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RESUMO

O bagago de malte é o principal residuo solido gerado na industria cervejeira e
apresenta em sua composigao os compostos fendlicos, com potencial antioxidante.
Como ha uma crescente busca por formulagbes cosméticas com ingredientes naturais
e biodegradaveis, o presente trabalho teve como objetivo obter e caracterizar o extrato
de bagago de malte, além de desenvolver e caracterizar flmes de amido e poli (vinil
alcool), nanoparticulas de amido e emulsao pickering, com a finalidade de obter
formulagdes cosméticas sustentaveis. O extrato foi obtido por maceracéo e extracao
em Soxhlet, caracterizado por teor de fendlicos e flavonoides totais e avaliado pelas
atividades antioxidante e prebidtica, além da citotoxicidade em fibroblastos. Os filmes
foram desenvolvidos por solvent casting e caracterizados quanto suas propriedades
mecanicas, estruturais e de barreira, além da liberacdo de compostos fendlicos. Ja
para as nanoparticulas e emulsao pickering, foram avaliados o didmetro médio, indice
de polidisperséo (IPD) e potencial zeta por espectroscopia da correlagdo de fétons,
acrescentando a eficiéncia de encapsulagao (EE) para as nanoparticulas. A emulséo
pickering foi estabilizada pelas nanoparticulas de amido e a seguranga avaliada
através do teste da membrana corioalantoide (HET-CAM). Os extratos compostos por
bagacgos de malte Pilsen e Centeio (EBMP e EBMC, respectivamente) foram os que
apresentaram os maiores valores para teor de fendlicos totais, sendo 2,82 + 0,03 e
4,28 + 0,14 mg EAG.g™", respectivamente, e consequentemente a maior inibicdo dos
radicais ABTS, com valores de IC50 de 240,10 + 1,60 e 174,80 + 4,90 pug.mL""
respectivamente. O teor de flavonoides foi superior no extrato EBMP (1,00 £ 0,11 mg.g
' extrato) quando comparado ao EBMC (0,11 + 0,01 mg.g"' de extrato). Além da
atividade antioxidante, o extrato EBMP demonstrou acéo prebidtica para Lactobacillus
acidophilus. Nos dois métodos de citotoxicidade (MTT e vermelho neutro), houve
reducdo da viabilidade celular < 50% em concentragédo = 10 mg.mL"" para EBMC e
em concentragdo = 5 mg.mL-' para EBMP. O aumento da concentragdo do extrato
para 10% (%, m.m") nos filmes, quando comparado ao filme com 5% de extrato,
influenciou significativamente no aumento da opacidade aparente (53,98 + 6,73 %.um-
1), na redugdo da permeabilidade ao vapor d’agua (1,41 x 10" g.m.s”".Pa"), no
aumento da tensdo maxima na ruptura (14,71 £ 3,70 MPa) e modulo elastico (256,27
+ 99,97 MPa) e na reducéo da elongacgao (7,05 + 1,97%). No ensaio de liberagdo em
meio tampao pH 5,5, foi possivel observar que todo o extrato foi liberado durante as 4
horas de teste nos filmes com 5% e 10% (%, m.m™") de extrato. As nanoparticulas
apresentaram a faixa de didmetro entre 181-200 nm, foram consideradas
monodispersas (IPD=0,26-0,36) e 0 aumento da concentragédo do extrato para 10%
ocasionou a redugao do potencial zeta (-12,00 £ 1,10 mV). A EE de 90,34% para
nanoparticula com 5% (%, m.m") e 6,67% para nanoparticula com 10% (%, m.m") de
extrato demonstrou que o aumento da concentragédo do extrato ocasionou redugao na
EE. Nao foi observado nenhum sinal vascular no teste HET-CAM nas emulsdes
testadas. Tanto os filmes, quanto as nanoparticulas com a concentragao de 5% (%,
m.m") de extrato foram as que se mostraram mais promissoras para aplicagéo,
considerando principalmente os aspectos mecanicos, de permeabilidade ao vapor
d’agua e de encapsulagao. Portanto, os resultados fornecem uma base experimental
para considerar as formulagbes como sendo estratégias viaveis e seguras para
aplicacgao topica do extrato de bagaco de malte com agdo antioxidante e prebidtica.

Palavras-chave: Agdo antioxidante. Biodegradavel. Compostos fendlicos.



ABSTRACT

Brewers’ spent grain (BSG) is the main solid waste generated in the beer industry and
contains phenolic compounds with antioxidant potential. As there is a growing demand
for cosmetic formulations with natural and biodegradable ingredients, this study aimed
to obtain and characterize BSG extract, in addition to developing and characterizing
starch and poly(vinyl alcohol) films, starch nanoparticles, and a Pickering emulsion, to
achieve sustainable cosmetic formulations. The extract was obtained through
maceration and Soxhlet extraction, characterized by its total phenolic and flavonoid
content, and evaluated for antioxidant and prebiotic activities, as well as cytotoxicity in
fibroblasts. The films were developed using solvent casting and characterized by their
mechanical, structural, and barrier properties, as well as the release of phenolic
compounds. For the nanoparticles and Pickering emulsion, the mean diameter,
polydispersity index (PDI), and zeta potential were evaluated using photon correlation
spectroscopy, along with the encapsulation efficiency (EE) for the nanoparticles. The
Pickering emulsion was stabilized by starch nanoparticles, and the safety was
evaluated by the chorioallantoic membrane test (HET-CAM). The extracts composed
of Pilsen and Rye BSG (EBMP and EBMC, respectively) were those that presented
the highest values for total phenolic content, being 2.82 + 0.03 and 4.28 + 0.14 mg
EAG.g", respectively, and consequently, the most significant inhibition of ABTS
radicals, with IC50 values of 240.10 + 1.60 and 174.80 + 4.90 ug.mL"", respectively.
The flavonoid content was higher in the EBMP extract (1.00 + 0.11 mg.g™' extract) when
compared to EBMC (0.11 £ 0.01 mg.g™" extract). In addition to the antioxidant activity,
the EBMP extract demonstrated prebiotic action for Lactobacillus acidophilus. In both
cytotoxicity methods (MTT and neutral red), there was a reduction in cell viability of <
50% at a concentration = 10 mg.mL"" for EBMC and at a concentration = 5 mg.mL"" for
EBMP. Increasing the extract concentration to 10% (%, w.w) in the films, when
compared to the film with 5% (%, w.w™') extract, significantly influenced the increase in
apparent opacity (53.98 £ 6.73 %.um"), the reduction in water vapor permeability (1.41
x 10" g.m'.s".Pa"), the increase in tensile strength (14.71 + 3.70 MPa) and elastic
modulus (256.27 £ 99.97 MPa) and the reduction in elongation (7.05 £ 1.97%). In the
release test in a pH 5.5 buffer medium, it was observed that all the extract was released
during the 4-hour testing period in films with 5% and 10% (w.w') extract. The
nanoparticles presented a diameter range between 181-200 nm, were considered
monodisperse (PDI = 0.26-0.36), and the increase in the extract concentration to 10%
(w.w') caused a reduction in the zeta potential (-12.00 = 1.10 mV). The EE of 90.34%
for nanoparticles with 5% (w.w!) of extract and 6.67% for nanoparticles with 10% (w.w-
") of extract demonstrated that the increase in extract concentration caused a reduction
in the EE. No vascular signal was observed in the HET-CAM test in the tested
emulsions. Both the films and the nanoparticles with a concentration of 5% (w.w") of
the extract showed the most promise for application, considering mainly the
mechanical aspects, permeability to water vapor, and encapsulation. Therefore, the
results provide an experimental basis for evaluating the formulations as viable and safe
strategies for the topical application of BSG extract, which exhibits antioxidant and
prebiotic actions.

Keywords: Antioxidant action. Biodegradable. Phenolic compounds.
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INTRODUGAO

Atualmente, ha cada vez mais o incentivo para a redugao da poluicdo
resultante de processos industriais. Devido a isso, muitos residuos e subprodutos
gerados nas industrias tém sido reaproveitados, sendo utilizados como matérias-
primas na fabricagdo de outros materiais. Na industria cervejeira, o principal
subproduto solido gerado é o bagago de malte, que corresponde a 85% dos
subprodutos totais produzidos, com produgédo global estimada em 180 milhdes de
toneladas por ano. Além disso, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de cerveja,
com um volume estimado de 13,3 bilhdes de litros/ano, ficando atras apenas da China
(46 bilhdes de litros/ano) e Estados Unidos (22,1 bilhdes de litros/ano) (Abeynayake
et al., 2022; Mendes et al., 2019; Mussatto; Dragone; Roberto, 2006; Pabbathi et al.,
2022).

O bagacgo de malte ainda tem sido pouco explorado, sendo a maior parte
destinada a racdo animal e o restante depositado em aterros sanitarios. Essa
subutilizagcdo deve-se a complexidade da sua composigéo, além da alta umidade, que
pode dificultar o armazenamento e transporte. Porém, com a secagem, é possivel
obter um material estavel, com diversas aplicacdes devido a rica composigao e baixo
custo (lkram et al., 2017).

Em relagdo a composi¢ao do bagago de malte, a sua estrutura consiste nas
porcdes casca, pericarpo e semente, que fazem parte da estrutura original da cevada,
sendo ricos em macromoléculas, principalmente celulose e lignina, além de proteinas
e lipideos. Na casca, € onde sdo encontrados a maioria dos compostos fendlicos,
especialmente os acidos hidroxicinamicos, que se acumulam nas paredes celulares e
apresentam agao antioxidante, podendo ser encontrados na forma livre ou ligada
(Chetrariu; Dabija, 2020; Zuorro; lannone; Lavecchia, 2019).

A procura por ingredientes cosméticos de origem natural tem crescido cada
vez mais, uma vez que muitas matérias-primas sintéticas, incluindo conservantes,
tensoativos, antioxidantes, corantes e fragrancias, tém ocasionado rejei¢cao entre os
consumidores devido a problemas relacionados a sustentabilidade e a irritagdes e
alergias que podem ocasionar na pele (Almendinger; Rohn; Pleissner, 2020).

Além de ativos sustentaveis, tem-se buscado também o uso de polimeros
biodegradaveis e biocompativeis que permitam a permeacao dos ativos através da

pele. Um exemplo de polimero com essas caracteristicas € o amido, que € abundante
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na natureza, considerado seguro para aplicagées cosméticas e apresenta baixo custo,
viabilizando sua aplicacdo em diversas formulagcbées. Porém, em filmes poliméricos
destinados a aplicagdes como mascaras faciais, devido as limitagcdes relacionadas a
resisténcia mecanica (alta fragilidade e rigidez), ha a necessidade da mistura com
outros polimeros, que possam solucionar os problemas apresentados pelo uso do
amido isoladamente. Uma alternativa € associa-lo ao poli (vinil alcool) ou PVA, que
também é biodegradavel e apresenta maior resisténcia mecanica quando comparado
ao amido (Patil et al., 2021).

A incorporagado dos compostos bioativos de extratos de bagago de malte ja
tem sido bem explorada em formulagbes nutracéuticas, porém em preparagdes
cosmeéticas ainda tem sido pouco investigado (Macias-Garbett et al., 2021). Devido a
isso e a procura crescente por formulagdes cosméticas naturais, o presente trabalho
teve como objetivo caracterizar o extrato de bagago de malte principalmente quanto a
presenca e quantificacdo dos compostos fendlicos totais, e as suas agdes antioxidante
e prebidtica, além de desenvolver e caracterizar diferentes tipos de formulacdes
cosméticas (filmes, nanoparticulas e emulséo pickering) constituidas por amido de

mandioca e pelo extrato de bagaco de malte.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar o extrato de bagago de malte, bem como as formas
cosmeéticas, incluindo os filmes, as nanoparticulas e a emulsao pickering contendo o

extrato do bagacgo de malte.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 1 — REVISAO DA LITERATURA

o Realizar a contextualizagao do presente trabalho por meio de artigos cientificos
e outras fontes atuais, que abordem sobre os seguintes topicos: bagaco de malte,
compostos fendlicos e processos de extragdo (maceragao e extragdo por Soxhlet),
acao antioxidante, principais caracteristicas da pele, filmes poliméricos
(especialmente de amido), nanoparticulas de amido, emulséo pickering e testes de

avaliacao de seguranca in vitro (HET-CAM e ensaios de citotoxicidade).

CAPITULO 2 - PREPARO, COMPOSIGAO CENTESIMAL DE DIFERENTES TIPOS
DE BAGAGOS DE MALTE E OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DE EXTRATOS
DE BAGACO DE MALTE

o Avaliar a composicao centesimal de quatro diferentes tipos de bagacgos de
malte (Pilsen, mistura Centeio + Golden + Pale Ale + Caraaroma, mistura Pilsen +
Pale Ale, mistura Pilsen + Caraamber + Carared + Caramunich+ Carapils);

o Obter os extratos dos bagagos de malte, através da maceragao associada a
extracdo com Soxhlet, e caracteriza-los através da analise térmica, espectroscopia
na regido do infravermelho, teor de fendlicos e flavonoides totais;

o Avaliar as atividades antimicrobiana, antioxidante e prebidtica através dos
métodos diluigdo em caldo, de captura dos radicais ABTS++ e DPPH- e da curva de
crescimento de Lactobacillus acidophilus, respectivamente;

o Avaliar a citotoxicidade dos extratos de bagago de malte pelos métodos MTT e
vermelho neutro, utilizando a linhagem celular 3T3, nos periodos de exposigéo de 24

horas e 48 horas;
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o Desenvolver e validar método de quantificacdo de compostos fendlicos no
extrato de bagago de malte em equipamento de UHPLC-DAD, utilizando acido galico

como padrao.

CAPITULO 3 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE FILMES DE
AMIDO DE MANDIOCA E POLI (VINIL ALCOOL) CONTENDO EXTRATO DE
BAGAGO DE MALTE TIPO PILSEN PARA APLICAGAO FACIAL, NA FORMA DE
MASCARAS

o Desenvolver os filmes de amido Controle e com 5% e 10% (% m.m") de extrato
de bagago de malte pelo método de solvent casting e caracteriza-los através da
analise térmica, espectroscopia na regido do infravermelho, propriedades
mecanicas, microscopia eletrbnica de varredura, grau de intumescimento,
permeabilidade ao vapor d’agua, perda de peso em agua, opacidade aparente e
analises de espessura e densidade;

o Avaliar o perfil de liberagao dos compostos fendlicos totais dos filmes contendo

extrato de bagaco de malte, pelo método de Folin-Ciocalteau.

CAPIiTULO 4 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE
NANOPARTICULAS DE AMIDO DE MANDIOCA CONTENDO EXTRATO DE
BAGAGCO DE MALTE TIPO PILSEN

o Desenvolver nanoparticulas de amido Controle e com 5% e 10% (% m.m™") de
extrato de bagago de malte por nanoprecipitacdo e caracteriza-las através do
diametro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta, analise térmica,
espectroscopia na regidao do infravermelho, difragcdo de raios X, microscopia

eletrbnica de varredura e eficiéncia de encapsulagéo.

CAPITULO 5 — DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E
AVALIAGAO DA SEGURANCA IN VITRO DE EMULSAO PICKERING COMPOSTA
POR NANOPARTICULAS DE AMIDO E EXTRATO DE BAGAGO DE MALTE TIPO
PILSEN

o Realizar o planejamento fatorial 23 para a escolha de emulséo pickering, para
posterior caracterizacdo por meio da avaliagdo do diametro médio, indice de
polidispersao e potencial zeta, e microscopia eletrénica de varredura;

o Avaliar a seguranga in vitro da emulséo pickering pelo método HET-CAM.



APRESENTAGAO DA ESTRUTURA DA TESE

Para fins de organizagao e melhor exposi¢cao dos resultados, a tese foi dividida

em 5 capitulos, conforme o esquema apresentado na Figura 1.

FIGURA 1 - Representagao esquematica da estruturacao da tese, com o conteudo de cada capitulo
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|. Bagaco de malte;
Il. Compostos fendlicos e
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lll. Acado antioxidante/testes;
IV. Caracteristicas da pele;
V. Filmes e nanoparticulas de
amido, emulsao pickering;
VI. Ensaios de seguranca in vitro

CAPITULO 4

CAPITULO 2

CAPITULO 3

Nanoparticulas de amido
|. Desenvolvimento das

nanoparticulas de amido controle,
com 5% e 10% de EBMP;
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teor de fendlicos e flavonoides
totais, FTIR, TG/dTG e DSC;

lll. Avaliagao da citotoxicidade dos
EBMP e EBMC em fibroblastos 3T3
— MTT e vermelho neutro;

IV. Avaliacao das atividades
antimicrobiana, antioxidante e
prebidtica, além da inibicao da
formacao de biofilme dos extratos;
V. Desenvolvimento e validacao de
método analitico para identificagao
e quantificacao de compostos
fendlicos no EBMP por UHPLC-
DAD

Fil . ido/PVA
I. Desenvolvimento dos filmes
de amido/PVA controle, com 5%
e 10% de EBMP;

1. Caracterizacao dos filmes -
solubilidade em agua,
permeabilidade ao vapor d’agua,
propriedades mecanicas, grau
de intumescimento, espessura,
densidade, opacidade aparente,
TG/dTG, DSC, FTIR, MEV-FEG;
Ill. Avaliacao do perfil de
liberacdo dos compostos
fendlicos dos filmes por Folin-
Ciocalteau

CAPITULO 5

Fonte: A autora

Emulsao pickering
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Il. DM, IPD, PZe MEV-FEG;

II. Teste HET-CAM
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CAPITULO 1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1 BAGACO DE MALTE

A cerveja é a bebida alcodlica mais consumida no mundo. Estima-se que a
produgao mundial anual de cerveja é em torno de 1,8 bilhdo de hectolitros, sendo que
a fonte é geralmente obtida pela fermentacédo do malte de cevada, embora outros tipos
de cereais, como trigo, arroz, milho e aveia, também sejam adequados a produgéo da
cerveja (Zuorro; lannone; Lavecchia, 2019).

A cerveja pode ser classificada quanto ao tipo de fermentagao: as Lagers sao
produzidas por fermentagao baixa, em que a levedura utilizada é Saccharomyces
calsbergensis e a temperatura que o processo ocorre seria entre 6-15 °C, sdo cervejas
de coloracido mais clara e com menor teor de fendlicos totais, quando comparadas as
cervejas do tipo Ale. Como exemplo de cerveja tipo Lager, pode-se citar a Pilsen ou
Pilsner, que é a mais conhecida em todo o mundo, e American Lager. Ja as cervejas
tipo Ale, como a Dark e Bock, sao produzidas por fermentacgao alta, apresentam cepas
de leveduras Saccharomyces cerevisiae e a temperatura do processo fica na faixa de
16 a 24 °C, apresentam coloracdo mais escura (Piazzon; Forte; Nardini, 2010).

