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RESUMO
A microencapsulagdo ¢ uma técnica cada vez mais utilizada na inddstria alimentar para

ultrapassar os problemas de instabilidade dos compostos bioativos, como é o caso dos
compostos fenodlicos, ao longo do processamento alimentar, armazenamento e até mesmo
ingestdo. No presente estudo, foram caracterizados extratos hidrometanolicos e aquosos
obtidos a partir de partes vegetativas de F. vesca quanto ao seu perfil fenolico por HPLC-
DAD/ESI-MS, correlacionando-o com a sua atividade antioxidante. Posteriormente, o extrato
mais bioativo foi microencapsulado pela técnica de atomizagdo/coagulagdo e aplicaram-se as
microesferas enriquecidas numa matriz alimentar a base de gelatina k-carragenina. A infusio
de F. vesca demonstrou melhor bioatividade e maior concentragdo de compostos fendlicos
(sobretudo catequina e quercetina-O-glucoronido), tendo sido o extrato submetido a
microencapsulagdo. Apds incorporagdo, a forma livre perdeu bioatividade ao contrario do que
se observou com as microesferas. Apesar de este ser um estudo inovador, sdo ainda
necessarios estudos de libertagdo controlada do bioativo a partir das microesferas preparadas.
1. INTRODUCAO

Fragaria vesca L., morangueiro silvestre, ¢ uma planta herbacea da familia das Rosaceae.
Encontra-se disseminada por toda a Europa, América do Norte e Canad4, podendo ser
encontrada em bermas de estradas, encostas e florestas [1]. As propriedades antioxidantes dos
frutos, folhas, polpa, aquénios, tdlamos e raizes de F. vesca t€m sido descritas [2-7]. Apesar
de ser mais conhecida pelos frutos pequenos e doces, as partes vegetativas sdo também
consumidas na forma de decocgdo para o tratamento da hipertensdo e pelas suas propriedades
desintoxicantes, diuréticas e estimulantes [8, 9]. As propriedades bioativas das diferentes
partes do morangueiro (frutos, folhas e raizes) tém sido relacionadas com a presenga de varios
compostos fendlicos, nomeadamente acidos hidroxicindmicos, derivados de acido elagico
(ex.: elagitaninos) e flavonois [10-16]. A presenga destes compostos bioativos faz com que
esta planta se torne muito apelativa, ndo sé para os consumidores, mas também para a
industria alimentar e farmacéutica. No entanto, apds ingestdo os compostos fendlicos podem
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sofrer reagdes de metilagdo, glucuronagdo e sulfatacdo [17]. De facto, a estabilidade e a
funcionalidade deste tipo de compostos no organismo humano e, consequentemente a sua
biodisponibilidade, pode ser influenciada pela quantidade ingerida, estrutura e forma
quimicas, interac¢des moleculares, entre outros [18, 19]. Para ultrapassar alguns destes
problemas, a microencapsula¢do pode ser aplicada de forma a proteger e estabilizar os
compostos/extratos bioativos, providenciando também uma libertagdo controlada e localizada
[20]. A libertagdo controlada dos compostos bioativos deve estar adaptada a aplicacdo final do
produto microencapsulado e pode conseguir-se através de varios mecanismos (acdo mecanica,
gradientes de calor, difusdo, modificacdo de pH, biodegradagdo e dissolugdo) [20]. Neste
estudo, utilizaram-se partes vegetativas de F. vesca (amostras silvestres e comerciais) para a
preparacdo de extratos hidrometandlicos e aquosos. Apos avaliagdo da sua atividade
antioxidante e estabelecimento do perfil fendlico individual, o extrato mais bioativo foi
protegido por microencapsulagdo através da técnica de atomizagdo/coagulagdo, usando
alginato como material de parede. O ensaio de aplicabilidade foi desenvolvido usando
gelatina k-carragenina, com o objetivo de desenvolver novas formula¢des nutracéuticas para
aplicacdo alimentar.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

As amostras comerciais de Fragaria vesca L. (folhas e caules) foram obtidas num
supermercado local. As amostras silvestres foram colectadas na Serra da Nogueira, Braganca,
Portugal, tendo sido identificadas através das suas principais caracteristicas morfologicos [1].
As amostras foram liofilizadas e reduzidas a pd para posterior analise.

2.2 Preparaciao dos extratos, analise do perfil fendlico e avaliacio do potencial
antioxidante

Na preparacdo dos extratos hidrometandlicos, extraiu-se 1 g da amostra com 30 mL de uma
mistura metanol: agua (80:20, v/) durante lh, re-extraiu-se novamente, evaporou-se 0
solvente e congelou-se o extrato. Na preparac¢do das infusdes adicionou-se 1 g da amostra a
200 mL de agua destilada em ebuli¢do, seguindo-se uma filtra¢do e congelagdo do extrato. Na
preparacdo das decocgdes adicionou-se a mesma quantidade de amostra a 200 mL de agua
destilada, levou-se a ebuli¢do, filtrou-se e congelou-se o extrato obtido. Todos os extratos
foram liofilizados para analise posterior. Para determinacdo do perfil fendlico os extratos
foram redissolvidos numa mistura agua: metanol (80:20, v/v) ou em agua, e analisados por
HPLC-DAD-ESI/MS de acordo com o descrito por Barros et al. [21]. Para avaliagdo da
atividade antioxidante utilizaram-se os ensaios de atividade captadora de radicais 2,2-difenil-
1-picril-hidrazilo (DPPH) e poder redutor [7, 21]. Utilizou-se trolox como controlo positivo.
2.3 Encapsulacio do extrato mais bioativo e incorporacio em gelatina a base de k-
carragenina

