzir as fungdes de
um laboratério em um sistema miniaturizados tendo assim o que se chama de o Lab
on a Chip (BALBINO et al., 2013; FIRMINO et al., 2021; GOMEZ-MASCARAQUE et
al., 2017; HECKERT BASTOS et al., 2020; ISMAIL et al., 2020).

Apesar das vantagens apresentadas pelos métodos convencionais de
producao de lipossomas, estes sistemas apresentam baixa estabilidade, e utilizam
altas concentragdes de solvente (MAJA; ZELJKO; MATEJA, 2020). Portanto, a
microfluidica € uma alternativa para a producdo de nanoagregados devido a
vantagens como baixo consumo de energia, controle do fluxo e redugao dos custos e
tempos de producdo (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017; HECKERT BASTOS et
al., 2020; SEDIGHI et al., 2019).

Embora a técnica proporcione maior controle da produg¢ao das nanoparticulas,
0S microcanais restringem o sistema ao regime laminar, desfavorecendo a
transferéncia de massa do sistema e nesse caso, limitando o processo de mistura,
além do emprego de baixas vazdes limitando a produtividade massica (GOMEZ-
MASCARAQUE et al., 2017; ISMAIL et al., 2020).

Dessa forma, sao feitas alteracbes nos microcanais para solucionar as
limitacbes da técnica. Assim, barreiras podem ser criadas a fim de proporcionar o
entrelagcamento das linhas de corrente do escoamento (Figura 20), ocorrendo a
formacgao de voértices transversais entre os fluxos. Porém, o escoamento continua em
regime laminar, com baixos numeros de Reynolds, tornando esses percursos dos
fluidos reprodutiveis. Como né&o se trata de regime turbulento, a literatura denomina
como advecgao caodtica (CARVALHO et al., 2022; FIRMINO et al., 2021; ISMAIL et al.,
2020).



Figura 20 - Representacao esquematica da produgio de lipossomas por advecgao caética,
indicando as linhas de fluxo etanol+lipidio (vermelho) e agua (azul)
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Fonte: Adaptado de Firmino et al. (2021)

remogao de etanol e a geometria do canal estdo diretamente relacionadas as
caracteristicas dos nanoagregados e influenciam na produgéo dos lipossomas. Dessa
forma, diversos autores estudaram a otimizagao desses parametros de acordo com a
aplicacgéao final do lipossoma (BALBINO et al., 2013; FIRMINO et al., 2021; GOMEZ-
MASCARAQUE et al., 2017; ISMAIL et al., 2020; SEDIGHI et al., 2019).
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4 JUSTIFICATIVA

O excesso de radicais livres no organismo sao prejudiciais a saude, podendo
causar enfraquecimento no sistema imunoldgico, cancer, arteriosclerose, doengas
cardiocoronarianas e doengas neurodegenerativas (GULCIN, 2020; SALES; ROCHA,;
BRESSAN, 2015; WEN et al., 2020; YARIBEYGI; ATKIN, 2018). Por essa razao,
tornou-se de extrema relevancia o estudo de alimentos com propriedades funcionais.
Os compostos bioativos presentes nesses alimentos podem atuar como agentes
antioxidantes inibindo a ag¢ao dos radicais livres (GULCIN, 2020).

O gojiberry é considerado uma fruta rica em compostos bioativos, como
polissacarideos, carotenoides e compostos fendlicos. Por isso, tem sido muito usado
em beneficio da saude, devido as suas fung¢des antioxidantes, anticancer, atividades
hipoglicémicas, entre outras (MA et al., 2022). Apesar de sua grande potencialidade a
analise cienciométrica mostrou poucos estudos relacionados a extragcao de compostos
bioativos do Lycium barbarum (561 resultados), bem como a sua encapsulagao (113
resultados) (ELSEVIER, 2022).

Além disso, os compostos bioativos sdo muito instaveis, dificultando sua
aplicagdo (MARCILLO-PARRA et al., 2021; REQUE; BRANDELLI, 2021; TAVARES,
2021). Dessa forma, devido a dificuldade de obtencgéo e instabilidade dos compostos
bioativos, estuda-se métodos para otimizar a extracdo desses compostos, de forma
que se obtenha um extrato de melhor qualidade e com maior rendimento.
Adicionalmente, investiga-se a encapsulagado desses compostos para obter melhor

estabilidade para aplicagao biolégica.
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5 METODOLOGIA

5.1 Preparo da fruta

O gojiberry foi adquirido, de forma desidratada, em loja de produto natural da
cidade de Apucarana-Parand, Brasil. Previamente liofilizado, triturado e peneirado
(Mesh 60), para obtencdo de amostra homogénea. As amostras foram armazenadas

e refrigeradas para analises posteriores.

5.2 Preparacao dos extratos

Em um primeiro momento foi realizada a extracido para determinacdo da
proporgcao de solvente. Em seguida, foi feita a extracao pelos diferentes métodos de

extragao, convencional utilizando Shaker e pelo ultrassom.

5.2.1 Estudo da Proporgao de Solvente

As extragdes foram realizadas através da extracdo com agitagcdo, usando
Shaker (Marconi modelo MA-420) em 140 rpm de agitagdo. Foram adicionados 1,0000
g de amostra em 10,0 mL dos solventes etanol:agua nas propor¢des (v/v) de 50:50,
60:40, 70:30, 80:20 e 90:10. O sistema ficou em agitagéo por 4 h, a 30°C. Todas as
extragdes foram realizadas em duplicata.

Em seguida, realizou-se uma filtragao em funil analitico (papel filtro qualitativo,
80 g m?), os volumes foram ajustados com etanol em bal&o volumétrico de 10 mL. Os

extratos foram armazenados sob refrigeragdo em frascos ambar.

5.2.2 Extracdo em Incubadora Shaker e Extracao Assistida por Ultrassom

Com a melhor proporgao de solvente, adicionou-se a solugao de etanol:agua
a amostra na proporgdo 1:10 (m/v) e realizou-se a extragdo com agitacdo em

incubadora Shaker e banho ultrassénico (Lavadora Ultrassénica L-200, 36000 Hz)
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variando tempo e temperatura. Foi utilizado um planejamento experimental 22 com

delineamento composto central rotacional (Tabela 2).

Tabela 2 - Planejamento fatorial 2> com delineamento composto central rotacional

Shaker Ultrassom
Temperatura (°C)
Tempo (h) Tempo (min)
-1,41 23,8 0,68 6,72
-1 30,0 4,00 15,00
0 45,0 12,00 35,00
1 60,0 20,00 55,00
1,41 66,3 23,30 63,30

Fonte: Autoria propria (2023)

Todas as extracbes foram executadas em duplicata. As amostras foram
filtradas em funil analitico (papel filtro qualitativo, 80 g m-?), os volumes foram ajudados
com etanol e armazenados em ambiente refrigerado sob protecdo da luz para

posterior analise.

5.3 Avaliagao da capacidade antioxidante do gojiberry

Para a avaliagdo da capacidade antioxidante do gojiberry, os extratos obtidos
foram submetidos aos métodos DPPH, ABTS™* e Habilidade quelante de Fe (ll). Os
resultados foram analisados por meio da tabela ANOVA, teste Tukey (p<0,05) e
superficie de resposta utilizando software R (RSTUDIO, 2020).

5.3.1 Determinagao da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
livre DPPH

A metodologia adotada para determinagcdo de atividade antioxidante pelo
DPPH foi de Rufino et al. (2007a), com modificagées. Para preparar o radical DPPH
(0,12 mmol L") este foi diluido (0,0047 g) em 100 mL de metanol. A solugdo foi
preparada sob protecéo de luz.

Preparou-se o branco para cada extrato utilizando 100 pL de extrato (0,02 g
mL-") e 2,9 mL de etanol. A solugdo controle foi preparada misturando 100 uL de etanol

e 2,9 mL de radical DPPH. Para as replicatas, adicionou-se em uma cubeta 100 pL de
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extrato e 2,9 mL de solugdo do radical DPPH. Apés 30 min foram lidas as
absorbancias a 517 nm em espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60

UV-Vis). A atividade antioxidante foi calculada, de acordo com a Equacgéo 11.

%A4 = el 400 (11)

c

(Aa) corresponde a absorbancia da amostra, (Ab) corresponde a absorbéncia

do branco da amostra e (Ac) corresponde a absorbancia do controle.
5.3.2 Determinagdo da Atividade Antioxidante pelo Método ABTS™

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi feita de acordo com Rufino et
al. (2007b), com modificagdes. Preparou-se a solugdo de ABTS (7,0 mmol L)
dissolvendo 192 mg do sal em agua destilada (50 mL). A solugdo de persulfato de
potassio 140 mmol L foi preparada adicionando 378,4 mg do sal em agua destilada
(10 mL). As solugdes foram armazenadas em ambiente refrigerado sob protecdo da
luz.

Para o preparo do cation ABTS™, 5,0 mL da solugdo de ABTS foi misturada
com 88 pL da solucao de persulfato de potassio e deixada em repouso ao abrigo da
luz por 16 h. Posteriormente, 1,0 mL da solugdo foi diluida em etanol
(aproximadamente 70 mL) até absorbancia proxima de 0,900 + 0,050 em 734 nm.

Em seguida, preparou-se as replicatas em uma cubeta adicionando 30 uL do
extrato (0,02 g mL-") e 3,0 mL de solugdo do cation radical ABTS. Foi realizada a
leitura da absorbancia ap6és 6 min a 734 nm em espectrofotdmetro (Agilent
Tecnologies, modelo Cary 60 UV-Vis). O branco foi preparado utilizando 30 pL do
extrato e 3,0 mL de etanol e o controle adicionando 30 uL do etanol e 3,0 mL do

radical. A atividade antioxidante foi calculada, conforme equagéao 12.

%A4 = Le=e=ll 100 (12)

c

(Aa) corresponde a absorbancia da amostra, (Ab) corresponde a absorbancia
do branco da amostra e (Ac) corresponde a absorbancia do controle.
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5.3.3 Determinag&o da Habilidade quelante de Fe (ll)

As solugdes de cloreto de ferro (ll) (FeCl2.4H20) e ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-
bis(acido4-fenilsulfénico)-1,2,4-triazina) foram preparadas e utilizadas no mesmo dia
da analise e sob protegdo da luz. Para a solugdo de FeCl2.4H20 (2 mmol L), diluiu-
se em 10 ml de agua deionizada 0,0040 g de FeCl2.4H20. A ferrozina (5 mmol L"), foi
preparada com 10 mL de agua deionizada e 0,0250 g de ferrozina.

As replicadas foram preparadas em um tubo de ensaio. O extrato foi diluido
adicionando-se 150 pyL em 3,55 mL de etanol. A amostra foi centrifugada por 15 min.
Em seguida, transferiu-se os 3,7 mL do extrato para uma cubeta e adicionou-se 0,1
mL de FeCl2.4H20. A leitura da absorbancia foi feita a 562 nm em espectrofotometro
(Ao). A mistura adicionou-se 0,2 mL de ferrozina, seguida de agitagao vigorosa por um
minuto, e depois de 10 min de repouso foi realizada uma nova leitura de absorbancia
em 562 nm (A1). Para o controle utilizou-se 3,7 mL de etanol em substituicdo da
amostra (HABEYCH et al., 2016). O calculo foi realizado a partir da Equagéao 13.

Y%Habilidade quelante = Meone=1-4)] 199 (13)

Acont

5.4 Caracterizagcao do extrato

A caracterizacéo do extrato foi realizada utilizando as técnicas espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), analises termogravimétrica

(TGA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC).
541 FTIR

Os espectros FTIR do extrato foram realizados em um espectrofotometro de
infravermelho com transformada de Fourier (Thermo Scientific, modelo Nicolet 6700)
de 750 a 4000 cm'. Os resultados foram coletados com uma média de 60 varreduras

com resolugéo de 4 cm™.
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5.4.2 Analises Térmicas — TGA e DSC

A analise termogravimétrica (Shimadzu TGA-50) foi realizada para avaliar a
estabilidade térmica do extrato de gojiberry. Uma amostra de 6 mg de extrato foi
analisada em atmosfera inerte de gas argénio a um fluxo de 50 mL min-' e aquecida
de 20 a 800 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min-'. A calorimetria exploratéria

diferencial foi realizada até a temperatura de 350°C.

5.5 Quantificagao de compostos do gojiberry

Para quantificagcdo dos compostos bioativos do extrato do gojiberry foram
utilizadas as analises de fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas e

carotenoides.