Nas cervejas do tipo Ale, a concentragdo de compostos fendlicos pode ser
maior devido ao malte ser mais torrado, fazendo que durante o processo de maltagem
e torrefacdo haja um aumento na liberagdo de compostos fendlicos. Quanto aos
compostos fendlicos encontrados nas cervejas do tipo Lager, os mais comuns sdo o
acido galico, acido ferulico, acido 5-cafeoilquimico e acido vanilico. Ja nas cervejas
no tipo Ale séo o acido galico, acido ferulico, acido 5-cafeoilquimico e acido cafeico.
Em estudo conduzido por Piazzon; Forte e Nardini (2010), observou-se que o teor de
compostos fendlicos e consequentemente a atividade antioxidante variaram de acordo
com os estilos, aumentando na seguinte ordem: cerveja sem alcool < Lager < Pilsner
< Wheat < Ale < Abbey < Bock (Piazzon; Forte; Nardini, 2010; Silva; Dias; Koblitz,
2021).

Os graos de cevada sao constituidos principalmente por amido e proteinas, e
sdo divididos em 3 partes: o germe ou embrido, endosperma (onde se situa a aleurona
e endosperma amilaceo) e a cobertura, que é constituida pelo tegumento, pericarpo e

casca (Mussatto; Dragone; Roberto, 2006).
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No periodo de 4-6 semanas apds a colheita da cevada, denominado de
periodo de dorméncia, ocorre o processo de maltagem, que consiste em uma
germinagao controlada para aumentar o conteudo enzimatico (amilase, protease e [3-
glucanase) na cevada. Apos a etapa de maltagem, a cevada € moida e misturada com
agua, com aquecimento gradativo de 37 a 78 °C, para que ocorra a hidrdlise
enzimatica (a-amilase e (B-amilase) principalmente do amido e proteinas, gerando
produtos de decomposicido soluveis e produzindo um liquido de sabor adocicado,
denominado de mosto (Mussatto; Dragone; Roberto, 2006).

O mosto é entao filtrado para ser utilizado na etapa de fermentacéo durante a
fabricacdo da cerveja, que esta ilustrada na Figura 2, e o residuo sélido insoluvel,
decorrente da filtragcao, € denominado de bagaco de malte. Na etapa da fervura, ocorre
a evaporagao de compostos volateis com sabor desagradavel, esterilizagdo do mosto,
inativacdo das enzimas e a formacao de corantes e aromatizantes. Ja na fermentacéo,
0S acgucares sao convertidos, pela acdo de leveduras, principalmente em etanol e
dioxido de carbono. Apds a fermentacao, ainda existem as etapas de maturacéo e
purificacdo para a posterior comercializagdo da cerveja (Bachmann; Calvete; Féris,
2022; Mussatto; Dragone; Roberto, 2006).

FIGURA 2 - Processo de fabricagao da cerveja e etapa de obtengdo do bagago de malte

malte
| 2 lapulo
moagem agua A :
\r mosturagao fervura

mistura
Bagago de malte l

14-20 kg/100 L

resfriamento

| 2 (3 ‘- el | J

levedura
‘ \ maturacao fermenta(;ao

Fonte: A autora

O bagacgo de malte € um subproduto obtido da industria cervejeira, de baixo
custo, cuja estrutura € composta por casca, pericarpo e sementes dos gréos de

cevada, com quantidades residuais de endosperma e aleurona. E um material
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lignoceluldsico, que possui 80% de umidade, sabor adocicado e cheiro de malte. E
composto de hemicelulose (19-60%), celulose (26-60%), lignina (13-56%), amido
(0,28-8%), proteinas (20-24%), lipideos (2,5-6%) e residuos de cinzas (1-4%). Esse
residuo também é composto por compostos fendlicos. A composi¢cao quimica do
bagaco de malte depende de alguns fatores, como espécie de cevada, periodo de
colheita e de mistura e maltagem (Bonifacio-Lopes et al., 2022; Pabbathi et al., 2022).

Devido a alta umidade e a presenca de acucares fermentaveis na sua
composicao, estes fatores podem levar a contaminagdo microbiana do bagaco de
malte, fazendo com que o periodo maximo de armazenamento deste seja de apenas
7-10 dias em regides de clima quente. A secagem é considerada o método mais eficaz
para aumentar a estabilidade do bagaco de malte, quando comparados trés métodos
para aumentar o tempo de preservagdo do subproduto, incluindo o congelamento,
liofilizagcdo e secagem em estufa. Tanto a liofilizagdo, quanto a secagem em estufa
mostraram a redugdo da umidade, sem alterar a composigao quimica. Porém, o
congelamento e liofilizagdo ndo s&o considerados viaveis, pois ha a necessidade de
uma grande quantidade de subproduto (lkram et al., 2017; Mussatto; Dragone;
Roberto, 2006).

Entre as proteinas, as mais abundantes sao hordeina, glutelina, globulina e
albumina, e dentro do teor de 20% de proteinas, 30% correspondem aos aminoacidos
essenciais, sendo a lisina o principal exemplo. Dos lipideos, 55% correspondem aos
triglicerideos e 30% aos acidos graxos. Os principais minerais encontrados no bagaco
de malte sao fésforo (6000 mg.kg™), célcio (3600 mg.kg™'), magnésio (1900 mg.kg™),
ferro, cobre e potassio. As vitaminas correspondem a biotina (0,1 ppm), niacina (44
ppm), colina (1800 ppm), acido folico (0,2 ppm), acido pantoténico (8,5 ppm),
riboflavina (1,5 ppm), tiamina (0,7 ppm) e piridoxina (0,7 ppm) (Chetrariu; Dabija,
2020).

Devido ao alto teor de fibras e proteinas, o bagagco de malte é utilizado
principalmente na racdo animal para bovinos, suinos, peixes e aves. Em humanos, o
bagaco de malte pode ser utilizado como nutracéutico, principalmente em individuos
com problemas gastrointestinais, devido ao alto teor de fibras e proteinas. Como o
bagaco de malte também €& composto por polipeptideos, outra aplicacdo deste
subproduto seria no tratamento de diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares. Além
dos beneficios para a saude humana e animal, o bagago de malte ainda pode ser

utilizado na composicdo de embalagens de alimentos devido a presenga de
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compostos fendlicos, que podem contribuir com a agado antioxidante, como também
de biopolimeros, como a celulose, que podem atuar como material de reforgco (Lech;
Labus, 2022; Pabbathi et al., 2022).

Os carboidratos estdo presentes em grandes quantidades no bagacgo de
malte, e, portanto, pode ser utilizado em processos microbioldgicos, incluindo
produgdo de etanol, biogas, acidos organicos, enzimas, bacteriocinas. Este
subproduto também €& usado na produgdo de carvao, na estrutura de tijolos, na
fabricacdo de papel e como adsorvente de poluentes e/ou componentes téxicos. Além
disso, o bagaco de malte contém alta concentragdo de acidos graxos, podendo ser
um substrato barato para a producdo de polimeros, como do polihidroxialcanoato
(PHA). Através do processo de pirdlise, o bagaco de malte pode ser convertido em
biochar, o qual possui alta concentracdo de carbono (com estrutura aromatica
estavel), melhorando as propriedades do solo (Bachmann; Calvete; Féris, 2022; Lech;
Labus, 2022).

Na area de alimentos, pode ser utilizado em bebidas fermentadas, sucos e
smoothies para aumento do conteudo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante, industria de panificacéo, em produtos carneos (15% em salsichas com
baixo teor de gordura). O bagago de malte pode ser classificado como simbidtico, uma
vez que contém bifidobactérias probidticas e oligossacarideos prebidticos, o que
ocasiona a melhora das propriedades fisico-quimicas dos alimentos, além de trazer
beneficios a saude (Chetrariu; Dabija, 2020).

Nas aplicagbes biomédicas, os componentes do bagagco de malte mais
explorados sao as fibras (arabinoxilanos e B-glucanos) e os compostos fendlicos,
principalmente acidos hidroxicinamicos. Por meio de testes in vitro, foi observado que
a acgao antioxidante destes compostos se apresentou similar a atividade do a-tocoferol
e acido ascorbico. Além disso, outras propriedades podem ser atribuidas a outros
componentes presentes no bagag¢o de malte, como anti-inflamatéria, antiapoptética,
antimutagénica e anti-hipertensiva. Outros compostos fendlicos que podem estar
presentes no bagagco de malte incluem os flavonoides, lignanas, alquifendis e
procianidinas, que fazem com que esse subproduto seja um material com potencial
antioxidante para aplicagdo em formulagbes para prevencao e redugcédo de rugas
(Almendinger; Rohn; Pleissner, 2020; Bonifacio-Lopes et al., 2022; Chetrariu; Dabija,
2020).
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Apesar das inumeras aplicagdes listadas, a grande produgao mundial diaria
de bagaco de malte ainda direciona as pesquisas no sentido de promover uma
utilizacao sustentavel, favorecendo uma economia circular e ainda valorizando o

subproduto.

1.2  COMPOSTOS FENOLICOS E PROCESSOS DE EXTRAGAO

O processo de simbiose industrial, em que os compostos sao extraidos de
matérias-primas secundarias em vez de substratos puros, tem sido cada vez mais
comum. Esta abordagem permite reduzir a quantidade de plantas usadas, além de
valorizar o potencial bioldgico de residuos obtidos na industria de alimentos, como o
bagaco de malte (Lech; Labus, 2022).

Os compostos fendlicos sdao metabdlitos secundarios das plantas, usados
como mecanismos de defesa, além de serem importantes para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Quimicamente, os compostos fendlicos sao
classificados por apresentarem anéis aromaticos com um ou mais substituintes
hidroxilicos (Silva; Dias; Koblitz, 2021).

De acordo com a estrutura molecular, a classificacao dos compostos fendlicos
pode ser em acidos fendlicos (acido hidroxicinamico e hidroxibenzoico), flavonoides
(flavonas, flavonois e antocianidinas) e taninos. A maioria dos compostos fendlicos
presentes em cereais sdo acidos fendlicos. O acido ferulico, cuja estrutura quimica
esta representada na Figura 3, é o principal acido fendlico encontrado no bagaco de
malte, porém apenas 10% esta na forma livre, sendo a maioria complexada com
polimeros arabinoxilados, formando ésteres, o que impede a ag¢ao antioxidante deste
acido, sendo necessaria a etapa de hidrélise para isola-lo (Rahman et al., 2021;
Siqueira; Bolini; Macedo, 2008).

No bagaco de malte, a variagdo dos compostos fendlicos pode ocorrer de
acordo com o tipo de malte usado no processo. Os acidos hidroxicinAmicos se
acumulam nas paredes celulares e apresentam acgdo antioxidante, podendo ser
encontrados na forma livre ou conjugada. Um exemplo de acido hidroxicinamico é o
acido galico, o qual € um acido tri-hidroxibenzoico, cuja estrutura quimica esta
representada na Figura 3. Além do acido galico e ferulico, outros compostos fendlicos

comuns de serem encontrados sao os acidos p-cumario, seringico, vanilico, vanilina
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e catequina (Bonifacio-Lopes et al., 2022; Chetrariu; Dabija, 2020; Oliveira et al.,
2018).

FIGURA 3 - Estruturas quimicas do acido galico (A) e acido ferulico (B)
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Fonte: A autora

Ha uma correlacédo positiva entre a quantidade de compostos fendlicos na
amostra e a atividade antioxidante; adicionalmente, quanto maior a concentragao
destes compostos, maior também a inibicado da enzima tirosinase. A maior atividade
antioxidante no bagaco de malte escuro pode ser explicada pelo sinergismo entre os
polifendis e as melanoidinas. Além disso, o potencial antioxidante esta diretamente
relacionado com a massa molecular dos compostos fendlicos, ou seja, quanto menor
a massa, maior a agao antioxidante. Isso ocorre porque acidos fendlicos com menor
massa molecular estdo mais biodisponiveis e livres, sem conjugagdo com outras
moléculas e além disso, podem penetrar mais facilmente na pele pelo processo de
difusdo passiva devido a maior solubilidade quando comparados aos compostos de
maior massa molecular (Almendinger; Rohn; Pleissner, 2020).

Além da acao antioxidante, os compostos fendlicos e flavonoides apresentam
anéis aromaticos em sua estrutura quimica, se assemelhando a estrutura do
aminoacido tirosina, o qual € substrato da enzima tirosinase durante a melanogénese.
Portanto, esses compostos presentes no bagago de malte podem competir com a
tirosina pelo sitio de ligagdo na tirosinase, inibindo todo o processo de sintese de
melanina, apresentando agao clareadora em melasmas e também acéo fotoprotetora
(Almendinger; Rohn; Pleissner, 2020).

Dependendo do local no cereal, as quantidades dos acidos fendlicos podem
ser distintas. Na parte mais interna dos cereais, que corresponde ao endosperma
amilaceo, sdo encontrados niveis baixos, enquanto as camadas externas (pericarpo,

camada de aleurona e germe) apresentam os niveis mais elevados. Geralmente, os
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acidos fendlicos se encontram na forma ligada quando presentes nas camadas
externas dos graos e os flavonois se encontram na forma livre, podendo ser soluveis
ou insoluveis (Almeida et al., 2017).

Para a obtengdo de compostos fendlicos livres, além da utilizacdo de
solventes organicos, uma segunda etapa € necessaria, que corresponde a hidrolise
alcalina, que rompe as ligagdes éster nas paredes celulares, promovendo a liberagao
dos compostos. Isso foi aplicado especialmente aos acidos ferulico e p-cumarico,
cujas concentragées aumentaram de 50 a 100x mais apds o processo de hidrélise
alcalina quando comparado ao uso de solventes somente. O acido ferulico geralmente
€ encontrado na forma de oligbmeros no bagago de malte (Becker; Stegmdller;
Richling, 2022).

Uma alternativa além da hidrélise alcalina, usada como pré-tratamento na
extragcdo, sdo os procedimentos mecanicos, incluindo a maceragdo, moagem e
homogeneizagao. Estes auxiliam na quebra da porcao lignoceluldsica, facilitando a
passagem do solvente aos vacuolos e outras estruturas em que os compostos
fendlicos ficam armazenados no bagago de malte (Macias-Garbett et al., 2021).

Entre os métodos convencionais para a extracdo de compostos fendlicos,
pode-se citar a maceracgao, fervura, imersao, hidrodestilacdo e extragcdo em Soxhlet.
O uso do extrator Soxhlet apresenta algumas vantagens, como menor custo de
processamento, facil execugao, recupera completamente os extratos e consome
menos tempo e solvente, quando comparado aos métodos de maceragao e
percolagao, por exemplo (Alara; Abdurahman; Ukaegbu, 2018).

Além disso, pode-se citar outros métodos de extragdo, como extragao solido-
liquido, extracdo liquido-liquido, microondas, liquido pressurizado, ultrassom, reagdes
de hidrdlise alcalina e enzimatica e extragao de fluido supercritico (Bonifacio-Lopes et
al., 2022).

A extracao solido-liquido é muito utilizada para a recuperagao de compostos
bioativos de materiais nao tratados ou pré-tratados. Tanto o rendimento de extracao,
quanto as propriedades dos compostos recuperados dependem das caracteristicas
estruturais e de composi¢cao da matriz vegetal, do tipo de composto que deseja extrair
e da forga com que esses compostos estao ligados a matriz. Além disso, as condigdes
de processamento devem ser bem controladas, como temperatura, velocidade de
agitacao, tempo de extragdo, tamanho das particulas na amostra, pH e proporgao

liquido/sélido, para poder maximizar a recuperacao dos compostos, além de preservar



34

as suas propriedades funcionais. A escolha do solvente esta diretamente relacionada
com o rendimento da extragdo, sendo que os mais recomendados nas areas
alimenticia, farmacéutica e cosmética sao as misturas acetona:agua ou etanol:agua,
nao sendo indicado o metanol devido a sua toxicidade (Andres et al., 2020; Chetrariu;
Dabija, 2020; Zuorro; lannone; Lavecchia, 2019).

A vantagem da extracao solido-liquido em relagdo aos demais métodos é que
€ a mais barata e € possivel a utilizagao de solventes “verdes”, como o etanol e suas
misturas com a agua (Bonifacio-Lopes et al., 2020). Os solventes como a acetona ou
etanol, podem levar a desnaturagéo das proteinas e como 25% do bagago de malte é
constituido por proteinas, isto pode levar ao afrouxamento da parede celular,
facilitando a entrada de solventes e a consequente recuperagdo dos compostos
fendlicos. A agua também €& um solvente importante na extracdo de compostos
fendlicos, uma vez que devido ao pequeno volume molar e alta capacidade de
formacgao de ligacdes de hidrogénio, ocorre intumescimento da estrutura do bagaco,
levando a uma maior recuperagao de compostos fendlicos (Zuorro; lannone;
Lavecchia, 2019).

1.3 AVALIACAO DAATIVIDADE PREBIOTICA EM EXTRATO COM
COMPOSTOS FENOLICOS

A superficie da pele humana é composta por cerca de 10° microrganismos,
incluindo bactérias, virus e fungos, sendo que o numero exato e a composig&o variam
de acordo com as condi¢des especificas das diferentes regides da pele. Os géneros
bacterianos predominantes na pele correspondem ao Staphylococcus,
Corynebacterium e Cutibacterium (Rademacher et al., 2022).

A bactéria Staphylococcus aureus pode ser encontrada na pele e na regiao
de mucosas, como nas narinas, garganta, axila e virilha, sem ocasionar patologias.
Porém, quando o sistema imunolégico do hospedeiro estd comprometido, isto pode
ocasionar um desequilibrio na microbiota e consequentemente o excesso desta
bactéria pode ocasionar doencgas cutdneas, como a dermatite atopica. Ja o
microrganismo Staphylococcus epidermidis exerce uma agao benéfica e antagdnica
ao S. aureus por meio de mecanismos biolégicos, o que contribui para melhora de

problemas cuténeos (Petrov lvankovi¢ et al., 2023).
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Os polifendis podem exercer a agao prebidtica, aumentando o numero de
microrganismos que podem trazer beneficios a pele e ao mesmo tempo reduzindo os
que ocasionam patologias. A atividade antibacteriana de polifenodis esta associada aos
mecanismos de inativagdo enzimatica, danos a parede celular bacteriana ou ainda,
inibicdo da formagéo de biofiimes. No estudo conduzido por Gong et al. (2019), foi
observado que o aumento da ingestdao de acidos fendlicos do trigo integral foi
relacionado ao crescimento de Bifidobacterium e Lactobacillus e a redugcao de
Escherichia coli, Clostridiaceae e Clostridium perfringens (Gong et al., 2019). Porém,
alguns fatores influenciam na atividade antimicrobiana de polifendis, como a estrutura
quimica e a espécie microbiana que esta sendo avaliada (Petrov Ivankovi¢ et al.,
2023).

Os mecanismos de agao pelos quais os polifendis exercem a agao prebidtica,
descritos por Rodriguez-Daza, et al. (2021), incluem a atuagdo como fontes de
carbono, apos a desglicosilacdo microbiana, além de serem aceptores de elétrons
(acidos hidroxicinamicos) ou ainda, podem gerar forgas motrizes de prétons durante
a metabolizagéo (acido galico), contribuindo no metabolismo e consequentemente no

crescimento dos microrganismos.