As microesferas contendo a infusdo liofilizada de F. vesca foram preparadas através da
técnica de atomizagdo/coagulagdo descrita anteriormente por Martins et al. [22]. Avaliou-se
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por microscopia Optica, o tamanho e a morfologia das microesferas, antes, durante e apds o
processo de encapsulagdo. Uma andlise por microscopia electronica de varrimento permitiu
inferiu a morfologia final das microesferas liofilizadas. A eficiéncia de encapsulacdo foi
determinada qualitativamente, por espetroscopia de infravermelhos, e quantitativamente, por
HPLC-DAD, através da quantificagdo da quercetina-O-glucorénido na agua de coagulacéo.
Para o estudo de aplicabilidade escolheu-se o agente gelificante mais comum no mercado, a k-
carragenina, uma vez que as gelatinas comerciais tém aditivos que poderiam influenciar os
resultados da atividade antioxidante. O protocolo de preparacdo da gelatina foi previamente
descrito por outros autores [23]. Foram preparadas amostras de gelatina controlo, de gelatina
com extrato livre e de gelatina com microesferas enriquecidas. As amostras foram congeladas
e liofilizadas para avaliag@o posterior da atividade antioxidante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram detetados e identificados trinta compostos individuais nos extratos hidrometanolicos e
aquosos preparados a partir das partes vegetativas de F. vesca comercial e silvestre. A
composi¢do fendlica mostrou-se bastante distinta entre amostras, tendo as comerciais
apresentado maior concentra¢do de derivados de acido elagico e de acidos fenodlicos, e as
silvestres maior concentragdo de flavondis e flavan-3-6is. O composto maioritario em ambas
foi identificado como um elagitanino hidrolisdvel, sanguiin h10, recorrendo também a
literatura [10, 13, 14]. Relativamente a atividade antioxidante, foi a amostra silvestre, mais
especificamente a sua infusdo, que apresentou maior atividade, também correlacionada com a
presenga de compostos fenodlicos (flavonois e flavan-3-6is), tendo sido selecionada para o
estudo de microencapsula¢do. Por outro lado, os extratos aquosos sdo preferiveis e mais
indicados para aplica¢des alimentares. Utilizou-se a técnica de atomizagdo/coagulagdo para
preparar microsferas contendo a infusdo da amostra silvestre. Por andlise de microscopia
Optica, verificou-se que as microesferas se apresentavam esféricas apos 4h de coagulacio,
individualizadas e sem formacdo de aglomerados, apresentando um tamanho varidvel entre 39
e 202 um (ampliagdo 400x). Com a incorporagdo da infusdo, as microesferas apresentavam
uma cor castanho-claro, caracteristica do proprio extracto, indicando uma distribui¢do do
mesmo nas microesferas. A eficiéncia de encapsulagdo, baseada no composto quercetina-O-
glucuroénido, foi de aproximadamente 97%. Por espetroscopia de infravermelho, observou-se
que o espetro das microesferas enriquecidas tinha contribui¢des de alginato e de extrato.
Relativamente a incorporagdo das microesferas enriquecidas na gelatina de k-carragenina,
observou-se que as microesferas mantinham a sua estrutura e tamanho aquando da preparacdo
da gelatina (utilizagdo de agua em ebulicdo, 100°C) e, também, apds liofilizacdo. Apods
avaliacdo da atividade captadora de radicais DPPH e do poder redutor, concluiu-se que o
extrato livre perdeu atividade apds incorporagdo na gelatina, ndo se tendo observado atividade
na gelatina controlo e na gelatina com as microesferas. O resultado observado na gelatina
controlo era previsivel uma vez que ndo continha aditivos ou compostos antioxidantes. No
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extrato microencapsulado o resultado pode ser justificado pela protecdo eficaz do extrato nas
microesferas de alginato.

4. CONCLUSAO

De uma forma geral, as amostras silvestres de F. vesca revelaram maiores concentracdes de
compostos fendlicos e maior atividade antioxidante em relacdo as amostras comerciais. A
maior quantidade de flavondis e de flavan-3-0is correlacionou-se com a maior atividade
antioxidante observada nas amostras aquosas (especialmente infusdo). A técnica de
microencapsulagcdo mostrou-se efetiva para a produgdo de microesferas ricas em infusdo de
partes vegetativas de F. vesca (eficiéncia de encapsulagdo de aproximadamente 97%). A
incorporagdo das microesferas numa matriz alimentar a base de gelatina demonstrou a
preservacdo das propriedades antioxidantes do extrato em comparacdo com a forma livre.
Tratou-se de um estudo inovador de desenvolvimento de novas formula¢des nutracéuticas a
base de extratos F. Vesca; no entanto, sdo necessarios estudos adicionais relacionados com a
libertagdo controlada do extrato bioactivo dentro do organismo utilizando, por exemplo,
modelos gastrointestinais.
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