UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ZOOTECNIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS

NADIA OBROWNICK OKAMOTO SCHALCH

Estabilizacdo de compostos ativos de propolis vermelha em sistemas hibridos de

nanoceluloses e TPP-quitossomas: potencial aplicacio em criogéis

Pirassununga / SP

2024



NADIA OBROWNICK OKAMOTO SCHALCH

Estabilizacdo de compostos ativos da prépolis vermelha em sistemas hibridos de

nanoceluloses e TPP-quitossomas: potencial aplicacio em criogéis

Versao Corrigida

Tese apresentada a Faculdade de Zootecnia e Engenharia
de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo, como parte
dos requisitos para obtencdo do Titulo de Doutora do
programa de pods-graduagdo em Engenharia e Ciéncia de

Materiais.

Area de Concentra¢iao: Desenvolvimento, Caracterizagao

e Aplicagdo de Materiais Voltados a Agroindustria.

Orientadora: Profa. Dra. Milena Martelli Tosi

Pirassununga / SP

2024



Ficha catalografica elaborada pelo
Servigo de Biblioteca ¢ Informag¢ao, FZEA/USP,

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Okamoto-Schalch, Nadia Obrownick
O4le Estabilizacé&o de compostos ativos de prdépolis
vermelha em sistemas hibridos de nanoceluloses e TPP-
quitossomas: potencial aplicacgdo em criogéis / Nadia
Obrownick Okamoto-Schalch ; orientadora Milena
Martelli-Tosi. —-- Pirassununga, 2024.
107 f.

Tese (Doutorado - Programa de Pds-Graduagdo em
Engenharia e Ciéncia de Materiais) -- Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade
de S&o Paulo.

1. flavonoides. 2. encapsulacdo. 3. probpolis. 4.
criogel. 5. nanocristais de celulose. I. Martelli-
Tosi, Milena, orient. II. Titulo.

Permitida a cdédpia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte - o autor



DEDICATORIA

A professora Milena pela sua dedicacdo ao longo de todo o
projeto, sempre cheia de otimismo.



AGRADECIMENTOS

A minha familia, Fernando, Cadu e Maria, que estiveram ao meu lado e acreditaram em

mim.

A minha orientadora Milena Martelli Tosi, por todos os ensinamentos e pela paciéncia.

Obrigada por me incentivar na pesquisa.

Ao técnico do laboratorio, Marcelo Thomazini, pelos conhecimentos compartilhados,

pela amizade e conselhos.

Aos colegas de laboratério LENALIS, obrigada pela paciéncia, troca de conhecimentos,

pelas risadas e companheirismo.
Aos professores, obrigada pelos ensinamentos, conselhos e sugestdes.

A Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos de Pirassununga da Universidade
de Sao Paulo e¢ ao Programa de Pés Graduagdo em Engenharia e Ciéncia de Materiais pela

oportunidade.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001

A Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) pelos recursos
financeiros aos projetos de pesquisa (Processos 2019/23717-1 e 2022/03469-9)

A todos aqueles que direta ou indiretamente fizeram parte dessa jornada, o meu muito

obrigada.



RESUMO

OKAMOTO-SCHALCH, N. O. Estabilizacido de compostos ativos da propolis vermelha em
sistemas hibridos de nanoceluloses e TPP-quitossomas: potencial aplicacio em criogéis.
2024. 110 p — Tese (Doutorado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2024.

Sistemas de tripolifosfato de soédio (TPP)-quitossomas foram estudados evidenciando o
potencial deste sistema na encapsulagdo de compostos ativos comparado com apenas
lipossomas. Agentes de reforco como nanocristais de celulose (CNs) também ja foram
estudados para melhorar a liberagdo controlada e estabilidade formando sistemas hibridos.
Entretanto, até o presente, ndo foram encontrados estudos que relatam a associagdo de CNs em
particulas de TPP-quitossomas para encapsulagdo e estabilizacdo de compostos ativos. Assim,
o objetivo geral deste trabalho foi produzir e caracterizar sistemas hibridos de CN-TPP-
quitossomas para encapsulacdo de extrato de propolis vermelha (PE) e aplicar estes sistemas
em criogéis a base de quitosana. Neste contexto, este trabalho estd dividido em trés etapas: 1)
extragdo e caracterizacgdo da propolis vermelha; ii) producdo e caracterizacdo do sistema hibrido
de CN- TPP-quitossomas contendo ou ndo extrato de propolis vermelha e iii) producdo e
caracterizagdo de criogels contendo ou nao extrato de propolis vermelha no sistema hibrido de
CN-TPP-quitossomas. O PE foi obtido utilizando extragao assistida por ultrassom com solugao
hidroetanolica de 84,5% de etanol variando a concentragdo de propolis. As caracterizacdes
realizadas foram da concentracdo de compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade
antioxidante. A amostra com maiores valores foi de 25 g propolis / 100 mL de solucdo
hidroetanolica. As CNs foram obtidas por hidrélise acida da vagem de soja mercerizada. O
sistema hibrido foi obtido com a incorporacao de CNs nos lipossomas recobertos com quitosana
e sua gelificacdo idnica com TPP. Esse sistema hibrido foi adicionado aos hidrogéis para
obtencdo de criogéis produzidos por liofilizacdo. Os sistemas produzidos apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo acima de 90 % tanto com relagdo aos compostos fendlicos totais
como para flavonoides, entretanto os flavonoides apresentaram maoires taxas de
aprisionamento. A distribui¢do de tamanho espalhamento de luz dindmico ¢ o potencial zeta
dos sitemas indicaram que os lipossomas foram recobertos com a quitosana ¢ a incorporagao
de CN causou a diminui¢do do potencial zeta das suspensdes (de -3 mV para valores maiores
que +30 mV). A microscopia eletronica de transmissdo corroborou com os resultados obtidos

de tamanho das particulas. A adi¢do de particulas influenciaram as propriedades dos criogéis.



A adi¢do de nanocristais de celulose, melhorou a estrutura dos criogéis de lipossoma com
mucoadesividade in situ aprimorada e liberagdo de flavonoides evidenciada. Enquanto os
criogéis com particulas de quitossomas e TPP-quitossomas apresentaram tamanhos de poros

menores, molhabilidade reduzida e um perfil de liberagcdo de flavonoides mais baixo.

Palavras-Chave: Propolis. Flavonoides. Encapsulagdo. TPP. Quitossomas. Lipossomas.

Nanocristais de celulose. Criogel.



ABSTRACT

OKAMOTO-SCHALCH, N. O. Stabilization of red propolis active compounds in hybrid
systems of TPP-chitosomes and nanocelluloses: potential application in cryogels. 2024.
110p — Qualifying (Doctorate Degree) — Faculty of Animal Science and Food Engineering,

University of Sdo Paulo, Pirassununga, 2024

Sodium tripolyphosphate (TPP)-chitosome systems were studied, highlighting the potential of
this system in encapsulating active compounds compared to liposomes alone. Reinforcing
agents such as cellulose nanocrystals (CNs) have also been studied to improve controlled
release and stability by forming hybrid systems. However, to date, no studies have been found
that report the association of CNs in TPP-chitosome particles for encapsulation and stabilization
of active compounds. Thus, the general objective of this work was to produce and characterize
CN-TPP-chitosome hybrid systems for encapsulating red propolis (PE) extract and apply these
systems in chitosan-based cryogels. In this context, this work is divided into three stages: 1)
extraction and characterization of red propolis; ii) production and characterization of the CN-
TPP-chitosome hybrid system containing or not red propolis extract and iii) production and
characterization of cryogels containing or not red propolis extract in the CN-TPP-chitosome
hybrid system. The PE was obtained using ultrasound-assisted extraction with an 84.5% ethanol
hydroethanolic solution varying the concentration of propolis. Characterizations performed
included the concentration of total phenolic compounds, flavonoids, and antioxidant activity.
The sample with the highest values had 25 g of propolis per 100 mL of hydroethanolic solution.
CNs were obtained by acid hydrolysis of mercerized soybean pods. The hybrid system was
obtained with the incorporation of CNs in liposomes covered with chitosan and their ionic
gelation with TPP. This hybrid system was added to hydrogels to obtain cryogels produced by
freeze-drying. The systems produced showed encapsulation efficiency above 90% for both total
phenolic compounds and flavonoids, however flavonoids showed higher entrapment rates. The
dynamic light scattering size distribution and the zeta potential of the systems indicated that the
liposomes were covered with chitosan and the incorporation of CN caused a decrease in the
zeta potential of the suspensions (from -3 mV to values greater than +30 mV). Transmission
electron microscopy corroborated the particle size results obtained. The addition of particles
influenced the properties of the cryogels. The addition of cellulose nanocrystals improved the

structure of liposome cryogels with improved in situ mucoadhesiveness and evidenced



flavonoid release. While cryogels with chitosome and TPP-chitosome particles showed smaller

pore sizes, reduced wettability and a lower flavonoid release profile.

Keywords: Propolis. Flavonoids. Encapsulation. TPP. Quitosomes. Liposomes. Cellulose

nanocrystal. Cryogel.
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INTRODUCAO

A propolis ¢ um material resinoso produzido pelas abelhas e seu uso ocorre desde a
antiguidade. As propriedades farmacologicas e a composigao comecaram a ser pesquisadas
principalmente na década de 1950 (GHISALBERTI, 1979; MEYER; ULRICH, 1956). Burdock
(1998) confirma as acles antissépticas, antimicéticas, bacteriostaticas, anti-inflamatorias,
anestésicas e antioxidantes da propolis que atraem tantas pessoas a consumirem seus extratos.
Essas propriedades devem-se principalmente a presenca de compostos fenolicos totais (CFT)
(BODINI et al., 2013).

Alguns fatores afetam a estabilidade dos ativos, diminuindo as propriedades tdo
almejadas. Estudos de estabilidade realizados com propolis verde por Arruda et al. (2020)
demonstraram que o composto fenolico artepelin C € sensivel a luz e temperatura. Ja o p-
cumarico ¢ estavel a ambas condicGes separadas, porém se a luz e a temperatura forem aplicadas
simultaneamente, o p-cumadrico se degrada. Arruda et al. (2020) relataram que a melhor
condi¢do de armazenamento e transporte para o artepelin C sdo temperaturas abaixo de -2,5 °C
e protecao a luz. Ja o p-cumarico pode ser armazenado a temperatura ambiente, entretanto em
embalagem com protecdo a luz.

Além da estabilidade no armazenamento, outra questdo importante para o consumo /
uso dos extratos de propolis € a liberagdo controlada dos compostos ativos, para que estejam
disponiveis no momento desejado. Caso ingerido, a liberagdo deve ocorrer no intestino ou, no
caso de adicionado em curativos, os compostos possam ser liberados ao longo do periodo de
uso do mesmo. A encapsulagdo de compostos bioativos pode melhorar sua biodisponibilidade,
estabilidade e possibilita a liberagdo controlada do ativo. Nas capsulas, os compostos ativos sdo
empacotados, e podem ser liberados de forma controlada e sob condi¢des especificas, como
pH, luz e umidade, além de proteger de fatores que afetam a estabilidade (FAVARO-
TRINDADE; PINHO, 2008).

Busch et al. (2017) concluiram que a propolis encapsulada através da secagem por
atomizagdo (spray-drying), utilizando maltodextrina e goma arabica como veiculadores,
produziu maior retencdo de CFT do que no sistema sem goma arabica. Diversos estudos estdo
sendo feitos visando a estabilidade e liberagdo controlada do extrato de propolis (CORREA et
al., 2017; DALPONTE DALLABONA et al., 2020; EBADI; FAZELI, 2021; MARQUELE-
OLIVEIRA et al,, 2019; REFAAT et al.,, 2021; ROJCZYK et al., 2020; WANG et al., 2021).
Refaat et al. (2021) produziram um sistema de lipossomas para encapsular propolis e melhorar

a disponibilidade, devido a natureza pegajosa e resinosa do extrato de propolis. Esse estudo



17

visou formular um sistema nanocarreador para o tratamento de COVID-19, e a andlise da
atividade antiviral do extrato com estudos automatizados de docking mostrou o grande impacto
da encapsulacdo lipossomal em potencializar o efeito inibitorio da propolis encapsulada contra
a replicacdo do virus em comparagao com o extrato de propolis ndo encapsulado.

Entretanto os lipossomas tém baixa resisténcia ao pH acido e sdo muito vulneraveis a
acdo enzimatica. A formagdo de uma camada externa de quitosana, pode melhorar
significativamente sua estabilidade, configurando os quitossomas (ESPOSTO et al., 2021). A
quitosana (Ch) ¢ formada por unidades de glucosamina (B-(1-4)- 2-amino-2-desoxi-D-glicose
e B-(1-4)-2-acetamida2-desoxi-D-glicose). Esse polimero pode ser obtido do exoesqueleto de
crustaceos por meio da desacetilagdo da quitina em meio alcalino (KUMAR et al., 2004). As
principais caracteristicas da quitosana sdo: insolubilidade em meio aquoso de pH neutro e
alguns solventes organicos, tem propriedades antimicrobianas, baixa toxicidade e
biodegradabilidade (DEVI; DUTTA, 2017).

A quitosana ja foi estudada para producdo de nanoparticulas por reticulagdo idnica
usando tripolifosfato de sédio (TPP). Esse processo de gelificagdo ocorre quando os grupos
amino da quitosana carregados positivamente se ligam aos grupos negativos do TPP (BRITTO
et al,, 2014; HOSSEINI et al., 2013; KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; OKAMOTO-
SCHALCH et al., 2020). Outros estudos também indicam que adicionar TPP a estrutura dos
quitossomas, formando o sistema TPP-quitossomas, também pode melhorar a prote¢do dos
compostos ativos encapsulados (CADDEO et al., 2016; IIDA et al., 2020).

Outro veiculador de compostos ativos sdo as nanoceluloses, produzidas a partir de
tratamentos quimicos ou enzimaticos, associados a processos mecanicos de materiais
lignoceluldsicos (KARGARZADEH et al., 2017a), dentre elas a palha da soja mercerizada
(MARTELLI-TOSI et al., 2017, 2018). Dependendo do tratamento, pode-se obter nanofibrilas
(hidrdlise enzimatica e/ou fragmentacdo mecanica, com comprimento micrométrico) ou
nanocristais de celulose (CNs) (hidrolise acida e fragmentacdo mecénica, com comprimentos
menores que 1 um). Ambos possuem didmetros em escala nanométrica (MARTELLI-TOSI et
al., 2018). Uma caracteristica importante dos nanocristais de celulose obtida a partir da hidrélise
com 4cido sulfirico é sua carga anidnica dos grupos OSO*" e aos grupos hidroxilas (OH)
presentes na superficie de CNs podem facilitar a ligacdo com grupos hidrofobicos ou nao
ionizados de outros compostos. As CNs possuem comprimento muito maior que seu didmetro,
portanto possui grande superficie de contato, tornando-se uma matriz capaz de carregar ativos
principalmente insoluveis em agua pela adsorcao desses compostos na fibra (KOLAKOVIC et

al., 2012).
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Alguns estudos foram realizados utilizando as CNs na formagao de sistemas hibridos
com quitosana (AKHLAGHTI et al., 2014; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020). Okamoto-
Schalch et al. (2020) verificaram que a adicdo de CNs nas nanoparticulas quitosana reticuladas
com TPP apresentaram boa agao protetora de acido félico, principalmente como barreira em
meio acido. Até o presente, ndo foram encontrados trabalhos que visam a producdo de sistemas
hibridos associando TPP-quitossomas ¢ CNs. Esta associacdo pode ser de potencial interesse,
para encapsulagao e liberagao controlada de compostos ativos da propolis em TPP-quitossomas,
bem como carga de refor¢o em filmes biodegradaveis ou géis secos.

A producao de filmes de gel como sistema oral de administragdo de medicamentos ja
foi avaliada para uma liberagdo controlada, melhorando a bioatividade e a estabilidade do
farmaco (WANG et al., 2020a).

Os géis secos podem ser obtidos a partir de diferentes técnicas de secagem, diferindo
em relacdo a estrutura porosa e, consequentemente, as propriedades mecanicas e de
permeabilidade. Eles sdo identificados como aeroggéis, criogéis ou xerogéis quando os processos
de secagem sdo, respectivamente: supercritica, liofilizagdo ou evaporagdo a temperatura
ambiente. A porosidade destes géis secos a base de celulose ou quitosana pode variar de 70-
80%, para xerogéis, até 90-96% para aerogéis e criogéis (GANESAN et al., 2016; ZHANG et
al., 2019). Portanto, os criogéis possuem diversas propriedades excepcionais, sendo utilizado
para inimeras aplicagdes e, quando obtidos a partir de material biocompativel, podem ser
usados como curativos ou veiculos de ativos (BOLGEN et al., 2020; CHEN et al., 2021;
ESKANDARINIA et al., 2020; SHIEKH; SINGH; KUMAR, 2020; WANG et al., 2020b;
ZHANG et al., 2016).