1.4  OXIDAGCAO BIOLOGICA DA PELE E ENVELHECIMENTO CUTANEO

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, que é dividida em trés camadas,
sendo a epiderme, a derme e o tecido subcutaneo, conforme o0 esquema representado
na Figura 4. A epiderme é a camada mais externa, que tem a funcdo de barreira e é
subdividida em camadas cérnea, granulosa, espinhosa e basal. Os queratinécitos, que
sdo as principais células presentes na epiderme, regeneram-se na camada basal e a
medida que ocorre replicacdo dessas células em direcdo ao estrato corneo, os
queratinécitos amadurecem, transformando-se em células achatadas e anucleadas,
que sao denominadas de corneodcitos. Este processo € denominado de turnover
celular, cujo tempo pode variar de acordo com a idade, sendo que para peles mais
jovens, esse periodo de renovacgao celular pode ocorrer de 15-30 dias e em peles
mais envelhecidas de 30-50 dias. Além dos queratinécitos, outros tipos celulares
importantes encontrados na epiderme sdo os melanécitos (camada basal), os quais

secretam melanina, que é uma substancia fundamental para prote¢ao contra os raios
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ultravioleta (UV) e células do tipo dendritica, denominadas de células apresentadoras
de antigenos, localizadas principalmente na camada espinhosa (Abdo; Sopko; Milner,
2020; Ansaf et al., 2023; Zhang et al., 2019)

Ja a derme contém a matriz extracelular composta por colageno, elastina,
glicosaminoglicanas e proteoglicanas. Os fibroblastos constituem o principal tipo
celular encontrado na derme, os quais sao responsaveis pela produgéo de colageno,
que é responsavel por dar firmeza a pele (Ansaf et al., 2023). A derme pode ser
dividida em derme papilar, que é mais superficial e a mais fina, onde tem a presenca
das papilas dérmicas e vasos sanguineos que nutrem a epiderme, e derme reticular,
que é mais profunda, e é onde estao dispostas as fibras elasticas e colagenas na
posicao horizontal e os anexos cutaneos (Arnal-Forné et al., 2024). A regiao papilar é
formada por tecido conjuntivo frouxo e que esta em contato com a epiderme, a sua
estrutura é constituida pela matriz extracelular e € onde estdo os fibroblastos. Os
fibroblastos sao células que secretam fibronectina e acido hialurénico, que séao
componentes essenciais na matriz e que estao envolvidos no processo de cicatrizagao
de feridas. Além disso, os vasos sanguineos e linfaticos, e células epiteliais sdo
encontrados na derme papilar. Ja a derme reticular, além do colageno, também possui
vasos sanguineos em sua estrutura (Lotfollahi, 2024).

O tecido subcutaneo corresponde a camada mais profunda da pele,
constituida por células de gordura (adipdcitos), cujas fung¢des incluem a protecao do
calor e frio, amortecimento de choques, além do armazenamento de energia (Benitez;
Montans, 2017).

FIGURA 4 - Camadas da pele e suas respectivas células e proteinas
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A pele apresenta a principal fungao de protegcao contra a entrada de agentes
fisicos, quimicos e biolégicos. Diversos fatores ambientais podem levar a doengas
(dermatite atopica, acne e psoriase) e ao envelhecimento de pele, como a radiagao
solar, que abrange a regiao do UV, visivel e infravermelho, além de poluentes, como
fumaca e a liberagédo de hidrocarbonetos aromaticos, compostos organicos volateis,
materiais particulados e ozénio (Adamczyk-Grochala et al., 2020).

O envelhecimento da pele € um processo bioldgico que pode apresentar como
origem tanto fatores intrinsecos, como fatores extrinsecos ou ambientais, como esta
demonstrado na Figura 5. Entre os intrinsecos, € possivel citar a producao de radicais
livres, danos ao DNA mitocondrial, acumulo de células epiteliais senescentes e
encurtamento dos teldbmeros. Ja os fatores extrinsecos abrangem a radiagdo UV,
poluicdo e o tabagismo. A pele envelhecida, além de apresentar alteragdes
fenotipicas, também altera toda a estrutura de proteinas localizadas na derme e que
sao responsaveis por dar resisténcia, elasticidade e hidratagdo da pele, que
correspondem ao colageno, elastina e proteoglicanos, respectivamente. Além disso,
a exposicao excessiva a radiacdo UV pode levar ao estresse oxidativo, e resultar em
alteracdo nos componentes da matriz extracelular, levando ao estimulo das
metaloproteinases de matriz que promovem a degradagao do colageno, que leva a
formacao de rugas e manchas (Adamczyk-Grochala et al., 2020; Almendinger; Rohn;
Pleissner, 2020; Carvalho et al., 2024).

FIGURA 5 - Principais fatores que levam ao processo de oxidagédo na pele
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AOX: Oxidase alternativa; ATP: Adenosina Trifosfato; EROS: Espécies reativas de oxigénio; UV:
Ultravioleta

Dentre as alteragdes observadas, pode-se citar as cristas epidérmicas que se
apresentam mais onduladas na pele jovem e planas na pele envelhecida, como
observado na Figura 6. Além disso, ha redugdo de um tergo na jungdo dermo-
epidérmica (camada que une a epiderme e a derme) da pele envelhecida, quando
comparada a pele jovem e consequentemente a pele de idosos acaba sendo mais fina
e fragil, suscetivel a formacéo de feridas e ulceras. Ainda ha encurtamento dos
teldbmeros e a senescéncia dos melandcitos, que pode levar a liberagdo de espécies
reativas de oxigénio mitocondriais, ocasionando uma redugdo na proliferacao de
queratinécitos e consequentemente compromete a integridade cuténea, acarretando
danos. Ocorre também redugéo das células apresentadoras de antigenos em peles
envelhecidas, retardando a cicatrizagao de feridas, que resulta em feridas crénicas e

infecgdes (ansaf et al., 2023; Ginting et al., 2021).

FIGURA 6 - Principais diferengas entre a pele jovem e a pele envelhecida
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Com o envelhecimento, ha redugao dos fibroblastos presentes na derme e
isso leva a diminuicdo na producao de colageno, além de comprometer a estrutura
dessa proteina, que fica mais linear e solta, ocasionando a flacidez e o aparecimento
de rugas. Além disso, alteragdes na matriz extracelular levam ao afinamento também
da derme, assim como ja foi citado para a epiderme. Toda a estrutura vascular também

€ comprometida em peles envelhecidas, ocorrendo uma redugdo dos vasos
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sanguineos e dificultando a regeneracgao da pele e cicatrizacdo de feridas (Ansaf et
al., 2023).

No envelhecimento intrinseco, ocorre a diminuicao do fator de crescimento
transformador (TGF-), o qual € um fator que estimula a producéo de colageno, além
do aumento de espécies reativas de oxigénio. Além disso, ha formagéo da proteina
ativadora (AP-1), a qual estimula o processo de transcricdo das metaloproteinases,
que sdo enzimas responsaveis pela degradagdo do colageno e pela inibigdo dos
receptores tipo 2 de TGF-[3, ocasionando a redugao da produgéo de colageno (Ginting
et al., 2021). Além disso, tanto no processo de envelhecimento intrinseco, quanto no
fotoenvelhecimento, ocorre a redugdo de glicosaminoglicanos (GAGs) e
proteoglicanos (PGs), destacando-se o acido hialurdnico e biglican (Lee; Oh; Chung,
2016).

Existem antioxidantes naturais, que podem neutralizar as espécies reativas
de oxigénio, como € o caso de vitaminas, minerais, enzimas e polifendis. As limitagdes
dos antioxidantes incluem principalmente a baixa solubilidade e a baixa estabilidade
frente a luz e ao oxigénio. O encapsulamento dos ativos antioxidantes pode ser uma
alternativa para solucionar ou minimizar as limitagdes apresentadas (Almeida et al.,
2017; Sivamaruthl et al., 2022).

Os métodos in vitro mais comuns para analise do potencial antioxidante das
substancias sdo os métodos de ABTS e DPPH. No método de ABTS [(2,2’- azinobis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)], ocorre a transferéncia de elétrons do
composto antioxidante, ocorrendo a redugdo dos radicais, sendo indicada pela
mudanca de coloragao da solugdo. Ha a presenca de um cromoforo azul-esverdeado
durante a reacdo, produzido pela oxidacdo do ABTS com o persulfato de potassio. E
possivel ter a interferéncia de outras moléculas com hidroxilas em anel aromatico, que
também pode levar a reducao dos radicais ABTS. Ja no DPPH, ocorre a captura do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) através de reacdo de oxidorredugdo. A
amostra, com acgéo antioxidante, doa hidrogénio ocasionando a reducéo do radical
DPPH. A vantagem do método DPPH é que nao ha interferéncia de possiveis reagoes
indesejaveis que os compostos fendlicos podem apresentar, como quelagao de ions

metalicos e inibicdo enzimatica (Almeida et al., 2017).
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1.5 DIFERENTES FORMULAGCOES PARA INCORPORAQAQ DO EXTRATO DE
BAGACO DE MALTE: FILMES, NANOPARTICULAS E EMULSAO PICKERING

1.5.1 Filmes Poliméricos

Devido a busca por formulagdes mais sustentaveis, os polimeros sintéticos
tém sido substituidos por polimeros biodegradaveis e de fontes renovaveis. Como
exemplo, pode-se citar biopolimeros sintetizados quimicamente, como poli (acido
latico), poli (vinil alcool) e poli (caprolactona), os de origem microbiana, como poli-
hidroxi-butirato e os de origem natural, como amido, celulose, quitosana, gelatina,
alginato e suas misturas (Patil et al., 2021).

O amido, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 7, é um
polissacarideo abundante na natureza e de baixo custo constituido por unidades de
amilose e amilopectina. O amido denominado nativo apresenta tamanhos de grénulos
que variam de 2 a 100 ym e dependendo da fonte botanica, ha variacdo na
composicao e morfologia desses granulos. A amilose € uma cadeia polimérica linear,
que apresenta mais de 500 unidades de glicose ligadas por ligagdes a-(1,4)
glicosidicas. Afracdo de amilose é essencialmente linear e caracterizada por estrutura
helicoidal. Ja a amilopectina apresenta estrutura ramificada, contendo de 2000 a
200000 unidades de glicose ligadas por ligacdes glicosidicas a-(1,4) com ramificagdes
de unidades de glicose ligadas por ligagdes a-(1,6). O tamanho da ramificagéo esta
diretamente relacionado com a classificagao da estrutura em cristalina ou amorfa, ou
seja, quando os ramos de amilopectina sao longos, a estrutura se apresenta amorfa
e quando curtos, a estrutura € de natureza cristalina. A propor¢gao de amilose e
amilopectina varia de acordo com a origem botanica do amido, em que o amido de
mandioca, por exemplo, apresenta 17% de amilose e 83% de amilopectina na sua
composicao (Minakawa; Faria-Tischer, 2019).

As estruturas a-glucanas do amido correspondem a 98-99% do seu peso
seco, enquanto o restante é constituido por fragmentos de parede -celular,
componentes superficiais e internos. A presenca de proteinas e lipideos na superficie
dos granulos de amido pode influenciar nas propriedades fisicas das pastas de amido
(Sadeghi et al., 2017).

O amido apresenta algumas limitagdes, como a baixa solubilidade em agua

fria, baixa capacidade emulsionante e alto grau de retrodegradacao. Os granulos de
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amido nativo se hidratam, intumescem e rompem facilmente e além de perderem a
viscosidade, produzem uma pasta. Para superar todas essas limitagdes ha
necessidade de modificagdo fisica, quimica ou enzimatica da estrutura do amido
(Chin; Pang; Tay, 2011).

Os filmes de amido séao isotropicos, inodoros, insipidos, transparentes, nao
apresentam toxicidade e sao biodegradaveis, porém a desvantagem dos filmes
constituidos apenas por amido esta relacionada a fragilidade e a rigidez do material
devido a regido amorfa desse polimero, sendo facilmente fraturado e ndo sendo
possivel utilizar em embalagens para alimentos e mascaras faciais cosméticas. Ja o
poli (vinil alcool) ou PVA, cuja estrutura quimica esta presente na Figura 7, é
considerado um polimero biodegradavel, biocompativel e com resisténcia mecanica
maior quando comparado ao amido. As desvantagens do uso do poli (vinil alcool)
consistem no alto custo e baixa taxa de biodegradacéo. Dessa forma, € interessante
fazer a mistura do amido com poli (vinil alcool) para reduzir as limitacbes que cada um
dos polimeros apresenta separadamente. O poli (vinil alcool) pode apresentar
morfologias de matriz, microesferas e fibras, quando associado ao amido (Begum et
al., 2019; Costa et al., 2017; Patil et al., 2021).

FIGURA 7 - Estruturas quimicas do amido (A) e poli (vinil &lcool) (B)
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Além de possuirem baixa resisténcia mecanica, os filmes de amido possuem
baixa resisténcia a agua (alta permeabilidade ao vapor d’agua). O poli (vinil alcool) é
um polimero biodegradavel, com baixa permeabilidade ao oxigénio e que em
combinagdo com o amido, € possivel de reduzir a hidrofilicidade e melhorar as
propriedades mecanicas, tornando os filmes mais flexiveis. Ha a formacgao de ligagdes
de hidrogénio entre o grupo hidroxila do poli (vinil alcool) e o grupo hidroxila do amido

e essas ligagbes permitem com que haja a reorientagdo da porgao hidrofébica da
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cadeia de PVA, causando a formacédo de uma regido hidrofébica na matriz, motivo
pelo qual ha a redugao da hidrossolubilidade dos filmes de amido (Abedi-Firoozjah et
al., 2023).

Além do uso da mistura com o poli (vinil alcool), as propriedades mecanicas
dos filmes, bem como a barreira ao vapor d’agua e gas também podem ser
aprimoradas com a adicdo de plastificantes nas formulagbes dos filmes, como o
glicerol, sorbitol e acido citrico (Abedi-Firoozjah et al., 2023).

Varios métodos podem ser usados para o desenvolvimento de filmes
poliméricos, como solvent casting, electrospinning, extrusdo e spray drying. Dentre
essas, a técnica mais comum e barata é solvent casting, que consiste na evaporagao
do solvente e formacgao de filmes moldados em placas de Petri ou placas de acrilico.
Diversas fontes de amido sdo utilizadas para formagao de filmes pela técnica de
solvent casting que incluem os amidos de mandioca, de milho, de jaca, milho oxidado
e araruta (Abedi-Firoozjah et al., 2023).

1.5.2 Nanoparticulas de Amido

A estabilidade dos polifendis pode ser reduzida com a variagdo de pH,
presencga de ions metalicos, bem como exposi¢ao a luz, alta temperatura, ao oxigénio
e a enzimas. Devido a isso, ha a necessidade de buscar por alternativas que visem a
conservagcao dos polifendis. Além disso, a maioria dos polifendis sdo moléculas
grandes que apresentam baixa solubilidade e baixa permeacéo na pele. Uma opgao
€ a encapsulagdo em micro ou nanoparticulas, em que o revestimento por polimeros
reduz a exposi¢ao desses compostos as condigdes ambientais e permite que esses
ativos atinjam a derme para exercerem a acgao antioxidante (Spinelli; Conte; Del
Nobile, 2016).

As nanoparticulas de amido apresentam vantagens de serem formas
farmacéuticas e cosméticas biodegradaveis, podendo serem usadas na encapsulagao
de ativos e na estabilizagdo de emulsdes 6leo/agua. Como o amido € um polimero
semicristalino, isso justifica o seu uso em formulagdes de nanoparticulas. A faixa de
tamanho das nanoparticulas compreende de 10-1000 nm e as propriedades fisico-
quimicas de formulagbes com nanotecnologia sdo diferentes quando comparadas as

formulagcbes sem o envolvimento do tamanho reduzido de particulas. Dois exemplos
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de beneficios que as nanoparticulas proporcionam sao a reducao na dispersao da luz,
alta solubilidade e alta taxa de penetragao biolégica (Chang et al., 2017; Jiang et al.,
2022; Ruan et al., 2022).

Existem basicamente dois tipos de nanoestruturas ja relatadas para o amido,
que consistem em nanocristais formado pela hidrolise acida de regides amorfas,
transformando-as em granulos cristalinos ou ainda as nanoparticulas de amido, que
sdo nanoparticulas, geralmente de formato esférico e com tamanhos variaveis, que
podem ser obtidas de diferentes fontes de amido, e formadas a partir da gelatinizagao.
Estas ultimas apresentam podem apresentar regides cristalinas ou serem
completamente amorfas (Hassan et al., 2022).

Quanto as aplicagdes, as nanoparticulas de amido podem ser usadas para a
estabilizacdo de compostos bioativos, como extratos que contém polifendis, ou ainda
na estabilizagdo de emulsdes pickering (Caldonazo et al., 2021).

Diversos métodos podem ser usados para a obtengao de nanoparticulas de
amido, através da utilizagdo de: forgas mecanicas, homogeneizagado em alta pressao,
ultrassom, extrusdo reativa, irradiagdo gama, microemulsédo reversa, gelificagdo
ibnica, moagem de bolas, nanoprecipitagdo, hidrélises quimicas (acida/alcalina) e
enzimatica e degradacéo fisica. Durante o processo de fabricagao das nanoparticulas,
ha modificacdo na relagdo entre porcdo amorfa e porgao cristalina na estrutura do
amido, fazendo com que novas estruturas com novos tamanhos e com maior area
superficial sejam obtidas (Jiang et al., 2022).

A hidrdlise acida com o uso de acido sulfurico ou hidrélise alcalina com o
hidroxido de sodio s&o os métodos utilizados para a gelatinizagdo quimica do amido.
Este processo preserva a cristalinidade na estrutura do amido, eliminando apenas a
regiao amorfa (Kumari; Yadav; Yadav, 2020).

O outro método bastante usado na formagao de nanoparticulas de amido é a
nanoprecipitacdo e ha necessidade de uma pré-etapa nesse processo, que
corresponde a gelatinizagdo do amido. Em seguida, a pasta de amido, formada
durante a gelatinizagdo, € gotejada em solugdo de nao-solvente ou vice-versa, que
pode ser o etanol, metanol, propanol, isopropanol, acetona e outros de natureza
apolar. O etanol é responsavel por ocasionar a redugao da constante dielétrica e da
polaridade das ligagdes glicosidicas da pasta de amido, reduzindo a sua solubilidade

e consequentemente levando a precipitagdo do amido. Quando comparada as demais
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técnicas, a nanoprecipitacao € a que apresenta menor tamanho de particulas (100-
200 nm) (Sadeghi et al., 2017).

A nanoprecipitagao foi descrita pela primeira vez por Fessi et al. (1989). Os
parametros importantes para o controle do tamanho das particulas incluem o polimero
e suas propriedades, concentragcdes do polimero e do ativo, a escolha dos solventes
organicos, a temperatura do processo, a forga idbnica na fase aquosa e as proporgdes
de solvente/nao solvente (Liu et al., 2020).

