UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

Stéfani Werlang

B-glicana: extracao, caracterizacao e uso como microencapsulante de

Ilex paraguariensis para avaliacao bioldgica in vitro

Passo Fundo

2021



Stéfani Werlang

Engenheira de Alimentos

B-glicana: extracao, caracterizacio e uso como microencapsulante de

Ilex paraguariensis para avaliacao bioldgica in vitro

Dissertacdo apresentada como um dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Orientador: Prof® Dr? Telma Elita Bertolin
Coorientador: Dr? Béarbara Biduski

Linha de pesquisa: Qualidade e Propriedades
Funcionais de Alimentos

Passo Fundo
2021



CIP — Catalogagéo na Publicacdo

W489b Werlang, Stéfani
B-glicana : extragéo, caracterizagdo e uso como
microencapsulante de llex paraguariensis para avaliacdo
biolégica in vitro / Stéfani Werlang. — 2021.
76 f. :il. color. ; 30 cm.

Orientadora: Dra. Telma Elita Bertolin.

Coorientadora: Dra. Barbara Biduski.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.) — Universidade de Passo Fundo, 2021.

1. Polissacarideos. 2. llex paraguariensis. 3. Agentes
antiinflamatorios. 4. Compostos bioativos das plantas.
I. Bertolin, Telma Elita, orientadora. Il. Biduski, Barbara,
coorientadora. 1. Titulo.

CDU: 664

__Bibliotecério Luis Diego Dias de S. da Silva — CRB 10/2241



UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO )
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINAVETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE
ALIMENTOS

A comissao examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacao de Mestrado
B-glicana: extracao, caracterizacao e uso como microencapsulante de Ilex paraguariensis
para avaliacao biologica in vifro
Elaborada por

Stéfani Werlang

Como requisito parcial para a obtengao do grau de
Mestra em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Comissao Examinadora

Telma Elita Bertolin, Dra., UPF
(Orientadora/Presidente)

(huorlere, Gk
Barbara Biduski, Dra., UPF
(Corientadora)

<

Christian Oliveira Reinehr, Dr., UPF

| ) ’
/. Ve ak

Luiz Carlos Gutkoski, Dr., Unirio

~

henono, 'é)t"wﬁt
Rosana Colussi, Dra., Ufpel

Passo Fundo, RS, Brasil
2021



Dedico esta dissertacdo a minha avé materna Maria Alice Klein, que sempre me incentivou
a sempre ir mais e mais longe. Dedico ao meu namorado Felipe Jodo Vanzetto, por me
aguentar em dias estressantes e por me incentivar sempre. Sem o apoio e incentivo de ambos,

este trabalho néo teria sido realizado. O meu mais sincero muito, muito obrigada.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela dadiva da vida e por me permitir errar, aprender e crescer. Obrigada, por me
ensinar a superar meus proprios obstaculos, a superar todos os momentos dificeis, 0s quais ndo
foram poucos. E obrigada, principalmente por ndo me fazer desistir.

A minha querida orientadora Telma, pela dedicacdo a mim. Pelas nossas mais diversas
conversas e trocas de experiéncia. Obrigado por acreditar em mim e pelos tantos elogios e
incentivos. Tenho certeza de que ndo chegaria neste ponto sem 0 seu apoio.

A minha coorientadora Barbara, pelo profissionalismo e dedicacio td0 importantes. Tantas
vezes que nos reunimos e, embora em diversas vezes eu chegasse desestimulada, bastava alguns
minutos de conversa e incentivo, para que eu me animasse. Obrigada por me incentivar e ndo
me abandonar nunca. VVocé foi muito mais que uma coorientadora: para mim sera sempre mestre
e amiga.

Ao Professor Luiz Carlos Gutkoski, por ter sido o primeiro a acreditar em mim. Embora o
destino nos tenha tracado caminhos diferentes, ficaram as marcas de competéncia e respeito
desde a época de graduacao.

Aos meus colegas Franciele, Thanise, Luan e Jaqueline, pelo apoio e preocupa¢do com meu
bem estar e pelos trabalhos e disciplinas realizados juntos.

Ao0s meus pais, por todas as licbes que vocés me dao a cada novo dia. E principalmente por me
escutarem nas horas em que precisava de apoio.

A meu amado Felipe, por todo amor, carinho, compreensdo e apoio em tantos momentos
dificeis desta caminhada. Obrigado por permanecer ao meu lado, mesmo sem os carinhos
rotineiros, sem a atencdo devida e depois de tantos momentos de lazer perdidos. Obrigado pelo
presente de cada dia, pelo seu sorriso e por saber me fazer feliz.

Por fim, a todos aqueles que contribuiram, direta ou indiretamente, para a realizacdo desta
dissertacdo, 0 meu sincero agradecimento, em especial a Daiane dos Santos, Samuel Teixeira e

a Ediane Centofante.



“Eu sei das tuas tensdes, dos teus vazios e da tua inquietude. Eu sei da luta que tens travado
[...]. Sei também das tuas dificuldades para alcanca-la. Sei das tuas quedas, dos teus propositos
ndo cumpridos, das tuas vacilagbes e dos teus desanimos. Eu agora te compreendo... Eu te
compreendo, mas ndo te apoio! Tu és o Unico responsavel por todos estes sentimentos. A vida
te foi dada de graca e existem em ti remédios para todos os teus males. Se, no entanto, preferes
a autocomiseracdo ao invés de mobilizares as tuas energias interiores, entdo nada posso te
oferecer.”

Osho



RESUMO

A prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis nas ultimas décadas aumentou a
consciéncia publica em relacdo a incorporagdo de produtos naturais e funcionais na
alimentacdo. Os polifenois tém demonstrado muitos beneficios & saide, como reducéo do
colesterol, aumento da funcdo imunoldgica e tratamento de distdrbios intestinais. Antes dos
fenolicos conferirem seus beneficios a saide do homem, é necessario garantir sua bioatividade
nas condicOes do trato gastrointestinal. A encapsulacéo de compostos bioativos em um material
alimentar ndo digerivel tem se mostrado de grande importancia para a industria e para a
pesquisa. A B-glicana € um polissacarideo que pode ser usado como agente encapsulante para
a liberacdo controlada de compostos bioativos. Objetivou-se avaliar o potencial da p-glicana
como agente encapsulante de erva mate para liberacdo controlada de compostos bioativos,
bioacessibilidade e acdo bioldgica in vitro. Um estudo de otimizagdo da extra¢do de B-glicana
de aveia branca foi realizado utilizando um delineamento fatorial 32, avaliando o tamanho de
particula e velocidade de agitacdo sobre a pureza e o rendimento de extracdo. A
microencapsulacio foi baseada em um delineamento fatorial 23, avaliando concentracdo de
material de parede, ndcleo e glicerol na solu¢do de lavagem. A microcapsula com maior
eficiéncia de encapsulacdo (EE) e caracteristicas de grupos funcionais e estabilidade térmica
foi avaliada quanto a sua morfologia, e estabilidade ao pH, perfil antioxidante e perfil anti-
inflamatorio. A otimizacdo da extragdo de B-glicana apresentou um rendimento maximo de
50,87 % e pureza de 62,43 %, com o menor tamanho de particula e maior taxa de agitacdo. A
utilizacdo de 1% de beta glicana combinada com 0,5% de extrato de erva-mate e 5% de glicerol
na solucdo de lavagem apresentou maior EE (67,53%), com capsulas lisa e esférica, alta
estabilidade térmica (300 °C). A liberagcdo dos compostos fendlicos foi potencializada em pH
alcalino (15,38 mg EAG/mL), devido a abertura da capsula em pH 8,2. A microcépsula foi
capaz de inibir a hemodlise induzida por calor (42,44 %), hipotonicidade (51,66 %), proteinase
(70 %) e desnaturacdo proteica (72 %). A eficacia de inibicdo destes parametros provou que a
microcapsula tem potencial anti-inflamatorio e seus valores mostram que é tdo potente quanto
o farmaco padrdo diclofenaco, caracterizando uma alternativa de controle e prevencédo a
respostas inflamatdrias.

Palavras-chave: Polissacarideos, llex paraguariensis, potencial anti-inflamatério, bioativos.



ABSTRACT

The prevalence of chronic non-transmissible diseases has increased public awareness in recent
decades regarding the incorporation of natural and functional products in the diet. Polyphenols
have demonstrated several health benefits, such as reducing cholesterol, increasing immune
system and treating intestinal disorders. To phenolics confer benefits to human health,
guarantee the bioactivity in the conditions of the gastrointestinal tract is extremely necessary.
The encapsulation of bioactive compounds in a nondigestible food material is of great
importance for food industry and research. -glycan is a polysaccharide that can be used as an
encapsulating agent for the controlled release of bioactive compounds. The objective was to
evaluate the potential of B-glycan as an encapsulating agent of yerba mate for controlled release
of bioactive compounds, bioaccessibility and in vitro biological activities. The extraction of -
glycan from white oats was optimized using a factorial design 32, evaluating the particle size
and agitation speed on the purity and extraction yield. Microencapsulation was based on a
factorial design 23, evaluating the concentration of wall material, yerba-mate extract and
glycerol in the washing solution. The microcapsule with greater encapsulation efficiency (EE),
spectrum FTIRand thermal stability was evaluated for its morphology, pH stability, antioxidant
and anti-inflammatory activities. The optimization of B-glycan extraction showed a maximum
yield of 50.87% and purity of 62.43%, with the smallest particle size and highest agitation rate.
The use of 1% B-glycan, 0.5% yerba mate extract and 5% glycerol in the washing solution
showed greater EE (67.53%), with smoothed and spherical capsules, and also a high thermal
stability (300 ° C). The release of phenolic compounds was increased on alkaline pH (15.38 mg
EAG / mL), due to the breaking of the capsule at pH 8.2. The microcapsule inhibited heat-
induced hemolysis (42.44%), hypotonicity (51.66%), proteinase (70%) and protein
denaturation (72%). The capacity of inhibiting these parameters suggests that the microcapsule
has anti-inflammatory potential as effective as the diclofenac, featuring an alternative to control
and prevent inflammatory responses.

Keywords: Polysaccharides, Ilex paraguariensis, anti-inflammatory potential, bioactive.
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1 INTRODUCAO

A tendéncia mundial de consumo de extratos naturais e produtos saudaveis, ao inves de
seus equivalentes sintéticos, torna os extratos bioativos importantes para as industrias
alimenticia e farmacéutica. O extrato de erva-mate (llex paraguariensis A. St-Hil.), possui
propriedades bioativas com reconhecidas atividades funcionais benéficas a saude. Estudos
recentes relativos a erva-mate, enfatizam atividades antioxidantes in vitro e in vivo, além de
apresentar propriedades hepatoprotetoras (TAMURA et al., 2013), neuro protetor (BRANCO
et al., 2013), hipocolesterolémica (BRAVO et al., 2014), diuréticas e antirreumaticas
(ISOLABELLA et al., 2010), antiobesidade (LIMA et al., 2014) e efeitos antimicrobianos
(BURRIS; HIGGINBOTHAM; STEWART, 2015), antitrombdticas, anti-inflamatorias,
antiobesidade e anti-idade (GOMEZ-JUARISTI et al., 2018).

Os ingredientes ativos em matrizes vegetais sdo altamente diluidos ou presentes em
pequenas quantidades, além de terem estabilidade limitada em algumas condi¢des ambientais.
Os extratos encapsulados podem aumentar a viabilidade destes e sua manutencéo e eficiéncia
bioativa para serem adicionados em alimentos e outros produtos (BIANCHI, 2017).

A B-glicana é um polimero seguro, recomendado e aprovado como aditivo pela US Food
and Drug Administration (FDA). A B-glicana é inofensiva para o corpo humano ou células
devido a sua estabilidade estrutural. Essa fibra tem varias propriedades funcionais, como
espessamento, emulsificacdo, estabilizacdo e gelificagdo. Além disso, exibe um amplo espectro
de atividades bioldgicas, incluindo propriedades anticancer, intensificadoras da imunidade,
antienvelhecimento, anti-inflamatérias e antioxidantes, além de seu efeito prébioético (SHAH et
al., 2016).

A B-glicana tem atraido atencédo especial, como material de parede devido a sua estrutura
em hélice que acomoda ingredientes bioativos, além de permitir liberagcdo controlada do
material encapsulado em sua matriz. Neste contexto o estudo teve como objetivo avaliar a acéo
bioldgica in vitro da B-glicana como microencapsulante de extrato de erva-mate. Dentre 0s
objetivos especificos estdo: Otimizar a extracdo de B-glicana de aveia e avaliar suas
caracteristicas fisico-quimicas; Avaliar as caracteristicas estruturais e funcionais das
microcdpsulas obtidas; Avaliar a acdo bioldgica in vitro do extrato de erva-mate livre e
encapsulado

O estudo foi desenvolvido na linha de pesquisa 2 do Programa de pos Graduacdo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) que trabalha a Qualidade e Propriedades
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Funcionais de Alimentos - Avaliagdo de Propriedades Funcionais e Nutracéuticas de
Bioprodutos e Compostos.