Assim, a estratégia principal deste trabalho é encapsular compostos ativos da propolis
em sistemas hibridos e adicionar as particulas aos criogéis poliméricos para fabricar um produto
com uso potencial na farmacologia. Diante disso, um dos maiores desafios ¢ a liberacdo
controlada do extrato de propolis inserido no criogel para auxiliar na absor¢ao intestinal.

Até esta ocasido, ndo ha pesquisas sobre o estudo da associagdo de TPP-quitossomas e
CNs para estabilizagdo de compostos ativos em criogéis. Assim, este trabalho tem como
hipoteses: (i) o sistema hibrido TPP-quitossomas-CNs pode proteger os compostos ativos
durante a liberagdo controlada do extrato de propolis vermelha por mais tempo, evitando sua
degradagdo durante a acdo prolongada; e (ii) o sistema hibrido pode melhorar as propriedades
mecanicas e de permeabilidade dos criogéis a base de quitosana devido a presenca das CNs em

sua estrutura.
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OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo € produzir e caracterizar criog€is bioativos contendo
extrato de propolis vermelha encapsulado em sistemas hibridos de nanoceluloses ¢ TPP-
quitossomas.

Os objetivos especificos estdo discriminados a seguir:

- Producdo e caracterizagdo de extrato de propolis vermelha utilizando ultrassom de
ponteira e solugdo hidroetanolica;

- Produgdo e caracterizagdo dos sistemas hibridos a base de TPP-quitossomas e
nanoceluloses;

- Encapsulacdo de extrato de propolis vermelha nos sistemas hibridos;

- Produgdo e caracterizagdo de criogéis contendo compostos bioativos da propolis

vermelha encapsulados nos sistemas hibridos.

Considerando tais objetivos, este trabalho esta dividido em quatro capitulos descritos a
seguir:

Capitulo 1: apresenta uma revisao bibliografica sobre os assuntos abordados na
pesquisa de doutorado, sendo a propolis, os compostos ativos, a extragdo dos compostos, 0s
nanocristais de celulose, a encapsulagdo dos ativos em lipossomas recobertos com quitosana ¢
suas aplicagdes em criogéis.

Capitulo 2: aborda o estudo da extragdo dos compostos ativos utilizando solucgéo
hidroetanolica e ultrassom de ponteira.

Capitulo 3: descreve o estudo da encapsulacao do extrato de propolis vermelha em
lipossomas, quitossomas e TPP-quitossomas com e sem a presenca de nanocristais de celulose.

Capitulo 4: apresenta a aplicacdo das particulas hibridas contendo extrato de propolis

encapsulado em criogéis de quitosana.
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1.1.  Propolis vermelha

A propolis desperta interesse de pesquisadores ha décadas devido as suas propriedades
biologicas e farmacologicas, como a agao antimicrobiana, anti-inflamatoria, antioxidante, entre
outras (CORREA et al., 2017; DALPONTE DALLfABONA et al., 2020; EBADI; FAZELI,
2021; MARQUELE-OLIVEIRA et al., 2019; REFAAT et al., 2021; ROJCZYK et al., 2020;
WANG et al., 2021). A propolis ¢ o nome dado a mistura de substincias resinosas coletadas e
transformadas pelas abelhas (BURDOCK, 1998; MARTINOTTI; RANZATO, 2015). Essa
resina é coletada nas rachaduras das arvores e nos botdes, € mastigada e com as enzimas
salivares e cera propria de abelha, formam a prépolis (BURDOCK, 1998). Esse material é
utilizado na colmeia para revestir as partes internas e para protecdo contra invasores, tanto
animais quanto 4gua e vento.

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) — Mel e produtos apiculas
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) define no anexo VI que
“entende-se por propolis o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas ¢ balsamicas,
colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais as abelhas
acrescentam secrecdes salivares, cera e polen para elaboragdo do produto” (BRASIL, 2001).

De acordo com a Instrugdo Normativa (BRASIL, 2001), as caracteristicas da propolis
sdo: aroma caracteristico (balsdmico e resinoso); cor amarela, parda, esverdeada, marrom e
outras; sabor caracteristico de suave balsdmico a forte e picante; consisténcia maleavel a rigida;
granulometria heterogénea; perda por dessecagdo maximo de 8% (m/m); cinzas maximo de
25% (m/m); cera maximo de 25%/ (m/m); compostos fendlicos totais minimo 5% (m/m);
flavonoides minimo de 0,5% (m/m); atividade de oxida¢do maximo de 22 segundos; massa
mecanica maximo de 40% (m/m); soliveis em etanol minimo de 35% (m/m); espectro de
absor¢do de radiagdes ultravioleta e visivel devera apresentar picos caracteristicos das
principais classes de flavonoides entre 200 e 400 nm, sendo essas caracteristicas dependentes
da origem botanica.

Ainda, de acordo com a RTIQ (BRASIL, 2001), a propolis pode ser classificada quanto
ao teor de flavonoides. E considerado de baixo teor até 1,0% (m/m), médio teor de 1,0% a 2,0%
(m/m) e de alto teor com valores acima de 2,0% (m/m)

Devido ao teor de flavonoides presentes na propolis, os compostos fenolicos totais
(CFT) sdao amplamente estudados nos extratos (ANDRADE et al., 2017; HOCHHEIM et al.,

2019; REVILLA et al., 2017). Esses compostos apresentam anéis aromaticos que contém, no
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minimo, uma hidroxila. Os que mais se evidenciam como fonte natural sdo os flavonoides
(Figura 1.1), acidos fendlicos, taninos ¢ tocoferdis (ANGELO; JORGE, 2007).

Os CFTs sao classificados como antioxidantes de interruptores de radicais livres, que
retarda o aparecimento da oxidagdo (ANGELO; JORGE, 2007). Os radicais livres podem atacar
as células, através de danos nas membranas celulares, nas enzimas ¢ no material genético. O
dano oxidativo as células tem sido causa de ampla variedade de doengas, como doengas
degenerativas, doencas cardiacas e cancer (JACOB, 1995).

Os antioxidantes possuem a capacidade de eliminar ou desativar os radicais livres. Os
antioxidantes do grupo fenodlicos se ligam principalmente com o radical peroxil, devido a sua
prevaléncia na etapa da autoxidagdo facilitando a remocdo do hidrogénio. No entanto, a
exposicdo a luz ultravioleta e alta temperaturas pode diminuir a funcionalidade dos
antioxidantes. A eficiéncia desses antioxidantes geralmente ¢ determinada pelos grupos
funcionais presentes, pela sua posi¢cdo no anel aromatico e pelo tamanho da cadeia desses
grupos.

Os antioxidantes fendlicos interagem, principalmente, com o radical peroxil por ser mais
prevalente na etapa da autoxidagdo e por possuir menor energia do que outros radicais, fato que
favorece a abstragdo do seu hidrogénio. O radical resultante € inerte e ndo tem capacidade de
iniciar ou propagar as reagoes oxidativas. A a¢do da luz ultravioleta e temperaturas elevadas
pode favorecer a formacdo de novos radicais livres, comprometendo a eficiéncia dos
antioxidantes. A eficiéncia ¢ normalmente determinada pelos grupos funcionais presentes, pela
posi¢do que ocupam no anel aromatico, bem como pelo tamanho da cadeia desses grupos

(ANGELO; JORGE, 2007).

Figura 1.1. Estrutura quimica dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de Angelo e Jorge (2007) e Ramawat e Mérillon (2013).
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Na década de 60, Swain e Hillis (1959) descreveram o método de Folin-Denis para a
determinagdo de CFTs. Essa andlise reduz o acido fosfomolibdico-fosfotiingstico com as
hidroxilas fenolicas, gerando uma solucdo azul que absorve entre 620 e 740 nm na
espectrometria UV-Vis. Atualmente a utilizacdo do Folin-Denis foi substituida pelo Folin-
Ciocalteu, pois diminui a tendéncia a precipitagio (ANGELO; JORGE, 2007). Nessa
metodologia utiliza-se o acido géalico (GA) como referéncia na curva padrdo, portanto o
resultado ¢ normalmente expresso em mg de GA/g de propolis.

Castro et al. (2014) indicaram a existéncia de 30 fenois na propolis da regido do Chile.
Eles realizaram também, o estudo da atividade antioxidante dos extratos etanolicos de propolis
e verificaram que o éster feniletilico de acido cafeico e a quercetina sdo os flavonoides presentes
na propolis com melhor atividade antioxidante. Andrade et al. (2017) também identificaram os
CFTs presentes na propolis e foram identificados 29 compostos. Os resultados, obtidos por
Andrade et al. (2017), indicaram que as propolis marrom, verde e vermelha apresentam
composicdo de perfil bioativo semelhante, mas quantitativamente diferente. A caempferida foi
0 composto majoritario (6,04 mg / g) na prépolis verde, enquanto a prépolis marrom continha
maior quantidade de artepelin C (3,72 mg/g). Os principais compostos encontrados na propolis
vermelha foram luteolina (1,75 mg/g), naringenina (0,96 mg/g), caempferol (0,59 mg/g),
pinocembrina (0,41 mg/g) e biochanina A (0,39 mg/g).

1.1.1. Extracdo de compostos ativos da propolis

Os trabalhos que quantificam os CFTs sdo realizados no extrato propolis, obtido com o
uso de alcool. Os principais alcoois utilizados para essa extragdo sdo o etanol e metanol
(ANDRADE et al., 2017; CASTRO et al., 2014; HOCHHEIM et al., 2019; PARK et al., 1998;
REVILLA et al., 2017; REYES; LANDGRAF; SOBRAL, 2021). Hochheim et al. (2019) e
Revilla et al. (2017) mostraram que o metanol tem uma maior eficiéncia na extracao dos CFTs,
entretanto este alcool ndo é usado na industria alimenticia ¢ farmacéutica, uma vez que, durante
a metaboliza¢do no organismo humano, forma-se acido formico que € extremamente toxico
(BARCELOUX et al., 2002).

Assim como a prépolis, o extrato também ¢ definido pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade (RTIQ) — Mel e produtos apiculas do MAPA no anexo VII: “entende-
se por extrato de propolis o produto proveniente da extragdo dos componentes soluveis da
propolis em alcool neutro (grau alimenticio), por processo tecnologico adequado” (BRASIL,

2001).
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A Instru¢do Normativa (BRASIL, 2001) também esclarece as caracteristicas do extrato
de propolis sendo aroma caracteristico balsdmico e resinoso; cor com tons de ambar,
avermelhada e esverdeada, amargo a picante; aspecto liquido limpido e homogéneo; extrato
seco minimo de 115 (m/v); cera maximo de 1% (m/m); CFT minimo 0,5% (m/m); compostos
flavonoides minimo de 0,25% (m/m); atividade de oxidacdo maximo de 22 segundos; teor
alcoolico maximo de 70° GL (v/v); metanol maximo de 0,40 mg/L; espectro de absorcao de
radiagOes ultravioleta e visivel, sendo que o extrato de propolis deve apresentar picos
caracteristicos das principais classes de flavonoides (entre 200 e 400 nm).

Diversos estudos apresentam a quantificacdo de CFTs nos extratos obtidos da propolis
e podem ser observados na Tabela 1.1. Podendo ser observado que a extragdo com metanol ¢
mais eficiente na extracdo assim como a adi¢do de temperatura pode diminuir o tempo de
extragdo. Mas os estudos em que hé a utilizagdo de ultrassom diminui drasticamente o tempo

para obter extrato com altas concentragdes de CFTs.
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1.2. Encapsulacio

O extrato € a forma mais comumente usada para a ingestao de propolis e, atualmente, a
encapsulacao € opgao para assegurar as propriedades como a estabilidade e atividade biologica
dos compostos do extrato. Essa técnica auxilia a incorpora¢do dos extratos em alimentos e
farmacos. Pesquisadores tém investigado varias metodologias para melhorar a estabilidade
desses compostos. A Tabela 1.2 apresenta resumidamente os estudos que foram realizados com
extrato de propolis, a tecnologia empregada e a finalidade.

Wang et al. (2021) estudaram a liberacao de extrato de propolis na ingestdo oral para
melhorar a biodisponibilidade. Eles utilizaram um sistema auto-microemulsificante, onde o
extrato de propolis foi dissolvido a fase oleosa, juntamente com os surfactantes. Essa solucao
foi submetida a agitagao por 30 min e processo ultrassonico por 30 min para entdo ser incubada
em banho-maria a 37 °C por 48h. A composi¢do de 16% de oleo de milho com 84% de
surfactante misto (Tween 80: alcool isopentilico na propor¢ao 9:1) e concentracdo de extrato
de 15,0 mg/100 mg de sistema era estavel em trés meses. Esse sistema mostrou atividade
antimicrobiana eficaz contra fungos, bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas, pelo
método de inibicao.

Dallabona et al. (2020) encapsularam antocianinas e CFTs extraidos de casca de
jabuticaba e da propolis utilizando alginato, por gelificagdo ionotrépica com gotejamento de
solugdo de CaCl,. A eficiéncia de encapsulagdo foi de 98% de polifendis e didmetro médio de
200 a 250 pm. A liberagdo in vitro realizada mostrou que, em pH 7,4, os ativos se degradaram,
entretanto, em pH acido (1,2), a liberagdo foi lenta, cerca de 40% em até 240 min.

Refaat et al. (2021) pesquisaram a acgdo antiviral da propolis contra o coronavirus
SARS-COV-2, que causa a COVID-19. Os autores prepararam lipossomas por pulverizagao e
a eficiéncia de encapsulacdo dosada a partir da concentragdo de flavonoides carregada e a
concentragdo no extrato adicionado no sistema foi de até 81,8%. Os resultados mostraram que

as nanocapsulas inibiram a replicacdo do virus assim como outros antivirais estudados in vitro.
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Ha alguns estudos sobre o uso de propolis na cicatrizagao, dentre eles, pode-se destacar
o estudo de Oliveira et al. (2019). Eles produziram membrana de celulose bacteriana para tratar
feridas de queimaduras através da tecnologia auto-microemulsificante para encapsulagdo da
propolis. Os resultados demonstraram alta eficiéncia contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas e a liberacdo foi sustentada por até 7 dias.

Rojczyk et al. (2020) realizaram uma revisdo na literatura sobre a aplicag¢@o da propolis
na cicatrizacdo de feridas e revelou que, mesmo em diversas formas de administragdo (pomada,
uso topico e filme), a propolis pode acelerar o processo de cicatrizagdo de feridas e melhorar
sua fisiologia devido as propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e antimicrobianas.

Pode-se observar, portanto, que os extratos contendo os compostos ativos da propolis
podem degradar rapidamente, dependendo das condi¢des ambientais. A encapsulagdo de
compostos bioativos pode melhorar sua biodisponibilidade, estabilidade e ainda proporcionar a
liberagdo controlada do ativo. Nas capsulas, os compostos ativos sdo empacotados, e podem
liberar o conteudo de forma controlada e sob condigdes especificas (FAVARO-TRINDADE;
PINHO, 2008).

1.2.1. TPP-quitossomas

A Figura 1.2 representa um esquema do sistema de TPP-quitossomas sdo sistemas
hibridos formados por lipossomas recobertos com quitosana produzidas a partir da gelificagao

ionica com TPP (CADDEO et al., 2016; IIDA et al., 2020).

Figura 1.2. Esquema do sistema TPP-quitossomas.

B) CHITOSAN
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Fonte: ESPOSTO, B. S. et al. Liposomes vs. chitosomes: Encapsulating food bioactives. Trends
in Food Science and Technology, v. 108, p. 4048, 1 fev. 2021.
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Para compreender a estrutura os TPP-quitossomas, ¢ necessario o entendimento da
estrutura dos lipossomas. Elas sdo vesiculas em formato esférico formadas por pelo menos uma
bicamada de fosfolipidios que se organizam de forma espontidnea ou processos mecanicos,
como homogeneizadores ou sonificagdo, em meio aquoso.

Essas vesiculas de bicamadas envolvem a agua criando um compartimento aquoso
separado. Por apresentar essa estrutura, os lipossomas sdo usados para encapsular compostos
de diferentes polaridades, os polares podem ficar no ntcleo dos lipossomas enquanto os
apolares terdo afinidade com a parte entre as suas camadas. Entretanto, estudos indicaram que
os lipossomas podem perder os componentes encapsulados em pH gastrico ou por degradacao
enzimatica (CADDEO et al., 2016; LAYE; MCCLEMENTS; WEISS, 2008). De acordo com a
revisdo de Esposto et al. (2021), a aplicacdo de um revestimento composto por quitosana pode
corroborar para uma maior estabilidade dos compostos bioativos encapsulados contra
condig¢des extremas de pH e temperatura.