Na nanoprecipitagdo, ocorre a deposicdo do polimero na interface e o
deslocamento do solvente da solugéo lipofilica. E possivel associar outras técnicas a
nanoprecipitagdo, como ultrassonicagado, desramificagdo enzimatica ou quimica ou
ainda a homogeneizagao em alta velocidade ou alta pressao, para aumentar a eficacia
e o rendimento do processo. Um homogeneizador de alta velocidade gera
cisalhamento através da coordenacédo precisa do rotor e do estator no dispositivo de
dispersdo, garantindo que o amido seja submetido a varios cisalhamentos e
esmagamentos por minuto (Dong et al., 2021; Noor et al., 2022; Ruan et al., 2022).

As etapas envolvidas na nanoprecipitagcdo sao a supersaturagao, nucleacao
e agregacao. O teor de amilose no amido utilizado interfere significativamente na
eficiéncia de nucleagcdo do amido gelatinizado durante o processo de
nanoprecipitagdo. Quanto maior o teor de amilose, mais completa é a etapa de
nucleagéao (Jiang et al., 2023).

Diversas fontes botanicas de amido ja foram relatadas para o método de
obtencdo de nanoparticulas por nanoprecipitagdo, como milho, mandioca, batata
doce, batata, ervilha, quinoa. As vantagens da nanoprecipitagdo s&o a maior
homogeneidade no tamanho de particulas, a reprodutibilidade dos resultados obtidos,
alto rendimento e redugao de solventes considerados toxicos, além do baixo custo e

simplicidade do processo (Hassan et al., 2022).

1.5.3 Emulséo Pickering

A penetracao de muitos ativos na pele acaba sendo dificil e limitada e, devido
a isso, ha a necessidade de formulacdes que facilitem a permeacao desses ativos na
pele. As emulsdes, que podem estar apresentadas na forma de lo¢des, cremes ou

espumas, sao as formas cosméticas mais utilizadas (Marku et al., 2012).



45

A emulsdao é uma mistura de duas fases imisciveis, sendo uma das fases
dispersa em forma de goticula em outra fase continua. O contato entre as duas fases
é termodinamicamente desfavoravel, o que acaba levando a separacao de fases. Os
principais problemas relacionados a instabilidade de emulsdes correspondem a
floculagédo, cremeacédo, coalescéncia e amadurecimento de Ostwald. As emulsdes
tradicionais, devido a presenga de tensoativos, que reduzem a tensao superficial,
acabam levando a diminui¢cao da coalescéncia devido a repulsao (Ye et al., 2017). Os
tensoativos podem apresentar algumas limitagdes como formacgéo de espuma, que &
indesejavel em alguns casos, aprisionamento de ar, interagdes bioldgicas e irritagao
na pele e mucosas (Zhu, 2019).

Diferente das emulsbdes convencionais, que necessitam da presenca de
tensoativos, as emulsdes pickering sdo estabilizadas por meio da presenca de
particulas solidas (com didmetro maior que 10 nm), evitando fenémenos de
instabilidade em emulsdes, como é o caso da coalescéncia, o amadurecimento de
Ostwald e a oxidagao lipidica. As particulas solidas sao adsorvidas na interface agua-
Oleo da emulsédo, como demonstrado na Figura 8. Como exemplo de particulas, pode-
se citar as inorganicas ou sintéticas, como silica, bentonita, alumina, cera, latex, argila
e oxidos de titanio, as quais se apresentam de diferentes formas e tamanhos. Porém,
devido a constante busca por formulagdes naturais, tem-se optado em utilizar
matérias-primas que sejam baratas, de origem natural, biodegradaveis e
biocompativeis, como é o caso dos biopolimeros celulose, quitosana, amido e
proteinas (Ge et al., 2017).

Diferentes fontes de amido tém sido utilizadas como emulsionantes em
emulséo pickering, como arroz, milho ceroso, mandioca, trigo e batata, porém foi
observado que os granulos de amido, em seus tamanhos originais, levam a baixa
estabilidade das emulsdes. Portanto, ha necessidade de modificar estruturalmente o
amido, para garantir um maior tempo de estabilizagdo das emulsdes. Uma das formas
mais comuns que tem sido usadas na alteracéo da estrutura do amido é a esterificacao
com o uso de anidrido octenil succinico, com a finalidade de aumentar a
hidrofobicidade do amido e garantir que nao haja separacao de fases, uma vez que o
amido isolado é altamente hidrofilico. Porém, tem-se evitado cada vez mais o uso de
reagentes que possam ocasionar reagdes alérgicas ou irritagdo na pele, levando ao

desenvolvimento de formulagdes mais minimalistas (Ge et al., 2017).
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FIGURA 8 - Principais diferengas entre a emulsdo convencional e emulsao pickering

Emulsao tradicional 0O/A Emuls3o pickering O/A

OLEO 1 6eo O

AGUA " Acua
Porgao hidrofobica

Porgao hidrofilica s

Tensoativo tradicional

O Particula sélida ' Emulsao pickering A/O

Fonte: A autora

Em 1903, Walter Ramsden observou pela primeira vez a estabilizacdo de
emulsdes por particulas coloidais e em 1907, Pickering publicou pela primeira vez
estudos realizados com esse tipo de formulagédo. Dois fatores importantes que podem
garantir a estabilizacdo das emulsdes pickering sao o tamanho e o angulo de contato
das particulas solidas. O angulo de contato adequado permite que a adsorgcédo das
particulas na interface éleo-agua, ja o tamanho influencia na energia de dessorgéo,
sendo que tanto as microparticulas, quanto as nanoparticulas permitem a estabilidade
das emulsdes pickering por meses. O amido pode ser utilizado na estabilizagdo das
emulsdes pickering, pois pode ser parcialmente umedecido pelas fases aquosa e
oleosa e nao é completamente dissolvido em cada fase, permanecendo adsorvido na
interface (Shao et al., 2018).

Sem as modificagdes fisicas ou quimicas do amido nativo, ha dificuldade em
estabilizar emulsdes a longo prazo devido ao tamanho muito grande, que nao forma
uma barreira coesa na interface agua-o6leo, além da alta hidrofilicidade do amido. Uma
estratégia que é bastante utilizada € a redugéo do tamanho de particulas do amido, o
qgue melhora a molhabilidade (Ruan et al., 2022).

A diminui¢do no tamanho das particulas de amido acarreta a diminuigdo do
tamanho das goticulas da emuls&o pickering, ocasionando uma maior coesdo das
particulas na interface agua-oleo e consequentemente leva a uma maior estabilidade
da emulséao, reduzindo a cremeacgao. A emulsao pickering também apresenta alta

estabilidade frente a coalescéncia, uma vez que a energia cinética formada no
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momento de colisdo das goticulas acaba se tornando insuficiente para deslocar as
particulas solidas presentes na interface agua-6leo. A maioria das emulsdes pickering
sao estabilizadas com microparticulas de silica, sendo poucas as que utilizam
polimeros biodegradaveis (Zhu, 2019).

Varios fatores podem interferir na estabilidade de emulsdes pickering com
particulas de amido, como o tamanho das particulas, se ha modificagdo quimica ou
nao do amido, a origem do amido, a concentragao de amido, o tipo de 6leo, proporcéo
entre as fases aquosa e oleosa, pH, temperatura e forga idnica. Em relagcédo ao pH, a
diminuicdo pode levar ao aumento do tamanho das goticulas e 0 aumento ocasiona a
separagao de fases, sendo a faixa de pH ideal entre 5,0 e 7,0. Quanto a forga idnica,
a presenca de cloreto de sodio pode levar ao aumento do tamanho das goticulas e a
consequente desestabilizacdo da formulagao. Ja o aumento da temperatura aumenta

a probabilidade de ocorrer a oxidacao do 6leo presente na emulsao (Guo et al., 2022).

1.6 TESTES DE AVALIACAO DE SEGURANGCA /N VITRO PARA COSMETICOS

A exposicdo a substancias que possam ocasionar irritagdo cutanea € a
principal causa de inflamacéo da pele. Os problemas que essas substancias podem
ocasionar incluem a dermatite de contato, sensibilizag&o, hiperpigmentagao, acne e
até mesmo céancer. A avaliagdo da seguranca de produtos cosméticos engloba o
conhecimento da toxicidade dos ingredientes e suas compatibilidades com a pele
(Corréa et al., 2022).

Os testes em animais para produtos cosméticos e ingredientes cosméticos
foram proibidos na Europa desde 2004 e 2009, respectivamente. Em seguida,
surgiram o Regulamento Europeu de Cosméticos N°1223/2009 e o Regulamento
especifico N°655/2013, com os dados necessarios para comprovar a seguranga de
produtos cosméticos. No Brasil, ainda nédo existe nenhuma legislagdo vigente a
respeito de testes de seguranca, apenas o Guia de Seguranca para Produtos
Cosmeéticos, desenvolvido em 2012 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que se baseia em documentos da legislagcdo norte-americana e europeia.
Mesmo nao existindo nenhuma legislagao, no Brasil os testes em animais também ja
foram substituidos por testes que cumpram o principio dos 3 R’s, que consistem em

Refinement (reduzir a dor e o estresse em animais), Reduce (reduzir o numero de
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animais) e Replacement (substituicdo por outro método que nao utilize animais, que
sdo os métodos in vitro) (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2012;
Barthe et al., 2021).

Porém, embora ndo exista legislagcdo especifica para seguranga em
cosméticos, no Brasil, para produtos cosméticos em que €& empregada a
nanotecnologia especificamente, deve-se seguir os critérios estabelecidos pelo Guia
n°® 63/2023, formulado pelo 6rgao regulamentador ANVISA. Este guia aborda como
deve ser avaliada a seguranga durante a caracterizagao fisico-quimica e biolégica do
nanomaterial, bem como a avaliagédo da seguranga biolégica do produto acabado
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 2023).

1.6.1 Ensaio da Membrana Corioalantoide de Ovo Embrionado de Galinha ou Hen’s
Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

O ensaio vascular da membrana corioalantoide, também denominado de teste
do ovo de galinha foi proposto pela primeira vez por Luepke; Kemper (1986). O nome
do teste se deve a sigla CAM (chorioallantoic membrane) estar diretamente
relacionada com a membrana vascular respiratdria encontrada em ovos fertilizados
de galinha, o qual substituiu o teste em que era realizado no tecido conjuntival dos
olhos dos coelhos (teste de Draize) (Wilson; Ahearne; Hopkinson, 2015).

O HET-CAM é um teste qualitativo, que avalia possiveis danos vasculares na
conjuntiva apds a exposi¢do a amostra, e que podem estar correlacionados com
danos na cornea. O protocolo do ensaio envolve a aplicagdo da amostra (0,2-0,3 mL),
com enxague para a retirada do excesso, e a posterior observagao de alteragdes que
podem ocorrer na morfologia da membrana corioalantoide. Algumas variaveis podem
interferir nos resultados, como o tempo de incubacédo dos ovos, a umidade relativa,
numero de replicatas, a raga da galinha (embora a raga Leghorn branca seja a mais
usada), critérios para a selegao dos ovos (idade/peso), rotagdo dos ovos, método de
abertura da casca do ovo, uso de controle positivo e negativo, tempo de exposi¢ao a
substancia teste e a concentracdo da amostra. Geralmente os eventos vasculares,
como vasoconstricdo, hemorragia e/ou coagulagéo s&o observados em segundos ou
minutos e isto é pontuado e classificado de acordo com a intensidade (Wilson;
Ahearne; Hopkinson, 2015).
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Os efeitos observados nos pequenos vasos e proteinas do tecido mole da
membrana corioalantoide podem ser comparaveis aos efeitos que antes eram
realizados diretamente nos olhos de coelhos. Amembrana corioalantoide € constituida
por artérias, vasos e capilares e dependendo do potencial de irritagdo da substancia
teste, é possivel observar lesbes e/ou inflamacgdes. As vantagens desse teste incluem
a curta duracgao e baixo custo. Ja as limitagdes sao a impossibilidade de avaliagao de
efeitos a longo prazo e de sinais reversiveis e auséncia de filme lacrimal, isso pode
aumentar a possibilidade de resultados falsos positivos (Cazedey et al., 2009).

Primeiramente, sdo necessarios ovos fertilizados de galinha da raga Leghorn,
livres de patégenos especificos (SPF, specific patogen free) para o teste. Em seguida
esses ovos devem ser incubados por 10 dias a temperatura de 38 £ 0,5 °C e umidade
relativa de 70%. As etapas do processo, ilustradas na Figura 9, consistem na remogao
da casca do ovo ao redor da camara de ar, evidenciando, assim, a membrana da
casca. Em seguida, ha aplicacdo da amostra e apds 20 segundos de contato, é feita
a lavagem da membrana corioalantoide com solu¢ao salina isoténica a 37 °C. Por um
periodo de 5 minutos, € observada a presenca/auséncia de sinais vasculares e no
caso da presenca, é feita a medida da intensidade através de escore, com base no

tempo de aparecimento (Oliveira et al., 2012).

FIGURA 9 - Representagao esquematica do ensaio de HET-CAM

3) Etapa de lavagem, com 4) Avaliacdo da CAM para
solucéo de salina, da verificar presenga/auséncia
amostra na membrana de hemorragia, coagulagéo
e/ou hemostasia e
classificagdo em escore

Fonte: Adaptado de WILSON, S. L.; AHEARNE, M.; HOPKINSON, A. An overview of current

techniques for ocular toxicity testing. Toxicology, [s. I.], v. 327, n. November, p. 32—46, 2015. Disponivel
em: http://dx.doi.org/10.1016/j.tox.2014.11.003. Acesso em: 26 fev. 2024.

1) Aberturadoovoe a
membrana corioalantoide
(CAM) é exposta

2) A amostra (liquida ou
solida) é aplicada na
superficie da CAM

1.6.2 Ensaios de Citotoxicidade pela Avaliacdo da Viabilidade Celular - MTT e
Vermelho Neutro

A maioria dos ensaios para avaliar a citotoxicidade in vitro consiste no cultivo

de células em monocamada e avaliagao de citotoxicidade em resposta a exposicao a
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uma amostra. Entre os métodos de avaliagao da citotoxicidade estdo a incorporagao
de timidina, proteina azul brilhante de Coomassie, violeta de cristal e reagente de
Lowry, ensaios de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (ensaios
MTT), lactato desidrogenase (LDH), teste com fluoresceina (FL), exclusdo com azul
de tripan, coloracdo fluorescente com iodeto de propidio e testes de
captacaol/liberacdo de vermelho neutro. Cada um desses métodos apresenta suas
vantagens e limitagdes, sendo recomendada a combinagdo de dois métodos para
avaliacdo da citotoxicidade (Wilson; Ahearne; Hopkinson, 2015).

O reagente MTT corresponde a um sal que apresenta em sua estrutura quatro
atomos de nitrogénio cercados por trés anéis aromaticos incluindo duas porgdes fenil
e um anel tiazolil. Esse ensaio com a utilizagao do MTT foi realizado pela primeira vez
por Mosmann et al. (1983). Na reagao de reducédo do MTT (soluvel e com coloragao
amarela), ocorre a ruptura do anel tetrazol pela enzima succinato desidrogenase,
presente na mitocondria das células viaveis, e a consequente formagao de uma
molécula, de coloragdo azul-violeta, que é insoluvel em agua, denominada de
formazan, como demonstrado na Figura 10. O reagente MTT consegue penetrar
através da membrana celular, bem como da membrana mitocondrial interna de células
viaveis, devido a presencga de carga positiva na sua estrutura, além da lipofilicidade
que essa molécula apresenta (Corréa et al., 2022; Ghasemi et al., 2021).

A medicdo é feita com base na caracteristica cromogénica, que pode ser
visualizada na reagao de reduc¢ao do MTT. O formazan, por ser insoluvel em agua e
se apresentar na forma de cristais, precisa ser solubilizado com o uso de
dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, é feita a medida da densidade 6ptica (DO) por
um leitor de microplacas, em comprimento de onda de 570 nm, que corresponde ao
comprimento de maior absorgéo do formazan. Os valores de densidade 6ptica podem
ser considerados como uma representacdo da concentracdo de formazan e,
consequentemente, da reducgao intracelular do MTT (Ghasemi et al., 2021; (Pereira et
al., 2023).
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FIGURA 10 - Representagao esquematica do ensaio de viabilidade celular por MTT
ol
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Fonte: A autora

Ja o principio da técnica de captacao do corante vermelho neutro baseia-se
na capacidade de células viaveis incorporarem o vermelho neutro. Por ser de natureza
catidnica, esse corante se difunde através da membrana plasmatica (difusao passiva)
e se liga através de interagdes hidrofobicas eletrostaticas a matriz lisossomal, de
carater anibnico, devido a presenga de grupos fosfato. As substéncias que
apresentam algum nivel de toxicidade celular podem alterar a superficie celular ou as
membranas dos lisossomos, e essas alteragcbes podem gradualmente se tornarem
irreversiveis. Isso ocasiona a morte celular e/ou inibicao do crescimento celular, e com
isso o vermelho neutro ndo é mais retido nos vacuolos citoplasmaticos e a membrana
plasmatica ndo atua mais como uma barreira para reter o corante no interior das
células. A concentragao de corante captada pelas células € diretamente proporcional
ao numero de células vivas, e devido a isso a citotoxicidade €& expressa como a
reducdo da concentracdo da absorcdo de vermelho neutro apds exposicao as
amostras toxicas (Corréa et al., 2022; Patricia; da Rocha, 2015; Stokes et al., 2008).

Para o teste do vermelho neutro, € utilizada uma placa de 96 pogos e a leitura

é realizada em espectrofotdmetro, como demonstrado na Figura 11.



FIGURA 11 - Representacéo esquematica do ensaio de viabilidade celular por vermelho neutro
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CAPITULO 2 - PREPARO, COMPOSIQ@O CENTESIMAL DE DIFERENTES TIPOS
DE BAGACOS DE MALTE E OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE EXTRATOS
DOS BAGACOS DE MALTE

RESUMO: O bagago de malte é o principal subproduto da industria cervejeira, sendo
seu uso destinado principalmente a suplementacdo em ragdes animais. Porém, este
subproduto apresenta uma rica composi¢cao e alguns dos principais componentes
correspondem aos compostos fendlicos, que podem estar associados a agdes
antioxidante e prebidtica. Como o bagago de malte tem sido pouco explorado na area
cosmética e considerando essas acbes bioldgicas relevantes em ingredientes
cosmeéticos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o perfil e a quantidade total
de compostos fendlicos nos extratos de bagagos de malte (EBMP e EBMC) por
método cromatografico (UHPLC-DAD) e espectrofotométrico por Folin-Ciocalteau,
respectivamente, além das agdes antioxidante pela captura dos radicais ABTS++ e
DPPH+ e prebidtica pela curva de crescimento do microrganismo Lactobacillus
acidophilus. Além disso, a citotoxicidade em fibroblastos 3T3 foi avaliada para EBMP
E EBMC. O EBMC apresentou a maior concentragdo de compostos fendlicos e
consequentemente a maior inibigdo dos radicais ABTS<+, seguido pelo EBMP. Porém
como o EBMP é produzido em maior quantidade mundialmente, somente este foi
selecionado para avaliacdo da atividade prebidtica e na avaliacdo do perfil de
compostos fendlicos. O método para avaliagdo do perfil de fendlicos no extrato
mostrou que o acido galico foi o composto majoritario. Além da atividade antioxidante,
o EBMP apresentou atividade prebidtica para Lactobacillus acidophilus. O extrato
apresentou viabilidade celular > 50% para fibroblastos 3T3 em concentragcdes
inferiores a 5 mg.mL"", sendo indicado seu uso nessas concentragdes em produtos
cosmeéticos. Portanto, EBMP foi considerado uma opgao viavel e sustentavel de ativo
antioxidante e com acéao prebidtica para cosméticos.