Esta dissertacdo foi dividida em trés estudos. No primeiro foi analisar a literatura da
focando no uso da B-glicana como encapsulante. No segundo objetivou-se estudar a otimizacéo
da extracéo da p-glicana para um maior rendimento e pureza. No terceiro estudo o objetivo foi
estudar a microencapsulacdo de extrato de erva-mate em B-glicana e seu potencial anti-

inflamatorio.
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2 ARTIGO DE REVISAO - B-GLICANA NA ENCAPSULACAO:
FONTES, PROPRIEDADES ESTRUTURAIS, FUNCIONAIS E
APLICACOES

2.1 INTRODUCAO

Os polissacarideos naturais tém recebido uma atencdo especial, devido a presenca e
beneficios de compostos fendlicos. A biocompatibilidade de polissacaridios naturais é
explicado através do facil reconhecimento dos grupos funcionais poli-hidroxi pelas células
imunes (SU et al., 2021). Os polissacarideos sdo polimeros de alto peso molecular contendo
longas cadeias de unidades de monossacarideos, que diferem por sua composicdo, peso
molecular, tipo de cadeia (linear ou ramificada), ligag¢ao glicosidica (o ou B) e ligagdo (122,
123, 124 ou 1-26). Sua solubilidade, carga e concentragdo desempenham um papel
importante nas interagdes intra e intermoleculares e as associagdes moleculares s&o
determinadas por grupos funcionais localizados nas cadeias poliméricas (CORTEZ et al.,
2021). Com base na configuragcdo anomérica, as B-glicanas sdo categorizados em trés grupos
principais: a-D-glicanas, p-D-glicanas e o, B-D-glicanas mistas (CORTEZ et al., 2021).

Dentre os polissacarideos naturais estdo os amilaceos, como amido, glicogénio e dextrina
que sdo ligados por ligagdes a-glicosidicas, enquanto que os polissacarideos estruturais (-
glicanas, quitinas e celulose) tém suas unidades de glicose conectadas por ligacdes glicosidicas
B-1,3,1,6 e / ou -1,4, o que lhes confere uma estrutura mais resistente a diversas mudangas do
ambiente, como pH, temperatura e enzimas (SU et al., 2021).

As B-glicanas desempenham papéis importantes, particularmente em alimentos saudaveis
e produtos farmacéuticos, devido aos seus efeitos benéficos amplamente conhecidos, incluindo
imunomodulacdo, atividade antitumoral, colesterol sérico, reducdo da glicose e prevencéo da
obesidade. B-glicanas derivadas de cereais continuam a dominar a producao total de produtos
de saude e suplementos dietéticos. A levedura, outra fonte importante de B-glicanas, é
considerada a segunda maior fonte, seguida por -glicanas derivadas de cogumelos (SHAH et
al., 2016).

A selecdo de um material de parede para encapsulamento é sempre um desafio, devido a
necessitar de propriedades especificas as quais devem reter o material encapsulado, manter a
integridade estrutural e resistir as condi¢des ambientais adversas do trato gastrointestinal. A f3-

glicana torna-se um importante material de parede devido sua singularidade de ser natural, além
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de sua estrutura ser semelhante a um favo de mel, que tem como finalidade prender de forma
eficiente encapsulantes. Além disso, a B-glicana tem a capacidade de formar sistemas de
liberacdo controlada a medida que é fermentado pela microflora do célon. Elas possuem baixa
biodisponibilidade oral e sdo termoreversiveis (GANI et al., 2018).

Estudos recentes (SHAH et al., 2016; KUREK et al., 2018; DROZINSKA et al., 2019;
ASHRAF et al., 2020; LIU et al., 2021; WU et al., 2021), tem estudado a p-glicana como
potencial encapsulante e perceberam que a B-glicana diversas vantagens como, estabilidade a
pH acidos, liberacdo contralada dos principios ativos alem de ser um pré-biotico natural.

Esta reviséo tem o0 objetivo de apresentar de forma geral, como as diferentes fontes de -
glicanas, estruturas quimicas e funcionalidade afetam na encapsulacao, bem como as aplicaces

mais usadas de encapsulados com B-glicana como material de parede.

2.2 FONTES DE B-GLICANA

As principais fontes naturais de B-glicanas sao 0s vegetais, como grédos de cereais (aveia,
trigo, sorgo e cevada), fungos (Cryptococcus neoformans, Pneumocystis carinii, Aspergillus
fumigatus, Candida albicans, Histoplasma capsulatum e Saccharomyces cerevisiae) e
cogumelos comestiveis ou fontes bacterianas, principalmente bactérias prebidticas
(Lactobacillus reuteri). As B-glicanas de cereais sdo soltiveis em agua, enquanto 3-glicanas de
outras fontes sdo insolGveis em &gua. Embora ambos 0s tipos tenham seus beneficios para a
saude, as B-glicanas solGveis em &gua possuem vantagens adicionais a satde devido a sua alta
viscosidade em meio aquoso (GUNJAN et al., 2019). Aqui, discutimos as quatro fontes

tradicionais de B-glicanas comestiveis e seus valores alimentares e nutricionais.

2.2.1 Cereais

Os diferentes gréos de cereais, principalmente aveia ¢ cevada, sdo fontes de B-glicana,
enquanto graos como trigo, centeio e sorgo contém B-glicanas em propor¢do muito pequena
(Tabela 1). Tanto a aveia quanto a cevada tém sido amplamente estudadas em métodos de
extracao e propriedades fisico-quimicas e biologicas da [3-glicana. Embora a cevada tenha maior
contetdo que aveia, ela é menos usada como fonte em produtos alimenticios, devido a sua
aparéncia e sabor (GUNJAN et al., 2019). Aveia possui um sabor agradavel, vida Gtil mais
longa, perfil nutricional mais alto e alergenicidade de baixa a nula (STERNA; ZUTE;

BRUNAVA, 2016) e usada em uma grande variedade de produtos alimenticios, como cereais



matinais, pao, bebidas e até mesmo em alimentos infantis (GUNJAN et al., 2019).

Tabela 1. Contetdo de B-glicana em varias fontes de cereais

Fonte de grdos Teor de B-glicana (g /100 g)

Cevada 2,0-20,0
Aveia 3,0-8,0
Sorgo 1,1-6,2

Centeio 1,3-2,7
Milho 0,8-1,7
Trigo 0,5-1,0
Arroz 0,13

Fonte: Bacic et al., 2009.
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A estrutura da B-glicana de cereais, possui ligagdo (B-1,4) como cadeia principal se

conectando com a ligagdo (3-1,3) em posic¢Oes aleatorias, dando assim a cadeia uma estrutura

tipo helicoidal (TOSH et al., 2004). A distribui¢do de B-glicana na cevada € uniforme em todo

0 endosperma, enquanto na aveia, € mais concentrada na camada externa do endosperma
(VASANTHAN; TEMELLI, 2008; GUNJAN et al., 2019). A B-glicana da aveia esta presente

nas paredes celulares do grdo, em maiores quantidades na camada sub-aleurona e aleurona

(Figura 1).

Figura 1. Representacéo estrutural do gréo de aveia apresentando diferentes tecidos da aveia e a distribuicdo de
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A B-glicana faz parte das fibras alimentares sollveis dos cereais, pois ela ndo pode ser
degradada pelas enzimas digestivas, isso ocorre devido a maior quantidade de ligagdes -1,3
(OLIVEIRA, 2007). E considerada um importante ingrediente funcional de produtos
alimenticios, além de poder ser utilizado na medicina e na industria de cosméticos (WOQOD,
1993; OLIVEIRA, 2007).

Alguns estudos (AMAN; GRAHAM; LILLY, 1989; GULER, 2003; SAVIN et al.,
1997), observaram que o estresse térmico, alta precipitacdo ou irrigacdo excessiva durante o0s
estagios de crescimento do cereal afetam negativamente o conteudo da B-glicana. Em outro
estudo (ANDERSSON; BORJESDOTTER, 2011), foi relatado que o efeito ambiental é mais
significativo no peso molecular de B-glicana do que no conteudo de B-glicana. A extracdo de
B-glicanas de cereais é bastante dificil em comparacéo a outras fontes, o que o torna um produto
caro (DAOU; ZHANG, 2012). Os métodos de extracdo mais econémicos, especialmente a
extracdo por agua, precisam ser desenvolvidos para garantir uma disponibilidade suficiente de
B-glicana de cereais como um suplemento nutricional e dietético (BENITO-ROMAN;
ALONSO; COCERO, 2013; MAHESHWARI et al., 2017).

2.2.2 Fungos e leveduras

A maioria da composicao da parede celular fingica € Unica na natureza, composta por
B-glicanas, quitina e glicoproteinas, dos quais as B-glicanas respondem de 15-20 % do peso
seco da célula. A parede celular fungica é composta por B-D- (1 — 6), B-D- (1 — 3) que atuam
como uma estrutura para a célula e desempenham um papel vital na sobrevivéncia do fungo
(SHETTY etal., 2021).

A B-D-(1 — 3) glicana encontrada em fungos e leveduras é classificado em duas
categorias diferentes: uma fracdo solivel em meio alcalino (20%) e uma fracdo insoldvel em
meio alcalino que estd conectada a quitina (2%) da parede celular. Além disso, também
possuem B-D-(1 — 6) glicanas, em torno de 5% da parede celular total. A fracdo insoltvel de
B-D-(1 — 3) glicanas estd associada a 19 % de unidades lineares de glicoses com 3% de
ramificacdo de B-D- (1 — 6) enquanto que a fragdo sollvel das B-glicanas fungica sé&o
caracterizadas por cadeias lineares consistindo de liga¢des B-D-(1 — 3) com ramificagao de 8-
12% B-D-(1 — 6) (SHETTY et al., 2021).

As pB-glicanas mais estudadas de cepas fungicas sdo a Saccharomyces cerevisiae
(ORTALO-MAGNE et al., 1995), a Candida albicans (CHAFFIN et al., 1998), Aspergillus
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fumigatus (FONTAINE et al., 2000) e a levedura de fissdo Scizosaccharomyces pombe
(KOPECKA et al., 1995).

Uma curiosidade de B-glicanas fungicas é o seu efeito bioldgico. As moléculas de B-
glicanas sdo reconhecidas como padrdes moleculares associados a patogenos. O
desenvolvimento de um sistema de reconhecimento de f-glucanas por animais e plantas parece
ser um mecanismo de resisténcia as infecgdes fungicas. Em vertebrados, eles sdo reconhecidos
por receptores de membrana, e em invertebrados por receptores localizados na hemolinfa
(GORDON, 2003). Em ambos os sistemas, as B-glicanas induzem a ativacdo do sistema
imunologico. Em geral sua aplicacdo médica tem sido considerada atil no tratamento de
diferentes doencas, incluindo cancer e infec¢do por fungos, bactérias, protozoarios e virus
(CHEN; SEVIOUR, 2008).

2.2.3 Cogumelos

Os cogumelos, pertencentes a uma classe de basidiomicetos, sdo tradicionalmente
reconhecidos como um suplemento na prevencdo de uma série de doengas, incluindo
aterosclerose, cancer, hepatite cronica e diabetes. Os extratos de cogumelos contém uma
variedade de componentes organicos, como polissacarideos, pequenas proteinas, lectinas e
polifendis, cada um com propriedades biolGgicas Unicas. Entre todos 0os componentes, 0s
polissacarideos ligados a liga¢ao 3-D- (1 — 3) (1 — 6) atrairam o interesse global por causa de
suas propriedades medicinais fitoterapicas diversificadas (RUIZ-HERRERA; ORTIZ-
CASTELLANOS, 2019). O contetdo de B-glicanas em cogumelos varia de 0,21 a 0,53 g/ 100
g (peso seco) e seu pico € encontrado antes dos esporos comecarem a amadurecer (ROP;
MLCEK; JURIKOVA, 2009). A maioria das p-glicanas de cogumelos é insoltvel com uma
porcentagem de 54-82%, enquanto a porcentagem de B-glicanas solUveis varia entre 16-46%.
A composicdo de B-glicana em cogumelos depende de sua origem e condigdes de cultivo
(KHAN et al., 2018).

Em particular, Ganoderma lucidum, Lentinus edodese, Grifola frondosa séo
considerados os cogumelos medicinais em todo o mundo devido sua concentragéo de -glicana
(SHETTY et al 2021). Chamando atencéo de quimicos e imunobiologistas, pois estimulam o
sistema imunologico por terem atividades imunomoduladoras (NANDI et al., 2014),
antitumorais (LI1U et al., 2015), antioxidantes (MAITY et al., 2014) e sdo identificados como
modificadores da resposta bioldgica (KAN et al., 2018).
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2.2.4 Bactérias

As bactérias sintetizam principalmente glicanas (a ¢ ) como exopolissacarideos ¢ se
localizam extracelularmente como uma capsula que esta fortemente associada a célula ou como
pelicula solta para desenvolver biofilmes. Funciona para proteger as bactérias da fagocitose do
hospedeiro e no desenvolvimento de patogénese, como cérie dentéria. A cérie dentaria é a
principal doenca causada pela formacdo de biofilme, devido a interacdo entre componentes
salivares e B-glicanas bacterianas produzidas por Streptococcus mutans (S. mutans). Além
disso, os exopolissacarideos bacterianos sdo fatores-chave de viruléncia na patogénese de
plantas e animais, suprimindo a sinalizacdo induzida por padrdo molecular associado a
microrganismos em plantas devido a sua natureza polianidnica e sua capacidade de quelar ions
de calcio divalentes (SHETTY et al., 2021).

A biossintese de B-glucana bacteriana ocorre em cepas de Levilactobacillus brevis,
Pediococcus claussenii e Oenococcus que deterioram o vinho e a cerveja (BOCKWOLDT et
al., 2020). Estudos demonstraram que cepas produtoras de (1,3)-p-D-glicana isoladas exibem
propriedades probidticas (FOLIGNE et al., 2010 ) e que sua encapsulacdo mostraram efeitos
probidticos aumentados (STACK et al.,2010). Além disso, efeitos prebidtico e moduladores do
sistema imunoldgico foram descritos para B-glicana produzida por Pediococcus parvulus
(NOTARARIGO et al., 2014).