5.5.1 Fendlicos totais

A determinacao dos fendlicos totais foi realizada usando o reagente Folin-
Ciocalteu segundo a metodologia de Minussi, Rossi e Bologna (2003). O reagente
Folin-Ciocalteau foi diluido em agua destilada 1:1 (v/v). Em seguida foram
adicionados, em triplicata, a um tubo de ensaio 250 uL do reagente, 250 uL de extrato,
500 pL de uma solugao de carbonato de sédio (35,0 g Na2CO3 em 100 mL de agua
destilada), o volume foi completado com agua destilada até 5,0 mL. A solugéo foi
deixada em repouso por 25 min sob protecdo de luz. Logo apéds, os tubos foram
centrifugados a 3000 rpm por 10 min e foram realizadas as leituras das absorbancias
a 725 nm em espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-Vis). Para
o branco o extrato foi substituido por etanol. Foi construida uma curva padrao de acido
gélico nas concentragdes de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 mg L
(y=0,006x+0,127, R?=0,999) e os resultados foram expressos em mg EAG 100 g™ de
amostra, em que EAG corresponde ao equivalente em acido galico.
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5.5.2 Flavonoides totais

Os flavonoides totais foram quantificados de acordo com Funari e Ferro
(2006), com modificagdes. Foram misturados, em triplicata, 500 uL do extrato, 250 L
de solucéo de cloreto de aluminio 5%, o volume foi completado a 5,00 mL com metanol
e deixado em repouso por 30 min. Em seguida, a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60 UV-Vis) no comprimento de
onda de 425 nm. Construiu-se uma curva padrao de quercetina (y=0,007x+0,145,
R?=0,999) nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 e 100 mg L' e os

resultados foram expressos em mg EQ 100 g' de amostra.

5.5.3 Antocianinas

Para a quantificagao de antocianinas utilizou-se o método de Fuleki e Francis
(1968), com modificagdes. A um baldao volumétrico de 10 mL adicionou-se 0,2 g de
extrato liofilizado e 6,0 mL de uma solugdo de etanol e acido cloridrico 1,5 M (85:15,
v/v) para homogeneizagdo, em seguida completou-se o volume com o solvente
extrator e a solucao foi armazenada sob refrigeracédo por 24 h ao abrigo da luz. Apos
filtracao, a leitura foi feita em espectrofotdmetro (Agilent Tecnologies, modelo Cary 60
UV-Vis) a 535 nm. Os resultados foram obtidos em mg de antocianinas 100 g' de

extrato pela Equacao 14.

Antocianina (mg 100g™1) = 1%A * 109000 (14)

Ej¢em* L*Camostra

1%

Em que, A € o valor da absorbancia, E;/,

é o coeficiente de extingdo (98,2 L

g'cm™), L a largura da célula (1 cm) e Camostra € @ concentragédo da amostra (g L™).

5.5.4 Carotenoides

Os carotenoides foram extraidos a partir de 0,2 g de extrato liofilizado com 10
mL de solvente hexano/acetona (6:4, v/v). A mistura foi deixada em banho ultrassénico

por 10 min. Os tubos foram incubados durante 9 min e centrifugados (QUIMIS —
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AAKER, 3000 rpm). Apés a centrifugacao foi realizada imediatamente a leitura em um
espectrofotbmetro num comprimento de onda de 450 nm. Construiu-se uma curva de
calibragdo com o padrido B-caroteno (y=0,264x+0,040, R?=0,997). Os resultados

foram expressos em mg B-caroteno 100 g-' de extrato (NEVES et al., 2015).

5.6 Modelagem da Cinética de extragao pelo método de Fendlicos Totais

Foram realizadas as extragdes em diferentes tempos, conforme a Tabela 3,
para a temperatura que apresentou maior atividade antioxidante para os dois métodos
de extragdo. Os tempos foram determinados de acordo com a particularidade do
método, apresentando tempos de extracéo inferiores para o Ultrassom, devido ao
fendbmeno de cavitacdo acustica, que permite obter altos rendimentos em baixos

tempos.

Tabela 3 — Tempos de extragao para analise de cinética de extragdo

Shaker Ultrassom
0 0

5 min 2 min

15 min 4 min

30 min 6 min

45 min 8 min
1h 10 min
4h 15 min
12h 30 min
24 h 60 min

Fonte: Autoria prépria (2023)

Para quantificar os fenolicos totais dos extratos ao longo do tempo de
extracdo, utilizou-se a metodologia segundo o item 5.5.1.

Pela Lei de Beer, foi calculado o valor da concentragdo de acido galico para
cada tempo de acordo com as absorbancias, utilizando a curva padrao de acido galico
construida em diferentes concentragées (y=0,006x+0,127, R?=0,999).

Os dados experimentais de compostos bioativos extraidos, foram ajustados

utilizando cinco modelos matematicos: Difusdo parabdlica, Lei de poténcia,
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Hiperbdlico, Primeira ordem, Segunda ordem, Pseudo Segunda Ordem e So e
MacDonald de acordo com as equagdes 1 a 10.

O ajuste dos modelos cinéticos de extragdo dos compostos antioxidantes
presentes no gojiberry foi feito a partir da fungdo objetivo minimizada, a qual

representa o somatoério dos residuos ao quadrado (Equacéao 15).

¢ = Z(ycal - yexp)z (15)

Em que o ycal representa o rendimento do extrato obtido pelo modelo, 0 yexp 0
rendimento do extrato calculado de acordo com a Equacado 16 e o resultado é

expresso em g de acido galico por gramas de extrato de gojiberry.

y = Micido galico 100 (16)

Mextrato

Para analise dos ajustes dos modelos cinéticos de extragédo utilizou-se qui-
quadrado reduzido (X?), erro quadratico médio (MSE), raiz do erro quadratico médio
(RMSE), raiz do erro quadratico médio normalizado (NRMSE) e a analise estatistica

da eficiéncia do modelo (EF), representa pelas Equacgdes 17 a 21.

2
Xz — Z(Yexp_ycal) (17)
No—N,
2

MSE = NLOZ(Yexp - Ycal) (18)

~

1 2
RMSE = (N_OZ(Yexp - Ycal) ) (19)
NRMSE = =M% (20)

max—Ymin

EF = Z(Yexp _Yexp)z_z(ycazl_yexP)z (21 )
X (Yexp —Yexp)

No representa numero de observagdes, Nc 0 numero de constantes do modelo

em estudo, Y,,, € o valor médio do rendimento da extragdo do composto bioativo, Ymax

e Ymin 0s valores de fendlicos totais maxima e minima. Para X2, MSE, RMSE e
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NRMSE, o valor que possui melhor ajuste é proximo de 0, enquanto que para EF, o

melhor valor € aproximadamente 1

5.7 Encapsulacao do extrato em lipossomas

Os nanoagregados foram preparados utilizando os métodos de injegdo de

etanol e microfluidica.

5.7.1 Producao de lipossomas por inje¢cédo de etanol

Os lipossomas foram produzidos por injecdo de etanol realizado conforme a
metodologia utilizada por Zédmpero et al. (2015), com modificagdes.

Para a producdo da fase organica, foram utilizados dois fosfolipidios (i)
fosfatidilcolina de soja 70% (Phospholipon 80H - MM:780 g mol-) e (ii) fosfatidilcolina
de ovo 96% (Lipoid E PC S - MM: 770 g mol"). Para o lipidio (i), foi disperso em etanol
sob aquecimento (60 + 2°C), até total dissolugdo. Para o (ii), o lipidio foi disperso em
etanol, em temperatura ambiente e a solug¢ao foi sonicada por 5 min (Cole-Parmer
Ultrasonic Bath 08895-43). A concentracao final do lipossoma foi de 4,64 Mm. O
extrato de gojiberry foi adicionado a fase aquosa nas proporgdes de 5, 10 € 20% (m/m)
em relagao ao fosfolipidio.

Em seguida, realizou-se a inje¢cao da fase organica (10%, v/v) em agua na
mesma temperatura de preparacdo do lipidio, a uma vazdo de 2,5 mL min' e

velocidade de agitagao de 1336 rpm.

5.7.2 Producao de lipossomas por microfluidica

Os lipossomas foram produzidos a partir do método utilizado por.Balbino et al.
(2013), com modificagdes.O fosfolipidio (E PC S - MM:770 g mol ") foi diluido em
etanol sob sonificagao por 5 min. As solugdes de lipidio e de extrato foram preparadas
de forma a se obter a mesma concentragao final do sistema produzido por injecéo de
etanol.

Para o dispositivo microfluidico com foco hidrodindmico simples (T longo)
variou-se a razao da taxa de vazao (FRR) em 5 e 10 e para o dispositivo microfluidico
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de advecgao caodtica variou-se a taxa de vazao total (TFR) em 0,2, 5 e 20 min mL™".

As vazdes foram calculadas de acordo com as equagdes 22 e 23.

FRR = 2% (22)
Qa
TFR =2 Q, + Q4 (23)

Qw representa a vazdo composta pela solugdo aquosa e Qa representa a

vazao da corrente alcoodlica.

5.7.3 Caracterizacao Fisico-quimica dos Lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados quanto a analise do tamanho de
particula, indice de polidispersidade (PDI) e potencial zeta através do equipamento
DLS (Dynamic Light Scattering) (LitesizerTM 500, Aton Paar), na temperatura de
25°C.

5.7.4 Eficiéncia de Encapsulacdo (EE) e Capacidade de Carregamento (CC) dos
Lipossomas

A separacdao do encapsulado do n&o encapsulado foi realizada por
microfiltracdo adicionando uma aliquota de 2,0 mL da solugdo de lipossomas a um
microfiltro (Amicon Ultra - 15 (10k) Merck Milipor) e centrifugada a 6000 g por 20 min
em temperatura ambiente (Centrifuga Heal Force - Neofuge 23R). O lipossoma foi
lavado com 1 mL de agua deionizada nas mesmas condigdes.

Uma curva padrao foi construida utilizando o extrato de gojiberry em diferentes
concentragdes no comprimento de onda de 256 nm (y=0,911x+0,001, R?=0,995). As
absorbancias do filtrado foram medidas em espectrofotdmetro e a partir da curva do
extrato obteve-se a massa de extrato livre e encapsulado.

A eficiéncia de encapsulagao (EE) foi calculada com base na massa de extrato
encapsulado (me), em relagdo ao extrato adicionado inicialmente (mi), sendo dada
pela Equacéao 24.
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EE% = % .(100) (24)

A capacidade de carregamento (CC), Equacao 25, foi calculada com base na
massa de extrato encapsulado (me) em relagdo a massa de lipidio adicionado

inicialmente (miip)

CC% = —= . (100) (25)

Miip

Os ensaios foram realizados em ftriplicata e utilizou-se a média e desvio
padrao dos resultados.

5.8 Avaliagoes Biolégicas

Foram realizados testes de citotoxicidade para o extrato de gojiberry
comparando os diferentes métodos de extracdo e comparando os métodos de

producao dos lipossomas sintetizados frente diferentes linhagens de células tumorais.

5.8.1 Teste de citotoxicidade/atividade antiproliferativa para os extratos obtidos pelos
métodos de extracdo em Shaker e Ultrassom

A linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HUH7.5) foi cultivada em
meio de cultura DMEM (10 mL) e suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal.
As células foram incubadas com 5% de COz2, 95% de umidade e temperatura de 37°C.

O ensaio de citotoxicidade do MTT [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio de brometo] foi realizado de acordo com o método de Mosmann (1983), com
modificagdes. Foram semeadas células em placas de cultura (96 pogos). Apds a
estabilizacdo, 24 h, foi descartado o meio de cultura e substituido por 100 uL do
controle negativo (meio de cultura suplementado), do controle positivo (agente
citotéxico metil-metanossulfonato MMS — 500 uM em 100 uL de meio de cultura
suplementado) e das amostras em diferentes concentragdes (5 a 1000 ug mL-' de
meio de cultura suplementado).

O sistema ficou em incubacao por 24, 48 e 72 h. Em seguida, o meio de cultura
foi trocado por MTT (0,167 mg mL-! de meio de cultura DMEM sem suplementacéo) e

incubados por mais 4 h. Por fim, para solubilizacdo dos cristais de formazan o meio
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foi trocado por 100 pL de dimetilsulféxido (DMSQO). Foram realizadas as leituras das
absorbancias a 560 nm em espectrofotometro UV-Vis utilizando a leitora de
microplacas (Thermo Plate).

Os resultados foram realizados a partir da analise de variancia (one way
ANOVA), do teste Tukey (n=4), com o uso do software RStudio (p<0,05).

As viabilidades celulares (VC) foram determinadas segundo a Equacéo 26.