Palavras-chave: Pilsen. Antioxidantes. Compostos fendlicos. Subproduto. Cerveja.

2.1 INTRODUCAO

O bagago de malte (BM) é o principal subproduto gerado na industria
cervejeira (20 kg.100 L' de cerveja), correspondendo a 80% do total de residuos
gerados, e obtido na etapa de mosturagéo. A aplicagao principal de BM tem sido na
suplementacao de ragdes animais. A subutilizacdo do bagago de malte deve-se ao
alto teor de umidade, somado a presenca de acucares fermentaveis na sua
composic¢ao, o que pode levar a contaminagao microbiana caso o material nao seja
seco e tratado. Porém, esse subproduto é rico em carboidratos, proteinas, fibras e
polifendis e especialmente esses ultimos sdo responsaveis pela atividade antioxidante

do bagaco de malte. Os principais compostos fendlicos presentes em BM sao os
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acidos p-hidroxicinamicos, como os acidos galico, ferulico e p-cumarico, e estes estéao
acumulados nas paredes celulares das cascas dos graos de cevada (Alonso-Riafo et
al., 2020; Petron et al., 2021).

Ha uma crescente busca por matérias-primas naturais e sustentaveis na
fabricagdo de cosméticos (Almendinger; Rohn; Pleissner, 2020). O bagaco de malte
ja tem sido explorado em nutracéuticos, porém para aplicagdo em produtos
cosméticos ainda tem sido pouco estudado (Macias-Garbett et al., 2021). Por
apresentar uma rica composigao e ser um material barato e produzido em grande
quantidade, o presente estudo teve o objetivo de obter o extrato fendlico de bagaco
de malte pelos métodos de maceragao e Soxhlet, bem como caracterizar este material
através da quantificacdo do teor de fendlicos e flavonoides totais, e avaliar as
atividades antioxidante por ABTS++ e DPPH?- e prebidtica pela curva de crescimento
bacteriana, além de outras analises (FTIR, analise térmica e UHPLC) para potencial

uso em produtos cosmeticos.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Material

Os quatro tipos de bagagos de malte, que correspondem ao Pilsen (BMP), as
misturas Centeio + Golden + Pale Ale + Caraaroma (BMC), Pilsen + Pale Ale (BMP +
PA) e Pilsen + Caraamber + Carared + Caramunich + Carapils (BMP + C), foram
doados pela Koch Cervejaria, localizada em Ponta Grossa, Parana, Brasil. Para a
extracao de lipideos do bagago de malte, foi usado o solvente éter de petroleo P.A
(LabSynth — Diadema, Sao Paulo, Brasil). Para as demais analises da composigao
centesimal, foram usados acido sulfurico e hidréxido de sddio, os quais pertencem a
marca Exodo Cientifica - Sumaré, Sdo Paulo, Brasil. O alcool etilico absoluto P.Ae a
acetona P.A (Reatec — Colombo, Parana, Brasil e Exodo Cientifica - Sumaré, Sao
Paulo, Brasil, respectivamente) foram usados no processo de extragao. Os radicais
ABTS (acido 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfonico) e DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda — Cotia, Sdo Paulo, Brasil) foram usados para
avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos. Além dos radicais, os outros

reagentes presentes no teste de avaliacdo antioxidante foram persulfato de potassio
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P.A e fosfato de sddio monobasico anidro P.A (Reatec — Colombo, Parana, Brasil),
fosfato de sddio dibasico anidro P.A (Casa da Quimica Industria e Comércio Ltda,
Diadema, Sao Paulo, Brasil). O reagente de Folin-Ciocalteau e carbonato de sdédio
anidro P.A (Dinamica Quimica Contemporénea Ltda — Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil e
Casa da Quimica Industria e Comércio Ltda, Diadema, S&o Paulo, Brasil,
respectivamente) foram utilizados na quantificagao do teor de fendlicos totais. Para a
quantificacdo do teor de flavonoides totais, o acetato de potassio P.A e o cloreto de
aluminio hexahidratado (AICI3.6 H20) (Neon Reagentes Analiticos, Suzano, S&o
Paulo, Brasil e LabSynth — Diadema, Sao Paulo, Brasil, respectivamente) foram
usados.

Os padroes de acido galico, acido ferulico e quercetina (Sigma-Aldrich —
Darmstadt, Darmestadio, Alemanha) foram usados nos testes de quantificagao do teor
de fendlicos totais, flavonoides totais, ABTS e DPPH, e na validacdo de método
analitico para quantificacgdo de compostos fendlicos. Para o processo de
desenvolvimento e validagdo de método analitico para quantificagdo dos compostos
fendlicos no extrato, os reagentes utilizados foram Acetonitrila grau HPLC (Neon
Reagentes Analiticos, Suzano, S&o Paulo, Brasil), Metanol grau HPLC (Exodo
Cientifica - Sumaré, Sao Paulo, Brasil) e Acido formico 98% P.A (Neon Reagentes
Analiticos, Suzano, Sao Paulo, Brasil), ja a coluna usada como fase estacionaria foi
uma coluna C+g (Phenomenex, Synergi 4u Polar-RP 80 A, tamanho 250 mm x 4,6 mm).

Para a realizagcdo dos ensaios de citotoxidade, a linhagem celular 3T3 de
fibroblastos de camundongos foi adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro e
os reagentes MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazoélio) e tripsina,
e o corante vermelho neutro foram adquiridos através da empresa Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Darmestadio, Alemanha) e Dinamica Quimica Contemporanea Ltda
(Indaiatuba, Sao Paulo), respectivamente. Ainda nos ensaios de citotoxicidade, foram
usados o soro fetal bovino, o antibidtico penicilina/estreptomicina 10000 Ul.mL-' e 10
mg.mL"" respectivamente, e o meio Dulbecco MEM (DMEM) (Vitrocell Embriolife,
Campinas, Sao Paulo, Brasil). Nos ensaios de atividade antimicrobiana, foram usadas
as cepas de bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC
25922 e o fungo Candida albicans ATCC 1023, e o meio de cultura Mueller-Hinton
(Kasvi — Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil). Ja para o teste de avaliagdo de
atividade prebiotica, a bactéria Lactobacillus acidophilus foi doada pelo Prof. Dr.

Marcos Pileggi € o0 meio usado para o cultivo desta bactéria foi o agar MRS, da
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HiMedia (Mumbai, Maharashtra, India). Para preparo do caldo MRS, os sais usados
foram acetato de sédio P.A (Labsynth, Diadema, Sao Paulo, Brasil), fosfato de potassio
dibasico (Exodo Cientifica - Sumaré, Sdo Paulo, Brasil), sulfato de magnésio P.A e
sulfato de manganés P.A adquiridos da empresa Reagen (Colombo, Parana, Brasil),
o tensoativo usado foi o Tween® 80 da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Darmestadio,
Alemanha) e como fonte de carbono para o controle positivo foi usada a glicose anidra
da marca Merck (Darmstadt, Darmestadio, Alemanha). Para suplementag¢ao do caldo
MRS, foram usados o extrato de levedura, extrato de carne e peptona (HiMedia,

Mumbai, Maharashtra, India).

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Preparo dos diferentes tipos de bagagos de malte

Os bagacos de malte BMP, BMC, BMP + PA e BMP + C foram coletados
umidos da cervejaria Koch, foram secos em estufa a 60 £ 2 °C por um periodo total
de 72 horas, conforme descrito no trabalho de Ludka et al. (2023). Apds esse tempo,
os bagacgos foram triturados em liquidificador e em seguida, foi feita a padronizagéo
do tamanho das particulas, com o uso de tamis granulométrico de 30 mesh (0,59 mm).
Os bagacos de malte foram armazenados em sacos plasticos, sob refrigeragao

(temperatura de 8 + 2 °C) para serem usados em analises posteriores.

2.2.2.2 Composicao centesimal dos bagagos de malte
Todas as analises descritas nessa subsegao estdo presentes no Manual de

Métodos Fisico-Quimicos para Analise de Alimentos (42 edi¢cdo) do Instituto Adolfo

Lutz, com algumas adaptagdes, e foram realizadas em triplicata.

2.2.2.2.1 Determinagéo do teor de umidade

Os bagacos de malte, previamente preparados, foram pesados em pesa-filtros

antes (2,5g) e apos a secagem em estufa a 105 + 2 °C, até peso constante. As massas
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foram registradas e o calculo do teor de umidade foi feito com base na diferenga entre

as massas inicial e final, considerando este valor em porcentagem.

2.2.2.2.2 Determinagéo do teor de residuo mineral fixo ou teor de cinzas

Os bagacos de malte foram pesados em cadinhos de porcelana, pré-
incinerados, antes (2,5g) e ap6s a incineragédo em forno mufla a 600 + 5 °C por 3
horas. Antes do procedimento na mufla, foi feita a pré-incineracao em bico de Bunsen
por 5 minutos, para evitar o extravasamento do material quando aquecido em
temperaturas muito elevadas. As massas foram registradas e o calculo do teor de
cinzas foi feito com base na diferenca entre as massas inicial e final, considerando

este valor em porcentagem.

2.2.2.2.3 Determinacgéo do teor de lipideos

Para a avaliagcdo do teor de lipideos nos bagagos de malte foi optado pelo
método a quente, com o uso de extrator Soxhlet. O solvente utilizado na extracao foi
o éter de petréleo e a quantidade de bagaco de malte pesada nos cartuchos foi 2,5g.
O tempo total de extrag&o foi de 3 h, e mais 1 h em estufa a 105 + 2 °C, para garantir
a completa evaporacao do solvente, restando somente o lipideo da amostra no fundo
do baldo de destilacdo. Foram registradas as massas do baldo vazio e apds a

extragdo, sendo o teor de lipideos calculado em porcentagem.

2.2.2.2.4 Determinacgéo do teor de proteinas

O método de Kjeldahl modificado foi selecionado para a quantificacdo de
proteinas nas amostras. Nesse método, a primeira etapa consistiu na digestdo, em
que a amostra (0,59g) foi colocada em contato com 5 mL acido sulfurico concentrado,
e com o catalisador (1,5g) dessa reagéo (K2S0O4:CuSOy4, 3:1 m/m), e em seguida essa
mistura foi aquecida em bloco digestor (QUIMIS, modelo Q327M, Diadema, Sao Paulo
Brasil) gradativamente até temperatura de 350 °C. Nessa primeira etapa, a coloragao

foi alterada de verde-azulada para transparente (formacao de sal amoniacal).
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Na segunda etapa (destilagdo), apds atingir temperatura ambiente, o produto,
obtido da reagdao quimica anterior, foi diluido em 10 mL de agua destilada e
neutralizado, em destilador de nitrogénio (TECNAL, modelo TE-0363, Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil), com solugéo de hidroxido de sédio a 50% (25 mL), para a liberagao da
amonia, apresentando uma coloracao escura devido a formacgao de 6xido de cobre. O
destilado foi coletado em erlenmeyer, ja contendo a solugéo de acido bérico a 2% (10
mL) com indicador misto (50 pyL de vermelho de metila 0,1% e 250 uL de verde de
bromocresol 0,1%, ambos diluidos em alcool etilico absoluto).

Na terceira e ultima etapa, que corresponde a titulagao, foi usado o acido
cloridrico 0,1 N (fc = 1,0446) para reagir com a amostra, ocorrendo a mudanga de
coloragao de azul para vinho, sendo determinada a quantidade de nitrogénio presente
nas amostras pelo excesso de acido usado na titulagao. O fator de correcao utilizado

no calculo para a conversao da quantidade de nitrogénio em proteinas foi 6,25.

2.2.2.2.5 Determinacéo do teor de fibras brutas

Para a quantificagdo das fibras brutas totais nas amostras, foi realizado o
método de saqueta. Para isso, foi registrada a massa inicial da saqueta (dimensdes
de 5cm x 7cm) e em seguida, foi pesado 2,5g da amostra, sendo esta posteriormente
selada. As saquetas foram imersas em acetona por 15 minutos e secas em estufa a
105 £ 2 °C por 6 horas. Em seguida, as amostras foram colocadas em bandejas,
encaixadas em digestor de fiboras (MARCONI, modelo MA-444/Cl, Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil) com agitagéo e aquecimento a 95 °C por 40 minutos, em contato com
100 mL de acido sulfurico 6,8 mL.L". Apds os 40 minutos, foi retirada a solugéo quente
e foi feita a lavagem com agua destilada. O processo foi repetido em meio basico com
100 mL hidroxido de sédio 12,52 g.L" e apds os 40 minutos de extragdo, novamente
foi feita a lavagem com agua destilada.

O processo de digestao foi alternado entre as solugdes de acido sulfurico e
hidroxido de sédio a cada 40 minutos, com lavagem entre as adi¢des, por um periodo
total de 4 horas. Apds a ultima lavagem, as saquetas foram retiradas do suporte,
colocadas em contato com 10 mL de acetona por 10 minutos e secas em estufa a 105
+ 2 °C por 6 horas, para garantir a completa evaporagéo do solvente. Apos atingir a

temperatura ambiente, a saqueta foi pesada e o conteudo da saqueta foi transferido
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para cadinho de porcelana, para avaliagao do teor de residuo mineral fixo (matéria

organica), necessario para o calculo da quantidade de fibras brutas nas amostras.

2.2.2.3 Obtengao dos extratos a partir dos bagagos de malte

Os dois métodos usados no processo de extragao dos compostos fendlicos,
presentes nos bagacos de malte, foram maceracao a frio e extracdo a quente com
Soxhlet, conforme esta exposto na Figura 12. Afinalidade de utilizar os dois processos
foi a de extrair tanto os compostos fendlicos mais apolares, quanto os polares,

utilizando solventes com diferentes polaridades para isso.

FIGURA 12 - Representacdo esquematica dos processos de obtengdo do extrato de bagago de malte

_ . Fragdo 1 (F1)
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Fonte: A autora

Para a maceracao, os solventes utilizados foram alcool etilico: agua (mistura
hidroalcodlica), na propor¢cdo de 70:30 (v/v), sendo que foram pesados 20g dos
bagacos de malte secos e triturados, e estes foram colocados em contato com 100
mL da solugao hidroalcodlica, por 7 dias a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) em
repouso.

ApoOs o periodo de 7 dias, o macerado foi filtrado (fragdo hidroalcodlica) e os
bagacos de malte, umidos pelo contato com os solventes, foram secos a 60 + 2 °C por
8 horas, para serem condicionados nos cartuchos, usados na extragdo com extrator
Soxhlet. Apés a evaporagdo completa dos solventes nos bagagos de malte, foram
pesados 2,5g das amostras nos cartuchos e estes colocados em contato com acetona,

em baldo de 250 mL acoplado ao extrator Soxhlet e condensador, durante 3 horas,
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aquecido em manta de aquecimento (FISATOM, modelo 22E, Sao Paulo, Brasil) a 60
°C, para a extracao dos compostos fendlicos com caracteristicas apolares, que nao
tinham sido extraidos pelo método de maceragao.

Apo6s o periodo de 3 horas foi necessaria a etapa de evaporacgao rotativa em
rotaevaporador (FISATOM, modelo 801, Sdo Paulo, Brasil) a 50 £ 2 °C com velocidade
de rotacéo de 30 rpm, tanto da fragao cetbnica (obtida no processo a quente), quanto
da fragdo hidroalcodlica (obtida na maceracédo), com a finalidade de promover a
evaporacao do excesso de solventes e concentrar os compostos fendlicos presentes
em ambas as fragdes. Em seguida, apds o resfriamento, as fragcdes cetbnicas e
hidroalcodlicas foram unidas em frascos de vidros ambar, os quais foram
armazenados sob refrigeracao (8 £ 2 °C) para analises posteriores.

Para algumas analises, como analise térmica e espectroscopia na regido do

infravermelho, foi necessaria a liofilizagao dos extratos.

2.2.2.4 Caracterizacio dos extratos

As analises realizadas com os quatro tipos de bagagos de malte incluem: teor
de fendlicos, analise da atividade antioxidante, analise térmica e espectroscopia na
regiao do infravermelho. Para as demais analises foram selecionados somente os dois
extratos com maiores concentragdes de compostos fendlicos e maiores porcentagens
de inibicdo dos radicais ABTS++ (EBMP e EBMC), ou seja, aqueles com atividade

antioxidante promissora a aplicagao pretendida.

2.2.2.4.1 Determinagéo do teor de compostos fenélicos totais

O método utilizado para quantificagdo dos compostos fendlicos presentes no
extrato foi o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Para isso foi feita a
diluicdo do extrato em solugao hidroalcodlica (etanol:agua, 70:30 v/v) na concentragéo
de 50 yL.mL-'. 200 yL da amostra foi colocada em tubo de ensaio em contato com 7
mL de agua destilada, 500 pyL do reagente de Folin-Ciocalteau e mais 2,5 mL de
solugao aquosa de carbonato de sddio 10,6% (%, m/v). Apos 5 minutos de reagéo, em
banho-maria (SOC. FABBE LTDA, modelo 169, S&do Paulo, Brasil) a temperatura de

50 °C, houve mudanga de coloragdo de verde para azul e o conteudo do tubo foi
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transferido para a cubeta de quartzo, para a leitura da absorbancia em
espectrofotometro UV-Vis (BEL PHOTONICS, modelo UV-M51, Piracicaba, Sé&o
Paulo, Brasil), com software UV-Professional 2, e comprimento de onda A=715 nm. O
teste foi realizado em ftriplicata e para a construgcdo da curva analitica, foi utilizado o

padrao de acido galico nas concentragdes 800; 600; 400; 200; 100; 50 e 20 pug.mL".

2.2.2.4.2 Determinagéo do teor de flavonoides totais

Para a quantificacdo de flavonoides totais nos extratos foi utilizado o método
colorimétrico, descrito por Chang et al. (2002), com algumas modificagdes. Assim
como na quantificacdo de compostos fendlicos, para fins comparativos, também foi
preparada a diluicdo do extrato, na concentragdo de 50 pL.mL-', em solugéo
hidroalcodlica 70:30 (v/v). Apos o preparo da amostra, 500 pL do extrato foi colocado
em contato com 100 pL da solugao de cloreto de aluminio hexahidratado (AICI3.6H20)
10%, 100 yL de acetato de potassio 1 M e 2,8 mL de agua destilada. O tempo de
reacao dessa mistura, antes da leitura, foi de 30 minutos a temperatura ambiente.
Apods os 30 minutos, foi lida a absorbancia em espectrofotdmetro (BEL PHOTONICS,
modelo UV-M51, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), em comprimento de onda A=415 nm.
O teste foi realizado em triplicata e para a construgao da curva analitica, foi utilizado
o padrao de quercetina nas concentragbes 120; 100; 80; 60; 40; 20; 10 e 4 ug.mL"".