2.3 PROPRIEDADES ESTRUTURAIS

De modo geral, as - glicanas sdo polissacarideos naturais e consistem em mais de 250.000
mondmeros de D-glicose ligados através ligaces B-glicosidicas. Porém suas estruturas da f3-
glicana variam de acordo com as diferentes fontes (Figura 2) JAYACHANDRAN et al., 2018).

Os polissacarideos compostos por unidades de p-glicose ligadas através de ligacdes B-(1
— 3)-p-glucosidicas na cadeia principal e substituintes nas posicdes C-6 da porcao de glicose
até B-(1 — 6)-ligagdes constituem a forma mais comum do grupo das B-p-glicanas (Figura 2d)
e sdo encontrados principalmente em algas, fungos (incluindo as leveduras) e plantas

(SYNYTSYA etal., 2013).
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Figura 2. Estruturas quimicas da p-glicana
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(a) Linear - (B1,3) -glicana (Bacteria); (b) linear - (81,3 e p1,4) -glicana (cereais); (c) a estrutura do lentinano (cogumelos); (d)
ciclico- (B1,3 e p1,6) -glicana (fungos e leveduras).
Fonte: Li et al, (2019).

As B-p-glicanas dos tipos mistos (I — 3) (1 — 6) sdo geralmente encontrados como
constituintes da matriz da parede celular de fungos, onde participam como elementos
estruturais. Eles podem ter estruturas quimicas bastante complexas, como por exemplo, aquelas
encontradas na parede celular das leveduras como a Saccharomyces cerevisiae, que contém dois
tipos de cadeias de B-glicana: um (1 — 3)-B-glicana altamente ramificado ¢ um (1 — 6)-B-
glicana estendida. Outras leveduras, possuem uma cadeia principal de (1 — 6)-p-glicana que
contém ramifica¢des a cada quinta glicose ligadas por B-(1 — 3). As B-glicanas dos tipos (1 —
3) e as de ligacBes mistas podem ser produzidas exocelularmente, através de secrecoes de certas
bactérias e fungos quando cultivados em meio nutriente sob condi¢cdes de fermentacéo
submersa. Eles sdo conhecidos como exopolissacarideos (EPS) (WOUK et al., 2021).

Os corpos de frutificacdo de fungos, como cogumelos, basidiocarpos fangicos, possuem
estrutura de lentinano (Figura 2c) e sdo outra fonte de (1 — 3) (I — 6)-B-glicanas, com
principalmente p-glicose como apéndices via B-(1 — 6)-ligacbes (SYNYTSYA et al., 2013).
Ja as (1 — 3)-PB-glicanas (Figura 2a) existem na forma linear ndo ramificada e sdo encontradas
principalmente em bactérias, por exemplo, curdlan bacteriano produzido por Agrobacterium
spp. Outro grupo de B-glicanas lineares nao ramificados sao os (1 — 6)-B-glicanas. Estas sao
incomuns e raras sendo produzidos exocelularmente por alguns isolados de fungos,
(Lasiodiplodan do ascomiceto e Lasiodiplodia theobromae) (CUNHA et al., 2019).

As B-glicanas que contém ligacdes (1 — 3) (1 — 4) (Figura 2b) sdo encontrados na
camada externa de graos de cereais (cevada, aveia, trigo), presentes no endosperma amilaceo e
na aleurona em quantidades de 3 a 10%. Eles sdo homopolissacarideos geralmente consistindo

de uma estrutura de cadeia linear ndo ramificada de residuos de d-glicoses interconectados por
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ligagdes (1 — 4). A distribuigdo de ligagdes nesses polissacarideos € proxima a 70 % (1 — 4)
ligagdes de glicose € 30% (1 — 3) de ligagdes e parece ser aleatoria (WOUK et al., 2021).

Como discutido acima, os -glicanas podem variar em suas estruturas quimicas finas e
no grau de ramificacdo. Podem ter diferentes massas moleculares e conformacdes, existindo
como bobinas aleatdrias, hélices simples ou triplas, caracteristicas que conferem um papel
crucial em suas relagdes estrutura-funcéo bioldgica (CUNHA et al., 2019). Por exemplo, (1 —
3)-B-glicanas lineares, como curdlan bacteriano mostram conformacdes de bobinas aleatorias,
enquanto ramificados (1 — 3)-B-glicanas, como lentinano, com B- (1 — 6) tnico, tendem a
formar conformacdes helicoidais devido ao grau de ligacdo de hidrogénio em suas cadeias
laterais (CUNHA et al., 2017). Essas caracteristicas também influenciam a solubilidade das f3-
glicanas em agua. A solubilidade em solucGes aquosas depende das propriedades fisicas e
quimicas estruturais que podem ser associadas a origem dos B-glicanas e é uma caracteristica
importante na sua atividade bioldgica e para sua aplicacdo na encapsulacdo (WOUK et al.,
2021).

24 PROPRIEDADES FUNICONAIS E BIOLOGICAS

Como fibra alimentar, a f-glicana tem a tendéncia de realizar a homeostase natural do
corpo humano (regulacdo do peso, da saciedade, da constipacdo, da glicose sanguinea, do
colesterol (CHEN et al., 2019), além de promover beneficios a saude cardiovascular,
imunoldgica (KIM et al., 2019), anti-tumoral (SATOH; URUSHIDANI, 2016) e a modulcéo
intestinal (LIN et al., 2018).

2.4.1 Homeostase metabdlica

As B-glicanas tem efeito na modulacdo da saciedade devido a regulacéo da secrecao de
horménios intestinais (grelina e GLP-1, peptideo-1 semelhante ao glucagon), e leptina pelos
adipdcitos. Esses hormoénios podem atuar em varios 6rgdos e tecidos e surgiram como
reguladores essenciais da homeostase energética (CUNHA et al., 2019), faciliando a perda de
peso, pela reducdo da fome.

Miyamoto et al. (2018) estudaram os efeitos metabdlicos da ingestdo de B-glicana de
cevada purificada em um modelo de obesidade induzida por dieta rica em gordura.
Camundongos machos receberam farinha de cevada com baixas ou altas concentragdes de 3-

glicana ao longo de um periodo de 12 semanas. Os animais que receberam farinha de cevada
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em altas concentragOes apresentaram reducdo da massa de tecido adiposo branco (epididimal,
perirrenal e subcutaneo) e diminuicdo do ganho de peso corporal. Além disso, dois horménios
(grelia e leptina) intestinais foram altamente secretados e desencadearam uma diminuicao na
ingestdo de alimentos e melhoraram a sensibilidade a insulina (MIYAMOTO et al., 2018).

Tapola et al. (2005) demonstraram que a ingestdo de aveia resultou na redugéo dos
niveis de glicose no sangue em 15, 30 e 45 min. O efeito das -glicanas na reducgéo da glicose
no sangue pode ser mediado pelo retardo do esvaziamento do estdmago, de modo que a glicose
da dieta seja absorvida mais gradualmente (WOUK et al., 2021).

Tian et al. (2019) demonstraram em seu estudo que o consumo de alimentos
enriquecidos com B-glicana de aveia diminuiu o acimulo de massa gorda corporal. Esse
processo se deu através do aumento da producio de AGCCs (Acidos graxos de cadeia curta),
como butirato, que sdo capazes de reduzir o acumulo de lipidios no tecido adiposo e de

aumentar a oxidacéo de lipidios nos tecidos adiposo e hepético (KIMURA et al., 2013).

2.4.2 Sistema Imunoldgico

As B-glicanas, quando ingeridas por via oral, entram no trato gastrointestinal onde
permanecem ndo digeridas, pois o sistema dos mamiferos, incluindo o dos humanos, carece das
enzimas apropriadas (B-glucanases). As B-glicanas sdo absorvidos pelas células M epiteliais
especializadas dos tecidos linfoides associados a mucosa, localizados no ileo do intestino
delgado. Uma caracteristica das células M ¢ que elas translocam as B-glicanas do lumen
intestinal para as células do sistema imunolégico (macrofagos, linfocitos (células T e células
B) e células dendriticas), visto que sdo reconhecidas e apresentadas como antigenos, iniciando
assim uma resposta imune. Essas células entdo entram no sistema linfatico para a circulacéo e
distribuicdo sistémica para varias células e 6rgdos do corpo (SANDERS et al., 2019).

As B-p-glicanas sao consideradas modificadores da resposta bioldgica e sdo capazes de
modificar o funcionamento do sistema imunologico. Além disso, as B-glicanas apresentam um
efeito imunomodulador, desencadeando a ativagdo e proliferacdo de células imunes e
influenciando a producéo e liberacdo de uma familia de moléculas sinalizadoras de proteinas
chamadas citocinas, interleucinas e quimiocinas (MARCO CASTRO et al., 2020). As B-
glicanas também aumentam a fagocitose celular e desencadeiam uma cascata de liberacGes de
citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e varios tipos de interleucinas (ILS)
(CHAN et al., 2019).
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As B-glicanas estimulam a funcdo imunoldgica, tendo uma variedade de efeitos
benéficos, incluindo protecdo contra infeccdes por patdgenos fungicos, bacterianos, virais ou
protozoarios e até mesmo o desenvolvimento de tumor (TZIANABOS, 2000).

Nem todas as estruturas de B-glicanas tem o potencial de estimular uma cascata
imunolégica de respostas e devem obedecer a propriedades estruturais especificas. Por
exemplo, (1 — 3) -B-glicanas insoltveis com ligagdes B-(1 — 6), como aqueles da levedura
Saccharomyces cerevisiae, sdo especificos para ligacdo de receptores de dectina-1
(GOODRIDGE et al., 2011). Embora as B-p-glicanas solGveis possam ser reconhecidas por
receptores de dectina-1, elas aparentemente ndo ativam a resposta imune por meio dessa via.
Elas tendem a se ligar aos receptores CR3 que levam a ativacdo do sistema completo para
mediar 0 processo imune inato, aumentando a atividade terapéutica antitumoral mediada por
anticorpos monoclonais, independentemente da ativacdo do receptor dectina-1 (Ql et al., 2011;
WOUK et al., 2021).

As B-p-glicanas, além de ativar o sistema imunoldgico, também tém demonstrado outros
efeitos benéficos, como resposta pré-inflamatdria em monacitos cultivados (OLIVEIRA et al.,
2015), anticarcinogenicidade (SADOVSKAYA, et al., 2014), antiproliferacdo de células
cancerosas (CUNHA et al., 2019), anti-inflamatorio (MELLO et al., 2016). Além disso, essas
biomacromoléculas demonstraram ser agentes terapéuticos para o tratamento de queimaduras

promovendo a cicatrizacao de feridas e reparacdo da pele (BERDAL et al., 2007).

2.4.3 Sistema Cardiovascular

O sistema imunoldgico/linfatico esta intimamente relacionado a manutencdo e
funcionamento do sistema cardiovascular (ASPELUND et al., 2016), e pode atuar na obesidade,
distarbios do ritmo cardiaco, doencas pericardicas, insuficiéncia cardiaca, dislipidemia,
hipertensdo, aterosclerose, inflamacédo e infarto do miocérdio (LAZZERINI, et al., 2019).

O mecanismo proposto para os efeitos mencionados acima esta relacionado a ndo
digestao da B-glicana pelas enzimas presentes no tratogastrointestinal. Por ndo ser absorvida e
devido a sua alta solubilidade, a B-glicana incorpora dgua em sua estrutura e forma um gel
viscoso caracteristico. Este gel interfere na absor¢do de HDL e carboidratos. Este efeito €
atribuido ao impedimento de reabsorcdo de &cidos biliares, apds sua desconjugacdo pelas
bactérias intestinais, sendo excretado pelas fezes, inibindo assim a sintese de colesterol hepatico
e incrementacdo na depuracdo de LDL (DAL MOLIN, 2011).

Dentre os principais fatores de risco cardiovasculares destacam-se as dislipidemias.
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Segundo a IV Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e prevencéoda aterosclerose, 2007, as
dislipidemias séo alteracdes metabdlicas decorrentes de disturbios do metabolismo lipidico.
Ocasionam repercussdes em niveis séricos das lipoproteinas, obstruindo o fluxo de sanguineo
em virtude da formacao de placas gordurosas que, a medida que aumentam de tamanho, chegam
a obstrui-lo por completo (NORNBERG, 2013).

Com isso, a reducdo dos niveis de colesterol sanguineo é uma intervencgdo eficaz para
reducdo das taxas de morbidade e mortalidade por doencas cardiovasculares. A FDA (2006) e
a Agéncia de Vigilancia Sanitaria - ANVISA - (2008) recomendam que, juntamente com uma
dieta com baixos niveis de colesterol e gordura saturada, é necessario o consumo diério de, no
minimo, 3 gramas de B-glicana por dia para reduzir o risco de desenvolver doencas
cardiovasculares (NORNBERG, 2013).

2.4.4 Modulagéo intestinal

O microbioma intestinal foi identificado e proposto como um modulador essencial da
salde humana, na medida em que foi proposto ser um '6rgao essencial' do corpo humano
(WANG, et al., 2017). O epitélio intestinal estd em contato com o ecossistema microbiano do
intestino, estabelecendo uma relagcdo dindmica. Esse relacionamento ndo é apenas comensal,
mas também mutualistico. A microbiota exibe importantes fungdes metabodlicas, imunoldgicas
e de protecdo intestinal (AGGELETOPOULOU, et al., 2019). Metabolicamente, a microbiota
fermenta carboidratos e oligossacarideos indigestiveis e sintetiza acidos graxos de cadeia curta
(AGCCs), como butirato, propionato e acetato, que sao fontes ricas de energia para o epitélio
intestinal (THOMAS et al; 2017).