ABST
ABSco-

Ve = ( ) £100 (26)

VC corresponde a viabilidade celular (%), ABSt corresponde a absorbancia

do tratamento e ABSco- corresponde a absorbancia do controle negativo.

5.8.2 Teste de citotoxicidade/atividade antiproliferativa para os lipossomas
carregadas com extrato de gojiberry

A linhagem celular de cancer colorretal (HT29 P.112 - Banco de células do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil) foram cultivadas em meio McCoy 5A modificado
(Sigma), suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino e 1% de antibidtico, e
incubadas em 5% de CO2 e 95% de umidade. O meio foi trocado a cada 2 dias até
confluéncia de aproximadamente 80%.

Para o ensaio de MTT as células foram tripsinizadas, semeadas em placa de
96 pocos e incubadas por 48h para aderéncia e crescimento. Em seguida, o meio foi
aspirado e os pocgos foram lavados 2 vezes com solugdo salina tamponada com
fosfato de Dulbecco (DPBS) para remover as células mortas. Foram adicionadas 100
ML do meio McCoy 5A modicado com 1% de antibidtico e as amostras (Quadro 3Erro!
Fonte de referéncia nao encontrada.) na proporgao 1:1 (v/v) na quantidade de 105
células por poco. As células com as amostras foram incubadas por 24h, em

quadruplicata.
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Quadro 3 - Amostras utilizadas para analise
Amostra Descrigao

Controle (meio de cultura sem soro fetal bovino)
Phospholipon 80H Bulk
E PC S Bulk
EPC ST longo
E PC S Adveccéo cadtica

| O | W N —~

Extrato concentrado

Fonte: Autoria propria (2023)

Ap06s incubacao o meio foi removido e cuidadosamente lavado 2 vezes com
DPBS para a remogao de excesso de meio e outros reagentes. Foi adicionado 50 pL
de MTT (5 mg mL-") em cada pogo. Apds incubagéo por 3 h, foi adicionado o DMSO
para solubilizar o cristal formado e a leitura foi feita em leitor de microplaca (Thermo
Plate) a 570 nm.

Os resultados foram analisados a partir da analise de variancia (ANOVA), com
o uso do software RStudio (p<0,05). Os valores de viabilidade celular (VC) foram

calculados pela Equacgao 26.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacgao da proporc¢ao de solvente na extragao de gojiberry

Os resultados da capacidade antioxidante dos extratos obtidos variando-se a
proporgcao de etanol:agua pelos métodos DPPH, ABTS e Habilidade quelante de Fe
(II) estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e Habilidade quelante

de Fe (Il)

P'°p°r95‘zv'f:)a“°“'°‘9”a DPPH (%) ABTS (%) HQ (%)
50:50 90,48+0,75% 88,89+0,28° 80,55+0,37"
60:40 91,08+1,23% 97,80+0,53% 84,03+0,36°
70:30 92,14+0,874 96,53+0,13" 71,68+0,45°
80:20 87,9040,79° 98,220,194 67,290,521
90:10 72,67+0,94° 98,33+0,52° 72,2541,04°

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=6). Letras iguais na mesma coluna
indicam que nao ha diferengas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. HQ: Habilidade
quelante de Fe (ll).

Fonte: Autoria propria (2023)

Os resultados obtidos pelo método de sequestro do radical livre DPPH,
demonstraram um elevado potencial para todos os extratos, na concentracio testada,
variando entre 72,67% e 92,14%. As melhores respostas foram obtidas para as
propor¢des de etanol: agua 50:50, 60:40 e 70:30, nao apresentando diferencga
significativa entre seus valores. O menor potencial antioxidante foi obtido para a
proporgcao de etanol: agua 90:10. Para o teste de captura do radical ABTS, também
foram obtidos altos percentuais de atividade antioxidante (88,89% a 98,33%), com
destaque para as proporg¢des de etanol: agua 60:40, 80:20 e 90:10, ndo apresentando
diferenca significativa entre seus valores.

Pedro et al. (2018) estudaram a atividade antioxidante pelos métodos DPPH
e ABTS do extrato do gojiberry e obtiveram resultados semelhantes ao presente
estudo, em que a proporcao 70% etanol apresentou elevada capacidade antioxidante.
Os autores atribuiram a proporc¢ao de solvente aos grupos funcionais constituinte dos

compostos fendlicos. A presencga desses grupos na estrutura dos compostos contribui
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para a transferéncia de elétrons e atomos de hidrogénio, aumentando assim a
atividade antioxidante do extrato (GULCIN, 2020; PEDRO et al., 2018).

O ensaio de Habilidade quelante de Fe (ll) mostrou resultados inferiores aos
outros testes, porém também indicaram atividades antioxidantes relevantes, com o
melhore resultado para a propor¢cao de etanol:agua 60:40 (84,03%) e menor
porcentagem para a proporgao de etanol: agua 80:20 (67,30%).

A variagao entre as atividades antioxidantes apresentadas pelos métodos
acontece devido aos diferentes mecanismos de acido dos ensaios. Os testes DPPH e
ABTS indicam a capacidade dos compostos de sequestrar os radicais formados,
enquanto que a Habilidade quelante do Fe (Il) esta relacionada a capacidade da
amostra em quelar os ions ferro formados. Essa relagdo entre os mecanismos fica
evidente na semelhancga dos resultados entre os testes DPPH e ABTS. Em todos os
casos, obtiveram-se alta atividade antioxidante indicando a efetividade da reacéo na
presenca dos compostos.

Avaliando os trés testes, observa-se que a extracdo com propor¢ao de
solvente de etanol: agua 60:40 apresentou diferenca significativa em relagcao as outras
proporgdes. Os resultados indicam a influéncia do solvente na extragcdo de compostos
bioativos. Estudos apontam que a polaridade moderada do solvente ¢é ideal para a
extracdo de compostos bioativos e que sistemas de solventes com altas e baixas
polaridades nao sao eficientes (CATENA et al., 2020; HERRERA-POOL et al., 2021;
NG; SAMSURI; YONG, 2020; RAUF; NAWAZ; SHAD, 2018). Os compostos fendlicos
sdo constituidos por um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico e portanto
interagem com alcoois, resultando em altos indices de extragdo (LU et al., 2019;
PEDRO et al., 2018; PIRES et al., 2018; POTTERAT, 2010; WANG et al., 2010).

6.2 Planejamento experimental 22 com delineamento composto central
rotacional

Avaliou-se a tabela ANOVA e partir das variaveis que apresentaram diferenca
significativa fez-se o ajuste da equacdo. Com o ajuste, construiu-se o grafico de
comparacgao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo e a superficie

de resposta para cada método separadamente.
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6.2.1 Ultrassom

A influéncia do tempo (t) e da temperatura (T) em relagdo a atividade
antioxidante foi avaliada por meio da tabela ANOVA, na qual observa-se as condi¢des
que apresentaram interferéncia significativa na variavel resposta.

Para o DPPH (Tabela 5), nota-se que a interagao secundaria T*t foi o unico

efeito que apresentou diferencga significativa (p<0,05).

Tabela 5 - Tabela ANOVA DPPH

GL sQ MQ F Pr(>F)
T 1 2,104 2,104 3,353 0,0720
t 1 1,488 1,488 2,372 0,1288
T2 1 0,330 0,330 0,526 0,4710
2 1 1,517 1,517 2,419 0,1252

T*t 1 5,980 5,980 9,533 0,0031*

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma de quadrados; MQ = Média de quadrados
Fonte: Autoria propria (2023)

O diagrama de pareto (Figura 21) comprova os resultados apresentados na
tabela ANOVA, em que apenas a interacdo entre tempo e temperatura exerce
influéncia no aumento da atividade antioxidante. Além disso, observa-se que mesmo
apresentando diferenga significativa entre as médias dos tratamentos, a influéncia da
variavel é muito pequena, apontando que nao existe necessidade de se ajustar um

modelo para se obter um valor 6timo pela superficie de resposta.
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Figura 21 - Diagrama de pareto DPPH
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Dessa forma, ajustou-se a equagdo do modelo considerando apenas a

interacdo T*t (Equacao 27).

y = 94,8962 + 0,4992 (T * t) (27)

Com a equacao ajustada foi gerado o grafico de comparagéo entre os dados
experimentais e os preditos pelo modelo (Figura 22) e a superficie de resposta (Figura
23).
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Figura 22 - Comparacgéao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo DPPH
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Fonte: Autoria propria (2023)

O modelo apresentou valor de R? foi de 0,1219, porém a Figura 22 mostra a
baixa variabilidade dos dados, apresentando atividades antioxidantes entre 94 e 96%.
Sendo assim, mesmo com uma baixa eficiéncia do modelo, obteve-se um desvio
padréao da regressao de 0,8204, representando que 95% das observagbes estariam
dentro de 1,64% (duas vezes o valor do desvio padrdo) da superficie ajustada, o que
indica adequada previsdo do modelo. A analise da superficie de resposta para o teste
DPPH, Figura 23, indica que o potencial maximo é alcancado em tempos inferiores a
20 min e temperaturas abaixo de 33°C e tempos acima de 50 min e temperaturas
superiores a 57°C. Porém, observa-se elevadas atividades antioxidantes para todos

0s extratos.
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Figura 23 - Superficie de resposta para o teste DPPH em relagao a temperatura e tempo. (A)
Grafico 3D e (B) Grafico de contorno
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Fonte: Autoria propria (2023)

O teste de determinacao de atividade antioxidante ABTS (Tabela 6), indicou
a influéncia da temperatura linear e da interagdo entre o tempo e a temperatura, com

valores de p inferiores a 0,05.

Tabela 6 - Tabela ANOVA ABTS

GL sQ MQ F Pr(>F)

T 1 6,316 6,316 5,916 0,0180*
1 3,474 3,474 3,254 0,0763

T2 1 0,253 0,2535 0,237 0,6278
2 1 0,011 0,0107 0,010 0,9205

T*t 1 16,14 16,14 15,11 0,0003**

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma de quadrados; MQ = Média de quadrados
Fonte: Autoria prépria (2023)
A representagao do diagrama de pareto, Figura 24, confirma os resultados
obtidos pela analise ANOVA, em que a interacdo entre tempo e temperatura e a
temperatura linear interferem de forma significativa na média da atividade

antioxidante.
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Figura 24 - Diagrama de pareto ABTS
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Fonte: Autoria prépria, 2023

A partir das variaveis T e T*t, ajustou-se a equagéo (Equagéo 28) do modelo

e plotou-se o grafico de desvio (Figura 25) e a superficie de resposta (Figura 26).

y = 97,4688 + 0,3633 T — 0,8200(T * t) (28)

O grafico de desvio (Figura 25) mostra a baixa variabilidade dos dados o que

pode ter influenciado no baixo valor de R?, igual a 0,2488.
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Figura 25 - Comparacgao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo — ABTS
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Fonte: Autoria propria (2023)

Mesmo o modelo apresentando baixa eficiéncia, o desvio padrdao da
regressao foi de 1,037, indicando que 95% dos dados estariam dentro de 2,07% da
superficie ajustada. Dessa forma, a Figura 26 indica uma previsdo adequada em que
para o teste ABTS os resultados apresentaram elevadas atividades antioxidantes em
duas regides, para tempos inferiores a 25 min com temperaturas superiores a 55°C e
para tempos superiores a 60 min e temperaturas menores que 25°C, indicando entao
estas as melhores condi¢gdes para obtencdo do extrato. Porém, todos os extratos

apresentam atividade antioxidante elevada, superiores a 95,5%.
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Figura 26 - Superficie de resposta para o teste ABTS em relagdo a temperatura e tempo. (A)
Grafico 3D e (B) Grafico de contorno
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Fonte: Autoria propria (2023)

A Tabela 7 mostra que o tempo quadratico e a interagdo entre tempo e
temperatura sdo significativos, apresentando interferéncia nas médias da atividade

antioxidante do extrato para a Habilidade quelante de Fe (ll).