A quitosana ¢ um polissacarideo composto por unidades de glucosamina (poli-(B(1—4)-
2-amino-2-deoxi-D-glucopiranose) sendo produzida através da desacetilagdo da quitina, como
revisado por Kumar (2000). A quitosana possui propriedades antifungicas e antibacterianas e
por tem carater cationico, vem sendo estudada. Sua biodegradabilidade e facilidade em formar
filmes causam um grande interesse nas pesquisas (DEVLIEGHERE; VERMEULEN;
DEBEVERE, 2004; DUTTA et al., 2009; NO et al., 2007; QING et al., 2016; VASCONEZ et
al., 2009). Devido as suas propriedades, a quitosana possui grupos amino que sao protonados
em solugdes acidas e podem interagir com a superficie negativamente carregado dos
lipossomas, formando os quitossomas. Essa estrutura formada tem sido estudada para melhorar
a estabilidade dos lipossomas, aumentando a capacidade de controlas a liberagdo do ativo
encapsulado (2017; ALOMRANTI et al., 2019; CADDEO et al., 2016; GIBIS; RUEDT; WEISS,
2016; MAZLOOMI et al., 2020).

A adi¢do da quitosana pode melhorar a estabilidade dos lipossomas, entretanto, por
possuir alta solubilidade em meio acido, a capacidade de controlar a liberagdo se torna limitada.
Por esse motivo, a adigdo de um agente de reticulagdo esta sendo estudada (CADDEO et al.,
2016; ESPOSTO et al., 2021). A Figura 1.2 mostra um esquema da particula de TPP-
quitossoma. Em azul, pode-se observar as camadas de lipossomas, em pontos na cor marrom,
a quitosana carregada positivamente e, em faixa na cor marrom, o TPP como agente de
reticulagao.

Segundo Koukaras et al. (2012), a reticulagdo acontece quando o TPP carregado

negativamente pelos grupos fosfatos do TPP interagem com os grupos amino protonados da
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quitosana. Essa interacdo resulta no cruzamento dos grupos de cargas opostas, podendo
envolver os lipossomas apo6s a reticulagao. Diversos estudos utilizam o TPP como agente de
reticulacdo da quitosana formando nanoparticulas de quitosana (BRITTO et al., 2014;
HOSSEINI et al., 2013; KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011; OKAMOTO-SCHALCH et al.,
2020).

A Tabela 1.3 apresenta alguns estudos que avaliaram a liberagdo de composto ativo em
quitossomas e/ou TPP-quitossomas, assim como tamanho de particula, potencial zeta e

eficiéncia de encapsulagdo.
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A maior eficiéncia de encapsulagdo encontrada foi de 99,5 % de quitossomas de lecitina
(1,1% m/m) com quitosana (1% m/m) (GIBIS; RUEDT; WEISS, 2016) sendo seguida pelos
sistemas de TPP-quitossomas (colecalciferol e quercetina, 97% e 91% respectivamente)
(CADDEO et al., 2016; IIDA et al., 2020). A menor eficiéncia foi da particula de quitossomas
carregadas com 5-fluorouracil (55%) (ALOMRANI et al., 2019) (Tabela 1.3).

Quando o tamanho das particulas ¢ avaliado, observa-se que a maior particula foi o
quitossoma de menor eficiéncia (ALOMRANI et al., 2019) com particulas de até 271 nm e a
menor particula foi o quitossoma com extrato de semente de uva, com 160 nm (GIBIS; RUEDT;
WEISS, 2016). As particulas de TPP-quitossomas apresentaram didmetros dentre os menores,
com 180 nm (CADDEO et al., 2016). O tamanho de particulas carregadas com compostos
ativos depende de fatores como a afinidade entre a quitosana e as moléculas carregadas e da
concentragdo de composto ativo adicionado (BRITTO et al., 2014; HOSSEINI et al., 2013;
KEAWCHAOON; YOKSAN, 2011)

O potencial zeta das particulas citadas na Tabela 1.3 apresentaram valores positivos,
visto que a quitosana que reveste os lipossomas (geralmente de potencial zeta proximo de zero
ou negativo) mudam a carga superficial para positiva, confirmando que esse revestimento de
quitosana foi formado. Observa-se, neste contexto, que o maior potencial zeta (+ 64,9 mV) é
da composi¢do com maior teor de quitosana (1% m/m) (GIBIS; RUEDT; WEISS, 2016). Na
mesma linha, percebe-se que o menor potencial (+2 mV) é do TPP-quitossoma. (CADDEO et
al., 2016).

Caddeo et al. (2016) produziram particulas de TPP-quitossomas carregadas com
quercetina ¢ o tamanho dessas particulas foram maiores (180 nm) do que as particulas de
lipossomas (140 nm). O potencial zeta dos lipossomas foi negativo (~ —30 mV), devido a carga
transportada por fosfolipidios, o que colaborou para a ligagdo com as aminas protonadas da
quitosana. Os quitossomas apresentaram potencial positivo (+ 46 mV) assim como quando
houve a reticulagdo com TPP (+ 2 mV) entretanto tornou-se mais proximo da neutralidade pela
presenca dos ions do TPP. Caddeo et al. (2016) também realizaram a liberagdo de quercetina
em pH é4cido (1,2) e os TPP-quitossomas mostraram que tal liberagdo ndo foi dependente do
tempo, atingindo a quantidade maxima ap6s 10 min e sendo constante até 2 h. Entretanto, em
pH basico, a liberacao foi aumentada e dependente do tempo. Apds 2 h, a quantidade de droga
liberada foi 2 vezes maior do que em pH 1,2. Foi concluido que o sistema reticulado apresentou
vantagens quando comparado com o lipossoma em testes in vitro, pois os TPP-quitossomas

modulavam a liberacdo de quercetina em fungdo do pH (preferencialmente alcalino), e
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provavelmente era governado pela difusdo do farmaco através do sistema, mantendo a
estabilidade dos ativos.

Alomrani et al. (2019) também estudaram a liberag@o de 5-fluorouracil em quitossomas
¢ ao longo de 4 h, os valores foram de 31,4% a 46,5% de ativos liberados. Além disso, a
liberagdo cumulativa foi de 44,6% a 50,1% apods 12 h. Ao longo de 4 h, a liberacdo do
medicamento de nanoparticulas de quitosana também estudada por Alomrani et al. (2019) foi
de 57,5%, e a liberagdo cumulativa atingiu 73,9% e 87,4% apos 12 e 24 h, respectivamente.
Esta liberagdo rapida inicial foi devido a difusdo do 5-FU da superficie das nanoparticulas,
enquanto a liberagdo lenta foi um efeito dos quitossomas.

Mazloomi et al. (2020) estudaram o efeito do tempo de armazenamento e da temperatura
nos lipossomas contendo diferentes concentracdes de quitosana carregados com proteina de
semente de laranja. Nos lipossomas ndo revestidos, cerca de 70% das proteinas foram liberadas
da estrutura apos 28 dias de armazenamento na temperatura de refrigeragdo. Nas particulas
revestidas com 0,2% de quitosana, a taxa de liberacdo reduziu para 49% apos 28 dias de
armazenamento a 4 °C, comprovando que a liberagdo dos compostos ativos encapsulados nos
quitossomas ¢ menor quando comparada aos lipossomas.

Os resultados da liberagdo in vitro de polifenois do extrato de semente de uva (GIBIS;
RUEDT; WEISS, 2016) indicaram que todos os sistemas de lipossomas possuiam um
mecanismo de liberagdo controlada e seguiram um modelo cinético de primeira ordem.
Analisando o sistema com quitosana, observou-se uma melhora no armazenamento € no
processo de estabilidade das particulas.

Os resultados obtidos desses estudos indicam que tanto os quitossomas quanto os TPP-
quitossomas tém grande potencial na encapsulacdo de compostos ativos melhorando sua
estabilidade. Ha estudos que também demostraram que a adigdo de CNs em particulas de
quitosana formam uma rede que podem melhorar a estabilidade de compostos ativos

encapsulados (AKHLAGHI et al., 2014; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020).

1.2.2. Nanocristais de celulose

A celulose é um polissacarideo extremamente farto no meio ambiente, sendo o principal
componente da parede das células vegetais. Ela tem chamado a atengdo do mercado devido a
necessidade de substitui¢do dos materiais sintéticos e pode ser obtida de residuos agricolas de

diversas fontes lignocelulosicas (KUMARI et al., 2019; MARETT; ANING; FOSTER, 2017;
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PRADO:; SPINACE, 2019; TIBOLLA et al., 2019). A celulose ¢ formada por duas moléculas
de glicose ligadas por ligagdes B-1,4-glicosidicas (DAMODARAN; FENNEMA, 2008).

Na parede celular dos vegetais, ¢ estruturada por microfibrilas compostas de celulose,
hemiceluloses e lignina. Esses 3 polimeros sofrem interagdes fisicas e quimicas por ligagdes
covalentes que conferem a estrutura da microfibrila. Essas interagdes sdo de forma ordenada
(cristalina) que se alternam com regides menos ordenadas (amorfas) (ANSELL;
MWAIKAMBO, 2009). Essa estrutura da celulose lhe proporciona grande resisténcia a tragao
e insolubilidade na maioria dos solventes. As suas propriedades mecanicas e quimicas trazem
um grande interesse nas pesquisas além de ser um polimero natural e biodegradavel. A partir
de tratamentos quimicos e enzimaticos, pode-se desfibrilar a celulose, produzindo fibras de
diametro nanométrico. Dependendo do tratamento, pode-se obter nanofibrilas (hidrdlise
enzimatica e/ou fragmentacdo mecénica, com comprimento micrométrico) ou nanocristais de
celulose (CNs) (hidrolise acida e fragmentacdo mecanica, com comprimentos menores que 1
um).

A produgdo de suspensdes de CNs podem ser preparadas a partir de diversas fontes
vegetais (KARGARZADEH et al., 2017b). A palha de soja muito abundante no Brasil ¢ uma
fonte de celulose , tendo em vista que sua composi¢do se compreende como: 35% de celulose,
21% lignina insoluvel em acido, 17% de hemiceluloses, 11% de cinzas, 1% lignina solavel e
outros constituintes como proteinas, pectina e substitutos do acido glucurénico (CABRERA et
al., 2015; MARTELLI-TOSI et al., 2017; WAN; ZHOU; LI, 2011), mas que podem variam de
acordo com o genotipo da planta (ALEMDAR; SAIN, 2008).

As CNs podem ser produzidas a partir de trés etapas: (1) tratamento quimico basico, (2)
hidrolise acida (ALEMDAR; SAIN, 2008; CHEN et al., 2009; MORAN et al., 2008;
TEIXEIRA et al., 2011) e (3) fragmentagdo mecanica.

O pré-tratamento € necessario para propiciar maior acesso a celulose, aumentando a area
superficial e a porosidade. Nessa etapa, comumente chamada de mercerizagdo, utiliza-se uma
base forte que hidrolisa as hemiceluloses e altera a estrutura da lignina aumentando sua
solubilidade e auxiliando sua remoc¢ao (DHALI et al., 2021). Ainda dentro do pré-tratamento,
¢ feito o clareamento (ou deslignificagdo) para hidrolisar parcialmente a lignina utilizando
compostos clorados ou peroxido de hidrogénio (MARTELLI-TOSI et al., 2017, 2018;
OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020).

A segunda etapa consiste na hidrolise da celulose com acidos fortes (MARETT;

ANING; FOSTER, 2017; MARTELLI-TOSI et al., 2018; PRADO; SPINACE, 2019). Este
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processo de hidrolise age nas estruturas amorfas e hidrolisa parcialmente a celulose, entretanto
as regides cristalinas permanecem intactas, formando CNs em forma de bastdes.

A terceira etapa consiste na homogeneizagdo para desfibrilamento, utilizando energia
do ultraturrax e/ou ultrassom ou microfluidizador. A dispersdo se estabiliza e evita que haja
aglomeragao das CNs (MARETT; ANING; FOSTER, 2017).

Estudos recentes mostraram que a utilizacdo de outros métodos quimicos utilizando
agentes deslignificantes ndo clorados, como o acido peracético e o peroxido de hidrogénio
foram também eficazes na producdo de CN (espessura: de 14 a 37 nm e comprimento: de 833
a 2640 nm) com alto teor de cristalinidade (entre 57 e 70%) e, quando incorporadas em filmes
a base de amido, melhoraram suas propriedades mecanicas, de permeabilidade ao vapor de agua
¢ de solubilidade (ANDRADE-MAHECHA et al., 2015). Nesse estudo, utilizou-se também a
etapa de tratamento mecénico a alta pressdo, ressaltando a importancia do grau de interagdo
entre as CNs e a matriz polimérica na melhoria das propriedades do filme. Atualmente, nosso
grupo de pesquisa t€m trabalhado na produgdo de CNs a partir de palha da soja mercerizada por
hidrélise enzimatica ou quimica (MARTELLI-TOSI et al., 2017, 2018), como pode ser

observado nas Figura 1.3A e B, respectivamente.

Figura 1.3. Micrografias de nanocelulose obtidas a partir da palha de soja mercerizada por
hidroélise (A) enzimatica ou (B) acida
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Fonte: MARTELLI-TOSI, M. et al. Soybean straw nanocellulose produced by enzymatic or acid
treatment as a reinforcing filler in soy protein isolate films. Carbohydrate Polymers, v. 198, p. 61-68,
2018.

Os grupos hidroxilas (OH) da superficie de CN podem formar liga¢des de hidrogénio
assim como também podem interagir com moléculas carregadas positivamente, visto que possui

grupos OSO*" .
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Portanto, os CNs obtidos por hidrolise quimica foram escolhidos para o estudo, devido
a sua maior area de superficie e aos grupos OSO* que denotam seu carater anidnico.
Considerando essas propriedades, espera-se que a interagdo com o TPP-quitossomas seja mais
favorecida, em comparagdo com as nanoceluloses obtidas por processos enzimaticos.

Até o presente momento nao foram encontrados estudos de incorporagdo de CNs no
sistema TPP-quitossomas, mas, avaliando os trabalhos existentes, ¢ possivel elucidar uma
estrutura que podera se formar (Figura 1.4). Os grupos hidroxilas (OH) na estrutura da celulose
favorecem a ligag@o de hidrogénio intermolecular entre CNs e espécies polares ou nao ionizadas
e, consequentemente, a formagdo de sistemas hibridos com polimeros cationicos como a
quitosana (AKHLAGHI et al., 2014; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020). Desta forma,
podemos observar na Figura 1.4, a possivel formagao de uma rede entre as particulas de TPP-
quitossomas através das CNs representadas como linhas pretas.

De acordo com Okamoto-Schalch et al. (2020), a inser¢do de CNs em suspensdo de
nanoparticulas interferiu na aglutinacdo idnica, formando aglomerados com delineamentos
irregulares, sugerindo que ambos polimeros tendem a interagir fisica ou quimicamente.

Considerando os trabalhos realizados com sistemas hibridos de CNs, espera-se que essa
estrutura seja eficaz na estabilizagdo e liberagdo in vitro dos compostos ativos encapsulados

(AKHLAGHTI et al., 2014; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020).

Figura 1.4. Esquema da estrutura do sistema hibrido de TPP-quitossomas com CNss.
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Fonte: Esquema adaptado de ESPOSTO, B. S. et al. Liposomes vs. chitosomes: Encapsulating food
bioactives. Trends in Food Science and Technology, v. 108, p. 4048, 1 fev. 2021
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1.3. Criogéis

Os géis secos sao normalmente produzidos a partir da sintese sol-gel. Sol ¢ definido
como uma dispersdo coloidal com particulas de 1-1000 nm (fase dispersa) dispersas em um
liquido (meio de dispersdo) e ¢ o termo usado para distinguir as dispersdes coloidais das
suspensdes macroscopicos (SHAW, 2013). Ja o termo gel pode ser definido como uma rede
tridimensional de cadeia polimérica (meio de dispersdao), onde todo o solvente fica preso
mecanicamente nos poros (fase dispersa), assumindo uma aparéncia solida (SHAW, 2013). Os
hidrogéis sdo géis com fase dispersa sendo agua. Assim, na etapa de sintese, uma reacdo de
reticulacdo ocorre e 0s géis secos sdo entdo produzidos em trés etapas (GOMEZ, 2019):

- Transicao solucao-sol: as particulas de sol sdo formadas na solug¢do precursora por meio
de reagdes de hidrolise e de condensacgao;

- Transigdo sol-gel (gelifica¢do): as particulas do sol sdo reticuladas, quimica ou
fisicamente, formando uma rede tridimensional continua;

- Transigao gel-aerogel (secagem): o solvente no interior do gel imido ¢ repelido pelo ar,
sem danos graves a sua estrutura.