A interacdo benéfica acima relatada da microbiota intestinal pode ser interrompida por
uma alteracdo na composicao da microbiota que leva a um desequilibrio microbiano, conhecido
como disbiose (Figura 3).

A disbiose é caracterizada por uma diminuig&o significativa das popula¢des microbianas
benéficas (Lactobacilos e Bifidobactérias) e sua diversidade e estabilidade funcional. Este
processo é considerado um elemento chave em processos inflamatorios e desenvolvimento de

doencas crénicas ndo transmitiveis (KIM et al., 2019).
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Figura 3. Representacdo esquematica das interacdes imunomoduladoras — hospedeiro na mucosa intestinal de
um individuo A (saudavel) e B (paciente com dishiose)
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A. No intestino saudavel, as bactérias comensais e patogénicas estdo distribuidas por toda a camada mucosa,
enguanto o epitélio intestinal esta intacto e, portanto, resistente a invasdo bacteriana. A microbiota comensal e
substancias produzidas associadas (AGCCs, esfingolipidios, fragelina, PMAMSs) afetam positivamente a
renovagdo dos enterdcitos, a integridade estrutural e funcional das juncOes estreitas e as respostas imunes da
mucosa. As bactérias patogénicas e os patobiontes sdo suprimidos pela microbiota comensal, mantendo a
homeostase intestinal. B Em pacientes com disbiose, a perturbagdo da microbiota intestinal causada por varios
fatores leva ao desequilibrio na composi¢do da microbiota intestinal, em favor de bactérias patogénicas. As
bactérias patogénicas ganham maior apego ao epitélio intestinal por meio de uma camada de muco rompida e mais
fina, que é o primeiro passo no processo de translocagdo bacteriana. Além disso, a microbiota dishidtica através
da producdo alterada de AGCCs, esfingolipidios e fragelina privam os enterécitos do suprimento de energia
necessario, promovendo uma resposta regenerativa defeituosa e apoptose aumentada, perturbam a integridade das
juncOes estreitas e desregulam as respostas imunes da mucosa. As bactérias patogénicas translocam-se atraves
desse epitélio intestinal defeituoso e ndo podem ser efetivamente eliminadas pelo sistema imunoldgico desregulado
do intestino.

Fonte: Adaptado de Aggeletopoulou et al., (2019).

Portanto, o crescimento de lactobacilos e bifidobactérias € visualizado através da
fermentacdo da B-glicanas in vivo e in vitro (JASKARI et al., 1998; DRZIKOVA et al., 2005;
MITSOU et al., 2009). Shen et al., (2010) avaliou os efeitos in vivo de B-glicanas de cereais na
microbiota intestinal. Trés, seis e sete semanas apos a administragdo de B-glicana, os ratos
experimentais apresentaram maior disponibilidade de Bifidobacterium e Lactobacillus. Os
resultados também sugerem que doses elevadas sdo mais eficazes que doses baixas e as [
glicanas derivadas da aveia sdo mais eficazes em comparagdo com as -glicanas da cevada.

Independente da fonte de [B-glicana, esses biopolimeros desempenham um papel
importante em sistemas biologicos associados a alimentos, nutracéuticos e aplicacdes

farmacéuticas e cosmeéticas.
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2.5 APLICACOES

As B-glicanas ndo apenas mostram beneficios a saide, mas também varias propriedades
funcionais e estruturais (AHMAD, et al., 2012). B-glicanas tém potencial para ser usado em
produtos de salde aceitaveis pois oferecem uma ampla gama de beneficios de saude adicionais.
Além disso, a B-glicana possui singularidade em ser potencial encapsulante, devido a sua
estrutura de favo de mel. Esta estrutura ndo foi visualizada em outros polissacarideos e,
portanto, os materiais encapsulados poderiam facilmente ficar presos na estrutura da rede
(SHAH et al., 2016). Além disso, a B-glicana € um excelente termoprotetor, no qual se
desintegra apenas na regido postal do colon devido a auséncia de enzimas na parte frontal
(MITSOU et al., 2010; SHAH et al., 2016). Suas vantagens estdo em ser um material que
apresenta boa biodegradacao, biocompatibilidade, termoestabilidade, além de ndo ser tdxico
(LIN et al., 2018). Devido a isso, as B-glicanas tém aplicacdo potencial na medicina e farmacia,
nas indastrias alimenticia, cosmética e quimica, na medicina veterinaria e na producdo de
racOes. As diferentes aplicagdes industriais de B- glucanos estdo resumidas abaixo:

Na industria de alimentos, a B-glicana pode ser produzida como um aditivo alimentar. Os
métodos proporcionam o enriquecimento de um produto com o aditivo alimentar de B-glicana
(CAHILL, FENSKE, FREELAND, e HARTWIG, 2003). E comumente, usada na preparacio
de molhos, sopas, bebidas e outros produtos alimenticios, sdo utilizadas principalmente com
base na sua emulsificacdo, agentes espessantes, estabilizantes e propriedades de gelificacdo
(ZHU; DU; XU, 2016). Sarteshnizia et al., (2015) otimizaram a formulacdo de salsicha
prebidtica por amido resistente e B-glicana. A B-glicana teve efeito perceptivel no aspecto e nas
propriedades sensoriais da salsicha. Kittisuban, Ritthiruangdej e Suphantharika (2014)
analisaram os efeitos da B-glicana de levedura nas propriedades fisicas do pdo sem glaten a
partir de formulas a base de amido de arroz. Como consequéncia, 0 pdo de amido de arroz
formulado com B-glicana foi considerado aceitavel de acordo com os resultados da analise
sensorial. Além disso, Rinaldi, Rioux, Britten e Turgeon (2015) descobriram que iogurtes com
B-glicana e com pectina mostraram uma protedlise mais rapida, uma liberacdo menor de
peptideos grandes e uma propor¢do maior de aminoacidos livres. Em outro estudo a B-glicana
foi na producdo de aperitivos extrusados. Os resultados mostraram que a incluséo da -gicana
poderia ser utilizada para manipular a resposta glicémica de salgadinhos extrusados
(BRENNAN, DERBYSHIRE, TIWARI, e BRENNAN, 2013).

As B-glicanas como encapsulantes, podem proteger eficientemente compostos fenélicos

da degradacdo e melhorar de forma excelente sua disperséo de agua e biodisponibilidade para
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aplicacdes em alimentos (GE et al., 2018). Além disso, elas podem direcionar ou controlar a
liberacdo dos compostos fenolicos em locais especificos no trato gastrointestinal (HAN et al.,
2020; YANG et al., 2016). A B-glicana pode também interagir com compostos fendlicos, por
meio de interacBes ndo covalentes e formam complexos, que melhoram a estabilidade de B-
glicana e dos polifenois (WU et al., 2013). Por exemplo, o complexo formado pela combinacéo
de resveratrol e (1,3/1,6)-pB-glicana aumentou a estabilidade do resveratrol sem afetar sua
atividade antioxidante (FRANCIOSO et al., 2014). A combinagdo de quercetina e B-glicana
aumentou a estabilidade térmica e a estabilidade a luz de B-glicana (VEVERKA et al., 2014).
Na atualidade, as mais estudadas sdo as intera¢des entre B-glicana e acido tanico (PENG et al.,
2019; ZENG et al., 2019), polifendis do cha (GAO et al., 2012; WU et al, 2011), e curcumina
(LIU et al, 2018).

Na area biomédica e na indutria farmaceutica, as B-glicanas estdo sendo usadas devido
a sua funcionalidade bioativa. As B-glicanas tém sido usadas em varios ensaios clinicos para
testar seus efeitos gerais na salde e esclarecer os mecanismos responsaveis (TUNGLAND e
MEYER, 2002). Venkatachalam, Narayanan e Doble (2013) usaram B-glicanas ciclicas como
material de curativo. Além disso, Kofuji et al. (2010) obtiveram uma folha de curativo
transparente, formando um complexo entre B-glicana e quitosana. As folhas do complexo [3-
glicana-quitosana demonstraram eficacia terapéutica comparavel ou superior a um produto de
curativo comercial, avaliando em feridas criadas nas superficies dorsais de camundongos.
Verificou-se que queimaduras de espessura parcial podem ser efetivamente tratadas com -
glicana com bons resultados devido a aceleracdo da cicatrizacdo de feridas (BERDAL et al.,
2007; KIM, LEE, LEE, KWON e PARK, 2012). e diminuicdo significativa da dor pds-lesdo
(DELATTE, EVANS, HEBRA, e ADAMSON, 2001; TOKLU et al., 2006). A B-glicana
também foi proposta como potencial material de substituicdo 6ssea (BELCARZ et al., 2013).
A B-glicana combinada com uma cerdmica granular apresentou propriedades el&sticas, que
permitiria uma facil manipulacéo e boa adaptacdo a forma. Kogan et al. (2005) descobriram
que a B-glicana possui atividade de eliminacdo de radicais carboximetilado responsaveis pela
artrite adjuvante. Além disso, um grande desafio em vacinologia é o desenvolvimento de
plataformas e adjuvantes que efetivamente promovem células T protetoras e respostas de
anticorpos. Levitz (2014) e Liu et al., (2021) usaram - glicana como uma nova plataforma de
vacina. A B-glicana foi carregada com antigenos e imunomoduladores de modo que a "carga
atil" foi liberada apo6s a fagocitose. Eles demonstraram respostas robustas e duradouras de
células T especificas para antigenos e anticorpos ap0s a imunizagdo com - glicana

“encapsulada” com anticorpo.
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Na aplicagdo cosmética a B-glicana tem sido usada em cremes, pomadas, pés e
suspensdes de protecdo geral por varias décadas. A atividade atribuida a B-glicana é que
aumenta a producao de colageno (KETKEAW, OUNGBHO e WITITSUWANNAKUL 2012)
e reduz as linhas de idade, pés de galinha (PILLAI, REDMOND e RODING 2005;
BASCHONG, MONGLAT, e OCHS, 2009), rugas (KANLAYAVATTANAKUL e LOURITH
2008), e outras doengas da pele.

As B-glicanas tém sido produzidas ndo apenas nas industrias alimentar e farmacéutica
como agentes anticancerigenos e imunomoduladores, mas também na aquicultura e na pecuaria
para aumentar a imunidade natural dos animais (JUNG et al., 2007). Jung et al. (2007)
sugeriram que a 3-glicana poderia ser usada como um aditivo na ragcdo animal com objetivo de
aumentar a imunidade e como um potencial agente antitumoral. Os resultados descobriram que

B-glicana aumenta o numero de células secretoras de anticorpos especificos e os niveis de Ig..

2.6 CONCLUSAO

A estrutura quimica de B-glicanas de cereais tem uma abrangéncia maior em relacao suas
funcionalidades e bioatividade, uma vez que é identificada pelo sistema imunologico mais
facilmente que B-glicanas de outras fontes/estruturas quimicas.

As B-glicanas de cereais sdo sollveis em agua o que facilita a aplicagdes em alimentos,
farmacos, nutracéuticos e no processo de encapsulacdo de compostos. Na encapsulacdo de
compostos fendlicos, a sua interacdo com estes, melhora a resposta a estabilidade térmica e
estabilidade a luz.

A B-glicana de cereais, com énfase a de aveia, devido a sua melhor aceitabilidade
organoléptica, é a melhor opcdo na escolha de encapsulante de compostos fendlicos. Porém,
estudos ainda devem ser conduzidos na encapsulacéo de compostos fenolicos por B-glicana de
aveia, uma vez que a literatura ndo apresenta estudo com fonte de aveia, apenas com cevada.
Além disso, sua bioatividade deve ser testada, uma vez que também nao se encontram estudos

relacionados a essa aplicagdo funcional.
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3 ARTIGO EXPERIMENTAL — OTIMIZACAO DO PROCESSO DE
EXTRACAO DE B-GLICANA DE AVEIA: INFLUENCIA DO
TAMANHO DE PARTICULA E VELOCIDADE DE AGITACAO

3.1 INTRODUCAO

A B-glicana é uma fibra alimentar soltvel e esta presente em cereais como aveia, cevada
e trigo, em algas ou pode ser produzida por microrganismos. E muito utilizada em alimentos
como biscoitos, sopas, lacteos, panificacdo, entre outros, devido as suas propriedades
funcionais, a sua capacidade de promover um aumento de volume na massa e, também, devido
a otimizac¢do do processamento de alimentos. Ao ser adicionada em alimentos, a B-glicana
proporciona maior viscosidade e gelificacdo, melhor consisténcia e pode substituir a gordura
em produtos diet e light (DE SOUZA, 2015). As fibras alimentares de p-glicana, podem
prevenir doencas como a diabetes, doencas cardiovasculares, cancer de colon, além de
aumentarem o bolo fecal, resultando em uma diminuicdo do tempo de transito intestinal e em
um bom desempenho do intestino (DE SOUZA, 2015).

Devido a todos os beneficios que a B-glicana proporciona para a satde, a otimizacdo do
processo de sua extracdo é muito importante, para definir melhores condi¢cdes experimentais,
para obter maiores rendimentos da substancia. O rendimento final pode ser afetado pelos fatores
temperatura, pH, tempo de extracdo, tamanho de particula, velocidade de agitacdo e relagédo
solvente: farinha. E muito dificil comparar os resultados obtidos nos delineamentos
experimentais, pois a diferenca nas matérias-primas e os parametros utilizados durante a
extracdo sdo amplos, fazendo com que os resultados sejam contraditérios. Além disso, poucos
trabalhos analisaram os efeitos tamanho de particula e taxa de agitacdo como fatores que
influenciam no rendimento de extracdo (DE SOUZA, 2015).