Tabela 7 - Tabela ANOVA Habilidade quelante de Fe (Il)

GL sQ MQ F Pr(>F)
T 1 10,28 10,28 1,324 0,2544
t 1 13,18 13,18 1,697 0,1976
T2 1 2,82 2,82 0,3630 0,5491
2 1 932,8 932,8 120,1 5,890e-16 ***
T* 1 33,18 33,18 4,274 0,0430*

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma de quadrados; MQ = Média de quadrados
Fonte: Autoria prépria (2023)
Além da tabela ANOVA, o diagrama de pareto (Figura 27) valida os resultados
obtidos, e também indica maior influéncia do tempo quadratico sob a atividade

antioxidante.
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Figura 27 - Diagrama de pareto HQ
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Fonte: Autoria propria (2023)

Com os termos que apresentaram valores de p menores que 0,05, fez-se o

ajuste da equacao (Equacgao 29).

y = 82,125 + 4,902t2 + 1,176(T * t) (29)

Plotou-se o grafico dos dados preditos pelo modelo em fungdo dos dados
experimentais (Figura 28) onde foi possivel observar que o modelo apresentou ajuste
razoavel aos dados, com valor de R? de 0,6279. Além disso, o desvio padrdo da
regressao foi de 2,934, o que representa que 95% dos dados estariam dentro de

5,87% da superficie ajustada.
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Figura 28 - Comparacgéao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo - HQ
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Fonte: Autoria propria (2023)

O grafico de superficie de resposta para a Habilidade quelante de Fe (Il)
(Figura 29) apresentou potencial maximo nas regides em que tem-se temperaturas
inferiores a 60°C e tempos menores que 15 min e também em temperaturas acima de

30°C e tempos superiores a 57 min.

Figura 29 - Superficie de resposta para o teste Habilidade quelante de Fe (ll) em relagao a
temperatura e tempo. (A) Grafico 3D e (B) Grafico de contorno
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados indicam que para analise do ajuste do modelo nédo deve ser
considerado apenas o valor do R?, pois observa-se devido a baixa variabilidade dos
dados obtém-se um ajuste inadequado. Além disso, quanto menor a diferenga

significativa apresentada pelas variaveis menor o ajuste.
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6.2.2 Shaker

Aplicou-se as mesmas analises para os extratos do Shaker. Os resultados
para o teste do DPPH (Tabela 8) indicaram que os efeitos de temperatura linear e
tempo quadratico obtiveram diferenca significativa na média da variavel resposta, com

um valor de p menor que 0,05.

Tabela 8 - Tabela ANOVA DPPH

GL sQ MQ F Pr(>F)
T 1 27,60 27,60 10,83 0,0017**
t 1 2,870 2,870 1,126 0,2929
T2 1 1,150 1,150 0,4510 0,5045
2 1 474,3 4743 186,2 < 2,616 %%
T* 1 0,1000 0,1000 0,0390 0,8435

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma de quadrados; MQ = Média de quadrados
Fonte: Autoria prépria (2023)
As variaveis indicadas pela analise de variancia aparecem no diagrama de
pareto (Figura 30) com barras que ultrapassam a linha vermelha tracejada, observa-

se maior influéncia do tempo quadratico sob a atividade antioxidante.
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Figura 30 - Diagrama de pareto DPPH
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Fonte: Autoria propria (2023)

Os efeitos T e t? interferem significativamente nas médias da atividade

antioxidante, e, portanto, foram utilizados no ajuste da equacgao (Equacgao 30).

y = 91,6754 — 0,7594T + 3,3861¢2 (30)

Pela equacéao, gerou-se o grafico dos resultados preditos e a superficie de
resposta. O grafico dos dados do modelo (Figura 31) indicou um ajuste razoavel do
modelo, apresentando um valor de R? de 0,6811. Além disso, o desvio padrdo da
regressao foi de 1,826, o que representa que 95% dos dados estariam dentro de

3,65% da superficie ajustada.



69

Figura 31 - Comparacao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo — DPPH
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Fonte: Autoria propria (2023)

A Figura 32, indica os resultados do DPPH, na qual tem-se o potencial maximo
em duas faixas, alcangado elevadas atividades antioxidantes em toda a faixa de

temperatura em tempos inferiores a 3 h e superiores a 21 h.

Figura 32 - Superficie de resposta para o teste DPPH em relagao a temperatura e tempo. (A)
Grafico 3D e (B) Grafico de contorno
(A) (B)
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Fonte: Autoria propria (2023)

A Tabela 9 mostra que os efeitos que interferem nas médias da atividade
antioxidante ABTS sdo a temperatura linear, a temperatura quadratica, o tempo

quadratico e a interacao entre o tempo e a temperatura para o ABTS.
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Tabela 9 - Tabela ANOVA ABTS

GL sQ MQ F Pr(>F)
T 1 4,796 4,797 4,492 0,0382*

t 1 1,506 1,506 1,410 0,2397
T2 1 21,57 21,57 20,21 3,230 ***
£ 1 4,398 4,398 4,119 0,0469*
T 1 9,016 9,016 8,444 0,0051**

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma de quadrados; MQ = Média de quadrados
Fonte: Autoria prépria (2023)
O diagrama de pareto (Figura 33) foi construido como complemento da tabela
ANOVA, onde é possivel observar que apenas o tempo linear nao exerce influéncia
sobre a atividade antioxidante. Dentre as outras variaveis, a temperatura quadratica &

a que apresentou maior influéncia sobre o sistema.

Figura 33 - Diagrama de pareto ABTS
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Fonte: Autoria propria (2023)

Fez-se o ajuste da equacao utilizando os efeitos que apresentaram influéncia
significativa (Equacgao 31).

y = 96,946 + 0,3166T + 0,8718T2 + 0,3617t2 — 0,6129(T * t) (31)
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O grafico dos desvios (Figura 34) gerado a partir da equagao ajustada, indicou
um valor de R? de 0,3776. Porém, o desvio padrao da regresséo foi de 1,037, o que

representa que 95% dos dados estariam dentro de 2,07% da superficie ajustada.

Figura 34 - Comparacgao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo — ABTS
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Fonte: Autoria propria (2023)

A Figura 35 que relaciona os tempos e temperaturas para o ensaio do ABTS.
Obteve-se o potencial maximo em duas regides, a primeira indica elevadas atividades
antioxidantes para os tempos inferiores a 7 h e temperaturas superiores a 60°C, ja a
segunda regido para tempos maiores que 21 h e temperaturas menores que 27°C. Os

resultados possuem baixa variabilidade, com atividades antioxidantes entre 95 e 99%.
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Figura 35 - Superficie de resposta para o teste ABTS em relagao a temperatura e tempo. (A)
Grafico 3D e (B) Grafico de contorno
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A Tabela 10 indica os resultados que interferem nas médias da atividade
antioxidante pela Habilidade quelante de Fe (ll), sendo elas a temperatura linear, o

tempo linear e o tempo quadratico.

Tabela 10 - Tabela ANOVA Habilidade quelante de Fe (ll)

GL sQ MQ F Pr(>F)

T 1 80,50 80,50 9,592 0,0030**

t 1 107,5 107,5 12,807 0,0007***
T2 1 8,200 8,200 0,985 0,3249

2 1 69,20 69,20 8,249 0,0056**
T 1 14,26 14,26 1,699 0,1975

GL = Grau de Liberdade; SQ = Soma de quadrados; MQ = Média de quadrados
Fonte: Autoria propria (2023)
Para melhor interpretacdo dos resultados, o diagrama de Pareto foi utilizado
(Figura 36) para comprovar os resultados obtidos pela tabela ANOVA. O diagrama
também mostrou que as variaveis de temperatura linear, tempo linear e tempo

quadratico possuem influéncia sobre o sistema.
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Figura 36 - Diagrama de pareto HQ
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\

*

Considerando os efeitos que apresentaram valor de p inferior a 0,05, ajustou-
se a equacgao (Equacéao 32) para elaboragcao do grafico de comparacgao e superficie

de resposta.

y = 85,950 + 1,297T + 1,499¢ + 1,452t> (32)

Por meio do grafico da Figura 37, observa-se que o modelo se ajustou
razoavelmente aos dados, com valor de R? foi de 0,5577. Contudo, vale ressaltar que
o desvio padréo da regresséao foi de 2,891, o que representa que 95% dos dados

estariam dentro de 5,78% da superficie ajustada.
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Figura 37 - Comparacao entre os dados experimentais e os preditos pelo modelo — HQ
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Fonte: Autoria propria (2023)

Para a Habilidade quelante de Fe (ll), os gréaficos (Figura 38) apresentaram
potencial maximo nas regides em que tem-se tempos acima de 19 h e em

temperaturas acima de 30°C.

Figura 38 - Superficie de resposta para o teste Habilidade quelante de Fe (ll) em relagao a
temperatura e tempo. (A) Grafico 3D e (B) Grafico de contorno
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir das analises nota-se que na maior parte dos casos estudados,
observa-se a baixa interferéncia dos tratamentos nas médias das atividades
antioxidantes, conforme apresentado pelos dados da tabela ANOVA refletindo na

baixa efetividade do ajuste dos modelos observada pelos valores de R2. Portanto, os
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resultados indicam a limitada confiabilidade dos modelos em descrever a variagao da
atividade antioxidante em fung&o dos tratamentos.

Por outro lado, os modelos ajustados apresentaram alta eficacia, pois os
desvios padrao das regressdes foram bem proximos a zero. Assim, ha indicios de que
as atividades antioxidantes dos extratos foram pouco alteradas pelo tempo e
temperatura de extragdo, sendo assim foi considerada uma alternativa em se utilizar
o teste Tukey para determinar entre as condigdes de extracdo aquela cujas amostras

apresentaram maior atividade antioxidante.

6.3 Determinacgao das condi¢coes de extracao e método de extragao

Devido a baixa variabilidade dos dados, avaliou-se as atividades antioxidantes
pelo teste Tukey e determinou-se as condigdes analisando os resultados dos trés
testes. As atividades antioxidantes dos extratos obtidos através da extragido assistida
por ultrassom, variando tempo e temperatura, conforme o planejamento experimental

e utilizando o solvente etanol: agua 60: 40 estao representados na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e Habilidade
quelante de Fe (ll) para os extratos obtidos através da extragao assistida por ultrassom

Extrato Tempo (min) Temperatura (°C) DPPH (%) ABTS (%) HQ (%)
1 15,00 30,0 94,98+0,84° 96,14+0,59° 87,88+1,18b¢
2 55,00 30,0 94,46+0,42° 97,4340,343bc 88,69+0,78°
3 15,00 60,0 94,63+0,35° 99,02+0,562 83,89+0,48¢
4 55,00 60,0 96,11+0,412 97,04+0,55b° 89,40+1,05°
5 6,71 45,0 94,84+0,20° 98,03+0,45% 95,16+1,292
6 35,00 45,0 94,63+1,30° 97,42+0,532b¢ 80,73+2,61¢
7 63,28 45,0 95,16+0,53% 97,00+2,63b¢ 87,70+1,37b¢
8 35,00 24,0 94,76+0,23° 97,52+0,543b¢ 80,98+1,56¢
9 35,00 66,2 95,02+0,21° 97,80+1,573b¢ 85,93+0,77¢d

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=6). Letras iguais na mesma coluna
indicam que nao ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. HQ: Habilidade
quelante de Fe (ll)

Fonte: Autoria propria (2023)

Para o ultrassom (Tabela 11), a atividade antioxidante pelo método DPPH
variou entre 94,46+0,42% (30°C por 55 min) e 96,11+0,41% (60°C por 55 min). Para
o ABTS, grande parte dos resultados ndao apresentaram diferenca significativa, nas
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condigdes de 30°C por 55 min, 45°C por 6,71 min, 45°C por 35 min, 24°C por 35 min
e 66,2°C por 35 min chegando a um percentual de 99,02+0,56% para 60°C por 15
min. A maior atividade antioxidante pelo método de Habilidade quelante de Fe (ll) foi
obtido para 45°C por 6,71 min, enquanto a menor foi para 24°C por 35 min. Os
resultados mostraram que em todos os casos foram obtidos extratos com alta
capacidade antioxidante, porém comparando os resultados de cada método € possivel
verificar que o extrato 5 (45°C por 6,71 min) apresentou destaque entre os trés testes.
Dessa forma, percebe-se que apesar de altos tempos e temperaturas possuirem
eficiéncia de extracao, foi possivel obter resultados satisfatérios com temperatura
intermediaria em baixo tempo.

Os resultados da determinacdo da atividade antioxidante pelos métodos
DPPH, ABTS e Habilidade quelante de Fe Il dos extratos obtidos através da extragao
com agitagdo, utilizando shaker, variando tempo e temperatura, conforme o
planejamento experimental e utilizando o solvente etanol: agua 60: 40, estdo

representados na Tabela 12.