Portanto, os géis secos podem ser obtidos a partir de diferentes técnicas de secagem,
diferindo em relagdo a estrutura porosa e, consequentemente, as propriedades mecanicas e de
permeabilidade. Quando o solvente ¢ evaporado pela técnica de secagem supercritica,
normalmente resulta em aerogéis, sofrendo pouco impacto na estrutura do material, formando
uma estrutura porosa € com pouca retracdo. Quando se utiliza a técnica de secagem lenta, as
tensOes capilares causam uma retragdo irreversivel do gel e um colapso de seus poros,
resultando em xerogéis. Ao se aplicar a técnica de liofilizagdo, a estrutura também sofre
alteracdes a medida que o crescimento dos cristais do solvente (usualmente &gua) leva a
fragmentacdo das amostras, caracteristica comum dos criogéis (VAREDA; LAMY-MENDES;
DURAES, 2018). De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
aerogel é definido como um "composto de um gel s6lido microporoso em que a fase dispersa é
um gas". A porosidade dos géis secos a base de celulose ou quitosana podem variar de 70-80%
para xerogéis, até 90-96% para acrogéis ¢ criogéis (GANESAN et al., 2016; ZHANG et al.,
2019). Portanto, criogéis com alta porosidade também podem ser definidos como aerogéis, ¢
alguns trabalhos publicados os definem assim (KANG et al., 2016; MENG et al., 2015; PEI;
ZHAI; ZHENG, 2015).
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De acordo com Vareda, Lamy-Mendes e Duraes (2018), alguns criogéis apresentaram
propriedades semelhantes as de acrogéis. Eles analisaram trabalhos que produziram monolitos
via liofiliza¢do e verificaram que alguns materiais obtidos apresentaram areas de superficie
muito altas, como aerogel. Os materiais tinham baixas densidades e alguns foram mais leves do
que os aerogéis.

Os atributos fisicos ¢ quimicos dos criogéis, como macroporosidade, elasticidade,
permeabilidade a 4dgua e facilidade de modificacdo quimica, tém atraido forte interesse de
pesquisa em uma variedade de areas, como purificacdo de dgua (remog@o de metais pesados)
(BAIMENOV et al., 2020), adsorventes (GARCIA-GONZALEZ et al., 2021), medicina
regenerativa (CHEN et al., 2021; ESKANDARINIA et al., 2020), biotecnologia (PLIEVA et
al., 2008), biossensores (FATONI et al., 2013), dentre outras.

O tamanho dos poros nos criogéis variam de escala submicrométrica para algumas
dezenas de micrometros, dependendo das condi¢des de produgdo, como a natureza do polimero,
solvente, tipo de reticulante, concentragdes e razdes de temperatura e taxa de congelamento
(GARCfA et al., 2010; SHIEKH et al., 2021; TSUJIMURA et al., 2010). As suas propriedades
dependem de sua estrutura de poro (tamanho de poro, distribuicdo de tamanho de poro e
interconectividade), a espessura da parede dos poros e a densidade expressa como a
concentragdo de polimero nas paredes dos poros dilatados (Figura 1.5) (MIKHALOVSKY et
al., 2011).

Figura 1.5. Esquema dos parametros que influenciam o desempenho dos hidrogéis porosos.

<3 Tamanho do poro

—---—+ Espessura
da parede do poro

Fonte: OKAMOTO-SCHALCH, N. O. et al. Nanocellulose hybrid systems: carriers of active
compounds and aerogel/cryogel applications. In: ORAON, R. et al. (Eds.). Nanocellulose Materials:
Fabrication and industrial Applications. U.K.: Elsevier Ltd, 2022. p. 330. (micrografia) e esquema
adaptado de Medical Biotechnology and Healthcar.
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Os criogéis PVA termorreversiveis produzidos sem um reticulador tém o tamanho de
poro entre 100 nm e 1 um, enquanto os criogéis PVA reticulados quimicamente t€ém poros
grandes de 1 pm a 150 pm. Macroporos deste tamanho também foram apelidados de
supermacroporos por alguns autores. Os criogéis supermacroporosos sao geralmente materiais
esponjosos com estrutura de poros interconectados.

Os criogéis sao versateis, pois a crioestruturacao pode ser utilizada para projetar e criar
estruturas com propriedades ajustaveis com uma estrutura porosa interconectada grande e
continua. Eles tém sido estudados como matrizes alternativas para aplicagdes biomédicas, pois
apresentam caracteristicas marcantes como a grande quantidade de poros e de dimensdes
amplas, grande area de superficie o tornando um material com alta capacidade de absorgao. A
adaptacdo de tais propriedades ¢ baseada principalmente no tipo e concentragdo de polimero /
monodmero, concentragdo de reticulador, temperatura de congelamento e controle da forma de
congelamento (SHIEKH; SINGH; KUMAR, 2020).

Os criogéis tem alta capacidade de absor¢do de agua, retendo liquidos e evitando o
acumulo em feridas (WANG et al., 2013), por esse motivo as estruturas de biomaterial na forma
de hidrogel podem facilitar o processo de tratamento da ferida. Os macroporos interconectados
dos criogéis e as propriedades autocurativas dos hidrogéis permitem a penetragdo celular e
facilitam a troca de nutrientes e metabolitos para a reparacdo do tecido (CHEN et al., 2021).
Alguns estudos de mecanismos para a melhora da cicatrizagdo estdo apresentados Tabela 1.4.
Esses estudos encontraram resultados promissores na cicatrizagdo de feridas com o uso de
criogéis ou scalffords (estruturas 3D porosas) carregados com composto ativo. Eskandarinia et
al. (2020) estudaram a cicatrizagdo das feridas em camundongos utilizando curativos de
poliuretano-extrato de propolis e também um curativo bicamada com gelatina-policaprolactona.
O grupo com curativo de uma camada exibiu maior taxa de fechamento da ferida em
comparagdo com o controle em 15 dias. O grupo tratado com curativo bicamada apresentou
aproximadamente feridas curadas e fechadas neste periodo.

As feridas, principalmente em diabéticos, apresentam caracteristicas patologicas e a
principal estratégia de cicatrizagdo ¢ reduzir a resposta inflamatéria (WANG et al., 2020b).
Portanto, o composto ativo estudado neste trabalho, o extrato de propolis vermelha, que tem
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e antimicrobianas, ¢ um ativo que pode ser
inserido em um sistema onde a liberacao controlada ira contribuir para o uso dos criogéis no

tratamento das feridas.
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2.1. Introducao

Os compostos ativos da propolis variam de acordo com a origem geografica e botanica,
estagdo do ano, genética das abelhas e fatores ambientais. O aproveitamento da propolis para
produgdo de extratos ja ¢é realizado comercialmente, devido as suas propriedades antioxidantes,
no entanto, os métodos tradicionais demanda de longo tempo, em torno de 15 dias (DE
CAMPOS; ASSIS; BERNARDES FILHO, 2021). Alguns pesquisadores utilizam metanol
como solvente, porém a utilizacao de solucao hidroetaldlica tem um impacto ambiental menor
e o problema de toxicidade é menos evidente no produto final (HOCHHEIM et al., 2019;
REVILLA et al., 2017).

Os métodos de extracao da propolis podem influenciar suas propriedades, tendo em vista
que diferentes solventes solubilizam e extraem diferentes compostos. Algumas pesquisam
utilizam técnicas diferenciadas para a extracdo da propolis, como o banho de ultrassom,
entretanto o tempo para esse processo ainda se mostrou longo (ANDRADE et al., 2017;
REVILLA etal., 2017).

De acordo com Khandare et al. (2021), a velocidade de agitagdo também ¢ um fator
importante na extragdo, visto que intensifica a transferéncia dos ativos para o solvente. As ondas
ultrassonicas de alta intensidade auxiliam na penetrag@o do solvente nas particulas que aceleram
a transferéncia e, portanto, a eficiéncia de extragao.

Estudo da analise do extrato de propolis vermelha identificou diversos compostos com
atividades bioldgicas importantes. Foi possivel encontrar compostos normalmente encontrados
na propolis vermelha brasileira, como vestitol, medicarpina, elemicina e guaiacol (RUFATTO
et al., 2018).

De acordo com Bankova et al. (2021), as misturas agua-etanol sdo as mais utilizadas e
processos de extracdo assistida por ultrassom tem resultados promissores, nos quesitos de
tempo de extracdo, rendimento da extracdo e relacdo custo-beneficio. Bankova et al. (2021)
indica mais estudos para encontrar a melhor forma de extrair compostos bioativos da propolis.

Este capitulo teve como objetivo a obtencdo de extratos de propolis vermelha utilizando

solucdo hidroetanolica e com o emprego de ultrassom de ponteira.
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2.2. Material e métodos

2.2.1. Material

A propolis vermelha foi obtida com apicultores na cidade de Maceié — Alagoas (Br)
(9°40°S, 35°41°0), lote 2020, com teor de 5 £1 % de umidade. O etanol (99,5%) usado foi
adquirido da Exodo Cientifica (SP, Brasil).

2.2.2. Extracao e quantificacdo de compostos ativos

Os ensaios preliminares de extracdo de compostos ativos foram realizados conforme
metodologia descrita por Nori et al. (2011) com algumas adaptacdes. Para cada 2 g de propolis
vermelha picada foi adicionado 20 mL de etanol 99,5 %. As amostras foram sonicadas por 10
¢ 30 min, continuo e amplitude de 70 % em ultrassom de ponteira de 550 W de poténcia
(Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, EUA). Esse procedimento foi realizado com
banho de gelo para que as amostras ndo ultrapassem a temperatura de 50 °C. O volume final
foi suspendido para 20 mL e entdo centrifugado a 4500 rcf, 10 min e 25 °C (Centrifuge 5430
R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi separado, identificado como extrato
de propolis, e armazenado na geladeira (8 °C) ao abrigo de luz.

Apos os testes, ficou definido que os extratos seriam obtidos conforme metodologia
descrita por Nori et al. (2011) com algumas alteragdes, com o auxilio de ultrassom de ponta ¢
utilizando como solvente uma solugdo de hidroetandlica. Foi considerado a necessidade de
analisar a concentragao de propolis pois afeta o extrato de propolis (PE) no que diz respeito a
concentracdo de compostos fenolicos totais (CFT) e flavonoides.

Como definido anteriormente, a propolis vermelha foi sonicada por 10 min, continuo e
amplitude de 70 % em ultrassom de ponteira de 550 W de poténcia (Branson Ultrasonics
Corporation, Danbury, EUA), sendo a concentracdo do etanol de 84,5% na solucdo aquosa e a
concentragdo de propolis de 12,20, 17,50 e 25,00 g / 100 mL de solvente. Esse procedimento
foi realizado com banho de gelo para que as amostras ndo ultrapassem a temperatura de 50 °C.
O volume final foi centrifugado a 4500 rcf, 10 min e 25 °C (Centrifuge 5430 R, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi separado e armazenado em freezer (-18 °C) ao

abrigo da luz.
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2.2.2.1. Compostos fendlicos

A quantificacdo de CFTs foi realizada conforme a metodologia descrita por Swain e
Hellis (1959) e Woisky e Salatino (1998), que consiste na utilizagdo da espectroscopia UV-Vis.
Uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi adicionada a 2,5 mL de solucdo Folin — Ciocalteu (10
% v/v). A amostra foi deixada em repouso por 5 min para entdo adicionar 2,0 mL de solucdo
NaxCO3 (4 % m/v). Apos 45 min, foi medida a absorbancia no comprimento de onda 760 nm
(Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). O teor de CFTs foi
determinado de acordo com a curva padrao do acido galico (0 a 0,008 mg/mL): y = 125,44x +
0,0266 (R>=0,9974). Os resultados estdo expressos em mg de equivalente de acido galico (GA)

por mL de extrato.

2.2.2.2. Flavonoides

A quantificagdo de flavonoides dos extratos de propolis vermelha foi realizada de
acordo com Jurd e Geissman (1956), Dowd (1959) e Kasprzak et al. (2015). Uma aliquota de
0,5 mL de amostra foi adicionada a 4,3 mL de solugdo de etanol (80% v/v), 0,1 mL de nitrato
de aluminio nono hidratado (10% m/v) e 0,1 mL de acetato de potassio (1M). Foi deixada em
repouso por 40 min a temperatura ambiente e ao abrigo de luz. A leitura da absorbancia foi
realizada a 420 nm no espectrofotdmetro UV-Vis (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA). O teor de flavonoides foi determinado de acordo com a curva
padrdo de quercitina (0 a 0,009 mg/mL): y = 73,292x — 0,0073 (R? = 0,9967). Os resultados

foram expressos como mg de quer por mL de extrato.

2.2.2.3. Atividade antioxidantes

A capacidade antioxidante (AA) do extrato de propolis vermelha foi realizada pelo
método de atividade inibitoria do radical livre 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) -6-acido
sulfonico (ABTS') e pelo método do poder antioxidante de redugio de ferro — Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP)

A determinagdo por ABTS™ foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Re
et al. (1999). A solugdo de ABTS™ foi preparada com a adi¢do de ABTS (7 mM) e persulfato
de potassio (2,45 mM) diluidos em agua e deixado em repouso por 16 h. Apds o repouso, foi

adicionado etanol absoluto a solu¢do ABTS'" até leitura da absorbancia entre 0,65 e 0,75 em
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734 nm no espectrofotometro UV-Vis (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Para realizar a leitura das amostras, a amostra e a solugdo foram misturadas
na propor¢do de 10 de amostra :1 ABTS', para entfo repousar por 6 min para cada amostra e
leitura em 734 nm. A capacidade antioxidante foi determinada de acordo com a curva padrao
de Trolox (6 a 1955 uM): y =-0,0422x + 0,7261 (R? = 0,9984). Os resultados da curva foram
expressos em uM Trolox.

A determinagdo da capacidade antioxidante pelo método FRAP foi realizado de acordo
com a metodologia utilizada por Pulido, Bravo e Saura-Calixto (2000). Foi adicionada a 90 puL.
de amostras, 270 uL de agua e 2,7 mL de FRAP. Ficaram em repouso por 30 min a 37 °C para
entdo as absorbancias serem medidas em 595 nm. A capacidade antioxidante foi determinada
de acordo com a curva padrao FeSO4.7H20 (0,006 a 0,033 mM): y = 30,915x — 0,0063 (R? =

0,9988). Os resultados foram expressos como mM FeSOa.

2.2.3. Analise estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e estao apresentados como média
+ desvio padrdo. Os resultados das variaveis dependentes (CFT, flavonoides, ABTS ¢ FRAP)
foram obtidos por analise de variancia (ANOVA) e testes de Tukey com nivel de significancia

de 5% utilizando o software Statistica 7.0.

2.3. Resultados e discussao

Inicialmente, foi realizado um teste preliminar de produgdo de extrato de propolis
vermelho para quantificacdo de CFTs apos os tempos de ultrassom de 10 min ou 30 min. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 2.1. Pode ser observado que a amostra que foi retirada
apos 30 min de extracdo no ultrassom de ponteira apresentou uma quantidade de CFT menor
que o observado em 10 min de extragdo. Isso pode ter ocorrido devido ao aquecimento das
amostras e degradacdo dos compostos ativos, mesmo sendo utilizado o banho de gelo durante
o processo de ultrassom.

O teor de CFTs obtido neste estudo (286 + 13 mg de GA/g de propolis) foi maior do
que os teores de CFTs presentes na propolis vermelha brasileira relatados na literatura, que
variaram de 55 a 233 mg GA/g de propolis (ANDRADE et al., 2017; REYES; LANDGRAF;

SOBRAL, 2021). Estes valores sdo principalmente devido a presenca dos isoflavonoides
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(vestitol e methylvestitol) (RIGHI et al., 2011) e as diferencas dependem do meio de extracao

e do tipo de processo utilizado.

Tabela 2.1. Resultados preliminares obtidos da quantificagdo de CFTs do PE obtido em

ultrassom de ponteira.

Tempo de Compostos Fendlicos Totais (CFT)
extragdo (min) (mg de GA/g de propolis)

10 286 + 13°

30 190 + 33°

Nessa tabela: Os valores apresentam a média + desvio padrao (n =3). Valores identificados com letras

iguais ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte: Propria autoria.

Méndez (2017) quantificou os CFTs do extrato de propolis e obteve melhor resultado
na extracdo realizada com etanol 96% a 25 °C por 30 min em agitagdo mecanica (201,12 2,91
mg de GA/g de extrato). Esses valores foram semelhantes aos encontrados por Reyes et al.
(2021). Neste tltimo estudo, foram utilizadas 20 g de propolis em 30 mL de etanol absoluto por
48 h a 25 °C, sob agitacdo magnética, e foi obtido um valor de 233,3 mg GA/g de propolis.