2.2.2.4.3 Analise térmica dos extratos

Para realizar a analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) dos extratos, estes foram acondicionados em células calorimétricas
de alumina (~500 mg). O instrumento STA 600 (Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados
Unidos) foi calibrado previamente usando indio (In; P.F.= 156,6 °C; AHfusdo = 28,54
J.g") como padrdo. Os termogramas e curvas de DSC foram obtidos sob fluxo de
nitrogénio (50 mL.min"), a uma taxa de aquecimento constante de 10 °C.min"" e a

faixa de temperatura utilizada foi de 20 °C a 500 °C.
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2.2.2.4.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) dos extratos

As amostras liofilizadas foram analisadas por espectroscopia na regido do
infravermelho, utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr), empregando 4 mg
de cada amostra e 196 mg de KBr grau espectroscopico (2%, m/m), no
espectrofotometro (SHIMADZU, modelo IR Prestige21, Quito, Japao), na faixa de

4000-400 cm', com parametro de 32 scan.min' e resolugdo de 4 cm-'.

2.2.2.5 Testes para avaliagao in vitro de atividade antioxidante, antimicrobiana e
prebidtica e analises de citotoxicidade em linhagem de fibroblastos 3T3

2.2.2.5.1 Avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos

Para analisar o potencial antioxidante das amostras foram realizados tanto o
teste de captura dos radicais ABTS++, quanto dos radicais DPPHe.. Para os radicais
ABTS-+, foram usadas as concentracdes de 250; 220; 200; 170; 150; 120; 100; 70 e
50 pug.mL™" para os extratos, os quais foram diluidos em solugdo tampao fosfato 10
mM (pH=7,4). Para a reagédo com as amostras, foram preparadas solugdes de ABTS
7 mM e persulfato de potassio 140 mM, e misturadas em frasco ambar 12 horas antes
do teste, para a formagao dos radicais ABTS<+ (mudanca de coloracéo de verde para
azul escuro). Apés as 12 horas, foi feita a diluicdo da mistura da reagao, para um
volume total de 100 mL, com tampé&o fosfato 10 mM (pH=7,4). Foram feitos controle
positivo (somente a solugdo de ABTS) e negativo (somente tampéao fosfato 10 mM)
para fins comparativos, assim como a presenga das amostras com e sem exposigao
aos radicais ABTSe+. Todo o teste foi realizado ao abrigo de luz e foi utilizado
espectrofotdbmetro com leitor de microplacas (BIOTEK, modelo Synergy H1 Hybrid
Reader), com software Gen5.2, com comprimento de onda de A=734 nm, para a leitura
dos valores de absorbancia. Como padrao, para fins comparativos, foi utilizada a
quercetina nas concentragdes 16; 8; 4; 1,6; 0,8; 0,4; 0,16; 0,08 e 0,04 ug.mL" e o teste
foi realizado em ftriplicata para cada uma das concentragdes das amostras citadas
acima.

Ja para os radicais DPPH«, foram usadas as concentragdes 5000; 4400; 4000;
3400; 3000; 2400; 2000; 1400 e 1000 ug.mL-"! para os extratos, os quais foram diluidos

em alcool etilico absoluto. Para a reacdo com as amostras, foi preparada a solucéo
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de DPPH 120 uM em etanol absoluto. Foram feitos controle positivo (somente a
solugao de DPPH) e negativo (somente alcool etilico absoluto) para fins comparativos,
assim como a presenga das amostras com e sem exposigao aos radicais DPPH-. Todo
o teste foi realizado ao abrigo de luz e foi utilizado espectrofotémetro com leitor de
microplacas, com comprimento de onda de A=531 nm, para a leitura dos valores de
absorbancia. Como padrao, para fins comparativos, foi utilizada a quercetina nas
concentragbes 16; 8; 4; 1,6; 0,8; 0,4; 0,16; 0,08 e 0,04 ug.mL™" e o teste foi realizado

em triplicata para cada uma das concentragdes das amostras citadas acima.

2.2.2.5.2 Avaliagéo da citotoxicidade dos extratos

Para a avaliacao da citotoxicidade, foram usados somente EBMP e EBMC e
a linhagem celular para esse estudo foi a 3T3 (fibroblastos de camundongos). Foram
usados dois métodos para avaliacdo da citotoxicidade, o MTT e vermelho neutro, e
foram avaliados dois tempos de exposicao para cada uma das amostras e nos dois
meétodos, que correspondem a 24 horas e 48 horas. As concentracdes dos extratos
testados, tanto para o MTT, quanto para o vermelho neutro, foram 10; 5; 1; 0,5; 0,25;
0,125; 0,075; 0,050; 0,025 e 0,015 mg.mL"". As células foram cultivadas em meio
DMEM, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 34 mmol.L"' de bicarbonato de
sadio e antibiotico (penicilina 10000 Ul.mL™" e estreptomicina 10 mg.mL") e mantidas
a 37° C em estufa umidificada com 5% de CO2 (SANYO, modelo MCO-19AIC,
Moriguchi, Osaka, Japao). A concentragao de células usada nos testes foi de 0,20 x
10° células/pogo, em placas de 96 pogos. Foi usado somente o meio de cultivo como
controle negativo. Para o teste do MTT, as células, apds a exposi¢céo aos extratos,
foram colocadas em contato com 100 pL da solugdo de MTT 0,5 mg.mL-"! por 1 hora
a 37 °C, em estufa com 5% de CO2. Apds 1 hora, a solugao de MTT foi retirada, sendo
adicionado 100 uL de dimetilsulféxido para a solubilizagdo dos cristais de formazan,
formados pelas células viaveis. A leitura dos valores de absorbancia foi feita no
comprimento de onda A=570 nm e o teste foi realizado em octoplicata para cada uma
das amostras.

No teste com o uso do corante vermelho neutro seguiu-se o protocolo
estabelecido por Repetto; Del Peso e Zurita (2008), com algumas modificagdes.

Primeiramente foi preparada a solugao de vermelho neutro na concentragao 40 pg.mL-
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' e 0 volume desse corante adicionado as células, apds exposigdo com as amostras,
foi de 100 pyL. O periodo de exposicdo das células ao corante, para permitir a
incorporagao do vermelho neutro no interior das células, foi de 3 horas a 37 °C, em
estufa com 5% de CO.. Apds as 3 horas, o corante foi retirado e foi adicionado 150 pL
da solugéo descorante de vermelho neutro (10 mL de agua purificada, 10 mL de etanol
96% e 200 uL de acido acético glacial). As placas foram agitadas cuidadosamente por
10 minutos a temperatura ambiente, para garantir a homogeneidade do corante nos
pocos das placas. A leitura dos valores de absorbancia foi feita em comprimento de

onda A=540 nm e o teste foi realizado em octoplicata para cada uma das amostras.

2.2.2.5.3 Avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos

A avaliagdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo. Para esse teste, foram usados somente EBMP e EBMC e
foram usadas as cepas de bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e o fungo Candida
albicans ATCC 1023. Para as bactérias, o meio de escolha foi caldo Mueller-Hinton e
para o fungo o caldo Mueller-Hinton, com 2% de glicose. As concentragdes de extratos
testadas foram 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,0312 mg.mL"". Em tubos com volume
de 1 mL, foi adicionado 50uL da suspensdo microbiana padrdo 0,5 da escala de
MacFarland (1x108 UFC.mL"), diluida 1:10. O teste foi feito em ftriplicata, com
controles positivo e negativo de crescimento do microrganismo. Apds periodo de
incubacao de 24 horas a 35°C foram transferidos 200 uL dos tubos para as placas de
96 pocgos e trés leituras da densidade 6ptica (DO) foram feitas, em comprimento de
onda A=630nm, no espectrofotbmetro com leitor de microplacas de multidetecgéo

hibrida Synergy™H1, com software Gen5.2.

2.2.2.5.4 Avaliagédo da inibigdo da formagéo de biofilme

O teste foi realizado em ftriplicata, através da técnica da microplaca corada
com cristal violeta 0,5%, adaptada de Stepanovic et al. (2000). Para isso, foi usado
somente o microrganismo Staphylococcus aureus ATCC 25923, pois os demais, que

foram usados para atividade antimicrobiana, ndo produziram biofilme. As solugdes
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com os extratos foram preparadas na concentragdo de 4000 yg.mL'. Na placa de
microtitulagao, foi adicionado 20 pL da suspensao bacteriana no padrao 0,5 da escala
de MacFarland (1 x 108 UFC.mL") e em seguida a placa foi incubada a 35 °C por 1
hora, para o inicio da formacgao de biofilme, em seguida foi adicionado 200 pL do caldo
Mueller-Hinton com os extratos de bagac¢o de malte. Apds o periodo de incubagéo a
35°C por 24 horas foi feita a lavagem da placa com salina estéril e em sequéncia a
adicado de 200 pL de metanol por 20 minutos para fixacao do biofilme. Apds a retirada
do metanol, 200 pL do corante violeta de genciana a 0,5% foi colocado nos pogos das
placas e apds 15 minutos em contato com o corante, as placas foram novamente
lavadas com salina estéril e em seguida, foi adicionado 200 pL de etanol absoluto. O
teste foi realizado em triplicata e os resultados foram demonstrados através de fotos
das placas, uma vez que nao houve inibicao do biofilme, ndo sendo possivel calcular

a densidade optica.

2.2.2.5.5 Avaliagdo da atividade prebiética do extrato Pilsen (EBMP)

Na analise da atividade prebidtica, o microrganismo utilizado foi Lactobacillus
acidophilus e o meio de cultivo, necessario para o crescimento da bactéria, foi o caldo
MRS. Seguiu-se o método descrito por Bonifacio-Lopes et al. (2023), com
modificagdes. O controle positivo foi o caldo MRS completo, com a adicdo da fonte de
carbono (glicose) e a presenga da bactéria, ja no controle negativo foi feita a adigao
somente do extrato Pilsen (EBMP) no caldo sem glicose e sem a adicdo do
microrganismo. Nos frascos em que foram adicionados o extrato junto com a bactéria,
foi usado o caldo MRS sem glicose, sendo a glicose substituida pela amostra. Todos
os frascos foram mantidos sob agitagao de 200 rpm em shaker (KUHNER, modelo LT-
X, Birsfelden, Basel, Suica), com temperatura controlada de 37 °C. Foi feita a curva
de crescimento, com o valor de densidade 6tica (DO) inicial de 0,05 (ajustada a partir
de um pré-indculo), e os valores subsequentes da DO foram obtidos a partir de
leituras, feitas em triplicata, a cada hora por um periodo total de 18 horas, que foi o
tempo em que a bactéria Lactobacillus acidophilus atingiu a fase estacionaria. As
concentragbes do EBMP avaliadas foram 1%; 1,5% e 2% (%, v/v). Os valores de DO
foram obtidos por meio de espectrofotémetro (VWR, modelo UV-1600PC, Pensilvania,

Estados Unidos) com comprimento de onda A=600 nm.
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2.2.2.6 Desenvolvimento e validacido de método analitico para identificacdo e
quantificacdo de compostos fendlicos no extrato de bagag¢o de malte por UHPLC-
DAD

Para o desenvolvimento do método analitico, foi usado como referéncia o
trabalho de Becker; Stegmudller e Richling (2022), porém foram feitas modificagbes. O
equipamento utilizado durante o desenvolvimento e validagao de método analitico foi
o cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia (SHIMADZU, modelo Nexera-i LD-2040C,
Quito, Japao), com software LabSolutions Lite.

Os parametros estabelecidos no desenvolvimento do método analitico estdao

descritos na Tabela 1.

TABELA 1 — Parametros cromatograficos usados para avaliagdo do perfil de compostos fendlicos no
extrato de bagago de malte

Parametros avaliados Descricao
Deteccéo UV (A =280 nm e A =320 nm)
Fluxo 0,60 mL.min™"
Coluna Phenomenex, Synergi 4u Polar-RP 80
A C15 (250 mm x 4,6 mm)
Temperatura 30 °C

Fase A: agua purificada com 0,2% (%,
Fase movel v.v'") de acido férmico
Fase B: Acetonitrila com 0,2% (%, v.v°
") de acido férmico

Volume de injegdo 10 uL
Tempo de analise 21 min
Gradiente
0-15 minutos — 20-70% concentracao
Modo de Fase B

15-15,01 minutos: 70-100%
concentracido de Fase B
15,01-21 minutos: 100-20%
concentracio de Fase B

Fonte: A autora

Primeiramente, foi necessario fazer o preparo do EBMP, utilizando hexano
(extrato de bagago de malte: hexano, proporg¢ao 1:1, v/v) para a retirada do excesso
de gordura presente na amostra, uma vez que mesmo realizando a diluicdo em

metanol, a amostra continuou turva, impossibilitando a sua inje¢ao no equipamento.
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Com o hexano foi realizada a microextragao liquido-liquido, com duas partigdes,
sendo feita a centrifugacao em ultracentrifuga (HERMLE, modelo Z326K, Alemanha)
a 14000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, 500 uL do extrato foi diluido em 1500 yL de metanol puro, e 1000
ML desta fragdo com metanol foi adicionada em 1000 uL da mistura metanol:agua
(50:50, v/v), sendo 40 yL.mL-' a concentragéo final de extrato usada na andlise. A
amostra foi entao filtrada, com auxilio de seringa e filtro de nylon de 0,22 uym, para vial
de 2 mL para leitura em equipamento, sendo feito primeiro o gradiente exploratorio,
para depois estabelecer as condicdes adequadas para obtencdo de um pico.

Para a validagao do método desenvolvido anteriormente, seguiu-se todas as
recomendagdes da RDC n° 166 de 24 de julho de 2017 (Brasil, 2017) e da The
International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2022), sendo usado somente o padréao de
acido galico, pois foi observado que este foi 0 composto majoritario encontrado no
extrato. Foi testado também o padrdo de acido ferulico, porém como nao foi
encontrado o seu respectivo pico no cromatograma do EBMP, este acido nao foi
utilizado na validacéo. Os parametros avaliados foram linearidade, limites de deteccao
e de quantificagao, exatidao, precisao e robustez. Também foi realizado um estudo de
estabilidade do acido galico em solugao a cada 7 dias por um periodo de 21 dias, com
e sem exposicao a luz.

Para a linearidade, foi preparado solugdo estoque de acido galico na
concentragdo de 200 pg.mL' e em seguida foram feitas as diluigbes nas
concentragdes 2; 5; 10; 15 e 20 ug.mL-", para a construgio das trés curvas analiticas.
A equacado da reta e o coeficiente de correlagdo ® foram obtidos. A anadlise de
regressao linear ocorreu pelo método dos minimos quadrados e o coeficiente angular
foi testado por Analise de Variancia (ANOVA), com p < 0,05.

Para determinacéo dos limites de detecc¢do (LD) e quantificagdo (LQ), foram
feitos os calculos a partir da razédo entre o desvio padrao dos coeficientes lineares (o)
e a média dos coeficientes angulares das curvas (IC), utilizando fatores

multiplicadores sugeridos pela ICH (2005), conforme as Equagdes 1 e 2.

3,3.2
LD =" (1)
IC
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LQ=— (2)

Para a repetibilidade ou precisao intradia, foram feitas seis leituras no periodo
da manha e seis leituras no periodo da tarde, do padrao de acido galico na
concentragéo de 10 ug.mL"", no mesmo dia, usando as mesmas condigbes de analise,
mesmo analista e mesmo equipamento. O resultado foi expresso em coeficiente de
variagao, calculado pela razdo entre o desvio padrdo e a concentragdo média

determinada (CMD), conforme a Equagao 3 abaixo.

Cv= (%) x 100 (3)

A precisdo intermediaria ou inter-dia foi realizada com doze repetigdes,
utilizando o padrdo na concentragédo de 10 ug.mL™', em dois dias diferentes, com as
mesmas condi¢gdes de analise, mesmo equipamento e mesmo operador. Em seguida,
foi calculado o coeficiente de variacao inter-dia, utilizando a Equacado 3. A analise
estatistica dos resultados foi realizada por Teste-t com p < 0,05.

Para a exatidao, foi utilizado o método de recuperacdo com adi¢cédo de padrao.
Para isso, foram preparadas as solugbes estoque de acido galico (200 ug.mL™"),
adicionando 2 mg, 3 mg e 6 mg do acido galico nas solugdes, resultando nas
concentragdes de 400, 500 e 800 yg.mL™". A partir dessas concentragdes foi feita a
diluigdo para 10 ug.mL™', que esta dentro do intervalo da curva analitica de acido
galico, para a leitura no equipamento. As solugdes foram preparadas em triplicata e
0s resultados expressos como porcentagem de recuperagao, a partir da Equagao 4,

onde CME ¢é a concentracdo média experimental e CT a concentragao teorica.

Recuperacdo (%) = % X100 (4)

Na avaliacdo da robustez, solugdes de acido galico na concentragao 10
ug.mL-' foram submetidas a diferentes condi¢des de fluxo da fase moével, temperatura

da coluna analitica e temperatura da amostra. O fluxo foi modificado de 0,600 mL.min"
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" para 0,605 mL.minuto'. A temperatura da coluna analitica foi alterada de 30 °C para
25 °C. A temperatura da amostra variou de 15 °C para 20 °C. Os resultados dos
parametros foram analisados por meio do coeficiente de variagdo e comparados com
os valores obtidos em condi¢des padrao. A significancia dos resultados foi verificada
por ANOVA com pés-teste de Tukey com p < 0,05.

Para o estudo de estabilidade, foram preparadas solugdes de acido galico na
concentragéo 10 yg.mL', sendo uma filtrada em vial de vidro &mbar e outra em vial
transparente (com e sem exposigao a luz). Foram feitas as leituras, em triplicata, das
solugdes no dia 0, dia 7, dia 14 e dia 21. A significancia dos resultados foi verificada

por ANOVA com pés-teste de Tukey com p < 0,05.