Tabela 12 - Resultados atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e Habilidade
quelante de Fe (ll) para os extratos obtidos com agitagdo em Shaker

Extrato Tempo (h) Temperatura (°C) DPPH (%) ABTS (%) HQ (%)
1 4,00 30,0 94,69 £ 0,20° 96,75 + 0,60¢ 84,13 £ 2,194
2 20,00 30,0 95,59 £ 0,15° 98,30 + 1,273 84,39 + 2,07¢
3 4,00 60,0 94,47 £ 0,22° 99,14 + 0,512 86,59 + 1,89
4 20,00 60,0 95,11+ 0,28 98,23 £ 0,362 89,94 + 1,64
5 0,68 45,0 98,36 + 1,042 97,46 £ 0,174 87,02 + 1,02°¢
6 12,00 45,0 90,48 +2,24° 96,94 £ 1,52¢¢ 85,26 + 0,72
7 23,32 45,0 98,65+ 0,222 98,01 £ 0,913 9294 + (0,722
8 12,00 24,0 95,46 +0,18> 98,68 £0,88%* 86,19 £ 1,79
9 12,00 66,2 91,66 +2,42¢ 98,83 +0,47%> 87,84 £ 1,10

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=6). Letras iguais na mesma coluna
indicam que nao ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. HQ: Habilidade
quelante de Fe (ll)

Fonte: Autoria propria (2023)

Os resultados obtidos pelo método de extracdo com agitagdo em incubadora
Shakertambém demonstram um alto potencial antioxidante. O método DPPH mostrou
alta atividade antioxidante para os ensaios 5 (98,36+1,04%) e 7 (98,6510,22%),
enquanto os ensaios 6 (90,4812,24%) e 9 (91,66+2,42%) apresentaram resultados

com menores niveis desta atividade. A atividade antioxidante para o método ABTS
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variou entre 99,14+0,51% (60°C por 4 h) e 96,75+0,60% (30°C por 4 h). Para a
Habilidade quelante de Fe (Il) o ensaio 7 (45°C por 23,3 h) se destacou com
92,94+0,72% de atividade antioxidante. Comparando os resultados obtidos pelos trés
métodos, € possivel observar que para a extragdo em Shaker o ensaio que
proporcionou melhores respostas foi o 7 (45°C por 23,3 h) com percentuais de
98,65+0,22% para o DPPH, 98,01+0,91% para o ABTS e 92,9410,72% para a
Habilidade quelante de Fe (ll).

Os resultados apresentados indicaram elevadas atividades antioxidantes para
os dois métodos de extragcdo. Autores constataram que a extracdo com agitacao
quando comparada com a extracao assistida por ultrassom nao apresentou diferenca
significativa em suas atividades antioxidantes (MUNEKATA et al., 2020; ZANNOU et
al., 2022).

Ambos os métodos apresentaram resultados 6timos para a temperatura de
extracédo de 45°C. Autores comprovaram a influéncia da temperatura de extragao em
relagao a qualidade do extrato e notaram que baixas temperaturas sao ineficientes na
extracdo de compostos bioativos, pois 0 aumento da temperatura esta relacionado a
solubilidade dos compostos, causando o aumento dos processos difusivos e a maior
transferéncia de massa do sistema. Porém, temperaturas muito elevadas provocam a
degradagdo dos compostos. Dessa forma, temperaturas intermediarias sao ideais
para o processo de extragao (HE; DU; XU, 2018; PATIL et al., 2021; ZHENG et al.,
2022).

Ali et al. (2019) constataram a decomposicédo de flavonoides no extrato de
gojiberry ao comparar a extragdo por ultrassom e com agitagdo e perceberam a
ineficiéncia do método convencional. Os autores observaram que a exposi¢cao dos
compostos a altas temperaturas por longos periodos, no método convencional,
provocou a degradacédo das estruturas dos compostos, levando a diminuicado da
concentracao de tais compostos.

Embora sejam obtidas elevadas atividades antioxidantes é necessario avaliar
se nao houve degradacado dos compostos. Desse modo, foi realizada a quantificacéo
de compostos fendlicos, flavonoides, antocianinas e carotenoides presentes nos
extratos da melhor condi¢do, 45°C por 6,71 min para o ultrassom e 45°C por 23,3 h
para o Shaker (Tabela 13).
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Tabela 13 - Resultados de atividade antioxidante e compostos fenélicos, flavonoides,
antocianinas e carotenoides para os extratos obtidos por ultrassom e Shaker

Ultrassom (45°C; 6,71 min) Shaker (45°C; 23,3 h)

DPPH (%) 94,84+0,20230 98,6510,222
ABTS (%) 98,03+0,45¢2b 98,01+0,912
HQ (%) 95,16+1,292 92,94+0,72b
Fendlicos Totais

503,96+3,242 443,99+4,67°
(mg EAG 100 g' de amostra)
Flavonoides

314,6414 422 299,34+1,89b
(mg EQ 100 g-' de amostra)
Antocianinas 8,400,102 10,15+0,012
(mg 100 g' de extrato)
Carotenoid

aroenoides 1,940,052 1,7240,03b

(mg B-caroteno 100 g-' de extrato)

Resultados expressos como média * desvio padrédo (n=6). Letras iguais na mesma linha
indicam que nao ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey. HQ: Habilidade
quelante de Fe (ll)

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados de quantificagdo dos compostos bioativos comprovam a maior
eficiéncia da extragao assistida por ultrassom se comparada a extragao com agitacéao
em Shaker, com valores superiores para fendlicos totais, flavonoides e carotenoides
indicando resultados de 503,9586 mg EAG 100 g-' de amostra, 314,6407 mg EQ 100
g’ de amostra e 1,9448 mg B-caroteno 100 g-! de extrato, respectivamente. Deng et
al. (2017) obtiveram resultados semelhantes para a quantificagdo dos compostos
fendlicos. Os resultados do estudo mostraram maior eficiéncia pela extragcao assistida
por ultrassom, demonstrando que o ultrassom ndo apresentou degradagdo dos
compostos. Além disso, a cavitacdo acustica causada pelo ultrassom ocorre pela
geracao de ondas sonoras que provocam o rompimento da superficie da amostra
refletindo em um aumento da taxa de extragao dos compostos fendlicos, flavonoides
e carotenoides (WEN et al., 2019).

Também observa-se o efeito do tempo de extracido sob as concentragdes dos
compostos. Estudos mostraram que a exposi¢cao dos compostos a temperatura por
longos periodos geram a degradacgéao de fendlicos (HU et al., 2022; NA; LIHUI, 2021;
SONG et al., 2020; ZHENG et al., 2022). Portanto, a grande diferenga nos tempos de
extragdo entre os métodos, mostrados neste estudos, € um fator significativo nos
resultados apresentados. Para obtengao de altas atividades antioxidantes, o método
convencional requer extragdes por tempos superiores a 20 h. Dessa forma, os
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compostos extraidos pelo Shaker sao expostos a temperatura por muito mais tempo
que os extraidos pelo ultrassom, apresentando assim, diferenga significativa entre
eles.

Fatores como condigcdes, métodos de extracao, armazenamento, local e forma
de cultivo influenciam diretamente nos resultados. Entretanto, autores confirmam os
altos indices de compostos bioativos presentes na fruta, bem como sua elevada
atividade antioxidante (ALl et al., 2019; BENCHENNOUF et al., 2017; GULCIN, 2020;
ILIC et al., 2020; NA; LIHUI, 2021; PEDRO et al., 2022; ZHENG et al., 2022).

Pedro et al. (2022) avaliaram as concentragdes de compostos fendlicos para
o extrato de gojiberry, indicando altos indices desses compostos e os resultados n&o
indicaram diferenga significativa entre o Shaker e o ultrassom. Ili¢ et al. (2020)
compararam as concentragdes de compostos fendlicos entre trés espécies de
gojiberry e observaram resultados variando 162,4 e 295,7 mg GAE 100 g™".

Portanto, considerando os resultados apresentados em relagdo a
quantificacdo dos compostos para os diferentes métodos, o extrato produzido por
ultrassom nas condicbes de 45°C por 6,71 min, além de apresentar elevadas
atividades antioxidantes indicou maiores concentragdes de compostos, se destacando
em relagao ao extrato produzido pelo Shaker. Além disso, do ponto de vista industrial,
menores tempos estdo relacionados a maior produtividade, aumentando

consequentemente a lucratividade.

6.4 Cinética de extragao pelo método de Fendlicos Totais

Os resultados graficos obtidos pelos modelos cinéticos a partir das
concentracdes de fendlicos totais ao longo do tempo para o ultrassom e Shaker, na
45°C, condicao otima de extragao, estao expressos nas Figura 39 e 40. As Tabelas
14 e 15 indicam os coeficientes e os parametros estatisticos obtidas para cada

modelo.



Tabela 14 - Coeficientes dos modelos cinéticos de extragao
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Ultrassom

Modelo Yo Y1 B C4 C2 n
Difusao parabodlica 0,0012 0,0005 - - - -
Lei de poténcia - - 7,8125e* - * 0,500
Hiperbodlico - - - 0,0012 0,2762 -

Modelo Ce¥ Ced Cs Kw kd ki1
clj’fdeeurgo segunda ) ) ) ) ) 94.3748
So e Mc Donald’s 2,2257e7  1,8555e7 - 0,3050 0,1223 -
Primeira Ordem - - - - - 0,1949
Segunda Ordem - - - - - 9,435e°

Shaker

Modelo Yo Y1 B C1 C2 n
Difusdo parabdlica 0,6985e2 0,0047e - - - -
Lei de poténcia - - - -
Hiperbdlico - - - 0,0330 39,1285 -

Modelo Ce" Ced Cs Kw ka ki1
Efdeeurgo segunda ) ) ) ) ) 3,2044¢*
So e Mc Donald’s 8,4147e8  3,4795e1° - 1,2418 0,0049 -
Primeira Ordem - - - - - 1,0225
Segunda Ordem - - - - - 3,2044¢e?

Fonte: Autoria propria (2023)



Tabela 15 - Analise estatistica dos modelos cinéticos de extragao
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Ultrassom

Modelo X2 MSE RMSE NRMSE EF
Difusdo parabdlica 5,6468e7 4,3920e”7 6,6272e* 0,1624 0,7273
Lei de poténcia 9,9339%e” 8,8301e” 9,3969e+# 0,2303 0,4517
Hiperbdlico 3,9097e8 3,0409e8 1,7438e* 0,0427 0,9811
Pseudo Segunda Ordem 7,9275e8 6,1659¢e8 2,4831e* 0,0608 0,9617
So e Mc Donald’s 3,1018e1®  2,4125¢"6 1,5532¢8 0,0381 0,9850
Primeira Ordem 3,0714e8 2,7302e8 1,6523e 0,0405 0,9830
Segunda Ordem 6,9366e16 6,1659¢e16 2,4831e8 0,0608 0,9617

Shaker

Modelo X2 MSE RMSE NRMSE EF
Difus&o parabdlica 8,0751e8 6,2807e8 2,5061e* 0,2966 0,1046
Lei de poténcia 3,8709¢e7 3,4408e7 5,8658e 0,6942 -3,9051
Hiperbdlico 6,9977e'? 544263 7,3774e7 8,7312e* 0,9999
Pseudo Segunda Ordem 1,9580e 12 1,5229¢12 1,2341e 0,0015 0,9999
So e Mc Donald’s 8,8648e22  6,8949e22 2,6258e " 3,1077¢e* 0,9999
Primeira Ordem 4,0353e 2 3,5869e"2 1,8939¢¢ 0,0022 0,9999
Segunda Ordem 1,7133e20 1,5229e20 1,2340e10 0,0015 0,9999

Fonte: Autoria prépria (2023)



Figura 39 - Ajustes matematicos dos modelos cinéticos de extragao para o Ultrassom. (A)
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Modelo Difusao parabélica; (B) Modelo Lei de poténcia; (C) Modelo Hiperbélico; (D) Modelo

Primeira Ordem; (E) Modelo Pseudo Segunda Ordem; (F) Modelo So and MacDonald; (G)
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Figura 40 - Ajustes matematicos para os modelos cinéticos da extragao para o Shaker. (A)
Modelo Difusado parabélica; (B) Modelo Lei de poténcia; (C) Modelo Hiperbélico; (D) Modelo
Primeira Ordem; (E) Modelo Pseudo Segunda Ordem; (F) Modelo So and MacDonald; (G)
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A partir dos resultados, observa-se que a extracao utilizando Shaker extrai os
compostos bioativos presentes na superficie do material em contato com o solvente,
uma vez que o equilibrio é atingido rapidamente. Por outro lado, o ultrassom alcangou
o equilibrio apds os primeiros 15 min de extragao. Entretanto, apesar de apresentar
um tempo superior ao Shaker, mostrou rendimentos superiores. Esse comportamento,
demonstra a interferéncia dos efeitos difusivos, indicando que além dos compostos
presentes na superficie também foram extraidos os compostos do interior do material.