Quando a extragdo ocorre em banho de ultrassom, os conteudos de CFT foram
semelhantes. Oroian et al. (2020) obtiveram como resultado 228,63 mg de GA/ g propolis nas
condi¢des de 100% de amplitude, etanol 70%, 58 °C por 30 min. Os autores identificaram que
a concentracdo de etanol teve um grande impacto na extracdo, porém, os pardmetros
temperatura e tempo ndo tiveram a mesma influéncia na extra¢ao que a amplitude do ultrassom
(20, 60 e 100%) e a concentracdo de etanol (40, 60 e 80%).

Assim, foi fixado o tempo de 10 min de ultrassom de ponteira e os resultados estdo
apresentados na Tabela 2.2 mostra os resultados da concentracdo de Compostos Fenodlicos
Totais (CFT, mg GA/mL de PE), flavonoides (mg quercetina/mL de PE) e atividades
antioxidantes (ABTS e FRAP) obtidos neste estudo.
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Tabela 2.2. Valores de compostos fenodlicos totais (CFTs), flavonoides, atividade
antioxidante por ABTS e¢ FRAP das amostras com diferentes concentragdes de propolis

utilizada na extragdo com solvente hidroetandlico 84,5% de etanol.

g de propolis/ CFTs Flavonoides ABTS FRAP
100 mL (mgde GA/mL PE)  (mgquer/mL PE) (mM Trolox) (mM FeSO4)
12,20 223+0,0c¢ 4,1+09¢c 157+7¢ 196+9b
17,50 30,1+1,0b 99+0,6b 178 +2b 246 + 4 ab
25,00 37,5+39a 134+12a 214+2a 314+49a

Nessa tabela: Os valores apresentam a média + desvio padrdo (n =3). Valores identificados com letras
iguais na mesma coluna ndo diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte:

Propria autoria.

A concentracdo de CFT variou de 22,3 a 37,5 mg GA/mL PE, e os flavonoides variaram
de 4,1 a 13,4 mg quercetina/mL PE. As capacidades antioxidantes foram avaliadas usando
ABTS e FRAP, resultando em 157 a 214 mM de Trolox (ABTS) ¢ 196 a 314 mM de FeSO4
(FRAP), respectivamente. Os valores encontrados para CFTs, flavonoides ¢ ABTS para a
amostra contendo 25,00 g de propolis / 100 mL de solvente foram significadamente maiores
enquanto a amostra com 12,20g de propolis / 100 mL de solvente obteve menores valores para
essas analises. Quando se observa os resultados de atividade antioxidante FRAP, ndo houve
diferenca significativa entre a amostra de 25,00 ¢ 17,50 g de propolis / 100 mL de solvente,
entretanto ha uma tendéncia de resposta igual as outras analises.

A amostra contendo 25,00 g de propolis / 100 mL de solvente (84,5% etanol) foi a

amostra com melhores resultados.

2.4. Conclusao

Os extratos de propolis vermelha utilizando ultrassom de ponteira e solugdo
hidroetanolica como solvente continham altas concentragdes de flavonoide e CFTs, indicando
uma alta capacidade antioxidante, confirmado com os valores obtidos na pesquisa. Esse
processo destacou-se pelo tempo de extragdo menor que os tradicionais e com solvente seguro
para consumo. De acordo com a analise realizada, a concentragdo de CFTs e flavonoides foram

diferentes significadamente para massa de propolis.
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QUITOSSOMAS E TPP-QUITOSSOMAS COM
E SEM NANOCRISTAIS DE CELULOSE
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3.1. Introducao

Apesar dos muitos beneficios dos extratos de propolis, a sua utilizagao € limitada pelo
seu sabor amargo e aroma. As técnicas de encapsulamento surgiram para ultrapassar estas
dificuldades e melhorar a bioacessibilidade dos extratos de propolis. bioacessibilidade in vitro
¢ atividade antioxidante (ALENCAR et al., 2023). Um polimero bastante estudado e que
atualmente tem sido associado a outros ¢ o das nanofibras de celulose (CNs), formando sistemas
hibridos (ALMASI; JAFARZADEH; MEHRYAR, 2018; OKAMOTO-SCHALCH et al.,
2020). As CNs podem ser produzidas através de hidrdlise acida ou enzimatica utilizando
residuos agroindustriais ricos em matrizes lignocelulosicas (MARTELLI-TOSI et al., 2018;
SAMIR et al., 2004), e ja foram empregadas em alguns sistemas carreadores de farmacos e
vitaminas (AKHLAGHI et al., 2014; GRISHKEWICH et al., 2017; JACKSON et al., 2011;
KOLAKOVIC et al., 2012; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020).

As CNs sdao normalmente produzidas em trés etapas: tratamento bdasico e
branqueamento, hidrélise 4cida e fragmentagdo mecanica (ALEMDAR; SAIN, 2008; DHALI
et al., 2021; MARTELLI-TOSI et al., 2017; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020). Os grupos
hidroxilo (OH) das CNs favorecem as ligagdes de hidrogénio com outras moléculas polares;
além disso, quando as CNs sdo obtidas por hidrolise com acido sulftrico, apresentam grupos -
0S03- ao longo da sua estrutura que podem aumentar as interac¢des electrostaticas. Essas duas
caracteristicas tém mostrado que os CNs podem formar nanocompdsitos com polimeros
cationicos, como o polissacarideo quitosana (ALMASI; JAFARZADEH; MEHRYAR, 2018;
OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020), identificados como sistemas hibridos.

A quitosana, um polissacarido catidnico, pode ser transformado em nanoparticulas por
complexagdo com poli(acido metacrilico) (MOURA; AOUADA; MATTOSO, 2008), ou por
gelificagdo i6nica utilizando tripolifosfato de s6dio (TPP) como agente de reticulagdo
(BUGNICOURT; LADAVIERE, 2016). As nanoparticulas resultam da ligacdo intra- e
intermolecular entre os fosfatos carregados negativamente do TPP e os grupos amino
carregados positivamente presentes na estrutura do quitosano (NH3"). Tal sistema tem sido
avaliado no encapsulamento das vitaminas C, B9 e B12, com redugdo satisfatoria das
degradagdes em meio aquoso, principalmente quando submetidas a exposi¢do a luz ¢ ao O»
(BRITTO et al., 2012, 2014). Alguns estudos indicam a formagao de um sistema hibrido com
a associag@o da CN com nanoparticulas de quitosana (ALMASI; JAFARZADEH; MEHRY AR,
2018; OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020), mas ainda ndo ha estudos da associagdo da CN

com sistemas TPPChs.
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A producdo de lipossomas revestidos utilizando tripolifosfato de sédio para
complexagdo com quitosano (TPPCh) ja foi utilizada para a encapsulagcao de compostos ativos
como a quercetina, vitamina D3 e carotendides (CADDEO et al., 2016; ESPOSTO et al., 2022;
IIDA et al., 2020), e os resultados foram promissores. A associagao da CN com o TPPCh pode
reter e preservar compostos positivamente ativos, como o sistema antioxidante proposto por
Akhlaghi et al. (2014), pela formagao de complexos entre a vitamina C e a CN enxertada com
quitosano por complexacdo ionica usando TPP. Akhlaghi et al. (2014) observaram que a
vitamina C era libertada ao longo do tempo, tendo o complexo também propriedades
antioxidantes desejaveis.

Assim, esse capitulo abordard a preparagdo de um sistema hibrido, composto de
quitosomas ¢ CNs e a avaliagdo do potencial desses sistemas na formacdo de particulas e no

encapsulamento de extratos enriquecidos com bioativos.

3.2. Material de métodos

3.2.1. Material

As particulas foram produzidas com: fosfolipidio (Phospholipon 90G, Lipid
Ingredients, Ribeirdo Preto, Brasil), quitosana com peso molecular médio e 75-85% de unidades
desacetiladas (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), tripolifosfato de s6dio (NasP3O1o,
molecular weight 367.86 gmol!, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). A palha de soja foi
gentilmente doados pela Embrapa Soja (Londrina, PR, Brazil) e para produgao de nanocristais
de celulose, foi utilzado: hidréxido de sodio (NaOH), peroxido de hidrogénio (H20z), sulfato
de magnésio heptahidratado (MgSO4. 7H20) e acido sulfurico (H2SO4), adiquiridos da
Dinamica Quimica Contemporanea LTDA (Indaiatuba, SP, Brazil). Para a dialise das CNs, foi
utilizado tubo de membrana de celulose com 76 mm de largura (Sigma Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA).

3.2.2. Producio de Nanocristais de celulose

A produgdo de nanocelulose foi realizada de acordo com a metodologia adaptada de
Martelli-Tosi et al. (2018) a partir da vagem mercerizada de soja. As vagens foram separadas,
lavadas, e secas em estufa a 50°C, moidas e peneiradas em peneiras de 35 "mesh Tyler"

(abertura 0,425 mm).
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Na etapa de pré-tratamento, foi realizada a hidrolise parcial das hemiceluloses e
ligninas, através de um tratamento alcalino com NaOH 17,5% (m/v) por 15h a temperatura
ambiente, seguido de sucessivas lavagens com auxilio de peneiras de 250 e 400 “mesh Tyler”
até neutralizar o pH. Em seguida, foi realizado o branqueamento com H202 4% (v/v) + NaOH
2% (m/v) + MgS0O4 7H20 0,3% (m/v) por 3 h a 90 °C, seguido de lavagens sucessivas utilizando
peneira até pH neutro, de acordo com tratamento apresentado por Martelli-Tosi et al. (2017). A
amostra pré-tratada foi seca em estufa a 50°C por72 h. A Figura 3.1 apresenta o fluxograma

realizado na etapa de pré tratamento da vagem de soja.

Figura 3.1. Fluxograma de pré-tratamento da soja para obtencao de nanocristais de celulose.
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Fonte: Propria autoria.

Na etapa de hidrélise &cida ocorre a hidrolise das fibras e foi realizada utilizando 30 mL
de H2SO4 64% (v/v) por grama de vagem de soja mercerizada (MARTELLI-TOSI et al., 2018),
a 70°C por 40 minutos sob agitagdo vigorosa e constante. Para cessar a reacdo, foi adicionado
agua destilada fria em uma proporcao de 1:10 e entdo foi deixada em repouso por 24 h para
decantagdo das fibras. Em seguida, foi realizada a dialise, onde o precipitado foi colocado
dentro de uma membrana semipermeavel e deixado em um recipiente com agua. Esse processo
ocorre entre 5 e 7 dias até o pH neutro ser atingido, pois ha a remogao dos grupos sulfatos nio
reativos, sais e aglicares soluveis. A Figura 3.2 apresenta o fluxograma realizado na etapa de

tratamento acido da vagem de soja pré-tratada.
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Figura 3.2. Fluxograma de tratamento acido da vagem e/ou de soja pré-tratada para obtencao

de nanocristais de celulose.
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Fonte: Propria autoria.

A terceira e ultima etapa ¢ a fragmentagcdo mecanica, realizada com o auxilio de um
dispersor tipo UltraTurrax (IKA T18 Basic, Guangzhou, China) a 14.000 rpm por 5 min e
sonicada por 3 min continuo e amplitude de 50% em ultrassom de ponteira de 550W de poténcia
(Branson Ultrasonics Corp, Danbury, EUA). Para retirada das particulas maiores, a suspensao
¢ centrifugada a 3000 rpm, a 25 °C por 5 min (Centrifuge 5430 R, Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha). O precipitado ¢ entdo separado e o sobrenadante contendo as CNs dispersas foi
armazenado em geladeira (8 °C). A Figura 3.3 apresenta o fluxograma realizado na etapa de

tratamento fragmentag@o mecanica da vagem de soja.

Figura 3.3. Fluxograma de tratamento de fragmentagdo mecanica da vagem e/ou palha de soja

para obtengao de nanocristal de celulose.
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Fonte: Propria autoria.

3.2.2.1 Caracterizacao das CNs

A morfologia das CNs foi analisada por Microscopia de Forca Atomica (Atomic Force

Microscopy - AFM). As suspensdes foram submetidas a sonificagdo por 3 minutos, continuo e
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50 % amplitude. A andlise foi realizada na concentragdo de 0,01 % (m/v) e a secagem foi
diretamente nos stubs. As CNs foram observadas no microscopio (NT-MDT, Rissia), com uma
frequéncia de ressonancia de 150 kHz, forca de contato de 5 N/m e velocidade de varredura de
0,6 Hz.

A carga superficial das particulas foi analisada por espalhamento de luz eletroforético
em um Zeta Potential Analyser — Nano Series- Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., England).
As amostras foram diluidas 6x e as medidas foram realizadas a temperatura ambiente (25°C).

Estas medidas foram realizadas em triplicata para cada amostra.

3.2.3. Encapsulacio

As particulas de TPP-quitossomas (TPPCh) foram produzidas de acordo com o
procedimento descrito por Caddeo et al. (2016), com algumas modificagdes, em triplicata. Foi
utilizado o extrato de propolis vermelha obtido com 25g de propolis / 100mL de etanol (84.5%)
(Tabela 2.2, Capitulo 2)

No extrato de propolis vermelha foi diluido fosfolipidio P90G (2,5 mg/mL) e adicionado
tampao fosfato salino (PBS) (pH 7,4). Essas dispersdes foram submetidas a sonifica¢do (25
ciclos de 5 s, com pausa de 2 s a cada ciclo) para produgao dos lipossomas (L). Em seguida,
uma dispersao de igual volume de quitosana (para obter concentracdo final de 1,5 mg/mL)
previamente preparada em solugdo de acido acético (1% v/v) foi adicionada na suspensao para
a produgdo das quitossomas (Ch) sob agitacdo magnética (1500 rpm). Em seguida, foi gotejado,
lentamente com auxilio de uma bureta (1 mL/min, 8 cm de distancia entre a gota e a superficie
da suspensdo), uma solugdo de igual volume de TPP (para obter concentragdo final de 0,5
mg/mL). A amostra final foi identificada como TPP-quitossomas (TPPCh). As amostras foram
armazenadas em congelador ao abrigo de luz. A Figura 3.4 apresenta o fluxograma de produgdo
das particulas produzidas.

As amostras hibridas com CN foram preparadas com a adi¢do da suspensdo de CN (0,29
%) na solugdo de acido acético utilizado na solubilizagdo da quitosana. A composicdo e

identificacdo das amostras estdo apresentadas na Tabela 3.1.
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Figura 3.4. Fluxograma de producdo dos sistemas hibridos carregados de extrato de propolis.
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Fonte: Propria autoria.
Tabela 3.1. Identificagdo e composi¢do final das amostras.

. . Fosfolipidio Quitosana TPP CN
[dentificagao @L) (@) @L) @L)
L-PE 0,625 - - -
Ch-PE 0,625 1,5 - -
TPPCh-PE 0,625 1,5 0,5 -
CN-L 0,625 - - 0,7
CN-Ch 0,625 1,5 - 0,7
CN-TPPCh 0,625 1,5 0,5 0,7
CN-L-PE 0,625 - - 0,7
CN-Ch-PE 0,625 1,5 - 0,7
CN-TPPCh-PE 0,625 1,5 0,5 0,7

Fonte: Propria autoria.

3.2.2.2 Eficiéncia de Encapsulacio

A retencao de PE no sistema hibrido foi estimada pela quantificacdo de bioativos por

espectrocopia UV-Visivel (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA)

seguindo metodologia proposta por Esposto et al. (2022) com algumas modificagdes. As

amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4 °C por 10 min (5430R, Eppendorf AG,

Hamburgo, Alemanha) usando Amicon Ultra-0,5 (Amicon Ultra-0,5 mL 3 K device, Millipore

Corp., Irlanda) para separar os CFT livres, das particulas carregadas, segundo Machado et al.
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(2019). A solugdo filtrada foi entdo utilizada para quantificar os CFT pelo método colorimétrico
de Folin-Ciocalteu. A eficiéncia (EE) foi calculada como a diferenca entre a concentracdo total
de bioativos na amostra do extrato encapsulado [PE] e a concentragdo de bioativos

quantificados no sobrenadante [PE], conforme Eq. 3.1.