A composicdo e a otimizacdo das condigdes de extragao de B-glicanas de aveia branca,
ainda é pouco conhecido. A literatura tem discutido sobre a otimizacéo de pardmetros em f-
glicana de cevada, devido seu elevado uso na industria cervejeira. Visto que, diferentes
parametros podem influenciar o rendimento liquido e a pureza do material extraido, este
trabalho foi realizado com objetivo de estudar a otimizacdo do processo de extragdo de f-
glicana de aveia branca e os efeitos do tamanho de particula e taxa de agitacdo sobre o grau de

pureza e rendimento.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os gréos de aveia branca (Avena sativa L.) apresentando 6,22 + 0,17% de B-glicana, da
cultivar IAC7, safra 2018, foi cultivada no Parana/BR, fornecida pela empresa SL Alimentos, de

Maua da Serra. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2.1 Preparo da farinha de aveia

Os grédos foram descascados e moidos em moinho de rotor termostatizado (MA90,
Marconi, Brasil) para obtencdo de trés tamanhos de particula. Para obtencdo das farinhas com
tamanho de particula fina, média e grossa a velocidades do moinho foi fixada em 4000 rpm,
5000 rpm e 6000 rpm A temperatura da cdmera de moagem foi mantida a 16 °C com banho de
circulacdo externa (SL-152, Solab, Brazil). O tamanho médio de particula de cada farinha foi
caracterizado através do calculo do Diametro Médio de Sauter (DMS), com tamanho médio das

particulas fina, média e grossa de 0,129 mm; 0,325 mm e 0,760 mm, respectivamente.

3.2.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado com um fatorial 32, com 2 fatores (tamanho de particula e
taxa de agitacdo) e 3 niveis, como demostrado na Tabela 1. Para a analise de dados foi realizado
superficie de resposta, a fim de estudar o efeito combinado das variaveis: tamanho de particula

e taxa de agitacéo na extragédo da p-glicana.
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Tabela 2. Delineamento experimental com um fatorial 32 com repeticdo do ponto central

Variaveis independentes

Delineamento Variaveis dependentes
Tamanho de particula ~ Taxa de agitacdo
1 -1 (fina) -1 (500 rpm)
2 -1 (fina) +1 (1500 rpm)
3 -1 (fina) 0 (1000 rpm)
4 +1 (grossa) -1 (500 rpm) Rendimento bruto
5 +1 (grossa) +1 (1500 rpm) Rendimento liquido
6 +1 (grossa) +0 (1000 rpm) Pureza da B-glicana
7 0 (média) -1 (500 rpm)
8 0 (média) +1 (1500 rpm)
9 0 (média) 0 (1000 rpm)
10 0 (média) 0 (1000 rpm)
11 0 (média) 0 (1000 rpm)

Fonte: Autor (2021).

3.2.3 Extracéo e purificacao da p-glicana

A extracdo da B-glicana foi realizada através da metodologia proposta por Benito-
Roman, Alonso e Lucas (2011), com algumas adaptacdes. Enquanto a purificacdo seguiu-se a
metodologia de Maheshwari, Sowrirajan e Joseph (2017).

Para a extracdo, a 4gua pré-aquecida a 50 °C + 2 °C foi adicionado da farinha de aveia
na proporcao de 8:1 (v/p). O pH da solucéo foi ajustado para 6, com HCI 1 M e mantidas a 50
°C sob agitacdo constante durante 3 h. Apoés, a suspensdo foi centrifugada a 4400 g por 10 min,
o precipitado (amido) removido e o sobrenadante utilizado para purificacéo.

A purificacdo consistiu em ajustar o pH da suspensdo a 4,5 com HCI 1 M, para a
precipitacdo de proteinas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4400 g por 20 min.
O precipitado (proteinas soluveis) foi descartado e o sobrenadante foi suspenso em etanol 96%
na proporcdo de 1:1 (v/v). A suspensdo foi mantida por 20 h a 4 °C. Posteriormente, foi
realizada centrifugacdo a 2300 g por 10 min para precipitagdo da B-glicana purificada e
posteriormente liofilizadas. A Figura 12 apresenta o fluxograma do processo de extracdo da

substancia.
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Figura 4. Fluxograma de extracéo e purificacdo de p-glicana.
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Fonte: Autor (2021).
3.2.4 Teor de p-glicana e rendimentos

O teor de B-glicana foi determinado pelo métodoenzimatico numero 32-23.01 (AACCI,
2010), empregando kit enzimatico B-Glucan Assay (Mixed Linkage) (Megazyme International,
Irlanda). O rendimento bruto de extragdo (%) foi calculado com base na massa de -glicana

extraida (MBE) e na massa de farinha de aveia (MFA) utilizada, conforme Equagé&o 1:

E
* 100 % 1)

Rendimento bruto (%) = VFA
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Enguanto, o rendimento liquido (%) foi calculado corrigindo a massa da farinha (MFA)
com o teor de B-glicana do grédo (TBG) e a massa de p-glicana extraida (MBE) com o teor de
B-glicana da amostra (TBA), conforme apresentado na Equacao 2:

_ o (MBE * TBA)
Rendimento liquido (%) = m * 100 % (2)

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Grau de pureza e rendimento de pB-glicana

A influéncia do tamanho de particula e taxa de agitacdo na pureza, rendimento bruto e
rendimento liquido estdo apresentadas na Tabela 2. O maior grau de pureza e 0 maior
rendimento liquido foi observado com o menor tamanho de particula e maior taxa de agitacéo

(experimento 2), enquanto o maior rendimento bruto, ao delineamento 7.

Tabela 3. Pureza, rendimento bruto e rendimento liquido.

Experimento Pureza (%) Rendimento bruto (%)  Rendimento liquido (%)
1 39,27 4,39 27,48
2 62,43 5,12 50,87
3 59,60 4,77 45,25
4 32,28 5,16 26,20
5 61,58 4,85 46,91
6 59,08 4,56 42,34
7 31,22 5,19 26,85
8 61,45 4,84 49,32
9 52,65 4,87 42,50
10 56,83 5,06 47,72
11 56,62 5,06 47,52

Fonte: Autor (2021).

A Figura 13 representa os efeitos das variaveis, tamanho de particula e taxa de agitacao
para as respostas, pureza de B-glicana (a), rendimento bruto (b), e rendimento liquido (c).
Apenas a taxa de agitacdo apresentou efeito linear (L) e quadratico (Q) significativo (p<0,05)
sobre a pureza da B-glicana e para o rendimento liquido. Este resultado é explicado devido, a
propenséo da dispersdo da farinha no solvente, na maior taxa de agitacdo, fazendo com que haja

um maior contato de particula e solvente. Além disso, esse processo facilita a maior troca de
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temperatura com as particulas e consequentemente, maiores quantidades de B-glicanas
extraidas. A maior troca de temperatura, durante a extracdo, melhora o coeficiente de difuséo e
volatilidade da farinha de aveia, a0 mesmo tempo que aumenta a liberacdo de compostos
(CHEN, et al., 2017). Ao contrario, a menor taxa de agitacao, dificulta essa dissolucéo e troca
térmica entre B-glicana e solvente, resultando em maior extragdo de outros nutrientes, ao invés
de B-glicana. O tamanho de particula ndo teve influéncia significativa (p>0,05) na extracdo da

B-glicana.

Figura 5. Representacdo dos efeitos estimados das varidveis tamanho de particula e taxa de agitacéo na Pureza
(a), Rendimento Bruto (b) e Rendimento Liquido (c) de B-glicana.
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Fonte: Autor (2021)
Uma vez que o processo de extracdo é um fendmeno de transferéncia de massa,

influenciado pela difusdo do solvente na substancia dissolvida, a maior taxa de agitacdo
aumenta essa difusdo, facilitando a transferéncia de massa e ocasionando um aumento do teor
de B-glicana no concentrado obtido (MALKKI; VITANEN, 2001).

A Figura 6 representa o diagrama das superficies de resposta através da pureza de -
glicana (a), rendimento bruto (b) e rendimento liquido (c). E possivel observar que o tamanho
de particula ndo apresentou influéncia significativa sobre as respostas avaliadas, como

mencionado na representacdo dos efeitos.
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Figura 6. Efeito do tamanho de particula e taxa de agitacdo na extra¢do de B-glicana de aveia nas respostas pureza
da B-glicana (a), rendimento bruto (b) e rendimento liquido (c).
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Fonte: Autor (2021)

O aumento da taxa de agitacdo durante a extracdo e o aumento do rendimento podem
ser atribuidos a dois fatores principais. Em primeiro lugar, a maior taxa de agitacdo gera uma
maior desintegragcdo celular removendo barreiras pelas quais os compostos intracelulares
precisam se difundir. Em segundo lugar, a quebra da parede celular aumenta o contato das
enzimas naturalmente presentes com seus substratos tanto no interior da célula quanto aqueles
resultantes de fragmentos da parede celular. Sem a quebra das células, a acessibilidade do

solvente a essa camada rica de outros nutrientes seria limitada, dificultando a extragdo
(DIMOPOQULUS et al., 2020).
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O tamanho de particula ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05), devido a sua
moagem nado separar as fragdes do grdo. Visto que, fragcdes que contém maior quantidade das
camadas externas do grdo, contém consequentemente maiores quantidades de B-glicanas. A
camada interna do grdo de aveia é constituida por gérmen e endosperma e a camada externa
pelo farelo. A maior fragdo de B-glicana de gréos de aveia estdo presentes principalmente nas
camadas aleurona e sub-aleurona, referente a fragao de farelo.

Segundo Grundy et al., (2018) a quantidade de proteinas e fibras do grdo de aveia
aumenta do interior para a periferia do grdo. A moagem realizada, comprova que nao houve
separagdo dos constituintes do gréo, e apenas se alterou o tamanho de particula. Acreditava-se
que 0 menor tamanho de particula daria um aumento na resposta de extracdo, devido uma maior
area de contato com o solvente, o que ndo ocorreu no presente estudo. Apenas, verificou-se que
a intersec¢do das duas variaveis independentes resultou num aumento da resposta. Isto se deve
a combinacdo de maior area de contato e maior homogeneizacao de soluto e solvente facilitarem
a troca de massa.

A temperatura de extracdo e o tipo de cultivar desempenham papel importante na
extracdo de B-glicanas (BENITO-ROMAN et al., 2011). Porém, neste estudo, realizou-se uma
pesquisa prévia relacionada as cultivares com maior concentracao, decidindo-se, portanto, em
fixar esse parametro com a cultivar IAC7. A cultivar IAC 7 foi selecionada devido a seu alto
teor de B-glicana (6,39%), que em comparacao a outras cultivares de aveia. Em estudo Sa et al.,
2000, avaliou as diferentes concentragdes de B-glicana em cultivares brasileiras de aveia branca
encontrando os seguintes resultados: IAC7 (6,50 %), UFRGS (4,30%), UPF16 (3,51 %) e
UPF17 (3,78).

Aléem da composicdo nutricional da aveia em diferentes cultivares ser um papel
importante, a temperatura de extracdo também se torna um ponto chave na obtencdo de maiores
teores extraidos. A temperatura entre 47 a 50° C, ajuda a prevenir a solubilidade e gelatinizacédo
do amido (MAHESHWARI et al., 2017). Essa gelatinizagcdo do amido, dificultaria a extragéo
de B-glicana, divido a formac&o do gel que impediria a dissolugéo entre solvente e composto.

O teor de B-glicanas obtidos neste estudo estdo de acordo com a literatura de. Aktas-
Akyildiz et al., (2018) que obtiveram uma variagdo de 15,9% a 55,7% de B-glicana extraida de
farinha de aveia. Porém, o teor de B-glicana extraida em nosso estudo (62,43%) é maior que a
quantidade obtida por Aktas-Akyildiz et al., (2018), mostrando que conseguiu-se aprimorar o

método de extracéo.
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3.4 CONCLUSAO

As B-glicanas foram extraidas com sucesso de da aveia branca em extracdo aquosa. A
extragdo aquosa ajuda a aumentar a qualidade da B-glicana extraida, uma vez que ocorre menor
degradacdo do polissacarideo alvo durante a extragdo, em comparacdo com outros
procedimentos de extracdo. Os experimentos realizados comparando a taxa de agitacdo e o
tamanho de particula foram Uteis no estabelecimento das condi¢Bes experimentais mais
adequadas para a extracdo: tamanho de particula fina e agitacdo de 1500 rpm.

O estudo confirma que a taxa de agitacdo e a interacdo das varidveis independentes
influenciou significativamente (p<0,05) na pureza de B-glicana extraida (qualidade) e no

rendimento liquido de extracdo (quantidade).
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4 ARTIGO EXPERIMENTAL — ACAO BIOLOGICA IN VITRO DE
EXTRATO DE ERVA-MATE MICROENCAPSULADO EM 8-
GLICANA

4.1 INTRODUCAO

O processo inflamatorio é uma reacdo imunologica a uma infeccdo ou lesdo de tecidos
vivos. Neste processo temos quatro indicadores: dor, vermelhid&o, calor e inchaco (MATHEW
et al., 2014). Isso ocorre devido a um aumento do fluxo sanguineo, danos as proteinas dos
tecidos e liberagéo de enzimas lisossomais. A inibi¢do da desnaturacédo proteica e da proteinase,
bem como a inibicdo da estabilizacdo das membranas lisossomais podem prevenir o inicio do
processo inflamatorio (LV et al., 2021). Drogas anti-inflamatérias bloqueiam estas atividades
enzimaticas e causam alivio aos sintomas, porém sdo acompanhadas por inimeros efeitos
colaterais indesejaveis. As plantas também possuem suas propriedades anti-inflamatorias,
mesmo que de forma menos intensa, porém sem efeitos colaterais (KUMAR et al., 2012).