Além disso, a cinética de extragdo apresentada pelos diferentes métodos
comprova os resultados obtidos anteriormente pela otimizacao da extragcdo, em que
as atividades antioxidantes das amostras extraidas pelo Shaker ndo apresentam
diferenga significativa entre os tempos de 0,68 e 23,32 h, apresentando o equilibrio
rapidamente. Para o ultrassom, os resultados também n&o indicam diferenca
significativa entre os tempos de 6,71 e 15,00 min. Entretanto, a cinética de extracao
avalia-se apenas a concentracao dos compostos fendlicos, enquanto que a atividade
antioxidante engloba um conjunto de compostos presentes nos extratos, refletindo no
equilibrio apds os 15,00 min para o ultrassom.

Em relagdo aos modelos aplicados, para ambos os métodos, Ultrassom e
Shaker, os modelos So e MacDonald’s e Segunda Ordem apresentaram os melhores
ajustes e os modelos de Difusdo parabodlica e da Lei de poténcia foram os que
indicaram os piores ajustes de acordo os dados cinéticos de extracdo e os parametros
estatisticos avaliados.

O modelo So e MacDonald's analisa os processos de lavagem (kw) e a difusao
(ka) que ocorrem durante a extragdo. Quando kw apresenta valores maiores que Ka,
tem-se o processo de lavagem mais rapido que o processo de difusdo e o inverso
representa que o processo de difusdao € mais rapido (ARANHA et al.,, 2021;
NATOLINO; PORTO, 2020). Além disso, os resultados observados pelos modelos
ajustados comprovam que a difusdo foi maior para os modelos ajustados com os
dados da extracao por ultrassom, com valores de 0,1223, quando comparado ao valor
apresentado pelo Shaker de 0,0049.

Para o modelo de segunda ordem, a extragcdo ocorre em dois processos
simultaneos. A principio, a taxa de extracao é rapida e permanece constante a medida

que o equilibrio esta sendo alcancado. Esse modelo, € amplamente utilizado para
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extragdes de liquido sdlido, e, portanto, se adequa aos dados cinéticos apresentados
(ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2018; GALGANO et al., 2021).

6.5 Caracterizagcao do extrato

A caracterizagao do extrato, obtido a partir da melhor condicdo e método, foi

realizada por FTIR e analises térmicas.

6.5.1 FTIR

O espectro FTIR mostrado na Figura 41, indica os grupos funcionais que
apresentam vibragbes para os comprimentos de onda entre 4000 e 700 cm-'. As

bandas formadas representam os compostos presentes no extrato de gojiberry.

Figura 41 - Espectrometro FTIR do extrato seco de gojiberry
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A banda em 3351 cm™ corresponde ao grupo hidroxila (O-H), presente em
alcoois e fendis (ELLERBROCK; GERKE, 2021; MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN,
2008; ZHANG et al., 2018b). Em 2937 cm' observa-se vibragdes de estiramento C-
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H, caracteristico de compostos organicos (AGATONOVIC-KUSTRIN, 2013;
ELLERBROCK; GERKE, 2021; LIU et al., 2021; ZHANG et al., 2022). Para 1627 cm"'’
tem-se outra banda, apontando a presenga de agua associada a polissacarideos
(ABUDUWAILI et al., 2022; ZHANG et al., 2018a). O comprimento de onda 1423 cm-
" sugere a existéncia de CH2 (HSU et al., 2017; MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN,
2008; STEHFEST; TOEPEL; WILHELM, 2005). A banda de menor transmitancia esta
associada as vibragbes C-O-C, grupo caracteristico de agucares, indicando a
presenca de polissacarideos glicolisados (ELLERBROCK; GERKE, 2021; LIU et al.,
2021; ZHANG et al., 2018b).

Dessa forma, a partir dos grupos funcionais identificados no espectro de FTIR
os resultados indicam a existéncia de como polissacarideos, carotenoides e
compostos fendlicos (GAO et al., 2017; LIU et al., 2021; PIRES et al., 2018; QIAN et
al., 2017; ZHANG et al., 2022).

6.5.2 Analises Térmicas - TGA/DTA e DSC

A Figura 42 apresentada abaixo mostra as propriedades térmicas do extrato
do gojiberry a partir do TGA/DTA. O teste foi realizado para temperaturas entre 20 e

800°C, indicando a degradacgao do extrato com o aumento da temperatura.
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Figura 42 - Curvas TGA/DTA do extrato seco
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Fonte: Autoria prépria (2023)

A figura mostra a presencga de dois picos de temperatura, em que a primeira
faixa representa a perda de massa relacionada a desidratacdo do extrato e
volatilizagdo de solvente orgéanico utilizado na extracdo dos compostos bioativos,
ocorrendo entre 115 e 140°C e reduzindo em aproximadamente 10,75%. A segunda
faixa entre 180 e 210°C, representa a degradacdo da matéria organica presente no
extrato, com perda de 19,58%.

Pedro et al. (2022) encontrou resultados semelhantes para o extrato de
gojiberry, com perdas de massa nas faixas entre 30-174°C e 174 e 395°C. Os autores
atribuiram as perdas de massa da primeira faixa aos solventes utilizados e na segunda
faixa de degradacdo a decomposicdo dos antioxidantes presentes no extrato. As
diferencgas entre os resultados estido diretamente relacionadas ao método de extragao
e as condicdes de extracao utilizadas.

A Figura 43 representa a curva obtida pelo DSC para o extrato de gojiberry
indicando o comportamento endotérmico da amostra, com pico entre 100 e 150°C,

indicando a perda de agua por desidratagao da amostra.
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Figura 43 — Curva de DSC do extrato de gojiberry seco
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Autores constaram comportamento semelhante para o extrato de gojiberry,
com picos endotérmicos entre 120 e 164°C. O estudo relaciona a variagao de entalpia
com as ligacbes de hidrogénio presentes nos compostos que constituem o extrato
(ZHANG et al., 2022). Dessa forma, de acordo com os grupos identificados pelo FTIR,
as ligagdes de hidrogénio e ligagcdes covalentes presentes nos compostos necessitam
de energias para serem rompidas, resultando em AH positivos e refletindo no
comportamento endotérmico da amostra (OLADELE; DUODU; EMMAMBUX, 2020;
ZHANG et al., 2022).

6.6 Encapsulacao do extrato em lipossomas

O extrato foi encapsulado para melhorar a estabilidade dos compostos,
evitando sua degradagéo, bem como melhorar a internalizagao do extrato nas células.
Dessa forma, avaliou-se as caracteristicas dos nanoagregados produzidos a partir de
diferentes fosfolipidios (Phospholipon 80H e E PC S) e a influéncia dos métodos de

producao na qualidade do sistema e no aumento da produtividade.
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6.6.1 Caracterizagao dos lipossomas produzidos pelo método de injecdo de etanol a
partir de diferentes lipidios

Os lipossomas produzidos por injecao de etanol a partir dos lipidios
Phospholipon 80H e E PC S foram caracterizadas quanto ao seu diametro médio
hidrodinamico, indice de polidispersidade (PDI), potencial zeta, eficiéncia de

encapsulacao (EE) e capacidade de carregamento (CC) (Tabela 16).

Tabela 16 - Caracterizacido dos lipossomas produzidos pelo método de injegao de etanol para
as diferentes proporgoes de extrato (m/m)

Phospholipon 80H

0% 5% 10% 20%
Ei?rrgc?itr:(;r;nisgk()nm) 83,5+2,5° 80,9+1,42 82,1+5,62 82,4+0,6°
PDI (%) 26,3+0,22 25,8+0,9° 24,3+0,3° 22,140,3¢
Potencial Zeta (mV) -41,30£2,03 -35,17+2,83 -31,97+3,40 -33.772,40
EE (%) - 24,06+4,58° 21,08+3,10° 26,26+0,41°
CC (%) - 0,0608:0,0116°  0,1094+0,0154°  0,2516+0,00392

EPCS

0% 5% 10% 20%
Eg{;‘g};‘;gigiz’nm) 130,245,80 129,4+4,22 129,0+4,07 129,84,12
PDI (%) 17.3+1,12 17,542,72 18,8+0,52 19,0+1,6°
Potencial Zeta (mV) -4,11+0,81 -2,54+0,49 -4,46+0,93 -1,70+0,20
EE (%) - 52,55+6,79° 46,421,400 36,32+2,60°
CC (%) - 0,1083£0,0140°  0,1868+0,0056° 0,3025+0,0217°

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=3). Letras iguais na mesma linha
indicam que néao ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autoria prépria (2023)

A partir dos resultados apresentados na Tabela 16, observa-se que os
lipossomas formados para o Phospholipon 80H, apresentaram pequenos tamanhos
sem diferenca significativa entre eles, com didametros entre 80,9 e 83,5 nm. O tamanho
da particula € uma caracteristica importante e esta relacionada a aplicagao final do
sistema. Estudos demonstram que sistemas com tamanhos entre 20 e 200 nm
apresentam alta permeabilidade em células tumorais (HAN et al., 2019; YETISGIN et
al., 2020).

Em relagao ao PDI, os lipossomas apresentaram valores entre 22,1 e 26,3%,
diminuindo a polidispersidade de acordo com o aumento da proporcdo de extrato,

indicando maior homogeneidade para maiores proporgdes. O potencial zeta para o
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lipidio indicou a estabilidade da particula que apresentou carga negativa superior a 30
mV em todos os casos (KUMAR; DIXIT, 2017; MODENA et al., 2019; PEIXOTO et al.,
2022). Pesquisas mostram que potenciais inferiores a -10 mV e superiores a 10 mV
melhoram a entrega e absorgéao celular (KUMAR; DIXIT, 2017; YETISGIN et al., 2020).
Esses resultados estdo relacionados a geometria molecular da fosfatidilcolina. No
caso do lipidio hidrogenado, a ligacdo insaturada € rompida, alterando assim a
estrutura e estabilidade do lipidio (SAINAGA JYOTHI et al., 2022; SONG et al., 2022).

Apesar dos resultados obtidos em relagdo ao tamanho e estabilidade, os
lipossomas produzidos com fosfatidilcolina de soja apresentaram baixas eficiéncias
de encapsulagéo, sem diferencga significativa para as trés propor¢des de extrato, com
maior capacidade de carregamento para o lipossoma carregada com 20% de extrato.
Isso ocorre devido ao aumento de ligagdes saturados gerados pela quebra da dupla
ligacao na estrutura do fosfolipidio, aumentando a interacédo entre as cadeias acila e
consequentemente melhorando o empacotamento das caudas (SONG et al., 2022).
Dessa forma, lipossomas produzidos a partir de fosfolipidios hidrogenados
apresentam tamanhos menores e consequentemente apresenta limitagao de espagos
para incorporagao dos compostos, diminuindo assim a eficiéncia de encapsulagcéo do
sistema.

O lipidio E PC S também apresentou baixos didametros sem diferenca
significativa entre eles, variando entre 129,0 e 130,2 nm, possibilitando a aplicagdo do
sistema em células tumorais. Além disso, apresentou baixos indices de
polidispersidade com valores inferiores a 19,0% e n&o apresentou diferencga
significativa para as diferentes proporgdes de extrato. Pavaloiu et al. (2021) também
encontraram resultados semelhantes, com didmetro de 141,6 nm e PDI de 18,7%.

O potencial zeta dos lipossomas foram proximos do zero, indicando baixa
estabilidade. Entretanto, obteve-se altas eficiéncias de encapsulagéo, com eficiéncia
maxima para o lipossoma carregado com 5% de extrato (52,55%), apresentando
valores duas vezes maiores de eficiéncia em relacdo aos resultados obtidos para o
lipidio hidrolisado. As diferengas apresentadas pelos sistemas estdo diretamente
relacionadas a saturagao do lipidio. O lipidio E PC S possui insaturagdes que tornam
as caudas hidrofobicas assimétricas, resultando em espacos entre os lipidios e
aumentando a capacidade de incorporagdo de compostos hidrofébicos (SAINAGA
JYOTHI et al., 2022; SONG et al., 2022).
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Para ambos os casos, observa-se um aumento da capacidade de
carregamento com o aumento a proporgao de extrato. Porém, mesmo com maior
quantidade de extrato encapsulado, tem-se um aumento da quantidade de extrato livre
para as proporgcdes mais altas. Gomez-Mascaraque et al. (2017) realizaram a
encapsulagado de curcumina em lipossomas. Os autores observaram que o aumento
da capacidade de carregamento resultou na diminui¢cdo da eficiéncia de encapsulagao
e relacionaram essa diminui¢cdo a formacgao e precipitagao de cristais com 0 aumento
da concentragcao do composto.