EE (%) _ [PElsampie— [PElsupernatant +100 (31)

[PE]lsample

3.2.4. Caracterizacio das particulas
3.2.3.1. Morfologia

A morfologia do sistema hibrido foi realizada por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET) segundo Caddeo et al. (2016) com algumas modificagdes. As suspensoes
foram submetidas a tratamento em banho ultrassénico de 2 minutos, seguido de diluicdo em
agua mili-Q nas proporgdes de 1:30 ¢ 1:60. As amostras diluidas foram gotejadas em uma grade
revestida de carbono, corada com acetato de uranilo 1,5% (solug@o aquosa). Apds secagem por
24 h, a temperatura ambiente e finalmente analisadas com um microscopio JEM 100CXII

(Toquio, Japao) com uma voltagem de aceleragao de 80 kV.
3.2.3.2. Tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho de particula, sua distribui¢@o e os potenciais zeta foram determinados por
espalhamento de luz dindmico utilizando um Analisador de Potencial Zeta (Zetasizer ZS 3600,
Malvern Instruments, UK) num angulo de detec¢do de 173 ° e comprimento de onda de 633

nm. As medi¢des foram realizadas em triplicado a 25°C.
3.2.3.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As suspensdes de particulas foram liofilizadas no equipamento Liobras, Liotop L101
(Sao Carlos, Brasil) para realizagao das analises de FTIR. e TGA.
As analises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-

ATR) foram realizadas em um espectrofotdmetro (Spectrum-One, Perkin Elmer, Shelton, EUA)
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com acessorio de atenuacdo de transmitancia universal, modelo ATR. Foram realizadas 16

varreduras entre 550 e 4000 cm™!, com resolugio de 2 cm™.

3.2.3.4. Analise termogravimétrica

As propriedades térmicas dos sistemas hibridos liofilizados foram avaliadas em
analisador termogravimétrico TGA-Q500 (TA Instruments, New Castle, EUA), utilizando 10
mg de cada amostra selada em recipientes de platina. As amostras foram aquecidas de 20 a 800

°C a uma taxa de aquecimento de 10 °C.min"! sob fluxo de nitrogénio de 60 cm® /min.

3.2.5. Analise estatistica

As analises, tamanho de particula, potencial zeta e EE, foram avaliadas estatisticamente
por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, com o

auxilio do software XLLSTAT.

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Producio de nanocristais de celulose (CN)

Para a producdo de CNs, inicialmente a vagem foi pré-tratada para a solubilizagao
parcial das hemiceluloses e ligninas, a fim de obter um material rico em celulose (~ 66 %),
comparado com a vagem nao tratada (~ 40%). O pré-tratamento utilizado foi escolhido de
acordo com trabalhos prévios (MARTELLI-TOSI et al., 2017; OKAMOTO-SCHALCH et al.,
2020), sendo que o rendimento obtido neste estudo foi de 45% (g vagem tratada/100g de
vagem).

Apbs o pré-tratamento, foram realizadas a hidrdlise acida, dialise e fragmentagdo
mecanica. A suspensao pode ser observada na Figura 3.5 e seu rendimento foi de 0,28 = 0,01 %

(m/m) de matéria seca.
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Figura 3.5. Suspensao de CNs.

Fonte: Propria autoria.

A micrografia representativa da estrutura das CN e o perfil de altura (nm) obtidos por
microscopia de for¢a atomica estdo apresentados na Figura 3.6A e B, respectivamente. As fibras
de celulose apresentadas na micrografia estdo em nanoescala e seu didmetro foi de até 12 nm,
como pode ser observado no perfil de altura obtido a partir da micrografia (Figura 3.6 B).
Martelli-Tosi et al. (2018), obtiveram didmetros médios semelhantes (9,4 + 3,3 nm) realizando
0s mesmos pré-tratamentos e hidrolise acida com a palhada de soja, entretanto o comprimento
se mostrou diferente. Alemdar e Sain, (2008) obtiveram didmetros maiores das CNs oriundas
de palha de trigo e da casca de soja (30 - 40 nm e 20 - 120 nm, respectivamente). Na escala
nanométrica, a morfologia da celulose ndo depende apenas do método de extragdo, mas também

da variedade/tipo de matéria-prima lignocelulésica.
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Figura 3.6. (A) Micrografia representativa da estrutura das CNs e (B) perfil de altura (nm)

obtidos por microscopia de forga atdmica (AFM).
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Fonte: Propria autoria.
3.3.2. Encapsulacio do extrato

A eficiéncia de encapsulagdo das particulas foram realizadas e estdo apresentadas na
Tabela 3.2, tanto para Compostos Fenolicos Totais (CFTs) e quanto flavonoides. Os
flavonoides exibiram resultados de encapsulamento mais elevadas em todas as amostras, com
taxas proximas de 100%, independentemente do material encapsulante utilizado. Tendo em

vista a solubilidade inerente dos flavonoides livres em varios solventes orgénicos, tais como
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metanol, etanol, cloroférmio e éter, o seu encapsulamento ocorreu predominantemente dentro
da bicamada durante a producdo de lipossomas. Apesar da amostra de CN-Ch-PE apresentar
diferenca significava, ela ainda possui uma alta EE. Essas descobertas estdo alinhadas com
pesquisas anteriores sobre particulas semelhantes que exploram o encapsulamento de
carotenoides (ESPOSTO et al., 2022).

Em relagdo ao CFT, foram quantificados outros compostos fenolicos, ¢ o EE néo
apresentou diferencga significativa, entretanto observa-se pequenas diferencas dependendo do
agente encapsulante. L e TPPCh exibiram os maiores valores. CN-Ch-PE apresentou maior
instabilidade e desvio padrio, sugerindo que a reticulacdo da quitosana com o TPP ¢ crucial

para a estabilizagdo das particulas.

Tabela 3.2. Eficiéncia de encapsulacdo das particulas carregadas com extrato de propolis
vermelha pela quantificagio de CFT e flavonoides. Sendo L-PE, lipossoma; Ch-PE,
quitossomas; TPPCh-PE, TPP-quitossomas; CN-L-PE, lipossomas com nanocristais; CN-Ch-

PE, quitossomas com nanocristais ¢ CN-TPPCh-PE, TPP-quitossomas com nanocristais.

Amostras EE para CFTs (%) EE para flavonoides (%)
L-PE 92,54+ 0,3 99,922+ 0,01
Ch-PE 90,4*+1,1 99,932+ (0,01
TPPCh-PE 92,0%+0,2 99,872 + 0,02
CN-L-PE 91,8+ 1,0 99,852 + 0,07
CN-Ch-PE 90,69+ 5.3 99,76 + 0,04
CN-TPPCh-PE 91,12 +1,2 99,892 + 0,04

Nessa tabela: Os valores apresentam a média + desvio padrao (n =3). Valores identificados com letras
iguais na mesma coluna nao diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte:

Propria autoria.

3.3.3. Caracterizacio das particulas

3.3.2.1. Morfologia

A Figura 3.7 ilustram as micrografias MET das particulas sem PE e carregadas com PE..
Os lipossomas (L), observadas na Figura 3.7.A1, apresentaram formas esféricas e elipticas,
constituidos por uma unica bicamada lipidica, tendo tamanhos de particulas inferiores a 200

nanémetros. Por outro lado, os quitosomas (Ch), embora também apresentarem tamanhos
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nanométricos, foi observado a presenca de aglomerados (Figura 3.7.B1). Quando as particulas
de Ch sdo reticuladas com TPP (TPP-Ch), surge uma rede de polimeros em torno dos
lipossomas (Figura 3.7.C1), conforme relatado na literatura (ESPOSTO et al., 2022). Quando
essas particulas foram carregadas com PE, foi possivel a observacdo dos residuos da propolis
nas micrografias. A incorporacdo de PE também ocasionou acréscimo no tamanho,
possivelmente devido a incorporacdo dos compostos ativos, além de tornar mais dificil a
visualizag¢@o das bicamadas (Figura 3.7.A2, B2 e C2).

As Figuras 3.7 D1, F1 e GI apresentam as micrografias MET dos sistemas hibridos
formados com a adigdo de nanofibras de celulose (CN). Nela foi possivel observar a
aglomerag@o de CN, sendo a visualizagdo mais pronunciada nas particulas carregadas de PE.
Entretanto, foram observados nanocristais fixados nas superficies das particulas. Okamoto-
Schalch et al.(2020), apresentaram a incorporacdo de CN em sistemas hibridos de quitosana
reticulado por TPP e verificaram a adsorcdo de CN na superficie das particulas atribuida a

interacao eletrostatica entre os polimeros de quitosana e CN.
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Figura 3.7. Micrografias MET: (1) particulas e ndo carregadas com PE: lipossomas (L),
quitossomas (Ch) e TPP-quitossomas (TPPCh) sem nanocristais de celulose (A, B e C,
respectivamente) e com nanocristais de celulose (D, E e F, respectivamente); (2) Particulas
carregas com extrato de propolis.
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(A) L

(B) Ch

(C)TPPCh

(D) CN-L

(E) CN-Ch

(F) CN-TPPCh

Fonte: Propria autoria.
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3.3.2.2. Tamanho de particula e potencial zeta

O diametro médio das particulas (Z-average) e seu indice de polidispersidade (PdI)
foram medidos por espalhamento dindmico de luz (DLS) e os resultados sdo mostrados na
Tabela 3.3. As particulas sintetizadas ndo foram homogéneas com indices de polidispersidade
em todos os casos abaixo de 0,36.

Observa-se que as particulas L ndo carregadas apresentaram tamanho médio de 255 +
62 nm, constituindo tamanho nanométrico, ja quando foi inserido as CN nos lipossomas, o
tamanho se aproximou de 400 nm. Os resultados de tamanho obtidos para as particulas
carregadas sdo compativeis com as micrografias apresentadas na Figura 3.7.A2, B2 e C2, pois
hé um acréscimo considerado nos valores de Z, principalmente devido aos residuos de propolis.

Os TPP-quitossomas carregados (TPPCh-PE) apresentaram diametros maiores que 9
pum sendo maiores que os lipossomas e quitossomas carregados (L-PE e Ch-PE) com
aproximadamente 5 pum. Isso é esperado pois sdo obtidos pela incorporagdo da quitosana a
superficie do lipossoma formando uma camada superficial.

As particulas contendo CN e carregadas com PE ndo apresentaram diferencas
significativas, com diametros na faixa de 9 pum, provavelmente atribuidos ao fato do
comprimento micrométricos da fibra. Esse aumento também foi observado nas particulas com
CN sem extrato, confirmado por aglomerados nas micrografias Figura 3.7.D2 e F2.

Os valores do potencial zeta também estdo na Tabela 3.3. Os grupos carboxila dos
fosfolipidios conferiram potenciais zeta proximos a neutralidade para as amostras de
lipossomas (+0,56 = 0,89 mV para L e -2,9 = 0,3 mV para CN-L). Ao adicionar a quitosana
(amostras Ch e TPPCh), os valores passaram a ser positivos (+42,5+1,5mV e +29.2+ 1,7 mV,
respetivamente). Esta mudanca de potencial, invertendo os valores negativos para positivos
sugere novamente que houve uma adsorcdo dos grupos amino carregados positivamente da
quitosana nos lipossomas (CADDEO et al., 2016; ESPOSTO et al., 2022) e também a possivel
interagdo eletrostatica entre o NH3" da quitosana e o SO4* das CNs (OKAMOTO-SCHALCH
et al., 2020).

As particulas carregadas com extrato (L-PE, Ch-PE, TPPCh-PE) sem a presen¢a de CN,
apresentaram valores do potencial zeta positivos. Sendo que os quitossomas ¢ os TPP-
quitossomas exibiram valores superiores a + 30 mV, indicando sua maior estabilidade em
relagdo a amostra L (+13,6 +£4,6 mV). A inclusdo de CNs (CN-L-PE) resultou numa diminuigo

dos valores do potencial zeta das amostras L, atribuida principalmente as nanofibras carregadas
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negativamente preparadas com uma solu¢do de acido sulfurico, que reteve SO4* nas suas
superficies. Novamente, a adi¢do de quitosana inverteu os valores do potencial zeta (CN-Ch-
PE: +45,0 £ 1,2 mV e CN-TPPCh-PE: +32,3 = 0,8 mV), confirmando a adsor¢ao de quitosana
nos lipossomas, aumentando assim a estabilidade das particulas.

A reticulagdo da quitosana com TPP diminuiu ligeiramente o valor do potencial zeta, de
+45 para +33 mV, independentemente da presenca de nanofibras. Este fenomeno pode ser
atribuido a interacdo dos grupos fosfato do TPP com os sitios de carga positiva da quitosana
(NH3"), o que reduziu a disponibilidade de sitios positivos nas superficies.

Logo, as amostras baseadas em Ch e TPPCh apresentaram maior potencial zeta e,
consequentemente, a maior estabilidade, independentemente da presenca de PE ou CN. Os
lipossomas revestidos com quitosana também mostraram mais estaveis do que os L quando
encapsularam outros bioativos, como os carotenoides (ESPOSTO et al., 2022) ¢ a vitamina D3

(ALDANA-MEJIA et al., 2021).

Tabela 3.3. Diametro médio (Z-average) (nm) e indice de polidispersidade (Pdl) das particulas

obtidas por espalhamento de luz dindmico e potencial Zeta (mV) das suspensoes.

Amostras Z-average (nm) Pdl Potencial zeta (mV)
L 255+ 62 0,36 0,01 +0,56+ 0,89 2
CN-L 378 + 168 0,56+0,17 -29+03*
CN-Ch 324 + 151 0,78 0,22 +42,5+1,5°
CN-TPPCh 498 + 145 0,88 0,09 +292+1,7°¢
L-PE 5.327 + 741 0,66 £ 0,26 +13,6 4,69
Ch-PE 4155+ 1.849 0,72+0,14 +47,3+0,7 ¢
TPPCh-PE 9.588 +2.360 0,55+0,19 +33,5+£24F
CN-L-PE 8.227 + 862 0,72+0,15 -172+2,7¢
CN-Ch-PE 6.441 +3.112 0,64+0,18 +45,0+£1,2 %%
CN-TPPCh-PE 8.301 £1.297 0,69 £ 0,02 +32,3+0,8 °f

Nessa tabela: Os valores apresentam a média + desvio padrdo (n =3). Valores identificados com letras
iguais na mesma coluna nao diferem, estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Fonte:

Propria autoria.
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3.3.2.3. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros de FTIR foram determinados para avaliar as estruturas quimicas. Os
resultados das amostras sem PE produzidas com CN, amostras carregadas com PE e amostras
com CN e PE sdo apresentados nas Figura 3.8A, B e C, respectivamente.

A banda em 3258 cm !, observada em todas as amostras, corresponde a vibracdes de
estiramento simétrico de grupos hidroxila O-H da ligagdo H (NIENHAUS; NIENHAUS, 2008).
Os picos em 2924 e 2854 cm ! sdo caracteristicos do sinal de estiramento CH de cadeias de
acidos graxos tipicos de lipossomas contendo compostos alifaticos lineares de cadeia longa. A
banda em 1724 cm ! é referente a vibragio C=0 nos grupos carboxila, caracteristica associada
as particulas a base de CN conforme demonstrado nas Figura 3.8A ¢ C (MARTELLI-TOSI et
al., 2018). Algumas bandas sdo atribuidas a estrutura da quitosana: carbonila (C = O-NHR) em
1640 cm ! e grupo amina (flexio -NH2) em 1550 cm™. As bandas entre 1000 e 1200 cm ™' sdo
atribuidas a estrutura sacaridica da quitosana (OSMAN; AROF, 2003). No CN-TPPCh, bandas
mais fracas em 1240 cm™' (vibragdo de alongamento P = O) e em 890 cm™ (alongamento
assimétrico POP), em comparagdo com CN-Ch sugerem complexacdo entre quitosana e
tripolifosfato. Notavelmente, diferencas na banda em 1080 cm™, atribuidas ao estiramento das
ligagdes C-O de alcoois primarios, destacam ainda mais a reticulagdo (MARTINS et al., 2012).

Os espectros apresentados das amostras com incorporagdo de extrato de propolis, sem
CN (Figura 3.8B), exibiram diferencas perceptiveis em comparacdo com particulas vazias
estudadas em nosso trabalho anterior (ESPOSTO et al., 2022). As principais diferencas dizem
respeito a presenga de compostos de propolis: o estiramento C-O dos anéis fenolicos a 1200 cm
"I foi observado apenas nos espectros de particulas contendo extrato de propolis (Figura 3.8B e
C). A banda em 1375 cm™ e 1100 cm™! estaria relacionada a compostos heterociclicos (C-O-C)
encontrados em alcaloides e flavonas (BARBOSA et al., 2019). O pico em 1640 cm™ para
amostras sem PE (Figura 3.8A) deslocou-se para 1620 cm™! para amostras contendo PE,
independentemente da presenca de CNs (Figura 3.8B e C). Além disso, alteracdes de outros
picos atribuidos aos sacarideos (1200 — 1000 cm™") também foram observadas para particulas
carregadas de PE, indicando a possibilidade de interagdes fracas entre compostos de propolis e
quitosana. Nao foram observadas diferencas espectrais quando CNs foram adicionados as
particulas (Figura 3.8C). Este fendmeno sugere que ndo houve alteragdo significativa na

estrutura da vesicula lipossdmica com a incorporagdo de CNs.
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Figura 3.8. Espectros FTIR das: (A) das particulas vazias produzidas com CN: lipossomas (CN-

L), quitossomas (CN-Ch) e TPP-quitossomas (CN-TPP-Ch), (B) particulas carregadas com

extrato de propolis (PE) e sem CNs e (C) particulas carregadas com PE na presenga de CN.
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3.3.2.4. Analise termogravimétrica

A Figura 3.9 apresenta as curvas TGA obtidas para as amostras com nanocristal de
celulose e sem extrato de propolis (Figura 3.9A); com extrato de propolis e sem CN (Figura
3.9B) e as amostras com CN e carregadas com extrato de propolis (Figura 3.9C).