2.2.2.7 Analise estatistica

Os valores experimentais foram expressos em médias + desvio padrdo. Os
dados resultantes das analises foram avaliados pelos softwares GraphPad Prism
versédo 9.0 e Statistica versdo 10.0. A analise de variancia (ANOVA) one-way com
pos-teste de Tukey, com multiplas comparagdes, foi usada para comparagdes
estatisticas entre as amostras, assim como analise de residuos, falta de ajuste e Teste
T de Student.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Preparo dos Diferentes Tipos de Bagagos de Malte

Os bagacos de malte foram fornecidos umidos pela Koch Cervejaria, porém
devido ao problema de contaminagdo por microrganismos, estes materiais foram
secos em estufa logo em seguida. Para a padronizagdo nas anadlises de
caracterizagao foi necessaria ainda a etapa de uniformizagao (tamis granulométrico
30 mesh) do tamanho de particulas (~ 0,59 mm), sendo todas essas etapas

demonstradas na Figura 13.
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FIGURA 13 — Bagago de malte umido (A), seco (B) e triturado e tamisado (C)
—— ~

Fonte: A autora

2.3.2 Composicao Centesimal dos Bagagos de Malte

A Tabela 2 descreve os dados obtidos para umidade, cinzas, lipideos e
proteinas para cada um dos bagacos de malte avaliados. Em relagdo a umidade, o
BMP + C foi o que apresentou o maior valor (12,73 + 0,25%) quando comparado aos
demais. J&4 em relagdo ao teor de lipideos, somente BMP apresentou diferenca
significativa em relagdo aos demais bagacgos, com o valor de 11,04 + 0,12%. O teor
de proteinas e fibra bruta, as amostras BMC e BMP, respectivamente, apresentaram
valores maiores (21,87 + 0,05% e 24,57 + 0,07%, respectivamente) quando
comparados aos demais. Os componentes presentes em maiores quantidades nos
bagacos de malte sdo as proteinas e fibras. O bagaco de malte é constituido pela
casca, pericarpo e semente, que sao ricos em celulose e lignina (fibras), além de
proteinas e lipidios. E na casca também que estdo presentes a silica e a maior parte
dos compostos fendlicos do grao de cevada. Portanto, considerando um material com
potencial antioxidante, pela presenga de compostos fendlicos, € importante que haja
uma quantidade consideravel de fibras em sua composi¢ao (Almeida et al., 2017).

A variagdo na composig¢ao centesimal de cada um dos bagacos de malte,
especialmente nas proteinas e fibra bruta, pode estar relacionada a diferentes
condi¢cbes de processo para obtencdo de cada tipo de malte, aos cereais usados e
suas respectivas proporgcdes e também a época de colheita e condicbes de

crescimento da cevada (Bonifacio-Lopes et al., 2020).
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TABELA 2 - Composigéo centesimal dos diferentes tipos de bagagos de malte avaliados

Analises BMP BMP + PA BMC BMP + C
Umidade (%) 8,78 + 0,26° 3,71+0,17° 3,99 + 0,15 12,73 £ 0,25°
Cinzas (%) 2,26 + 0,60° 2,62 + 0,25 2,41 £ 0,28° 2,87 +1,37°
Lipideos (%) 11,04 £ 0,122 7,57 £0,21° 8,04 + 0,79 8,29 + 0,30°
Proteinas (%) 14,89 + 0,332 20,57 + 0,14° 21,87 + 0,05° 17,84 £ 0,159
Fibra bruta (%) 24,57 + 0,072 15,19 + 0,22° 16,89 + 0,16° 14,56 + 0,03

Fonte: A autora

Notas: BMP: extrato Pilsen; BMP + PA: extrato Pilsen + Pale Ale; BMC: extrato Centeio + Golden + Pale
Ale + Caraaroma; BMP + C: extrato Pilsen + Carared + Carapils + Caramunich + Caraaroma. Os dados
estdo expressos em média * desvio padrao (n=3). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p<0,05).

Apos a secagem em estufa, foi possivel perceber a redugdo da umidade do
material, preservando os bagacos de malte da contaminag&o microbiana e prolongar
o tempo de uso.

A proteina é altamente concentrada no bagago de malte, porque a maior parte
do amido do malte é removida durante a mosturagao (Mussatto; Dragone; Roberto,
2006). Os valores obtidos para proteinas foram semelhantes aos de outros autores,
como para Arauzo; Olszewski e Kruse (2018), que obtiveram 29,3%, Bucci et al.
(2020) com 23%, Castro; Colpini (2021) com 18,14 £ 0,25%, Cheratriu; Dabija (2020)
na faixa de 15-30%, Mendes et al. (2019), com 14,7 + 1,3%, Rojas-Chamorro et al.
(2018) com 21,2 £ 0,22% e Saraiva et al. (2019) com 23,48 + 0,63%.

Os dados obtidos em relacédo as cinzas também foram semelhantes aos do
presente trabalho, Bucci et al. (2020) com 2,5%, Castro; Colpini (2021) com 2,34 +
0,07%, Cheratriu; Dabija (2020) na faixa de 2-5%, Mendes et al. (2019), com 2,5 *
0,1% e Rojas-Chamorro et al. (2018) com 2,28 + 0,05%.

Em relagao ao teor de lipideos, os valores encontrados na literatura, que estao
préximos aos encontrados para os diferentes tipos de bagagos de malte avaliados,
foram dos trabalhos de Bucci et al. (2020) com 8%, Bonifacio-Lopes et al. (2022) com
6,35 £ 0,20%, Cheratriu; Dabija (2020) na faixa de 3-10%, Rojas-Chamorro et al.
(2018) com valor de 8,61 £ 0,47% e Saraiva et al. (2019) com 6,31 = 0,64%.
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Ja para a fibra bruta, foi quantificada com o valor de 38% por Bucci et al.
(2020) e 19,62 + 0,36% por Saraiva et al. (2019). Muitos autores ainda especificam o
teor especifico de cada fibra encontrada no bagago de malte, como celulose,
hemicelulose e lignina, porém no presente trabalho foi possivel somente a

quantificacado das fibras brutas totais.

2.3.3 Obtencéao dos Extratos a partir dos Bagagos de Malte

As porcdes hidroalcodlica e cetdnica obtidas pelos processos de extragao de
maceracgao e extragcdo em Soxhlet respectivamente, podem ser visualizadas na Figura
14. Os extratos obtidos em ambos o0s processos, apresentaram coloragao amarela,
mais escura na maceracao devido ao contato direto do solvente com uma quantidade
de bagacgo de malte usada maior (20g) quando comparada a quantidade utilizada na
extragcdo em Soxhlet (2,59 do bagaco reaproveitado). Apds a evaporacao rotativa, as
fragOes hidroalcodlica e cetbnica foram unidas em um unico extrato, com o objetivo
de aumentar a concentracdo de compostos fendlicos, uma vez que mesmo apés os 7
dias de maceracgao, existe a possibilidade de nao ter ocorrido a extragao de alguns
compostos fendlicos, principalmente os que apresentam caracteristica mais apolar.
FIGURA 14 - Processos de extragdo: maceragdo demonstrada em (A) com o macerado e (B) com o

filtrado apos os 7 dias, e extracdo em Soxhlet em (C) juntamente com a evaporagao rotativa dos
extratos em (D)

Fonte: A autora
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A presenga da agua nos extratos, juntamente com o etanol no processo de
maceragao, podem aumentar a permeabilidade do tecido celular do bagago de malte,
permitindo uma maior transferéncia dos compostos fendlicos por difusdo molecular,
melhorando assim a extracdo desses componentes (Almeida et al., 2017).

Os extratos obtidos foram armazenados em frascos de vidro ambar, em
geladeira, para evitar a oxidagao e degradacao dos compostos fendlicos, os quais séo

fotossensiveis e sensiveis ao oxigénio (Spinelli; Conte; Del Nobile, 2016).

2.3.4 Caracterizacao dos Extratos

2.3.4.1 Analise térmica dos extratos

Por meio da analise das curvas de termogravimetria (TGA) e termogravimetria
derivada (dTG) dos extratos apresentadas na Figura 15, foi possivel observar perfis
semelhantes para os quatro extratos testados, sendo demonstrada perda mais intensa
da massa dos extratos a partir de 100 °C, temperatura em que ja inicia a degradagao

dos compostos fendlicos.

FIGURA 15 — Curvas de TGA (A) e dTG (B) dos diferentes extratos testados
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Fonte: A autora

Foi possivel observar trés eventos térmicos nos termogramas dos extratos de
bagaco de malte, que correspondem a: 1) 50-105 °C — eliminagcdo da agua (umidade),
2) 100-200 °C — os picos estdo relacionados ao processo de decomposicdo dos

diferentes compostos fendlicos presentes nas amostras, 3) 250-375 °C — degradagéo
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de compostos organicos, gorduras, ceras, alcaloides e glicosideos (Abdel-Aty et al.,
2023; Castro; Colpini, 2021; de Lima Marsiglia et al., 2023) .

Na analise de DSC, demonstrada na Figura 16, é possivel observar a
presenca de picos endotérmicos na faixa de temperatura de 100-160 °C, o que pode
confirmar a degradagao dos compostos fendlicos, ja visualizada nas curvas de TGA e
dTG dos extratos.

FIGURA 16 — Curvas de DSC dos diferentes extratos testados

EBMP + C

EBMP + PA

Fluxo de calor (u.a.)

50 100 750 200 750 300
Temperatura (°C)

Fonte: A autora

Para o EBMP + PA, os picos endotérmicos, relacionados a degradagao dos
compostos fenodlicos presentes no extrato ja iniciaram na temperatura de 110 °C,
enquanto para os demais extratos, pode-se observar que a degradagdo e a
consequente perda de massa iniciam-se proximo a 132 °C. Nessas temperaturas, a
evaporagao da agua é responsavel pela presenga dos picos endotérmicos. A segunda
etapa de degradacéo inicia-se em temperatura ~ 150 °C, em que ocorre a degradagéo
dos compostos fendlicos da amostra. Os resultados obtidos foram proximos aos dos
extratos de fendlicos das folhas e goma de Ferula asafoetida, em que houve a
formacédo de picos endotérmicos nas temperaturas de 100, 117, 132 e 164 °C
(Niazmand; Razavizadeh, 2021), e essa diferenca deve-se a espécies vegetais
distintas, diferenciando em suas composi¢des quimicas, bem como no cultivo e na
regiao demografica.

Portanto, a temperatura recomendada de exposigdo dos extratos de bagaco
de malte, sem que haja degradagédo dos compostos fendlicos e a consequente perda

de atividade desses compostos, é inferior a 100 °C. Esta temperatura garante a
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integridade da estrutura dos compostos fendlicos, mantendo suas atividades

antioxidante e prebidtica.

2.3.4.2 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) dos extratos

Em relagéo aos espectros de FTIR dos extratos, demonstrados na Figura 17,
foi possivel observar em todos os espectros a presenga da banda (1033 cm™) e a
banda em 1658 cm™', com excegcdo do extrato EBMP devido a diferenca de
composigado que os extratos de bagago de malte podem apresentar. Em 1658 cm’, ha
vibragao de estiramento de grupos carbonila (C=0) e em 1033 cm' esta relacionado
ao agrupamento C-O-C (ladecola et al., 2022). Outras bandas que sao visualizadas e
podem estar relacionadas aos compostos fendlicos que estdo presentes no extratos,
como em 3300 cm, que esta relacionado ao estiramento dos grupos O-H e em 2923

cm-' refere-se ao estiramento de grupos C-H (Ogawa; Sato, 2016).

FIGURA 17 — Espectros de FTIR dos diferentes extratos testados
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Fonte: A autora
Os quatro extratos avaliados nessa analise apresentaram espectros muito

semelhantes, indicando a possivel semelhanca nas suas composi¢oes relacionadas

aos tipos de compostos fendlicos extraidos para cada tipo de bagago de malte.
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2.3.5 Testes para Avaliacao In Vitro de Atividade Antioxidante, Antimicrobiana e
Prebidtica e Analises de Citotoxicidade em Linhagem de Fibroblastos 3T3

2.3.5.1 Determinacéao do teor de compostos fendlicos e flavonoides totais, e
avaliagao da atividade antioxidante por ABTS<+ e DPPH-

Para a determinacdo do teor de fendlicos e flavonoides foi necessaria a
construcao de curvas padrao do acido galico e da quercetina com as equagdes da

reta, respectivamente, como mostrado na Figura 18.

FIGURA 18 - Curvas padrdes do acido galico (A) e quercetina (B)
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Fonte: A autora

Na Tabela 3 foi possivel observar que o extrato com maior teor de compostos
fendlicos foi o EBMC (4,28 + 0,14 mg EAG.g™"), seguido do EBMP (2,82 + 0,03 mg
EAG.g™"). Ja o teor de flavonoides totais, como foi realizado posteriormente, quando
os dois extratos (EBMC e EBMP) ja haviam sido selecionados, s6 foi realizado de
ambos, sendo que o EBMP apresentou maior teor de flavonoides (1,00 £ 0,11 mg.g
1), quando comparado ao EBMC. A concentragdes de compostos fendlicos no bagaco
de malte pode variar de 0,14 a 13,23 mg EAG.g' de bagago de malte, dependendo
do tipo de cevada, pré-tratamento e método de extragcéo (Zago et al., 2022).

Os valores obtidos na quantificagdo do teor de compostos fendlicos totais em
bagacos de malte foram comparados com os valores obtidos por outros autores, como
Almeida et al. (2017) com 3,80 mg.kg™, Lech; Labus (2022) com 1,7 mg.kg™' de bagaco
de malte e Zuorro; lannone e Lavecchia (2019) com 4,126 mg EAG.g" e nesse caso
utilizando apenas a acetona como solvente de extragcado. Ja Almendinger; Rohn e

Pleissner (2020) demonstraram que ha diferenga entre a concentragao de compostos
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fendlicos em bagagos de malte mais escuros (5,1 mg GAE.g™! de bagaco de malte) e
mais claros (1,8 mg GAE.g™! de bagaco de malte), como discutido anteriormente.

A pré-selecao dos extratos foi realizada mediante as analises do teor de
fendlicos e da atividade antioxidante por ABTS++ e DPPHe. Para os radicais ABTSe+,
o extrato com maior poder de inibigdo, ou seja, menor IC50 (174,80 + 4,90 ug.mL™")
quando comparado aos demais foi o EBMC.

Ja para os radicais DPPHe, a maior inibicao foi realizada pelo EBMP com
valor de IC50 correspondente a 4276,70 + 32 ug.mL™". O resultado foi semelhante ao
que foi obtido por Almeida et al. (2017), em que também obteve valor alto de IC50
para os radicais DPPH- (6630 *+ 90 ug.mL-") indicando que os compostos fendlicos
presentes no extrato de bagaco de malte apresentam uma baixa inibi¢ao dos radicais
DPPHs.

TABELA 3 - Teor de compostos fendlicos e flavonoides totais, e inibicdo dos radicais ABTS<+ e DPPH-
pelos extratos

Teor de fendlicos Teor de

Amostras totais (mg flavonoides ABTSe+ (IC50 DPPH-
EAG.g" de totais (mg.g™ pg.mL") (1IC50

extrato) de extrato) pg.mL")

EBMP 2,82 +0,032 1,00 £ 0,112 240,10 + 1,602 4276,70 +

322

EBMP + PA 0,55+ 0,01° - >250° >5000°
EBMC 4,28 + 0,14°¢ 0,11 £0,01° 174,80 + 4,90° >5000°
EBMP + C 1,13 £ 0,02¢ - 220,10 + 3,40¢ >5000°

Fonte: A autora

Notas: EBMP: extrato Pilsen; EBMP + PA: extrato Pilsen + Pale Ale; EBMC: extrato Centeio + Golden
+ Pale Ale + Caraaroma; EBMP + C: extrato Pilsen + Carared + Carapils + Caramunich + Caraaroma.
Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=3). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p<0,05).

O padrao utilizado para comparagao foi a quercetina, a qual apresentou
valores de IC50 de 3,50 + 0,17 ug.mL"" para inibigdo de ABTS++ e 8,52 + 0,20 ug.mL"
' para inibicgo de DPPHe, portanto com potencial antioxidante maior quando
comparado aos extratos de bagagos de malte. Considerando que a quercetina foi
usada de forma pura e que ja tem atividade antioxidante bem consolidada, e que o

bagaco de malte € um residuo da industria cervejeira, ja é esperado que a atividade
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antioxidante seja menor do extrato. Porém, devido a sustentabilidade, a grande
quantidade que é produzido (em toneladas) e ao baixo custo do bagag¢o de malte,
quando comparado a quercetina, que é fornecida em quantidades menores por um
preco razoavelmente alto, considera-se vantajoso o uso do bagagco de malte na
aplicacao antioxidante. Além disso, o valor de IC50 para ABTSe++ para o extrato de
bagaco de malte foi significativamente menor do que quando comparado ao DPPHe.

Na etapa de mosturagcdo da produgao cervejeira, quando ocorre a inativagao
das enzimas a 78 °C, ja pode ocorrer a redu¢cdo na quantidade de polifendis. Os
processos como oxidagao, degradagao e formagao de complexos dos polifendis com
proteinas também podem ocasionar uma diminuigdo (Almendinger; Rohn; Pleissner,
2020).

Geralmente o bagaco de malte de coloragdo mais escura apresenta valores
mais elevados de compostos fendlicos totais quando comparado ao bagago de malte
de coloragao mais clara, devido a presenca de melanoidinas de alto peso molecular,
que s&o provenientes da reac&o de Maillard, em que ocorre a degradagéo de agucares
e aminoacidos. As melanoidinas também podem reagir com o reagente Folin-
Ciocalteau e assim levar um valor de compostos fendlicos totais mais elevado (Birsan
et al., 2019). O BMC mostrou-se com uma coloragao mais escura quando comparado
ao BMP e a maior intensidade da cor pode ter relagdo com a maior concentragao de
melanoidinas, interferindo na reacdo de Folin-Ciocalteau e resultando em maior
concentracdo de compostos fendlicos, porém mais estudos seriam necessarios para
essa afirmacao.

Em relagdo ao teor de flavonoides totais, Almeida et al. (2017) obtiveram o
valor de 1,49 + 0,09 mg.g”' de bagago de malte, semelhante ao que foi observado
para o extrato BMP no trabalho. Ja no trabalho de Meneses et al. (2013), utilizando
apenas a acetona como solvente de extracao, a concentracao de flavonoides ficou na
faixa de 0,51 a 2,12 mg.g"' de bagago de malte, dependendo da concentragdo de
acetona usada na extracéo (20-100%, v/v).

No presente trabalho, a inibigao foi maior para os radicais ABTS<+ do que para
os radicais DPPH-« para os quatro tipos de extratos de bagagos de malte avaliados. O
radical DPPH reage preferencialmente com polifendis de alta massa molecular, como
flavonoides ou taninos, mas ndao com acidos fendlicos de baixa massa molecular,
como com os acidos hidroxicinamicos presentes no bagago de malte, que reagem

melhor com os radicais ABTS, por isso ha diferenca nas concentragdes usadas em
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ambos os testes antioxidantes (Almendinger; Rohn; Pleissner, 2020). Além disso, séo
usados mecanismos diferentes por parte das substancias antioxidantes para a
reducao e inibicdo dos radicais, sendo que para os radicais ABTS, ocorre a recepcgao
de elétrons e para DPPH, ocorre recepg¢éao de proton (Almeida et al., 2017).

Devido as diferencas relacionadas as composi¢des dos diferentes bagagos de
malte avaliados, houve variacdo na concentracdo de compostos fendlicos e
consequentemente na atividade antioxidante. Como os polifendis predominantes no
bagaco de malte sdo os acidos hidroxicindmicos, e estes reagem preferencialmente
com os radicais ABTSe+, pode-se concluir que o método de ABTS+e+ € o mais
adequado e fidedigno nos resultados para avaliagao da atividade antioxidante, do que
quando comparado ao DPPH.