Portanto, considerando os resultados expostos a fosfatidilcolina do ovo
indicou nanoagregados com pequenos didmetros e maior eficiéncia de encapsulagao
para o lipossoma contendo 5% de extrato quando comparado as outras proporgdes
utilizadas. Além disso, outro fator que afeta as caracteristicas do lipossoma formado
€ a temperatura de transicao de fases. A temperatura de transicao de fases é
inversamente proporcional insaturacao, de forma que o lipidio hidrogenado apresenta
valores superiores ao lipidio insaturado (SAINAGA JYOTHI et al., 2022; SONG et al.,
2022; TAl etal., 2020). Devido a essa temperatura, a producao do lipossoma utilizando
microfluidica apresentou-se inviavel para o Phospholipon 80H, ndo sendo possivel
garantir o controle da temperatura em todos os pontos do processo. Dessa forma, o

fosfolipidio E PC S sera utilizado para produ¢cao em microfluidica.

6.6.2 Caracterizagao dos lipossomas produzidos por microfluidica

As caracteristicas dos lipossomas sao afetadas por fatores como método e
condigbes de producdo (BALBINO et al.,, 2013; FIRMINO et al., 2021; GOMEZ-
MASCARAQUE et al., 2017; ISMAIL et al., 2020; SEDIGHI et al., 2019). Dessa forma,
buscando avaliar a influéncia do método, da vazao total e da razdo entre as vazdes
nas caracteristicas do lipossoma, foram produzidas a partir do fosfolipidio E PC S com
5% de extrato, por microfluidica operando com o dispositivo T longo (Figura 44) onde

foram avaliadas duas FRR, 5 e 10, mantendo a TFR constante (200 uL min').



92

Figura 44 — Representacao dispositivo T longo

Fonte: Autoria propria (2023)

Os lipossomas foram caracterizados em relacdo ao seu diametro médio
hidrodindmico, indice de polidispersidade (PDI), potencial zeta, eficiéncia de
encapsulacdao (EE) e capacidade de carregamento (CC) e os resultados foram

expressos na Tabela 17.

Tabela 17 - Caracterizagao dos lipossomas por microfluidica produzidas no T longo

FRR 5 FRR 10
Branco Extrato Branco Extrato

Diametro médio

141,8+0,9° 147,7+0,72 129,940,7¢ 129,6+1,9¢
hidrodinamico (nm)
PDI (%) 9,8+0,62 6,9+0,92 11,1+0,22 10,4+0,32
Potencial Zeta (mV) -1,48+0,37 -3,89+0,53 -0,41+0,14 -1,83+0,45
EE (%) - 28,39+0,76° - 36,22+3,922
CC (%) - 0,7014+0,01882 - 0,8461+0,09152

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=3). Letras iguais na mesma linha
indicam que néao ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autoria prépria (2023)
Os resultados indicados na Tabela 17, mostram diferenca significativa em
relagdo ao didmetro dos nanoagregados em que para a FRR 10 obteve menor
tamanho, 129,6 nm. O aumento da FRR esta relacionado a diminuicdo da corrente

alcodlica, essa redugao favorece os processos difusivos, diminuindo a concentracao
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de solvente e aumentando a transferéncia de massa (BALBINO et al., 2013; FIRMINO
et al., 2021; SEDIGHI et al., 2019).

A Figura 45 exibe os fluxos respectivos para cada FRR (5 e 10). AFRR 5
possui vazao aquosa menor que a FRR 10, e, portanto, 0 aumento da FRR reflete no

estreitamento da corrente alcodlica e diminuicdo do tamanho do nanoagregado.

Figura 45 - Fluxos FRR 5 (A) e 10 (B)

(A) (B)

Fonte: Autoria propria (2023)

Além disso, o sistema apresentou baixa polidispersidade, com valores
inferiores a 12%, indicando alta homogeneidade do sistema (KUMAR; DIXIT, 2017;
MODENA et al., 2019; PEIXOTO et al., 2022). O potencial zeta apresentado em todos
0s casos se aproxima de zero, sugerindo a baixa estabilidade do lipossoma. Os
resultados se assemelham aos obtidos por Roces et al. (2020), que avaliaram trés
FRR (1, 3 e 5) para diferentes lipidios e constataram a diminuigdo do diametro com o
aumento da FRR em todos os casos. Também, observaram melhora na
polidispersidade do sistema. A quantidade de agua presente esta diretamente ligada
a formagéao do lipossoma. Quanto maior a vazdo aquosa, mais rapida a agregagao do
lipidio e portanto menor o didmetro hidrodindmico e maior a homogeneidade do
sistema (GONZALEZ GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; LIN; MALMSTADT, 2019;
ROCES et al., 2020).

Ademais, os dados apontam a diferenca entre as eficiéncias de encapsulacgao,
em que a FRR 10, apresentou valores superiores a FRR 5, sem diferenca significativa
para a capacidade de carregamento. Segundo Lin e Malmstadt (2019), o aumento da

FRR colaborou para a diminuicdo do tamanho da nanoparticula, bem como para o



94

aumento da eficiéncia de carregamento. Os autores relacionaram o aumento da
eficiéncia de encapsulacdo aos processos difusivos e a caracteristica do composto
encapsulado.

No presente estudo, o extrato foi adicionado a fase aquosa, indicando a
presenca de compostos de maior polaridade. Devido as caracteristicas do lipossoma,
bicamada hidrofébica e nucleo hidrofilico, € possivel incorporar maior porgao
hidrofilica (AJEESHKUMAR et al., 2021; CARVALHO et al.,, 2022; GONZALEZ
GOMEZ; HOSSEINIDOUST, 2020; LIN; MALMSTADT, 2019). Esse fator atrelado ao
aumento dos processos difusivos gerados pelo acréscimo da FRR, refletem no
aumento da eficiéncia de encapsulacdo. A capacidade de carregamento né&o
apresentou diferenga significativa entre as vazdes, o resultado é esperado, pois a
concentracdo de compostos e lipidio no sistema foram fixadas no processo para
avaliagao das vazoes.

Dentre os parametros, a polidispersidade apresentou evidente diferenga entre
o0s métodos, com baixos resultados para a producéo por microfluidica, indicando maior
homogeneidade do sistema. Diferente dos métodos convencionais, na microfluidica o
fluxo é controlado e possui comportamento laminar (baixos numeros de Reynolds),
prevalecendo as trocas por processos difusivos. Dessa forma, o processo permite a
obtencao de sistemas menores e mais homogéneos (GKIONIS et al., 2020; GOMEZ-
MASCARAQUE et al., 2017; HECKERT BASTOS et al., 2020; ISMAIL et al., 2020;
SEDIGHI et al., 2019; WANG et al., 2018).

Além disso, o processo por microfluidica € continuo, garantindo maior
reprodutibilidade em relacdo a métodos convencionais de producéo de lipossomas
(CARVALHO et al., 2022; GKIONIS et al., 2020; LIN; MALMSTADT, 2019; WANG et
al., 2018). Portanto, os resultados obtidos comprovam a importancia do controle de

fluxo na distribuicdo dos tamanhos e na distribuicao das particulas.

6.6.3 Caracterizacdo dos lipossomas produzidos por microfluidica — Advecgao
Cadtica

A microfluidica é caracterizada pelo fluxo laminar, limitando a técnica a baixas
vazoes. Modificagcbes nos microcanais promovendo a advecgao caodtica permitem o

aumento das vazdes mantendo o regime laminar. Como forma de aumentar a



95

produtividade do processo, para a FRR 10 avaliou-se diferentes TFR (0,2, 5 e 20 mL

min-') utilizando o dispositivo de advecgao cadtica (Figura 46).

Figura 46 — (A) Dispositivo utilizado de advecgao cadtica (B) Representagao esquematica do

dispositivo com ampliacdo do microcanal

(A)

(B)

7

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados de didametro médio hidrodinamico, indice de polidispersidade
(PDI), potencial zeta, eficiéncia de encapsulagéo (EE) e capacidade de carregamento

(CC) estao expostos na Tabela 18.
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Tabela 18 - Caracterizacio dos lipossomas por microfluidica produzidas por advecgéao caética

TFR 0,2 mL min™ TFR 5 mL min™ TFR 20 mL min"
Branco Extrato Branco Extrato Branco Extrato

Diametro
médio

130,4+3,1¢ 156,942,092 129,5+2,7¢ 136,7+1,2° 91,9+0,6d 87,7+1,94
hidrodindmico
(nm)
PDI (%) 12,6+1,2¢ 14,5+1,7¢ 24,140,520 27,312 22 23,4+0,5 24,7+0,5
Potencial

0,52+0,53 -2,29+0,33 0,10+0,41 -1,90+0,32 0,23+0,17 -7,49+2,86
Zeta (mV)
EE (%) - 40,79+5,70P - 49,02+1,692 - 28,17+8,69¢
CC (%) - 0,9567+0,13362° - 1,149+0,0402 - 0,6816+0,2103P

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=3). Letras iguais na mesma linha
indicam que nédo ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autoria prépria (2023)

A primeira TFR (0,2 mL min-") reproduz as mesmas condigbes anteriores, no
dispositivo de advecgao cadtica. Os resultados indicam aumento em todas as
caracteristicas dos lipossomas em relagao a técnica de produgao convencional. A
advecgao caotica tem como objetivo aumentar os indices de mistura, melhorando a
eficiéncia. Esse processo ocorre pela formagao de vortices transversais, refletindo nas
caracteristicas de tamanho e polidispersidade das particulas (CARVALHO et al., 2022;
HAN et al., 2019).

Além disso, a vazao total se apresentou inversamente proporcional aos
didmetros, reduzindo de 156,9 nm para 87,7 nm em relagédo ao lipossoma carregado.
Os resultados condizem com o encontrado por Roces et al. (2020) que observaram a
relacdo entre a TFR e o diametro das particulas, sendo esses inversamente
proporcionais, para diferentes lipidios.

Segundo Guimarades et al. (2017), ocorre a diminuicdo no tamanho da
particula com a velocidade da mistura. Em vazdes maiores, a mistura é mais rapida,
aumentando a tensao de cisalhamento, e, portando, as particulas formadas sao
menores. De acordo com Firmino et al. (2021), o aumento da produtividade na
producdo de lipossomas acontece devido a combinacdo entre altas vazbes e a
estrutura trangada dos microcanais, promovendo uma mistura mais rapida e reduzindo
o comprimento de difusdo. Para Ismail et al. (2020), os lipossomas sédo formado a

partir da mudanga de polaridade gerada pelo contato entre o solvente e a solugao
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aquosa, o aumento da superficie de contato entre as correntes promove o perfil
cadtico.

A adveccgao caodtica se apresenta como uma alternativa em relacdo aos
meétodos convencionais para solucionar as limitagdes relacionadas a produtividade
(CARVALHO et al., 2022; FIRMINO et al., 2021; ISMAIL et al., 2020). Considerando
os resultados apresentados na Tabela 18, para o aumento da produtividade do
sistema a TFR de 5 mL min-', mostrou resultados satisfatorios, com diametro de 136,7
nm e elevada eficiéncia de encapsulacédo (49,02%), apresentando diferenga
significativa em relacdo as outras vazdes. A capacidade de carregamento foi de
1,15%, maior resultado alcangado em todos os testes.

A Tabela 19 representa os resultados da comparacao entre os trés métodos

para o mesmo lipidio.

Tabela 19 - Resultados caracterizagao dos lipossomas para as melhores condigoes de cada
método de produgao

Injecao de etanol T longo Adveccao caoética

Didametro médio

129,414,242 129,6+1,92 136,7+1,22
hidrodinamico (nm)
PDI (%) 17,5+2,7° 10,4+0,3¢ 27,312,223
Potencial Zeta (mV) -2,54+0,49 -1,83+0,45 -1,90+0,32
EE (%) 52,556,792 36,22+3,92b 49,02+1,692
CC (%) 0,1083+0,0140¢ 0,8461+0,0915° 1,149+0,0402

Resultados expressos como média * desvio padrao (n=3). Letras iguais ha mesma linha
indicam que néao ha diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey
Fonte: Autoria prépria (2023)

A analise estatistica mostrou que nao houve diferenga significativa entre os
métodos, apresentando particulas de mesmo tamanho. Independentemente do
método adotado, as solugdes lipidicas e aquosas foram preparadas de forma a se
obter a mesma concentracao final no lipossoma. Dessa forma, é esperado que os
tamanhos se mantenham constantes. O indice de polidispersidade apresentou
diferenga significativa entre os métodos, com valores inferiores para o processo
realizado com o dispositivo T longo, indicando a influéncia dos processos difusivos em
relacdo a homogeneidade das particulas. Além disso, observa-se que o0 aumento da
vazao total desfavorece a dispersao dos lipossomas, indicando altos PDI. O potencial
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zeta, em todos os casos foi préoximo de zero, indicando potencial neutro, caracteristico
do lipidio utilizado.