A erva-mate (llex paraguariensis) é uma planta com alta diversidade de compostos
bioativos (JUNIOR; MORAND, 2016). Sua riqueza fitoquimica (&cidos fendlicos e
flavondides), séo atribuidas as atividades biol6gicas observadas ap6s 0 consumo de erva-mate
(RIBEIRO et al., 2019). Uma das dificuldades encontradas na utilizacdo de substancias
bioativas ¢é a perda de sua funcionalidade pela instabilidade destas estruturas. Para facilitar a
ampliacdo destes beneficios, a técnica de encapsulacdo pode garantir a passagem pelo sistema
digestdrio até a sua absorcdo em nivel intestinal. Muitos destes compostos se degradam no pH
estomacal, ndo conseguindo exercer a funcdo principal de modular a microbiota intestinal
(JUNIOR; MORAND, 2016).

O encapsulamento do extrato de erva-mate usando polissacarideos como agente
encapsulante demostra eficaz preservacdo dos compostos fendlicos presentes no extrato de
erva-mate (DELADINO et al., 2013; LOPEZ-CORDOBA et al., 2014; NUNES et al., 2015,
RICCIO et al., 2019). Alguns estudos avaliaram a encapsulacdo de extrato de erva-mate em
polissacarideos como sacarose, alginato de sédio, amido de milho, maltodextrina e misturas.
Apensar da B-glicana ter sido usada no encapsulamento de compostos bioativos (ASHRAF et
al., 2020; WU et al., 2020; KUREK et al., 2018; SHAH et al., 2016; SALGADO et al., 2015),

nenhum dos estudos relatou a encapsulagéo de extrato de erva mate.
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A B-glicana tem atraido atengdo como material de parede devido a sua estrutura em forma
de favo de mel, ao qual acomoda facilmente ingredientes bioativos, como fenolicos (SHAH et
al., 2016; GANI et al., 2018 e ASHRAF et al., 2020). As B-glicanas séo polissacarideos naturais
reconhecidas como seguras (GRAS), recomendada e aprovada como aditivo pela US Food and
Drug Administration (FDA), devido ser uma substancia inofensiva para células do corpo
humano devido a sua estabilidade (HWANG et al., 2018). As suas propriedades fisicas e
fisioldgicas sdo de importancia comercial, nutricional e nutracéutica, possuindo propriedades
funcionais (espessamento, emulsificacdo, estabilizacdo e gelificacdo), bioldgicas, (anticancer,
imunolégico, antienvelhecimento, anti-inflamatérias antioxidantes e prébidtica) (ZHU et al.,
2015). Além disso, a alta viscosidade, alta solubilidade, pasta transliscida e ao seu alto peso
molecular, permite uma liberacdo lenta do material encapsulado da sua matriz (SHAH et al.,
2016, ASHRAF et al., 2020), ponto crucial para atividades imunomoduladoras e anti-
inflamatorias, devido a sua liberacdo controlada. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial da B-glicana como agente encapsulante de erva mate para liberacdo controlada,

bioacessibilidade e acdo bioldgica in vitro.

4.2 MATERIAL E METODOS

A B-glicana foi extraida de aveia branca da cultivar IAC 7, fornecida pela empresa SL
Alimentos e a erva-mate utilizada foi fornecida pela empresa Almaforte, de Arvorezinha, Rio

Grande do Sul. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico ou superior.

4.2.1 Extracdo e purificacéo da p-glicana de aveia

A extracdo da B-glicana foi realizada em &gua pré-aquecida a 50 °C + 2 °C com adicéo
da farinha de aveia com tamanho de particula de 1500 pum, na proporcao de 8:1 (v/p). A solucéo
em pH 6,00, foi mantida a 50 °C sob agitacdo constante de 1500 rpm durante 3 h. A suspenséo
foi centrifugada a 4400 g por 10 min, o precipitado (amido) foi removido e o sobrenadante
utilizado para purificacdo (BENITO-ROMAN, ALONSO E LUCAS, 2011).

A purificacdo consistiu em ajustar o pH da suspensdo a 4,5 com HCI 1 M, para a
precipitacdo de proteinas. As amostras foram centrifugadas a 4400 g por 20 min. O precipitado
(proteinas soluveis) foi descartado e o sobrenadante foi suspenso em etanol 96% na propor¢éo

de 1:1 (v/v). A suspensdo foi mantida por 20 h a 4 °C. Apos, foi realizada centrifugacéo a 2300
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g por 10 min para precipitagdo da P-glicana purificada e posteriormente liofilizadas
(LIMBERGUER, 2012; MAHESHWARI, SOWRIRAJAN E JOSEPH, 2017).

4.2.2 Preparacgao e concentracao do extrato aquoso de erva-mate

O extrato aquoso de erva-mate foi preparado conforme o método descrito por Murakami
etal., (2011), com adaptacbes. Uma concentracdo de 15% (m/v) de erva mate diluida em agua
foi aquecida por 5 min a 90 £ 2 °C em banho-maria. Apos, o extrato foi filtrado em nylon com
auxilio de bomba a véacuo para a separacdo. O extrato foi congelado, liofilizado e caracterizado
através da quantificacdo dos seus compostos fenodlicos totais e perfil antioxidante a fim de

comparagdo com o extrato microencapsulado.

4.2.3 Microencapsulacéo do extrato de erva-mate em p-glicana

A técnica de microencapsulacdo realizada com [-glicana € uma adaptacdo das
metodologias, descritas por Shah et al., (2016) e Drozinska et al., (2019), utilizando um
delineamento fatorial 23, com 3 fatores (concentragio de B-glicana, concentragdo de extrato de
erva mate e concentracdo da solucdo de lavagem) e 2 niveis (Tabela 3).

Inicialmente, B-glicana em diferentes concentracoes (1 e 2%) foram gelatinizadas a 50
°C % 2 °C por 30 min. As amostras foram resfriadas por 30 min e entdo homogeneizadas em
ultraturrax a 8000 rpm por 2 min, adicionadas do extato de erva-mate foi em agitacdo constante
e mantida por mais 5 min a 8000 rpm. Em seguida, 200 pl de Tween 80 foi adicionando gota a
gota, ainda sob agitacdo. Ap6s 10 min de agitacdo a 8000 rpm, a agitacao foi interrompida e
adicionados 33 mL de polietileno glicol. Agitou-se novamente a 15000 rpm por 2 segundos e
deixados para a decantacao, por 30 min.

Apos separacdo, as microcapsulas foram lavadas em solugdo alcodlica de glicerol, em
diferentes proporgdes, e filtradas. Por fim, as capsulas foram liofilizadas.
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Tabela 4. Delineamento experimental fatorial 2% da microencapsulagio de erva-mate

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Delineamento ) Extrato Solucéo de L
B-glicana (Avaliagdes)
concentrado lavagem
1 -1 (1%) -1 (0,59) -1 (5%)
2 -1 (1%) -1 (0,59) +1 (10%)
3 -1 (1%) +1 (19) -1 (5%) o
Eficiéncia de encapsulacéo
4 -1 (1%) +1 (19) +1 (10%) - )
Estabilidade térmica (TG)
5 +1 (2%) -1 (0,59) -1 (5%) ETIR
6 +1 (2%) -1 (0,59) +1 (10%)
7 +1 (2%) +1 (19) -1 (5%)
8 +1 (2%) +1 (19) +1 (10%)

Fonte: Autor (2021).

4.2.4 Eficiéncia de Encapsulacdo das microcapsulas

Para determinacdo da eficiéncia de encapsulacao foi coletado uma aliquota da mistura
inicial de B-glicana e extrato de erva-mate concentrado e do residuo ndo encapsulado, apos
filtracdo e realizado andlise de compostos fenodlicos totais. A relacdo dos resultados entre a
mistura e o residual coletado demonstrou a Eficiéncia de Encapsulacao (EE) conforme Equacéo
1.

(AAD * AAR)

Considerando:
AAQ: Atividade antioxidante do extrato inicial;

AAR: Atividade antioxidante do residuo.

4.2.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A microcéapsula foi analisada por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier sob refletancia total atenuada (ATR-FTIR) para a identificacdo de caracteristicas
estruturais da microcapsula. Os espectros foram obtidos em 4000-700 cm™ & temperatura
ambiente no modo de transmissdo por 100 varreduras com uma resolucio de 4 cm™%, conforme
metodologia descrita por Pilatti-Riccio et al., (2019).
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4.2.6 Estabilidade térmica das microcdpsulas

As microcapsulas (3,5 mg) foram avaliadas quanto sua estabilidades térmica por
termogravimetria, em simulador de analise térmica (STA 6000, Perkin Elmer, Estados Unidos).
Esta foi analisada em termo balanga com atmosfera de nitrogénio, em uma faixa de temperatura

de 25 a 600°C, em uma razio de aquecimento de 10 °C min™,

4.2.7 Morfologia e caracteristicas estruturais

As caracteristicas superficiais externas e a analise de tamanho da microcapsula foram
avaliadas através do uso de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A amostra foi
colocada sobre stubs, recoberta com camada de ouro e realizado micrografias destas. A
voltagem de aceleracdo usada foi de 10 kV e ampliacéo de 5.000 vezes.

4.2.8 Estabilidade de armazenamento

A microcépsula que apresentou a melhor eficiéncia de encapsulacdo foi avaliada quanto
a perda dos compostos fendlicos ou estabilidade dos mesmos, durante 4 semanas de armazenagem a

temperatura ambiente.

4.2.9 Atividades bioldgicas in vitro

A avaliacdo da atividade bioldgica do extrato de da erva-mate livre e encapsulada foi
realizada ap6s a simulacdo das condi¢es do sistema gastrointestinal in vitro, para avaliar a
bioacessibilidade dos compostos. Desta forma, o extrato de erva-mate livre e microcapsulado
de maior eficiéncia de encapsulacdo foram avaliadas quanto aos compostos fendlicos totais,
atividade antioxidante e atividade anti-inflamatdria. A avaliagdo foi conduzida sem o uso de
enzimas digestivas uma vez que estas nao sdo capazes de digerir o material de parede (SHAH
et al., 2016).

4.29.1 Bioacessibilidade digestiva

As amostras (1 mg) foram avaliadas quanto sua estabilidade as condigbes do sitema
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gastrointestinal de acordo com Tamura et al., (2019), com adaptagdes. O processo gastrointestinal,
simulou os seguintes estagios: o estomacal, estagio duodenal e o cdlon. Uma diluigdo da amostra foi
armazanada em erlenmeyer de 250 ml e colocado em banho-maria em temperatura corporal de 37 °C
com agitacdo de 100 rpm, a fim de simular a as contragdes peristalticas durante a movimentacdo do
bolo fecal. O pH foi monitorado e mantido em pH 2,00 £ 0,05 por 30 min, usando volumes de HCI
1M, para ajuste e simulacdo da digestdo estomacal. Para simulacéo da digestdo duodenal o pH foi
alterando para 5,50 + 0,15 usando Na>2CO3 5%, permanecendo por 40 min. A terceira etapa da digestéo
simulada (c6lon) o pH da mistura foi alterado com Na,CO3 5% e mantido a 8,10 + 0,80 ao longo de
50 min. Aliquotas de cada etapa, foram coletadas para avaliagdo dos compostos fenoélicos e
potencial antioxidante conforme os métodos descritos abaixo.

4.2.9.2 Compostos Fenolicos Totais

O conteldo total de polifendis das amostras foi determinado através do método descrito
por Souza e Correia (2012), com algumas modifica¢es. O volume de 1 mL de cada extrato
(puro e concentrado) de erva-mate, previamente diluido, foi adicionado a 1mL de etanol a 95%,
5 ml de agua destilada e 0,5 mL de solucdo de Folin- Ciocalteau. Ap6s a mistura foi agitada por
10 segundos e adicionado 1 mL de carbonato de sodio Na2CO3 5%. Os tubos foram abrigados
da luz por 60 minutos em temperatura ambiente. A absorbancia medida em espectrofotdmetro
a 765 nm de agua destilada foi utilizada como branco. O resultado da analise foi expresso

conforme curva padrdo de acido galico (y = 0,150x + 0,015; R2 = 0,9988).

4.29.3 Capacidade Antioxidante pelo Radical ABTS dos extratos de erva-mate

e das microcapsulas

A analise da capacidade antioxidante do extrato livre e encapsulado foi realizada pelo
método do radical ABTS (acido 2,2’- azinobis-(3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfénico) que se
baseia na metodologia adaptada de RE et al. (1999). A solucdo inicialmente foi preparada, a
solucéo estoque de ABTS (7 mmol/L) e solucdo de persulfato de potéssio (2,45 mmol/L) na
proporcao de 1:1, que permaneceu em ambiente escuro, por 12 horas de antecedéncia. Para a
leitura da absorbancia do ensaio branco (Ao) em espectrofotdmetro, 200 pL deste radical
formado foi diluido em etanol 96 °GL até obter uma absorbéancia de 0,70 nm (+- 0,05 nm). A

leitura de 1 ml dessa solugdo com 10 pL de amostra de cada extrato, ap6s 6 minutos de reacdo
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no escuro, foi realizada em 734 nm com um Espectrofotdmetro UV-Vis. A leitura dos resultados
utilizou a curva padrdo de pmol/L de Trolox (y = 3201,1x — 227,28; R = 0,9985).

4.2.9.4 Capacidade Antioxidante pelo Método de DPPH

A anélise de capacidade antioxidante pelo radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazilo)
foi realizada conforme metodologia de Brand-Williams,Cuvelier e Berset (1995) adapatada. foi
preparada, inicialmente uma solugédo de 0,1 mmol/L de DPPH com 0,1 mL de extrato, ao qual,
foi mantida por 30 min em reagdo a ambiente escuro. A leitura da absorbancia das amostras foi
realizada em Espectrofotdmetro UV-Vis a 515 nm. Os resultados foram interpretados através
de curva padrdo de umol/L de Trolox (y = 691,19x + 25,064; Rz = 0,9933).