A perda inicial de massa na regido de 130°C esta relacionada a evaporacao da agua ¢
corresponde até 10% da massa inicial.

Ao comparar as particulas liofilizadas CN-L, L-PE e CN-L-PE, observou-se que, em
geral, elas apresentaram uma perda de massa inicial em torno de 3% a 97,71°C, correspondendo
a dessorcao de agua e volateis ligados fisica e quimicamente. As amostras de quitossomas (CN-
Ch, Ch-PE e CN-Ch-PE) tiveram perda de massa inicial de 10,1%, 6,5% e 4,4%,
respectivamente. E as amostras de quitossomas TPP, CN-TPPCh, TPPCh-PE e CN-TPPCh-PE,
tiveram perda inicial de 7,6%, 4,8% e 3,9%, respectivamente. A perda, referente a agua, foi
maior nas amostras sem extrato, provavelmente porque os compostos ativos e residuos de
propolis retém agua em suas estruturas.

Quando analisadas as amostras contendo PE, observa-se uma degradacdo maior em
torno de 500°C, que representa de 10 a 21% de perda de massa. Essa degradagdo pode ser
decorrente da degradacdo de compostos de propolis (DO NASCIMENTO et al., 2022;
DUARTE, 2020). De acordo com Pant et al. (PANT et al., 2022), a etapa final de degradacao ¢
atribuida principalmente & decomposi¢do de lipidios, aminoacidos e fibras presentes na
propolis. Proteinas expostas a temperaturas mais altas podem levar ao desdobramento da
estrutura secundaria.

Uma pequena degradacao ¢ observada nas amostras de Ch (CN-Ch, Ch-PE e CN-Ch-
PE) a aproximadamente 125°C, o que indica a presen¢a de quitosana ndo reticulada nas
amostras. A quitosana possui dois 2 picos de degradagdo, um entre temperaturas de 115°C e
250°C, outro entre 250°C e 317°C (DO NASCIMENTO et al., 2022).

A segunda fase de degradacao ¢ claramente evidente em todas as amostras e tem perda
maxima de 248 a 275 °C. Nesta etapa as amostras apresentaram perdas de 24 a 37% e foi o pico
de degradagdo da quitosana e do fosfolipidio (DAVE et al., 2020; DO NASCIMENTO et al.,
2022). Nesta fase ocorre desacetilagdo e clivagem das ligagdes glicosidicas das cadeias

poliméricas, provocando a decomposi¢ao do carbono residual.
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Houve diminuicao da estabilidade térmica ao adicionar quitosana as amostras, portanto
os lipossomas apresentaram maior estabilidade, isso pode ser justificado como consequéncia
das interacdes i0nicas entre o fosfolipidio e a quitosana.

Quando observamos as amostras com propolis adicionada ou ndo de CN (Figura B e C),
podemos observar um aumento na estabilidade térmica a 300°C na presenca de CN, uma vez
que a celulose tem temperatura maxima de degradag@o em torno de 320°C (FLAUZINO NETO
etal., 2013).
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Figura 3.9. Degradacao térmica em funcao da temperatura (TGA e DTG) das: (A) das particulas
vazias produzidas com CN: lipossomas (CN-L), quitossomas (CN-Ch) e TPP-quitossomas
(CN-TPP-Ch), (B) particulas carregadas com extrato de prépolis (PE) e sem CNs e (C)

particulas carregadas com PE na presenca de CN.
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3.4. Conclusao

As analises granulométricas demonstraram que as particulas controle L eram em escala
nanométrica enquanto os sistemas hibridos contendo CNs eram maiores, ¢ com a adi¢do de PE
o tamanho das particulas aumentou significativamente, atingindo a escala micrométrica. A
adicdo de quitosana aos lipossomas inverteu os valores do potencial zeta, de negativo para
positivo, confirmando a adsor¢do da quitosana nos lipossomas, aumentando assim a
estabilidade das particulas. Os proximos passos sdo a incorporagdo desses sistemas hibridos

carregados com extrato de propolis em criogéis.
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CAPITULO 4. ELABORACAO DE CRIOGEIS
ATIVOS DE QUITOSANA CONTENDO
COMPOSTOS ATIVOS ENCAPSULADOS EM
TPP-QUITOSSOMAS E NANOCRISTAIS DE
CELULOSE
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4.1. Introducio

Os principais desafios associados ao consumo do extrato de propolis incluem a
estabilidade dos compostos bioativos, sabor amargo e odor resinoso da propolis.
Consequentemente, técnicas de encapsulamento tém sido pesquisadas para mascarar a
percepcao de sabor e odor, a0 mesmo tempo que protegem os bioativos da oxidagdo e melhoram
sua biodisponibilidade (TAVARES et al., 2022). Varios sistemas de encapsulamento foram
estudados, incluindo spray-chilling, spray-drying (BUSCH et al., 2017; GOMES SA et al.,
2023), nanoparticulas de proteina de soro de leite (SHAKOURY et al., 2022) e lipossomas.
Essas particulas podem ser incorporadas em outras matrizes poliméricas, como hidrogéis ou
criogéis, para adequar o produto a aplica¢do final.

Os géis secos podem ser obtidos utilizando diferentes técnicas de secagem, que podem
influenciar a estruturagdo do gel seco e, consequentemente, as suas propriedades mecanicas e
de permeabilidade. Aerogéis, criogéis ou xerogéis sao classificados com relagdo ao processo de
secagem pelo qual passaram, sendo, respectivamente: supercritica, liofilizacdo ou evaporacao
a temperatura ambiente. A porosidade desses géis secos a base de celulose ou quitosana pode
variar de 70-80% para xerogéis a 90-96% para aerogéis e criogéis (GANESAN et al., 2016;
ZHANG et al., 2019).

Criogéis a base de quitosana tém sido estudados como sistemas transportadores para
aplicagdes farmacéuticas ou alimenticias devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade
¢ bioadesividade (ROLLINI et al., 2017). Os criogéis possuem diversas propriedades
excepcionais, sendo utilizados para inimeras aplicagdes ¢, quando obtidos a partir de material
biocompativel, podem ser utilizados como veiculo para compostos ativos (BOLGEN et al.,
2020; ZHANG et al., 2016).

Estruturas altamente porosas foram observadas quando sistemas hibridos de
nanocelulose foram incorporados nos criogéis a base de quitosana (OKAMOTO-SCHALCH et
al., 2020). Como os nanocristais de celulose (CNs) podem atuar tanto como reforgos de filmes
(MARTELLI-TOSI et al.,, 2018) quanto associados a particulas a base de quitosana
(OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020), eles aparecem como uma alternativa a ser utilizada
durante o processo. processo de encapsulamento. Alguns estudos indicam a formacao de um
sistema hibrido com a associagdo do CN com nanoparticulas de quitosana (ALMASI;
JAFARZADEH; MEHRYAR, 2018; OKAMOTO-SCHALCH et al.,, 2020). Portanto, o

objetivo deste estudo foi produzir criogéis de quitosana e investigar o efeito da incorporacdo de
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sistemas hibridos nanocelulose/quitosana contendo extrato de propolis sobre suas propriedades

fisico-quimicas ¢ mucoadesivas in vitro.

4.2. Material de métodos

4.2.1. Material

A quitosana de massa molecular média (catalogo n. 448877, com grau de desacetilagao
de 75-85%) foi obtido da Sigma-Aldrich (San Luis, EUA). O &cido acético foi adquirido da
Synth (Diadema, Sdo Paulo, Brasil)

4.2.2. Elaboracdo de criogéis ativos de quitosana contendo compostos ativos

encapsulados em TPP-quitossomas e nanocristais de celulose

As particulas de lipossomas, quitossomas e¢ TPP-quitossomas para aplicacdo nos
criogéis foram produzidas de acordo com o procedimento descrito no Capitulo 3. Foi utilizado
o extrato de propolis vermelha obtido com 25g de prépolis / 100mL de etanol (84,5%) (Tabela
2.2, Capitulo 2).

Os criogéis foram produzidos com a mistura da suspensdo de particulas e solugdo de
quitosana (1%), sob agitagdo magnética por 5 min, entdo as amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido (-80 °C) e depois liofilizadas (Liobras, Liotop L101, Sdo Carlos, Brasil). As
amostras foram armazenadas em dessecador em temperatura ambiente.

A proporgdo foi estudada anteriormente e foi utilizada 1:1 (volume de suspensdo de
particulas : volume de solucdo de quitosana) (OKAMOTO-SCHALCH et al., 2022). Foram
produzidas seis amostras contendo extrato de propolis vermelha retido nos sistemas de L-PE,

Ch-PE, TPPCh-PE, CN-L-PE, CN-Ch-PE, CN-TPPCh-PE.

4.2.3. Caracterizaciio dos criogéis

4.2.3.1. Morfologia

A morfologia dos criogéis foi realizada utilizando Microscopia Eletronica de Varredura

(TM3000, Microscopia de Mesa, Hitachi, Toquio, Japdo). A visualizacdo foi realizada na
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superficie dos criogéis, que permaneceram em contato com o ar durante o processo de

liofilizagao.

4.2.3.2. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

As analises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR-
ATR) foram realizadas em um espectrofotometro (Spectrum-One, Perkin Elmer, Shelton, EUA)
com acessorio de atenuacdo de transmitancia universal, modelo ATR. Foram realizadas 16

varreduras entre 550 e 4000 cm™, com resolucdo de 2 cm™.

4.2.3.3. Angulo de contato

O angulo de contato foi medido utilizando um tensidmetro Attension Theta Lite (KSV
Instruments, EUA) de acordo com a metodologia de Silva et al. (2007). Foram analisadas ambos
os lados dos criogéis, o lado que ficou em contato com o ar durante o congelamento (Lado A)
e o lado que ficou em contato com a placa (Lado P). A determinacao do angulo foi analisada
pelo software Attension Theta Lite versao 4.1.9.8 (NIH, EUA) com as imagens digitais. 5,0 pL
de agua ultrapura foi gotejado no criogel. As imagens foram capturadas apos 15, 30 e 60s de
deposicao e foram utilizadas para calcular o angulo de contato. A Figura 4.1 apresenta a

formacao do angulo de contato.

Figura 4.1. Descri¢@o do angulo de contato formado pela tangente a superficie do liquido no

contato com o criogel.

Tangente a superficie do Angulo de contato

liquido no contato

Fonte: Propria autoria.
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4.2.3.4. Mucoadesividade e liberacio de flavonoides

A mucoadesividade dos criogéis foram determinadas pela for¢a bioadesiva in vitro
utilizando um texturdmetro TA.XT2 plus (Stable Microsystems SMD, England) com célula de
carga de 5 kgf. Essa analise foi realizada de acordo com Brushi et al. (2012), onde foi fixado
pele de frango na probe de 2,0 cm de diametro. A pele foi hidratada com tampao fosfato salino
(pH 6,8) a 37 °C por 30 s antes da analise. Entdo a probe comprime o criogel, fixado com fixa
adesiva com forga constante de 1N por 30 s e sdo separados com velocidade constante de 0,5

mm/s. A Figura 4.2. apresenta o texturdmetro com a pele fixada.

Figura 4.2. Texturometro com a pele fixada para analise de mucoadesividade.

Fonte: Propria autoria.

A liberagdo de flavonoides no criogéis com particulas carregadas com PE foi realizado
simulando os estagios oral e estomacal utilizando a metodologia descrita por Machado et al.
(2022). Os criogéis foram reidratados em 4gua ultra pura para obter uma concentracido de
0,01g/mL utilizando agitacdo magnética.

Para a fase oral, 5g de amostra foi misturada com 4 mL de fluido salivar simulado (SSF),
25 puL de CaCl> (3M) e 970 uL de agua ultra pura por 2 minutos em banho (Certomat WR,
B.Braun, Germany) com agitacdo de 120 rpm a 37 °C. Uma aliquota de 0,5 mL foi retirada e

congelada para quantificagdo de flavonoides.
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Para a fase gastrica, foi adicionado 1 mL de solu¢do de pepsina (2000 U/mL na mistura
final), 7,6 mL de fluido gastrico simulado, 25 pL. de CaCl, (3M), HCl para ajustar o pH para
3,0 e agua ultra pura. E continuaram no banho com agita¢ao por 2h a 37 °C. Uma aliquota de
0,5 mL foi retirada e congelada para quantificagao de flavonoides.

Todas as amostras foram feitas em triplicata, para as duas fases.

A quantificacdo de flavonoides foi realizada usando espectrometria UV-Vis. As
aliquotas foram descongeladas, centrifugadas e o sobrenadante quantificado utilizando a
metodologia descrita no Capitulo 2, se¢do 2.2.2.2. O teor de flavonoides foi determinado de
acordo com a curva padrdo de quercitina (0 a 0,009 mg/mL): y = 73,292x — 0,0073 (R? =

0,9967). Os resultados foram expressos como mg de quercitina por mL de PE.

4.2.4. Analise estatistica

Os dados experimentais (angulo de contato, mucoadesividade e liberagdo) foram
avaliados utilizando o software XLSTAT (Lumivero, Denver, EUA) por analise de variancia

(ANOVA) e teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

4.3. Resultados e discussio

4.3.1. Testes preliminares

O criogel para teste preliminar foi produzido a partir da mistura de suspensdo hibrida
descrita por Okamoto-Schalch et al.(OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020) sem composto ativo
e solugdo de quitosana 2% (m/v) em diferentes concentragdes de acordo com a Tabela 4.1.

Essas amostras foram congeladas em placas de petri num freezer ultra rapido por 40
min, e armazenadas em freezer (-18 °C) por 24h, para entdo serem liofilizadas por 48 h a 600
mm Hg de vacuo (Terroni, LC1500, Sao Carlos, Brasil).

Também foram produzidas com a concentragdo fixa de 0,5 % (m/v) de quitosana,
variando, portanto, somente a concentracao de particulas. A concentragdo de cada composto do

criogel esta descrito na Tabela 4.2.
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Tabela 4.1. Composi¢ao das amostras de criogel produzidas para avaliacdo preliminar.

Amostra Suspensao de particulas Solugdo de quitosana
(mg/100 mL de criogel) (mg/100 mL de criogel)

A 0 2000

B 56,1 1500

C 112,2 1000

D 168,3 500

E 224.4 0

Fonte: Propria autoria.

Tabela 4.2. Amostras produzidas com concentragdo de 0,5 % (m/v) de quitosana.

Amostra Suspensdo de particulas  Solu¢ao de quitosana

(mg/100 mL de criogel) (mg/100 mL de criogel)

F 0 500
G 56,1 500
H 112,2 500
I 168,3 500

Fonte: Propria autoria.

As imagens dos criogéis obtidos podem ser observadas na Figura 4.3. A amostra A que
nao tinha nanoparticula apresentou uma estrutura mais rigida, mais compactada e com menos
poros visiveis (Figura 4.3A). Por outro lado, a amostra E (Figura 4.3E) que continha apenas
particulas, sem adicdo de quitosana, apresentou uma estrutura muito porosa e fragil. As
amostras com concentragcdes intermediarias de sistemas hibridos (amostras B, C e D)
apresentaram diferencas visuais pequenas, sendo a amostra com maior concentragdo de

quitosana (amostra B) aquela com estrutura mais rigida.
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Figura 4.3. Imagens das amostras de criogéis com diferentes concentragdes de particulas e
quitosana, conforme Tabela 6. (A) Amostra A (2000 mg de Ch/100 mL de criogel); (B) Amostra
B (1500 mg de Ch/100 mL de criogel e 56,1 mg de particulas/100 mL de criogel); (C) Amostra
C (1000 mg de Ch/100 mL de criogel e 112,2 mg de particulas/100 mL de criogel); (D) Amostra
D (500 mg de Ch/100 mL de criogel e 168,3 mg de particulas/100 mL de criogel) e (E) Amostra
E (224,4 mg de particulas/100 mL de criogel).

Fonte: OKAMOTO-SCHALCH, N. O. et al. Nanocellulose hybrid systems: carriers of active
compounds and aerogel/cryogel applications. In: ORAON, R. et al. (Eds.). . Nanocellulose Materials:
Fabrication and industrial Applications. U.K.: Elsevier Ltd, 2022. p. 330
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Com a concentracdo fixa de quitosana no criogel (5 mg/mL), variou-se a
concentragdo de sistemas hibridos de particulas. Pode-se observar na Figura 4.5 que,
visualmente, as amostras ndo apresentaram grandes diferengas. A amostra I (75% de
particulas) apresentou uma estrutura menos uniforme na superficie enquanto as demais a

superficie era mais lisa.