A eficiéncia de encapsulagdo, ndo apresentou diferenga significativa entre o
meétodo convencional e a producao utilizando o dispositivo de advecg¢ao cadtica.
Porém nota-se a grande diferenca em relagao a capacidade de carregamento, em que
se observou um aumento consideravel entre os métodos, indicando que quantidade
de extrato encapsulado em relagdo a massa de lipidio adicionada foi maior para o chip
de adveccao caodtica. Portanto, os resultados indicam a necessidade de desenvolver
estudos mais aprofundados para encontrar o melhor sistema fluidodinadmico para a

encapsulacido de compostos bioativos.

6.7 Atividade Antitumoral

Foram avaliadas a atividade antitumoral para o extrato livre relacionado aos
métodos de extracdo Shaker e ultrassom, bem como para os sistemas

nanoagregados.

6.7.1 Avaliagao da atividade antitumoral do extrato livre pelos métodos de extragao
Shaker e Ultrassom

Os resultados do teste de citotoxicidade para a linhagem celular de
hepatocarcinoma humano estao representados na Figura 47. Com relacao ao Shaker,
a concentragdo e 1000 yg mL-" (48 h) e as concentragdes de 100, e 1000 ug mL-1 (72
h) apresentaram viabilidades celulares menores que o controle negativo, indicando a
atividade antitumoral do extrato de gojiberry. Para o ultrassom, a mesma concentragéo
(1000 pug mL™") foi eficiente apds todos os tempos e também mostrou atividade

antitumoral nas concentragdes de 100 ug mL™" (72h) e 300 ug mL™" (24h).
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Figura 47 - Viabilidades celulares para os tempos 24, 48, 72 h com as concentragdes (g mL™")
do extrato de goji berry produzido utilizando (A) Shaker e (B) ultrassom para a linhagem
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Os resultados indicam a influéncia da concentracdo de extrato em relacao a

atividade antitumoral, de forma que se obtenham baixas viabilidades celulares para o

extrato

em maiores concentragbes. Gong et al. (2020) observaram o efeito

antiproliferativo do extrato de gojiberry em diferentes concentragées para células
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tumorais hepaticas. Os autores observaram a dependéncia do crescimento celular
com a concentragdo, em que a concentragdo de 800 ug mL™" indicou viabilidades
celulares entre 85 e 78%. Segundo Xiong et al. (2021) o extrato de gojiberry
apresentou efeitos antiproliferativos dose-dependente para a linhagem de celular
tumorais mamarias. Os autores atribuiram a atividade citotoxica do extrato aos
compostos presentes.

O gojiberry é fonte de polissacarideos, compostos fendlicos, carotenoides,
entre outros compostos bioativos. Esses compostos possuem em sua estrutura
grupos como hidroxila, duplas ligacbes e anéis aromaticos que contribuem para a
deslocalizacdo de elétrons, inibindo os processos oxidativos causados pelas células
tumorais (GONG et al., 2020; JIANG et al., 2021; PAVALOIU et al., 2021; PEDRO et
al., 2018; XIONG et al., 2021). O efeito citotdéxico foi observado no trabalho para
ambos os extratos, inibindo a atividade celular e evitando sua proliferacao de acordo
com a concentracado de extrato presente.

Além disso, nota-se a influéncia do método de extracido na atividade tumoral
do extrato. Para a concentragdo de 1000 ug mL"' o Shaker apresentou valores
viabilidades de 100,24%, 64,20% e 48,99% para os tempos de 24, 48 e 72 h
respectivamente, enquanto para o ultrassom, as viabilidades foram inferiores para os
mesmos tempos de avaliagdo com valores de 71,01%, 37,71% e 39,67%. De acordo
com Hao et al. (2020), o método de extracdo influencia diretamente na atividade
imunomoduladora do extrato de gojiberry. Os autores observaram que os métodos
com maiores concentragdes dos compostos apresentaram atividade fagocitica
superiores.

O método de extracao influencia no rendimento do extrato e a exposi¢ao dos
compostos por longos periodos a temperaturas reflete na degradagcao dos mesmos,
levando a diminuicdo de suas concentragcbes (ALl et al., 2019; HU et al., 2022;
MUNEKATA et al., 2020; NA; LIHUI, 2021; SONG et al., 2020; ZHENG et al., 2022).
O presente estudo evidencia as diferentes concentragdes de compostos fendlicos

presentes nos extratos, indicando indices superiores para o ultrassom.
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6.7.2 Avaliagdo da atividade antitumoral dos sistemas nanoagregados comparados
ao extrato livre

Os estudos preliminares em relagdo a atividade citotdxica indicaram as
viabilidades celulares apresentadas pelas amostras para a linhagem celular de cancer
colorretal e estao representados na Figura 48. Foram utilizados o extrato concentrado
e os extratos encapsulados na proporgao 5% para os diferentes lipidios (Phospholipon
80H e E PC S) produzido pelo método convencional em bulk e por microfluidica para

as condi¢des determinadas (T longo com FRR 10 e Advecgéao cadtica TFR 5 mL min-

1)_

Figura 48 — Viabilidade celulares apresentadas para os lipossomas e extrato livre para a
linhagem célular de cancer colorretal
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O teste foi realizado utilizando a proporg¢ao 1:1 (v/v), dessa forma, néo foi
considerado a eficiéncia de encapsulacdo de cada sistema e a concentracdo de
extrato presente, portanto, a massa de ativo em cada poco foi diferente. Porém, é
possivel realizar a analise do efeito da atividade citotdéxica em relacdo a encapsulacao

do extrato, o lipidio utilizado e o método de produgao dos lipossomas, considerando a

variagcéo de ativo presente.
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Avaliando a encapsulagao, nota-se que nao houve diferenca significativa entre
o extrato encapsulado e o extrato livre, sugerindo a potencialidade dos lipossomas,
que apresentaram baixas viabilidades celulares para menores massas de ativo, uma
vez que o extrato livre estava em maior concentragéo. Os lipossomas sao utilizados
como carregadores de farmacos devido a sua compatibilidade com as células
humanas, melhorando a internalizacdo e absor¢do dos compostos encapsulados
(MAJA; ZELJKO; MATEJA, 2020; MARITIM; BOULAS; LIN, 2021; PAVALOIU et al.,
2021; TRAN et al., 2020). Dessa maneira, obtém-se respostas efetivas para
concentragodes inferiores.

Hong et al. (2020) avaliaram o efeito citotdxico de lipossomas carregados de
catequina e curcumina produzidas por microfluidica em diferentes concentragdes. O
estudo mostra o efeito antiproliferativo dependentes da dose para todos os sistemas
testados. Além disso, os autores constataram o aumento do efeito citotoxico apds a
encapsulacdo dos compostos em relagao as células tumorais de colon e atribuiram
esse aumento a biodisponibilidade dos lipossomas.

Em relacao aos lipossomas produzidos a partir de diferentes lipidios, a analise
nao indicou diferenca significativa entre eles. Porém, devido a eficiéncia de
encapsulacido, a massa de ativo presente no lipossoma formado a partir do lipidio
insaturado foi duas vezes menor que a massa de ativo encapsulado pelo lipidio
hidrolisado, indicando que os lipossomas formados com Phospholipon 80H
apresentam atividade antiproliferativa para menores concentracées de extrato. Os
resultados estao relacionados ao potencial zeta apresentado pelo sistema, pois
indicaram valores menores que -30 mV, facilitando os processos de fagocitose celular,
e, portanto melhorando a entrega de ativos (KUMAR; DIXIT, 2017; YETISGIN et al.,
2020).

Os resultados apresentados pelos lipossomas produzidos a partir do
dispositivo T longo ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo ao controle.
Porém, dentre os sistemas estudados, a caracterizacao realizada para o dispositivo T
longo apresentou baixa eficiéncia de encapsulagao, de forma que a massa de ativo
presente foi inferior aos demais métodos. Além disso, o teste estatistico mostrou que
nao houve diferenga significativa entre o extrato encapsulado a partir do dispositivo T
longo e a encapsulagao em bulk, para o mesmo fosfolipidio, ficando evidente a relagéo

da viabilidade celular com a massa de ativo presente no sistema.
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Hsu et al. (2017) estudaram a atividade antiproliferativa do extrato de gojiberry
encapsulado em nanoemulsdes. Os autores avaliaram a viabilidade celular para
diferentes concentragdes e observaram o aumento da atividade antiproliferativa com
0 acréscimo da concentracao.

Considerando os diferentes métodos de produgao para o mesmo lipidio, nota-
se que nao houve diferenga significativa entre eles para massa de ativo semelhantes
(método convencional e advecgdo cadtica). Dessa forma, percebe-se a necessidade
de investigar a acao citotdéxica dos diferentes sistemas com maior especificidade,
considerando as eficiéncias de encapsulagao e particularidades de cada técnica. De
todo modo, notou-se a importancia da encapsulagdo na entrega de compostos,

obtendo baixas viabilidades celulares para menores concentragdes de ativo.



104

7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos, observa-se que a extragdo com proporgao
de solvente de etanol: agua 60:40 apresentou as maiores atividades antioxidantes
para os testes ABTS, DPPH e Habilidade quelante de Fe (ll) com valores de 97,80%,
91,08% e 84,03%, respectivamente.

O modelo proposto pelo planejamento fatorial 22 com delineamento composto
central rotacional apresentou pouca confiabilidade, indicando baixos valores de RZ.
Este resultado provavelmente ocorreu devido a baixa variabilidade dos dados
experimentais para uma mesma condi¢cao experimental. Apesar da baixa eficiéncia
dos modelos, os desvios padrdes da regressao foram baixos, representando que 95%
das observagdes estariam proximas da superficie ajustada, o que indica adequada
previsdo do modelo.

Dessa forma, as condi¢cdes de extragcado foram avaliadas pelo teste tukey e
obteve-se elevadas atividades antioxidantes em relacéo aos trés testes para o extrato
obtido por ultrassom a 45°C por 6,71 min e com o Shaker a 45°C por 23,33 h. A
quantificacdo dos compostos foi determinada, indicando diferenca entre os métodos
com elevadas concentragcaoes de compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides
para o extrato obtido por ultrassom.

Através da analise da cinética de extragao, observa-se que na extragdo com
Shaker a cinética indicou que o equilibrio foi atingido rapidamente e houve indicios de
que somente os compostos presentes na superficie foram extraidos. Diferentemente,
para a extracdo com ultrassom, os resultados apresentaram influéncia dos processos
difusivos, com rendimentos superiores ao Shaker. Além disso, os modelos So e Mac
Donald e Pseudo Segunda Ordem apresentaram os melhores ajustes para os dados
experimentais.

Foi realizada a caracterizagdo do extrato para as condi¢cdes o6timas de
extragao e os resultados indicaram a presenca de grupos funcionais que constituem
fendis e polissacarideos. Além disso as anadlises térmicas mostraram o
comportamento endotérmico da amostra, com pico entre 100 e 150°C.

O extrato de gojiberry produzido nas condigdes 6timas pelo Ultrassom foi
encapsulado em lipossomas por injegao de etanol, em que o lipidio E PC S mostrou

maior eficiéncia de encapsulacao (52,55%) em relacdo ao Phospholipon 80H.
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Aplicado a microfluidica, o extrato encapsulado apresentou tamanhos inferiores a 130
nm para a FRR 10 e notou-se a diminuicado da polidispersidade quando comparado a
técnica convencional. Para o aumento da produtividade, testou-se o dispositivo de
advecgao cadtica em que foi possivel alcangar a vazio total de 5 mL min-! obtendo
didmetro da nanoparticula de 136,7 nm e eficiencia de encapsulacéo de 49,02%.

A atividade citotoxica do extrato livre indicou atividade antiproliferativa para os
dois métodos de extracdo. Porém, os resultados indicaram menores viabilidades
celulares para o extrato produzido pelo ultrassom com valores de 37,82% para a
concentragéo de 1000 ug mL-" apds 48 h. O extrato encapsulado apresentou atividade
antitumoral para a linhagem celular de colon em relacdo a todos os sistemas e os
resultados indicaram que o extrato encapsulado utilizando o dispositivo de advecgéao
cadtica apresentou a menor viabilidade celular de 48,19%.

O estudo comprovou o elevado potencial da fruta e o extrato apresentou
atividade antioxidante e antitumoral, atendendo os objetivos propostos e evidenciando
a importancia do estudo de otimizacdo da extracdo, bem como de sistemas de

encapsulagao.
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