4295 Atividade anti-inflamatdria

A analise da atividade anti-inflamatoria foi realizada conforme metodologia descrita por

Sarveswaran et al., (2017).
Inibicdo da desnaturacao de proteina

A desnaturacdo foi induzida mantendo a reacdo da mistura a 70 °C em banho por 10
minutos. A reacdo mistura consiste em 1 g de capsulas, 450 pL (5% de solucdo aquosa) BSA,
e 1400pL de tampdo salino de fosfato. Neste ensaio foram usadas albumina sérica bovina (BSA)
como proteina. A agua destilada substitui as capsulas na mistura para ter o controle negativo.
As misturas foram incubadas a 37 °C por 15 min e entdo aquecidas a 70 °C por 5 min. Depois
foram resfriadas em &gua corrente, e suas absorbancias medidas em 660 nm. Acido
acetilsalicilico, foi usado como controle positivo. O percentual de inibi¢do da desnaturacdo da
proteina foi dado por:

% inibicao desnaturagido = (1 — %) * 100 4)

Onde, D é a absorbancia da amostra teste e C é a absorbancia da amostra negativa.
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Estabilizacdo de membrana

A hemolise induzida por solucéo hipotdnica foi realizada através da reacdo mistura. Esta
reacao teve suspensdo de hemaécias, microcapsulas e solucdo hipoténica. O controle foi
preparado sem as microcapsulas. Enquanto o &cido acetilsalicilico, foi usado como referéncia.
A mistura foi incubada a 37 °C por 30 minutos e centrifugada a 3000 rpm por 20 minutos. O
teor de hemoglobina da solugédo sobrenadante foi estimado por espectofotometria a 560 nm. A
porcentagem de estabilizacdo ou protecdo da membrana dos globulos vermelhos foi calculada

através da equacao:

100—Densidade 6ptica da amostra

% protecao = * 100 (5)

densidade 6ptica do controle

Por outro lado, a hemdlise induzida pelo calor, contém 5 ml de tampao isotonico, 2 mg
de microcapsulas e 10% de suspensdao de hemacias. A amostra controle utilizou acido
acetilsalicilico. A mistura foi agitada e incubada em banho a 60 °C, por 30 min. Para controle
algumas amostras foram mantidas a temperatura 0 — 5 °C. No fim da incubagdo a quente os
tubos foram resfriados em agua corrente. A reacdo mistura foi centrifugada a 3000 rpm por 5
min e a absorbancia do sobrenadante lida a 560 nm.

A porcentagem de inibicdo de hemdlise pelo calor foi calculada:
%inibicdo de hemoélise = (ABS ontroie — ABSteste) * 100 (6)

Absorbancia controle:

s aps T _ ((ob1-0D2)
% inibicdo de hemdlise = 100 * [1 (—(ops—om))] )

Onde, OD1 = Densidade dtica da amostra ndo aquecida; OD2 = Densidade Otica da

amostra aquecida; OD3 = Densidade otica do controle aquecido.
Inibi¢éo da proteinase

Neste ensaio foi utilizadas trypsina e caseina. O meio reacional (2 ml) conteve 0.06 mg
de proteinase, 1 ml de tampéo Tris HCI 20 mM (pH7,4) e 1ml de Diclofenaco de Sodio, em
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diferentes concentrac6es (100-600mg/ml). A mistura foi incubada a 37 °C por 5min e entdo 1
ml de caseina a 0,8% foi adicionado. A mistura foi incubada por 20 min adicionais e uma
solucdo de 2 ml de acido perclorico 70% foi adicionado a reacdo. A suspensdo turva foi
centrifugada a 3000 rpm por 10 min e a absorbancia do sobrenadante lida a 210 nm. A

porcentagem de inibicdo da atividade inibitéria da proteinase foi calculada por:

(ABScontrole — ABSamostra)*100 (8)
ABScontrole

% inibicao =

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Eficiéncia de encapsulacédo das microcapsulas

As cépsulas produzidas com menores teores de B-glicana e extrato de erva-mate
apresentaram a melhor eficiéncia de encapsulacdo (Tabela 5). Este resultado esta4 de acordo
(ASHRAF et al., 2020; KUKEK et al., 2018; SHAH et al., 2016) que utilizaram -glicana como
material de parede, 72% 74% e 72,02%, respectivamente. Os autores relatam ainda, que néo é
necessario uma alta carga de B-glicana para a encapsulacdo, devido as suas moléculas

poliméricas formando uma estrutura helicoidal de forma unica e pela sua alta estabilidade.

Tabela 5. Condices preliminares de encapsulacdo do extrato de erva-mate

o Variaveis
Variaveis dependentes ]
independentes
Delineamento Concentracdo da .
Concentracdo de  Concentracdo de Eficiéncia de
_ solucdo de
B-glicana (1) extrato (2) encapsulacao
lavagem (3)
1 -1 (1%) -1 (0,59) -1 (5%) 67,53%
2 -1 (1%) -1 (0,59) +1 (10%) 10,43%
3 -1 (1%) +1 (19) -1 (5%) 23,76%
4 -1 (1%) +1 (19) +1 (10%) 44,49%
5 +1 (2%) -1 (0,59) -1 (5%) 40,15%
6 +1 (2%) -1 (0,59) +1 (10%) 47,20%
7 +1 (2%) +1 (19) -1 (5%) 56,69%
8 +1 (2%) +1 (19) +1 (10%) 36,24%

Fonte: Autor (2021).
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As microcépsulas lavadas com solugdo alcoolica de glicerol a 5% apresentaram maior
eficiéncia de encapsulacdo. O aumento da concentracdo de glicerol na solugdo de lavagem
(10%) pode ter ocasionado maior interagao dos grupos hidroxilas da beta glicana com os grupos
de hidrocarbonetos do glicerol, influenciando negativamente na encapsulacéo do extrato de
erva-mate. Isso ocorre pois, a lavagem das microcdpsulas em solucéo alcéolica de glicerol tem
intuito de promover a manutencgéo estrutural da capsula e sua desagregacéo entre uma capsula
e outra (MATOS, 2014), uma vez que a B-glicana é altamente soltvel em agua e insoltuvel em
etanol. Desta forma o etanol e o glicerol auxiliaram na conformacéo da estrutura externa da
capsula, além da lavagem de compostos fendlicos ndo encapsulados.

Um efeito significativo (80%) foi observado na interacao entre as variaveis dependentes
(APENDICE 1). A concentracdo de lavagem apresentou maior efeito sobre a EE (Figura 7),
embora nédo foi significativa de forma isolada. O conjunto das variaveis do delineamento
(concentragfes de B-glicana, extrato de erva mate e a concentracdo da lavagem) e a técnica de
encapsulacdo por polimerizacao interfacial, resultou em uma boa eficiéncia de encapsulacgéo.

A Figura 7 representa o diagrama das superficies de resposta da eficiéncia de
encapsulacao da erva-mate em B-glicana. A concentracéo de 5% de glicerol na solugéo lavagem
apresentou os melhores EE ( Figura 7b e Figura 7c) em comparacdo a 10%. Ao analisarmos o
efeito da concentracdo de erva-mate (APENDICE 1), as maiores EE foram obtidas utilziando
0,5 g de erva-mate. A concentragdo de B-glicana ndo teve influencia significativa na EE quando
a concentracdo de erva (0,5g) e glicerol (5%) se manteve. Com base nisso, a microcapsula do
ensaio 1 (1% de B-glicana, 0,59 de erva-mate e 5% de solucdo de glicerol) foi escolhida para

avaliacdo das atividades biologicas.
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Figura 7. Eficiéncia de encapsulacéo (%) das capsulas com diferentes concentragdes de p-glicana (%),erva-mate
(9) e solucdo de lavagem (%)
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Fonte: Autor (2021).

4.3.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 8 apresenta os espectros da P-glicana, do extrato de erva-mate livre e

encapsulado, conforme delineamento (Tabela 4). Os picos referentes ao espectro de -glicana,
estdo na faixa de 3328 cm™?, correspondente & grupos hidroxil (O-H), 2881 cm ! & trechos
alquil (C-H), a faixa de 1636 - 1651 cm ™, pertence a grupos carbonil, 1148 cm 1, éter de ligagéo

glicosidica (C — O — C) e o pico de 840 cm™ compreende a configuracio B da ligacdo glicana
(GONZAGA et al., 2013; ASHRAF et al., 2020).
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Figura 8. Avaliacdo FTIR das capsulas em delinemantos com B-glicana 1% (a) e 2% (b)
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Fonte: Autor (2021).

O espectro referente a erva-mate apresenta um pico em 3259 cm 2, que se refere ao
grupo hidroxila, presentes em componentes de agua e compostos fendlicos (ISTENIC et al.,
2016). Picos com intervalo em 2920 a 2850 cm™ e picos 1700, 1658 e 1550 cm 1, correspondem
a metabdlitos cafeina (TORMENA et al., 2020). Outras bandas menos intensas observadas em
1364 e 1058 cm L, sugere a presenca de grupos metil presentes nas estruturas dos antioxidantes
e a ligacgdo C — O caracteristica dos fendis, respectivamente (GULLON et al., 2018;
CEBALLOS et al., 2020).

A menor intensidade nos picos nas faixas de 3000 a 1500 cm™, pode sugerir o efeito da
encapsulacao, referentes aos picos caracteristicos do extrato de erva-mate ndo encapsulado. As
capsulas de menor teor de B-glicana (1-4), apresentaram picos mais proximos ao do extrato de
erva-mate, quando comparada as capsulas de maior teor de B-glicana (5-8). Sugerindo, que as
capsulas com 2% de material de parede reduzem picos relacionados aos compostos fendlicos,
devido suas concentra¢6es. Em capsulas com reduzido teor de extrato 0,5%, também néo foi
possivel visualizar picos intensos relacionados aos fendlicos.

A microcépsula do ensaio 7 (M7) apresentou maior semelhanca ao material de parede,
tal fato pode ser explicado por esta amostra apresenta maiores teores de p-glicana e menores
teores de fendlicos. Por outro lado, a capsula do ensaio 1 (M1) apesar de conter menores teores
de extrato de erva-mate, manteve picos na regidao dos compostos fendlicos, o que sugere uma
boa encapsulacéo, pois uma pequena quantidade de B-glicana reteve fenolicos em sua estrutura.

As absorcdes intensas nas regides de 2900 e 2800 cm™ correspondem aos estiramentos
simétricos e assimétricos da ligacdo C-H e sd8o comuns em varias classes de compostos

alifaticos, como ésteres graxos e alcoois de cadeia longa (CORREIA et al., 2016). Bandas fracas
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s&0 na regido de 2800-2900 cm™ indicam estiramento axial da ligagdo —CH do grupo formila
de aldeidos, por outro lado, bandas fortes aparecem em quase todos 0s espectros de compostos
organicos, decorrentes da presenca do estiramento C—H. Bandas fortes nesta regido, também
indicam absorcdo de compostos carbonilados que deslocam de 30-40cm™ em sistemas P
insaturados (STUART, 2005). Portanto, o pico de intensidade em 2900 cm, visualizados na
microcépsula 1 (M1), pode estar relacionado a absorcéo da cafeina de erva-mate na matriz da
B-glicana. Esta interacdo é benéfica devido a maior retencdo e estabilidade dos compostos
fenolicos na microcapsula, como visualizado também na eficiéncia de encapsulacao.

O aumento da intensidade do pico 1655 cm-1 esta atribuido ao aumento do teor de
glicerol na solugdo de lavagem. A banda centrada em 1655 cm-1 se refere ao deslocamento da
banda dos ésteres de glicerol, devido a absorcdo de diferentes tipos de carbonila (ROCHA

2016), presentes na B-glicana, sugerindo interacdo entre ambos.

4.3.3 Estabilidade térmica das microcapsulas

O termograma da B-glicana, do extrato de erva-mate e das microcapsulas estdo
apresentados na Figura 9. As cépsulas apresentaram quatro picos de degradacdo sendo, o
primeiro em temperatura abaixo de 100 °C, o segundo por volta dos 200 °C, e o terceiro e quarto
pico entre 300 e 400 °C, respectivamente.
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Figura 9. Termograma das capsulas em delineamentos com 1% (a) e 2% (b) de B-glicana
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Fonte: Autor (2021).

A B-glicana apresentou alta estabilidade térmica, com inicio de degradacdo em 263 °C,
guando comparado com o extrato de erva-mate (155 °C) (Tabela 6). Apesar dos inicios de
degradacdo serem diferentes entre o encapsulante e o encapsulado, todos os picos ficaram
proximos a 300 °C, com excec¢do da microcapsula 8, que apresentou seu primeiro pico em 186

°C, o qual apresentou baixa eficiéncia de encapsulacao.
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Tabela 6. Termograma das capsulas

Amostra Inicio da degradacéo (°C) Pico (°C) Area do pico (%)

Erva-mate 155 301 37,04

B-glicana 263 288 34,58
M1 274 300 15,53
M2 149 206 20,06
M3 283 312 24,38
M4 284 313 18,52
M5 273 297 27,26
M6 274 300 22,22
M7 272 302 26,01
M8 143 186 27,55

Fonte: Autor (2021).