Figura 4.5. Imagens das amostras com concentracdo de quitosana de 500 mg de
quitosana/100 mL de criogel e diferentes concentracdes de particulas: (A) 0 (controle,
Amostra F), (B) 56,1 mg de particulas/100 mL de criogel (Amostra G), (C) 112,2 mg de
particulas/100 mL de criogel (amostra H) e (C) 168,3 mg de particulas/100 mL de criogel

(Amostra I).

Fonte: Propria autoria.

O tamanho dos poros nos criogéis variaram de acordo com a concentracdao de
particulas colocada. As amostras sem sistemas hibridos adicionados apresentaram
tamanho de poros variados com paredes mais espessas (Figura 4.6A) do que os criogéis
contendo particulas com concentragdes de 56,1 mg de particulas/100 ml de criogel e 168,3
mg de particulas/100 ml de criogel (Figura 4.6B e D, respectivamente). A amostra com
112,2 mg de particulas/100 mL de criogel parece estar mais homogénea em relagdo as
paredes dos poros (Figura 4.6C), e os poros formados foram maiores do que o controle
(Figura 4.6A). O tamanho do poro foi menor para as amostras com 56,1 mg de

particulas/100 ml de criogel de particulas.
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Figura 4.6. Micrografias das amostras com concentragdo de quitosana de 500 mg de
quitosana/100 mL de criogel e diferentes concentragdes de particulas: (A) O (controle,
Amostra F), (B) 56,1 mg de particulas/100 mL de criogel (Amostra G), (C) 112,2 mg de
particulas/100 mL de criogel (amostra H) e (C) 168,3 mg de particulas/100 mL de criogel

(Amostra I).

Fonte: Propria autoria
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4.3.2. Elaboracao dos criogéis

Sabendo dos resultados preliminares, foi possivel produzir criogéis a base de
quitosana com particulas carregadas de extrato de propolis vermelha. Sendo 1 : 1 (volume
de suspensao de particulas : volume de solugdo de quitosana 2%) A Figura 4.7 apresenta
a imagem fotografica dos criogéis. As amostras contendo lipossomas (L-PE) eram
mecanicamente frageis e ndo foi possivel caracterizar. O criogel com CN-L-PE ndo
apresentou estrutura estavel, mas foi mais rigido que a amostra. Portanto, a adi¢do do
conteudo de quitosana (0,15% p/v) nas particulas a base de quitosana (Ch, TPPCh, CN-
Ch e CN-TPPCh) € necessaria para garantir a manutencao da integridade da amostra ap6s

a liofilizagdo.

Figura 4.7. Imagens dos criogéis contendo particulas carregadas de extrato de propolis:
(A) Criogel Ch-PE; (B) Criogel TPPCh PE; (C) Criogel CN-L PE; (D) Criogel CN-Ch
PE and (E) Criogel CN-TPPCh PE

o na

Fonte: Propria autoria

4.3.3. Caracterizaciio dos criogéis

4.3.3.1. Morfologia

As micrografias (MEV) da superficie dos criogéis de quitosana estdo apresentadas
na Figura 4.8. E uma anélise de extrema importancia para o estudo dos poros e sua
morfologia normalmente depende da técnica de secagem utilizada. De acordo com
Chartier et al. (2022), o processo de liofilizagao produz amostras com poros maiores em
comparacdo aos aerogéis, visto que a liofilizagdo provoca o crescimento de cristais de

gelo, resultando em poros maiores em comparacao aos acrogéis
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A fragilidade dos criogéis contendo lipossomas (L-PE) pode ser explicado pelo
tamanho dos poros do criogel que variaram de 10 a 100 um (Figura 4.8A). O tamanho
dos poros foi significativamente maior quando comparados com outros materiais
reticulados a base de quitosana produzidos por processo de liofilizacdo. O didmetro dos
poros do material liofilizado depende do formato e tamanho dos cristais de gelo formados
no congelamento, eles causam a ruptura dos poros, aumentando o tamanho. Portanto, as
caracteristicas da matéria e a forma em que sdo congeladas influenciam no tamanho dos
poros (NAGHSHINEH; TAHVILDARI; NOZARI, 2019).

Os tamanhos dos poros nas amostras contendo nanoceluloses foram menores
(Figura 4.8D-F), provavelmente devido a rede fisica formada na presenca das fibras e a
interagdo eletrostatica entre as nanoceluloses e a quitosana (OKAMOTO-SCHALCH et
al., 2020). Buchtova et al. (2016) também observaram diminui¢do do tamanho dos poros
com o aumento da concentracdo de celulose nos criogéis, mantendo inalterada a espessura
da parede dos poros.

Amostras contendo particulas de TPPCh-PE (Figura 4.8C) apresentaram poros
com paredes mais espessas com material em comparacdo ao Ch-PE (Figura 4.8B),
indicando que as particulas produzidas pela gelificacdo idnica entre quitosana ¢ TPP
influenciaram a evaporagdo da agua durante o processo de liofilizagdo e,
consequentemente, a formagao de poros .

As micrografias da Figura 4.8 foram importantes para a observagao das particulas
carregadas de extrato de propolis. Na Figura 4.8A, ¢ possivel observar diversas estruturas
circulares com dimensdes proximas a 0,5 pm, indicando a presenga das particulas
incorporadas aos criogéis.

Nas amostras contendo Ch-PE (Figura 4.8B) e TPPCh-PE (Figura 4.8C), as
particulas apresentavam formatos circulares maiores, em torno de 5 um Outro ponto
importante observado na micrografia, foi a presenca de formas circulares com manchas
escuras ao centro (Figura 4.8C), sugerindo que as particulas estavam carregadas de
extrato de propolis. Conforme Iida et al. (2020), esse fato ocorre pela degradagdo térmica
dos compostos ativos organicos instaveis durante a exposicdo ao feixe de elétrons da

microscopia.
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4.3.3.2. Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier

Os espectros FTIR dos criogéis estdo apresentados na Figura 4.9 considerando o
intervalo dos principais grupos vibracionais (2000 — 500 cm™). O principal composto do
criogel ¢ a quitosana e todas as amostras apresentaram perfil tipico de absorbancia do
polissacarideo quitosana liquida (OKAMOTO-SCHALCH et al., 2020).

Em 1620 cm™', a banda indicativa da vibragdo C=0 na carbonila do grupo amida
(amida I) foi identificada. O pico intenso em 1550 cm™ foi associado as ligagdes -NH» da
amida II. J4 a deformagdo simétrica de CH3 da quitosana foi observado em 1410 cm™,
enquanto o estiramento de CN foi detectado em 1380 cm™' (amida III) (BARBOSA et al.,
2019). Okamoto-Schalch et al. (2020) também relataram a presenga de um pico intenso
em 1410 cm™ devido a presenga de deformacio simétrica de CHs em sistemas hibridos
de nanocristal de celulose.

J4 a banda em 1380 cm™! e 0 ombro em 1100 cm™ estio associados a alcoois
secundarios e/ou ao grupo éster de estiramento C-O- (OLIVEIRA et al., 2016)

O estiramento C-O do grupo poliol encontrado no comprimento de onda 1200 cm’
!indica a presenca de hidroxiflavondides, um dos compostos da propolis.

As vibragdes C — H e O — H podem ser observadas a 1070 cm™ sugerindo a
presenca de ligagdes glicosidicas. A banda intensa centrada em torno de 1020 cm™ &
atribuida a contribuicao de diversas vibragdes associadas as C-O e C-O-C, que compdem
a quitosana ¢ a celulose. Essa banda foi mais intensa nas amostras contendo
nanoceluloses, principalmente devido a contribui¢do do estiramento C-O das ligagdes -
glicosidicas entre as unidades f-D-glucopiranosil na celulose (OKAMOTO-SCHALCH
et al., 2020).
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Figura 4.9. Espectros FTIR dos criogéis adicionadas de diferentes particulas carregadas
de PE: (A) Criogel L-PE; (B) Criogel Ch- PE; (C) Criogel TPPCh- PE; (D)
Criogel CN-L- PE; (E) Criogel CN-Ch- PE; (F) Criogel CN-TPPCh- PE.
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4.3.3.3. Angulo de contato

Na Tabela 4.3 estdo apresentados os resultados angulo de contato dos criogéis

adicionados com diferentes sistemas de carregamento de extrato de propolis vermelha.

Os criogéis com lipossomas apresentaram diferenca significativa em relagdo ao

angulo de contato dentro de 60s. Apresentaram os menores angulos de contato, indicando

sua maior afinidade com a dgua, independente do lado analisado, sendo 84° e 65,5° para

o lado A ¢ B, respectivamente ¢ 0° aos 60s paras dois lados. Os valores do angulo

aumentaram na amostra com adigdo de nanocristais de celulose nas particulas de

lipossomas (CN-L) no lado P, mas ainda apresenta valores que indicam a hidrofilicidade

dessas amostras e a maior molhabilidade.
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Entretanto, os criogéis produzidos com particulas a base de quitosana exibiram maiores
valores de angulo de contato, acima de 90°, para ambos os lados do criogel. Os criogéis com
sistemas hibridos de nanocristais de celulose apresentaram angulo de contato menores quando
comparados aos criogéis sem CN, embora as diferencas ndo tenham sido significativas (p <
0,05). Os criogéis obtidos apresentaram angulos de contato semelhantes aos dos criogéis a base
de quitosana reticulados com glutaraldeido 2,5% (v/v) (96,19 + 3,22°), j& os reticulados com
7% apresentaram valores maiores (124,74 + 4,21°) (DINU; GHIMICI; RASCHIP, 2022).

Portanto, a incorporacao de particulas a base de quitosana nos criogéis garantiu a sua

integridade estrutural, evidenciando sua relevancia para aplicacdes futuras.

4.3.3.4. Mucoadesividade e liberacao de flavonoides

A Figura 4.10 apresenta os valores de resisténcia bioadesiva dos criogéis, refletindo sua
mucoadesividade, com valores de resisténcia a tragdo variando de 0,11 a 0,26 N, dependendo
do tipo de particula incorporada. Os criogéis in situ precisam exercer alguma forca para
estabelecer contato com a mucosa oral para a liberacdo eficaz de bioativos.

As estruturas dos criogéis contendo lipossomas eram frageis o que impossibilitou a
caracterizacdo quanto a mucoadesividade. Entretanto a adi¢do de CNs nas particulas tornou o
criogel integro e sua resisténcia a tragdo foi uma das maiores, 0,26 N. Esse fendmeno também
foi observado nos criogéis com particulas de TPPCh, a resisténcia a tragdo aumentou de 0,15 N
(TPPCh-PE) para 0,23 N (CN-TPPCh-PE). Portanto, observou-se que nestes sistemas, a
nanocelulose melhorou a capacidade de gelificacdo in situ. Por outro lado, a mucoadesdo foi
comprometida no criogéis quando sistemas hibridos CN foram formados com quitossomas,
apresentando uma diminui¢do da resisténcia de 0,19 N (Ch) para 0,11 N (CN-Ch). Uma
explicagdo plausivel é que os sitios de quitosana (NH3") adsorvidos nos lipossomas também
podem ter interagido com as nanoceluloses (OKAMOTO-SCHALCH et al.,, 2020).
Consequentemente, os nanocristais de celulose tornaram-se menos acessiveis na superficie dos
criogéis e ndo foram capazes de melhorar a capacidade de gelificagao.

Sabendo da bioadesividade do criogel, o estudo do perfil de liberagdo de flavonoides foi
obtido apenas para os sistemas oral e gastrico, visto que essas fases do processo de digestdo
apresentam concentracdes mais baixas de flavonoides, com a mucoadesividade desempenhando
um papel crucial. Curiosamente, amostras com maiores valores mucoadesivos exibiram maior
liberacao de flavonoides no fluido oral simulado: Criogel CN-L- PE (18,8 + 2,1 pg
quercetina/mL de suspensdo), seguido por Criogel Ch- PE (13,5 + 6,4 pg quercetina/mL de
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suspensao), Criogel CN-TPPCh- PE (11,3 +0,9 pg quercetina/mL de suspensdo), Criogel CN-
Ch- PE (10,9 £+ 2,0 pg quercetina/mL de suspensdo) e Criogel TPPCh-PE (9,5 + 1,0 pg
quercetina/mL de suspensdo). Nao foram observadas diferencas significativas em relacdo a

liberacao gastrica de flavonoides, onde liberam cerca de 290 pug de quercetina/mL de suspensao.

Figura 4.10. Angulo de contato dos criogéis adicionadas de diferentes particulas carregadas de
PE, nos tempos 15, 30 e 60 segundos em ambos os lados (lado A, em contato com o ar e lado
P em contato com a placa): (A) Criogel L-PE; (B) Criogel Ch- PE; (C) Criogel TPPCh- PE;
(D) Criogel CN-L- PE; (E) Criogel CN-Ch- PE; (F) Criogel CN-TPPCh- PE.
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a, b e ¢: Média com letra mintscula diferentes na mesma coluna indica diferenca significativa entre as

amostras de acordo com o teste de Tukey, p < 0,05.

4.4. Conclusao

As particulas adicionadas no criogel influenciaram significativamente as propriedades
do mesmo, potencializando seu uso em diversas aplicagdes. Os criogéis contendo apenas
lipossomas (Criogel L-PE) exibiram integridade mecanica inadequada, tendo poros maiores ¢
maior hidrofilicidade. Entretanto a adi¢cdo de nanocristais de celulose, mostrou uma melhora
estrutural dos criogéis (Criogel CN-L) com mucoadesividade in situ aprimorada e liberacdo de
flavonoides evidenciada. Em contraste, o Criogel Ch-PE e Criogel TPPCh-PE apresentaram
tamanhos de poros menores, molhabilidade reduzida e um perfil de liberacdo de flavonoides
mais baixo. Estas particulas normalmente oferecem maior estabilidade ¢ podem melhorar a

liberagao controlada dos bioativos. Considerando estas descobertas, a incorporagao de sistemas
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hibridos contendo nanocristais de celulose poderia ser altamente benéfica para permitir o uso

de criogéis a base de lipossomas.
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Foi possivel extrair altas concentracdo de flavonoide e CFTs da prépolis vermelha
originaria de Alagoas, Brasil. Essas propriedades foram confirmadas pelos altos valores de
capacidade antioxidante, tanto ABTS como FRAP. De acordo com a andlise estatistica
realizada, a concentragdo de CFTs e flavonoides foi significativamente diferente para a massa
de propolis, sendo a concentragdo a concentragdo de 25 g de propolis/100 mL de solvente a
amostra com maiores valores.

As particulas controle L foram em escala nanométrica e os sistemas hibridos contendo
CNs foram micrométricos. As particulas contendo PE do ponto 6timo apresentaram maiores
diametros, sugerindo que houve a encapsulagdo dos compostos ativos. Os valores de potencial
zeta confirmaram a formacdo de quitossomas, visto que os valores inverteram de negativo em
L para positivo em Ch, aumentando assim a estabilidade das particulas.

Quando os sistemas hibridos foram incorporados nos criogéis, observou-se a influéncia
nas propriedades do mesmo, potencializando seu uso em diversas aplicagdes. Os criogéis
contendo apenas lipossomas (Criogel L-PE) exibiram integridade mecanica inadequada,
apresentando poros maiores ¢ maior hidrofilicidade. Por outro lado, a adi¢do de nanocristais de
celulose, mostrou uma melhora estrutural dos criogéis (Criogel CN-L) com mucoadesividade
in situ aprimorada e liberacao de flavonoides evidenciada. Em contrapartida, o Criogel Ch-PE
e Criogel TPPCh-PE apresentaram tamanhos de poros menores, molhabilidade reduzida e um
perfil de liberagao de flavonoides mais baixo. Estas particulas normalmente apresentam maior
estabilidade e podem melhorar a liberacdo controlada dos bioativos. Dada esta nova
compreensdo, a incorporacdo de sistemas hibridos que incluem nanocristais de celulose em
criogéis pode representar uma solugdo altamente vantajosa para viabilizar a aplicagdo de

criogéis com base em lipossomas.

Como perspectivas para trabalhos futuros, podemos citar:

- avaliacdo biologica das particulas;

- aplicacdo dos criogéis em tecidos celulares in vitro e in vivo para avaliar a eficacia do
extrato encapsulado e toxicidade;

- aplicagdo dos sistemas hibridos para encapsulagdo de outros compostos de interesse;

- verificar a viabilidade de coencapsulacdo de compostos de diferentes polaridades no

sistema hibrido, bem como sua liberag¢do controlada e digestibilidade in vitro.