O primeiro evento térmico, € atribuido a evaporacdo de umidade dos materiais em
temperatura abaixo de 100 °C (KARAASLAN et al., 2021). Porém, nenhum outro evento
térmico ocorreu nas microcapsulas até 100 °C, além da perda de umidade. Essas propriedades
térmicas mais elevadas fornecem caracteristicas vantajosas para essas amostras nas aplicacdes
de alimentos, pois ndo ha perda significativa de massa nas microcapsulas na temperatura do
processo de esterilizacdo de alimentos usual (100 °C) (KARAASLAN et al., 2021).

O segundo pico (200 °C) esta associado a decomposi¢éo da fase glicerol JAMARILLO
et al., 2016) usada na técnica de lavagem das céapsulas, juntamente ao inicio da decomposicao
térmica da p-glicana. Nas amostras com uso de 10 % em concentragdo de glicerol os picos de
degradacéo do glicerol sdo maiores (M2, M4, M6 e M8).

O terceiro evento térmico (300 °C), esta relacionado a decomposicdo térmica total da -
glicana conforme observado por Eyigor et al., (2018); Aburas et al., (2020) e Karaaslan et al.,
(2021) e a decomposicdo de compostos fendlicos da erva-mate de baixo peso molecular. As
capsulas possuem seu maior pico préximo a esta faixa de 300 °C.

O quarto pico de decomposic¢éo térmica é referente aos demais polifendis presentes na
erva-mate, que ficou disponivel apos total degradacao do glicerol e da B-glicana. Autores de
outros estudos (JAMARILLO et al., 2016, LOPEZ-CORDOBA et al., 2019) relatam que a
degradacdo térmica de erva-mate se da ap6s 300 °C. No presente estudo, o pico de degradacéo
fenolica proximo aos 400 °C esta relacionado a maior estabilidade da encapsulacdo com a f3-
glicana, que so liberou o extrato apds sua total degradacao.
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4.3.4 Morfologia e caracteristicas estruturais

A morfologia das capsulas é um parametro importante na qualidade dos processos de
microencapsulacdo, uma vez que estruturas com fissuras ou danos podem comprometer a
estabilidade do material encapsulado (CAMPELDO, et al., 2018). A Figura 10 apresenta a
avaliacdo morfologica da microcapsula 1 (M1), a qual demonstrou a melhor eficiéncia de

encapsulacao.

Figura 10. Avaliacdo morfoldgica das microcapsulas de erva-mate em B-glicana do ensaio 1.
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Fonte: Autor (2021).

As microcapsulas apresentaram morfologia esférica e lisa, 0 que favorece a protecéao e
retencdo de compostos bioativos (CAMPELO, et al., 2017). Segundo Teixeira et al., (2004)
capsulas com superficie lisa depende de técnicas de secagem e das propriedades viscoelasticas
do material de parede. Antes da solidificacdo da matriz, as capsulas podem sofrer expansdo e
suavizacdo de amassados, e este ponto depende da estrutura elastica do material de parede
(TEIXEIRA et al., 2004). O método de secagem por liofilizacdo ndo causou amassados e
abaulamentos como relatado na literatura com uso de outras técnicas (CAMPELO et al., 2018).

As microcapsulas apresentaram uma distribuicdo homogenea e tamanho médio de 2,44
pum, confirmando as vantagens da polimerizacdo interfacial, ao qual consegue-se ter um
controle sobre o tamanho das capsulas (JACOBSEN et al., 2018).
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4.3.5 Bioacessibilidade digestiva

O extrato de erva-mate livre demonstrou reducdo do teor de compostos fendlicos
qguando submetidos a pH mais baixos, simulando pH estomacal (Figura 11). Faria, Marques e
Mercadante (2011) ao avaliar a estabilidade de extrato de jamboldo afirmam que a capacidade
de sequestro de radicais livres do extrato aumentou a atividade antioxidante em pH mais
elevados pois em pHs baixos hd uma maior presenca de radicais livres (cations) aos quais 0s

antioxidantes e compostos fendlicos atuam sobre eles, estando menor disponibilidade.

Figura 11. Avaliagdo do extrato de erva-mate livre (a) e encapsulada (b) em diferentes pHs
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Fonte: Autor (2021)
O extrato de erva-mate encapsulado apresentou maiores teores de compostos fenolicos,

devido a presenca de p-glicana. A maior atividade antioxidante em pH alcalino ocorre devido
a liberacdo dos compostos fendlicos nestas condi¢do, enquanto em pH &cido e intermediario
estes compostos ainda permanecem parcialmente presos a capsula (SHAH et al., 2016). Este
efeito demonstra a liberagdo dos compostos fendlicos em condicBes desejadas (pH intestinal),
visto que sua atividade antioxidante cresce em relacdo ao aumento do pH. Frente a esta
analogia, em sistema gastrointestinal, a capsula nao liberarda o composto fendlico em sua

totalidade no estomago (2,0), somente no cdlon do intestino delgado (pH 8,2).
4.3.6 Estabilidade de armazenamento das microcapsulas
A estabilidade ao armazenamento das microcapsulas apresentou variagéo significativa

(p<0,05) nos compostos fendlicos apds a terceira semana de armazenamento, enquanto que sua

atividade antioxidante ndo foi alterada (Tabela 6). Apesar disso, da diferenca estatistica no teor

Atividade antioxidante (umol Trolox/mL)
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de compostos fenolicos, a variagdo entre os valores foi extretamente baixa, o que ndo apresenta
uma diminuicdo representativa. A B-glicana apresentou com desempenho como material de
parede para compostos bioativos, mantendo a atividade antioxidante estavel durante 4 semanas

de armazenamento a temperatura ambiente.

Tabela 6 — Avaliacéo estabilidade da microcapsula durante 4 semanas de armazenamento.
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4.3.7 Atividade anti-inflamatoria de erva-mate micro encapsulada em B-glicana

A encapsulacdo aumentou o poder anti-inflamatério da erva-mate (Tabela 7) com
inibicdes acima de 50%, com excecdo para a hemolise por calor. O mesmo é observado no
farmaco padrdo, ao qual o Diclofenaco apresentou menor inibicdo da hemolise por calor,

quando comparada a desnaturagdo proteica, hemolise hipotonica e inibicdo da proteinase.
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Tabela 7. Inibicdo dos parametros anti-inflamatérios das microcapsulas de maior eficiéncia encapsulante
comparada a Diclofenaco de sodio.

[ |Extrato
1 [ Microcapsula
100 - [ controle

90
80—-
70—-
60—-

50 +

Inibicdo (%)

40
30
20 -

10 H

0
Desnaturagao Hemdlise Hemdlise Proteinase
proteica hipotdnica por calor

Fonte: Autor (2021)
A atividade anti-inflamatoria apresentada por diversas plantas foi atribuida a presenca

de flavondides (PARMAR & GOSH, 1978) e triterpenos (AHMAD et al., 1983), compostos
bioativos também presentes em erva-mate. KIMURA et al., (1985) demonstraram a capacidade
dos &cidos cafeicos reduzirem in vitro a liberacdo de histamina pelos mastécitos. Além disso,
compostos antioxidantes como flavondides podem evitar a ativacdo de processos inflamatorios
por radicais livres e oxidantes, presentes em grandes concentracdes nos sitios inflamatorios
(SALVEMINI et al., 1996).

A atividade anti-inflamatéria do extrato de erva-mate encapsulada em B-glicana esta
atribuida a melhora da bioacessibilidade de compostos fendlicos apds encapsulacédo da erva-
mate. A capacidade da B-glicana em resistir a simulacdo gastrointestinal, com liberacéo
somente na fase intestinal onde os composto fendlicos podem ser absorvidos e ter a acdo anti-
inflamatdria desejada. Reshma et al (2014), estudou o perfil anti-inflamatorio de extrato de
marmelo e extrato de manjericdo e obteve uma inibi¢cdo da desnaturagdo proteica de 42,17%,
sugerindo que a encapsulacéo de compostos fendlicos para atividade anti-inflamatéria é viavel.
O encapsulamento da nimesulida, agente anti-inflamatério ndo esteroidal, em nanocapsulas de
poli-prolactona aumentou de maneira significativa sua atividade anti-inflamatdria em modelo

experimental de inflamacdo cronica (LENZ, 2009).
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A desnaturacdo da proteina resulta em perda de propriedades biolégicas das moléculas
de proteinas, por isso tem sido relacionada com a formacdo de doencas inflamatorias como
artrite reumatoide, diabetes e cancer. Portanto a habilidade em prevenir a desnaturacdo da
proteina pode também ajudar a prevenir doencas inflamatérias (SANGEETHA, et al., 2016).
Observa-se que a microencapsulacdo aumentou em 100% a inibicdo da desnaturacao proteica,
sendo portanto um excelente anti-inflamatdrio.

A estabilizacdo da membrana de hemacias foi estudada a fim de verificar a potencial
acao anti-inflamatéria da microcapsula de maior eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados
fornecem evidéncias de estabilizagdo da membrana na hemolise induzida hipotnica e este
efeito se deve aos mediadores inflamatorios presentes no extrato e nas microcapsulas por
glicosideos e esteroides (SALEEM et al., 2011). Apesar da inibi¢do induzida pelo calor ser
menor que do estudo de Reshma et al., (2014), que obteve 58,64%, esta, ainda pode inibir a
liberacdo de conteldo lisossomal de neutréfilos no local da inflamagdo e apresentou um
aumento de mais de 100% ap6s a microencapsulacdo. O uso do diclofenaco de sddio na
estabilizacdo da membrana induzida por calor, também mostrou ser menos eficaz que em
comparacao a desnaturacéo proteica. O mesmo pode ser observado para a microcapsula de erva-
mate, sugerindo que apesar do elevado potencial anti-inflamatdrio, o calor € a reacdo mais
critica do processo inflamatério.

A inibicdo da proteinase encontrada, indica uma diminui¢cdo dos danos aos tecidos
provocados pelo processo inflamatdério (GOVINDAPPA et al., 2011). A B-glicana presente é
uma substancia anti-inflamatoria, por regular a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias,
atuando em conjunto com antigenos (CVETKOVIC et al., 2014). A presenca dos polifendis da
erva-mate encapsulada na p-glicana torna-se uma opcdo terapéutica nas respostas anti-

inflamatorias.

4.4 CONCLUSAO

As concentragdes de B-glicana, extrato de erva-mate e glicerol na solugéo de lavagem néo
influenciaram de forma significativa a eficiéncia de encapsulagdo, apenas na interacdo das
variaveis. Quanto menor a concentragdo das trés variaveis maior foi a eficiéncia de
encapsulacao.

A microcépsula do ensaio 1, apresenta boa eficiéncia de encapsulacéo, estrutura esférica

e lisa, alta estabilidade térmica (TG) e boa estabilidade em pH gastrointestinal. A analise de
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FTIR relatou uma interacdo entre solucédo alcodlica com 5% de glicerol e a -glicana, bem como
melhor eficiéncia de encapsulagéo.

A microcapsula também apresenta liberacdo controlada dos compostos fendlicos e foi
capaz de inibir a hemdlise induzida por calor, hipotonicidade proteinase e desnaturacdo
proteica. A eficacia de inibicdo destes pardmetros provou que a microcapsula tem potencial
anti-inflamatorio e seus valores mostram que é tdo potente quanto o farmaco padrdo
diclofenaco. A acdo anti-inflamatoria é atribuida a boa eficiéncia de encapsulacdo pela -

glicana que melhora da bioacessibilidade de compostos fenolicos presentes na erva-mate.
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5 CONCLUSAO

Os parametros de tamanho de particula e taxa de agitacéo apresentaram efeito significativo
na otimizagdo de B-glicana. Apesar da taxa de agitagcdo apresentar maior significancia em
relacdo ao tamanho de particula. A interseccao destas varidveis apresentou maior significancia
em relacdo as variaveis independentes. A pureza de 62,43 % e rendimento liquido de 50,87 %
foram evidenciados no experimento 1, que usou tamanho de particula fina e alta taxa de
agitacdo. Isto se deve a maior troca de massa entre particula e solugéo.

A B-glicana de aveia obtida pelo processo de extracdo otimizado foi capaz de encapsular
com eficiéncia de 67,53 % o extrato de erva-mate liofilizado. A boa eficiéncia de encapsulacédo
esta relacionada a estrutura de formacéo lisa e esférica, bem como a liberacdo controlada dos
compostos fendlicos em sistema gastrointestinal simulado, provando sua alta estabilidade a
alteracOes de pH, bem como de alteracdo térmica e tempo de armazenamento. A microcapsula
provou ser um potencial anti-inflamatério através da inibicdo da proteinase, inibicdo da

desnaturacdo proteica, bem como inibicdo das hemdlises hipoténica e por calor.
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APENDICE I - Estimativas de efeito dos parimetros de

microencapsulacio por ANOVA
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Intersecgéo
(@)

@

®)

le2

le3

2e3

Efeito

Std.Err.

1(6)

p -95,%

+95,%

Coef.

Std.Err.

-95,%

+95,%

40,8112
8,5175
-1,0325
12,4425
3,8225
5,7425
12,5825

13,16625
26,33250
26,33250
26,33250
26,33250
26,33250
26,33250

3,099687
0,323460
0,039210
0,472515
0,145163
0,218077
0,477832

0,198671 126,482
0,800841 326,069
0,975051 335,619
0,718984 347,029
0,908228 -330,764
0,863308 -328,844
0,716223 -322,004

208,1043
343,1036
333,5536
322,1436
338,4086
340,3286
347,1686

40,81125
4,25875
0,51625
6,22125
1,91125
2,87125
6,29125

13,16625
13,16625
13,16625
13,16625
13,16625
13,16625
13,16625

126,482
163,034
167,809
173,514
-165,382
-164,422
-161,002

208,1043
171,5518
166,7768
161,0718
169,2043
170,1643
173,5843

Fonte: Autor (2021).