Neste trabalho, foram testados apenas os métodos de captura dos radicais
ABTS<+ e DPPH?- para avaliacao da atividade antioxidante, que sao os métodos mais
comuns. Porém, existem outros testes que também podem ser usados, como 0 ORAC,
em que consiste no sequestro de radicais peroxila, utilizando AAPH (2,2'-azobis-2-
metil-propanimidamida) como sendo uma substancia que induz a formagdo dos
radicais e vermelho de catecol (PGR), ficoeritrina (B-PE) e fluoresceina (FL) como
moléculas-alvo, que reagem com radicais peroxila, reduzindo a fluorescéncia.
Também existem métodos em que ocorrem reagdes, levando a alteracado da valéncia
de ions metalicos, como os ions de ferro e cobre. Estas incluem o poder antioxidante
redutor de ions férricos (FRAP), de ferricianeto de potassio (PFRAC), de tiocianato
férrico (FTC) e cuprica (CUPRAC). Ainda existem ensaios de atividade antioxidante
realizados em células, em que avaliagao ocorre por meio do numero de produtos ou
enzimas relevantes, que compdem o sistema de estresse oxidativo. O mais comum
entre esses engloba a determinagao de espécies reativas de oxigénio usando sondas
como DCFH-DA (diacetato de 2,7-diclorodi-hidrofluoresceina), DHR (di-
hidrorodamina) e DHE (di-hidroetidio) (Chen et al., 2023b).

2.3.5.2 Avaliacao da citotoxicidade dos extratos

Por meio da analise dos graficos de viabilidade celular de EBMP e EBMC, nas
Figuras 19, 20, 21 e 22, foi possivel observar que tanto na metodologia do MTT, quanto

na captagao do corante vermelho neutro, e nos dois periodos avaliados (24 horas e
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48 horas) houve uma maior citotoxicidade (viabilidade celular < 50%) somente na
maxima concentragao testada (10 mg.mL"') do EBMC e nas concentragdes 5 mg.mL"
e 10 mg.mL"" para o EBMP. Nas concentragdes iguais ou inferiores a 1 mg.mL"" de
ambos os extratos, a viabilidade celular foi semelhante ao Controle, sendo, portanto,
estabelecido o limite maximo da concentragdo dos extratos para uso seguro em
produtos cosméticos antienvelhecimento, em que pode haver a permeacao até a
camada dérmica da pele, sem ocasionar a morte celular de fibroblastos.

FIGURA 19 - Viabilidade celular frente a exposicdo ao EBMC, em diferentes concentragdes, em 24h
(A) e 48h (B), pelo método do MTT
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Fonte: A autora

Notas: Efeito do EBMC sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3. As células foram tratadas pelos periodos
de 24h e 48h e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redugdo do MTT. As concentragdes
testadas (0,015; 0,025; 0,05; 0,075; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 5 e 10) estdo em mg.mL"'. Como controle
negativo (Controle), empregou-se apenas o veiculo utilizado para diluir as amostras. Os resultados
estdo expressos como média + EPM (n=8). Letras diferentes do Controle indicam diferenga significativa
entre a concentragdo da amostra e o controle (ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey, p<0,05).

FIGURA 20 - Viabilidade celular frente a exposicdo ao EBMP, em diferentes concentragdes, em 24h
(A) e 48h (B), pelo método do MTT
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Notas: Efeito do EBMP sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3. As células foram tratadas pelos periodos
de 24h e 48h e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redugao do MTT. As concentragdes
testadas (0,015; 0,025; 0,05; 0,075; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 5 e 10) estdo em mg.mL"'. Como controle
negativo (Controle), empregou-se apenas o veiculo utilizado para diluir as amostras. Os resultados
estdo expressos como média £ EPM (n=8). Letras diferentes do Controle indicam diferenca significativa
entre a concentragdo da amostra e o controle (ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey, p<0,05).

FIGURA 21 — Viabilidade celular frente a exposicdo ao EBMC, em diferentes concentragdes, em 24h
(A) e 48h (B), pelo método do vermelho neutro
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Fonte: A autora

Notas: Efeito do extrato EBMC sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3. As células foram tratadas pelos
periodos de 24h e 48h e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do vermelho neutro. As
concentragdes testadas (0,015; 0,025; 0,05; 0,075; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 5 e 10) estdo em mg.mL"". Como
controle negativo (Controle), empregou-se apenas o veiculo utilizado para diluir as amostras. Os
resultados estdo expressos como média + EPM (n=8). Letras diferentes do Controle indicam diferenga
significativa entre a concentragdo da amostra e o controle (ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey,
p=<0,05).

FIGURA 22 - Viabilidade celular frente a exposicdo ao EBMP, em diferentes concentragdes, em 24h
(A) e 48h (B), pelo método do vermelho neutro
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Fonte: A autora

Notas: Efeito do EBMP sobre a viabilidade de fibroblastos 3T3. As células foram tratadas pelos periodos
de 24h e 48h e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio do vermelho neutro. As concentracées
testadas (0,015; 0,025; 0,05; 0,075; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 5 e 10) estdo em mg.mL"'. Como controle
negativo (Controle), empregou-se apenas o veiculo utilizado para diluir as amostras. Os resultados
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estdo expressos como média + EPM (n=8). Letras diferentes do Controle indicam diferencga significativa
entre a concentragdo da amostra e o controle (ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey, p<0,05).

No estudo de Bonifacio-Lopes et al (2022), o método utilizado na
citotoxicidade foi o de fluorescéncia por Presto-Blue e as linhagens celulares estadas
foram HT29-MTX e Caco-2, que correspondem as células do célon humano e
carcinoma de colon, respectivamente. As concentragcbes de extrato de bagaco de
malte testadas foram 10; 5; 1 e 0,5 mg.mL"'. Para célula de colon, somente a
concentragdo 0,5 mg.mL™" ndo foi considerada citotoxica. Ja na linhagem tumoral,
todas as concentracdes foram citotoxicas.

Ja Almendinger; Rohn e Pleissner (2020), também com o uso de método
fluorescente com o marcador fluoresceina, avaliaram a citotoxicidade do extrato de
bagaco de malte nas concentracbes de 1%, 5% e 10% frente a linhagem HaCaT
(queratindcitos). Na concentragcdo mais elevada de 10% de extrato, ja foi possivel
observar efeito citotoxico causado por melanoidinas presentes no bagaco de malte.
Em algumas reag¢des secundarias da reagao de Maillard, a formagéo de peroxido de
hidrogénio também pode levar a citotoxicidade.

Portanto, mesmo com a utilizagao de linhagens celulares distintas e métodos
para avaliagao da citotoxicidade também diferentes, os dados obtidos por outros
autores, que também desenvolveram extratos com bagaco de malte, foram similares
ao que foi observado neste trabalho, demonstrando que somente em concentracdes
de 5 mg.mL"' e 10 mg.mL"" neste estudo e 10% no estudo de Aimendinger; Rohn e
Pleissner (2020), houve citotoxicidade significativa quando comparadas as

concentracdes mais baixas.

2.3.5.3 Avaliagao da atividade antimicrobiana dos extratos

Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antimicrobiana para EBMP e
EBMC estdo demonstrados nas Tabela 4 para Candida albicans, Tabela 5 para
Escherichia coli, Tabela 6 para Staphylococcus aureus e Tabela 7 para
Staphylococcus epidermidis. Nao foi observada agdo antimicrobiana significativa
(inibigdo dos microrganismos = 50%) para nenhum dos extratos em nenhum dos
quatro microrganismos testados. Em alguns casos é possivel observar valores de
densidade optica (DO) superiores ao controle negativo (s6 a presenca do

microrganismo, sem a aplicagdo da amostra).
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TABELA 4 -Valores de densidade optica, com as porcentagens de inibicdo e crescimento do
microrganismo Candida albicans quando exposto ao EBMP e EBMC em diferentes concentragdes

Microrganismo EBMC EBMP
CA10231 CA10231
Concentragao DO Crescimento Inibicao DO Crescimento Inibicao
(mg.mL™")
Controle 0,348 100 0 0,233 100 0
ns ns
2 0,337* 97 3 0,536* 100 0
ns
1 0,295 85 15 0,554 100 0
ns ns
0,5 0,325 93 7 0,297 100 0
ns ns
0,25 0,300 86 14 0,404 100 0
ns ns
0,125 0,426 100 0 0,330 100 0
ns ns
0,0625 0,338 97 3 0,413 100 0
ns ns
0,0312 0,337 97 3 0,492* 100 0
ns

Fonte: A autora

Notas: DO — densidade Optica; ns significa que ndo ha diferenga estatistica significativa quando
comparado ao controle, enquanto a presencga de * indica que ha diferenga estatistica significativa (Teste
de Tukey, p<0,05).

TABELA 5 - Valores de densidade Optica, com as porcentagens de inibicdo e crescimento do
microrganismo Escherichia coli quando exposto ao EBMP e EBMC em diferentes concentragdes

Microrganismo EBMC EBMP
EC25922 EC25922
Concentragao DO Crescimento Inibicao DO Crescimento Inibicao
(mg.mL™")
Controle 0,273 100 0 0,220 100 0
ns ns
2 0,467* 100 0 0,257* 100
1 0,322* 100 0 0,249 100 0
ns ns
0,5 0,289* 100 0 0,254 100 0
ns
0,25 0,277 100 0 0,231 100 0
ns ns
0,125 0,272 99 1 0,234 100 0
ns ns
0,0625 0,282 100 0 0,234 100 0
ns ns
0,0312 0,287 100 0 0,228 100 0
ns ns

Fonte: A autora

Notas: DO — densidade optica - ns significa que ndo ha diferenga estatistica significativa quando
comparado ao controle, enquanto a presencga de * indica que ha diferenga estatistica significativa (Teste
de Tukey, p<0,05).
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TABELA 6 - Valores de densidade optica, com as porcentagens de inibicdo e crescimento do
microrganismo Staphylococcus aureus quando exposto ao EBMP e EBMC em diferentes
concentragdes

Microrganismo EBMC EBMP
SA25923 SA25923
Concentragao DO Crescimento Inibicao DO Crescimento Inibicao
(mg.mL™")
Controle 0,549 100 0 0,418 100 0
ns ns
2 0,333* 61 39 0,283* 68 32
1 0,428 78 22 0,323* 77 23
ns
0,5 0,403 73 27 0,361 86 14
ns ns
0,25 0,294+ 54 46 0,454 100 0
ns
0,125 0,362 66 34 0,549+ 100 0
ns
0,0625 0,342 62 38 0,125 100 0
ns ns
0,0312 0,358 65 35 0,228 96 4
ns ns

Fonte: A autora

Notas: DO — densidade o6ptica - ns significa que ndo ha diferenga estatistica significativa quando
comparado ao controle, enquanto a presenca de * indica que ha diferenga estatistica significativa (Teste
de Tukey, p<0,05).

TABELA 7 - Valores de densidade optica, com as porcentagens de inibicdo e crescimento do
microrganismo Staphylococcus epidermidis quando exposto ao EBMP e EBMC em diferentes
concentragdes

Microrganismo EBMC EBMP
SE12228 SE12228
Concentragao DO Crescimento Inibicao DO Crescimento Inibigao
(mg.mL")
Controle 0,948 100 0 0,682 100 0
ns ns
2 0,613* 63 37 0,964* 100
0,639* 67 33 0,843+ 100
0,5 0,867 91 9 0,639 93 7
ns ns
0,25 1,048 100 0 0,747 100 0
ns ns
0,125 1,128* 100 0 0,693 100 0
ns
0,0625 1,086 100 0 0,750 100 0
ns ns
0,0312 1,064 100 0 0,772 100 0
ns ns

Fonte: A autora

Notas: DO — densidade optica ns significa que ndo ha diferenga estatistica significativa quando
comparado ao controle, enquanto a presenca de * indica que ha diferenga estatistica significativa (Teste
de Tukey, p<0,05).



85

Por serem altamente nutritivos, os bagagos de malte podem fornecer
substratos também para o crescimento de microrganismos, exercendo acao prebiotica
(Bonifacio-Lopes et al., 2023).

Como o objetivo do presente trabalho é a aplicagdo do extrato de bagacgo de
malte em formulagbes dermatologicas foi importante observar que o extrato néo
apresenta inibicdo do crescimento do Staphylococcus epidermidis, pois essa € uma
bactéria que compde a microbiota cutanea sem ocasionar patologias se nao estiver
em excesso e a inibicdo dessa bactéria poderia ocasionar desequilibrio, levando a
problemas de pele apds a aplicagdo do produto (Petrov Ivankovic et al., 2023).

Algumas variaveis podem influenciar na atividade antimicrobiana, como o
método utilizado na extracdo dos compostos fendlicos, a cultura microbiana, a
composicao e a concentragao de extrato testada (Almeida et al., 2017).

No estudo conduzido por Bonifacio-Lopes et al. (2022), as cepas de
microrganismos avaliadas foram Staphylococcus aureus meticilina-sensivel (ATCC
25923), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus
cereus (ATCC 2599) e Listeria monocytogenes (ATCC 15313). As concentragdes de
extrato de bagago de malte foram 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg.mL"'. Sé houve inibigdo de
crescimento para Bacillus cereus nas concentragbes 5; 2,5; 1,25 e 0,625 mg.mL"' e
Listeria monocytogenes nas concentragdes de 5 e 2,5 mg.mL™".

Ja para Almeida et al. (2017), foram testadas as bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella typhimurium. As concentragdes de extrato de
bagacgo de malte avaliadas foram 0,01; 0,1; 1 e 50 mg.mL"'. O resultado obtido foi que
nao houve inibicdo de crescimento para nenhum dos microrganismos em nenhuma
das concentracoes testadas, resultado em acordo ao observado no presente trabalho.

Portanto, os resultados obtidos neste estudo foram similares a outros
trabalhos, em que o extrato de bagagco de malte ndo promove completa inibicdo do
crescimento das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Como o bagaco
de malte é um residuo rico em carboidratos, juntamente com compostos fendlicos,
estes componentes sao metabolizados pelas bactérias, favorecendo o crescimento

bacteriano.
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2.3.5.4 Avaliagao da inibicdo da formacgao de biofilme

Nao houve inibicdo da formacao de biofiime por nenhum dos extratos
testados, sendo demonstrado o resultado obtido através da Figura 23, que mostra a
coloracao arroxeada do corante utilizado para corar o biofilme formado. As solugdes
com os extratos foram preparadas na concentragdo de 4000 ug.mL™', uma vez que
em concentragdes menores a essa ja havia sido observado que ndo apresentaram
inibicdo no crescimento dos microrganismos. Portanto, os resultados obtidos nessa
analise estao coerentes a avaliagao da atividade antimicrobiana, em que nao houve
inibicdo no crescimento de Staphylococcus aureus, que foi a Unica bactéria formadora
de filme, quando comparada as demais que foram testadas (Escherichia coli e
Staphyloccocus epidermidis).

ofilme formado, apds a aplicagdo de EBMP e EBMC

FIGURA 23 - Foto da placa contendo o bi
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Fonte: A autora

2.3.5.5 Avaliacao da atividade prebidtica

Prebidticos podem ser definidos como substancias que sao utilizadas por
microrganismos hospedeiros para gerar algum beneficio para o organismo. Os
cereais, como o bagago de malte, possuem [(-glucanos, arabinoxilanos e compostos
fendlicos que estéo ligados com a agéao prebidtica (Van de Velde et al., 2025).

No presente estudo, a bactéria Lactobacillus acidophilus apresentou
crescimento em meio MRS, sem a presencga da glicose (fonte de carbono) e somente
com o EBMP, como pode-se observar na Figura 24, indicando que o EBMP pode ser

uma alternativa de fonte de carbono para o crescimento desta bactéria. Os perfis de
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crescimento do microrganismo avaliado foram semelhantes para as trés
concentragdes de extrato testadas e ndo houve diferenga quando comparado ao meio
MRS, com a presenca de glicose.

FIGURA 24 — Curvas de crescimento de Lactobacillus acidophilus, quando exposto a meio MRS com

glicose (controle positivo) e meios MRS (sem glicose) com EBMP nas concentragdes 1; 1,5% e 2% (%,
m.v")
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Fonte: A autora

As diferentes espécies de Lactobacillus fermentam hexoses, como a glicose,
por meio de via homofermentativa com a formacgcao do metabdlito acido latico, ou de
via heterofermentativa, em que além do acido latico, etanol, acido acético e CO»
também sao produzidos (Luzardo-Ocampo et al., 2025).

Os grupos hidroxilas que compdem a estrutura dos acidos fendlicos possuem
fraca acidez e efeito protetor sobre os probiéticos, o que acarreta a proliferagao desses
microrganismos, como as bactérias do acido latico (Zhang et al., 2023).

Varias espécies de Lactobacillus apresentam uma enzima denominada galato
descarboxilase, a qual é responsavel pela quebra de acido galico em pirogalol e este
€ entdo convertido em cis-aconitato, o qual atua como fonte de carbono no ciclo de
Krebs. Além da galato descarboxilase, outras enzimas, como esterases,
hidrogenases, desidrogenases, desidroxilases, descarboxilases e isomerases
degradam os compostos fendlicos em intermediarios de carbono C3 que sé&o
consumidos pela bactéria, auxiliando no seu crescimento (Luzardo-Ocampo et al.,

2025). Pela analise de UHPLC, exposta no proximo tépico, o principal composto
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fendlico encontrado no EBMP foi o acido galico e com isso, os resultados obtidos na
curva de crescimento estdo de acordo com o perfil de fendlicos demonstrado.

No estudo de Bonifacio-Lopes et al. (2023), também foram testados extratos
de bagacgo de malte em diferentes cepas de bactérias e o microrganismo Lactobacillus
acidophilus também apresentou seu crescimento aumentado quando exposto aos
extratos. Neste estudo, foi utilizado o meio MRS com frutooligossacarideos (FOS)
como controle positivo ao invés de glicose, mas como no presente estudo, nao foi
observada diferenga entre o crescimento induzido pelos extratos quando comparado
ao controle positivo para Lactobacillus acidophilus (Bonifacio-Lopes et al., 2023)

Assim, é possivel verificar a partir dos resultados apresentados para o EBMP,

uma possivel utilizacdo prebiodtica, além de antioxidante em formulagdes cosméticas.

2.3.6 Desenvolvimento e Validacdo de Método Analitico para Identificacao e
Quantificagdo de Compostos Fendlicos no Extrato de Bagago de Malte por UHPLC-
DAD

Apo6s o preparo do EBMP, este foi diluido em mistura de metanol:agua na
proporgao 50:50, com a concentragio final de 40 yL.mL-", e o cromatograma foi obtido,
conforme na Figura 25. Por ser uma mistura complexa foi possivel isolar um pico com

tempo de retencao de 6,5 minutos.

FIGURA 25 — Cromatograma do EBMP (40 pL.mL-") obtido em UHPLC com as condigdes testadas
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Foram utilizados os padrdes de dois acidos hidroxicinamicos, tanto de acido
galico e acido ferulico e obtidos seus respectivos cromatogramas, para comparagéao e
avaliacao da presenca ou auséncia desses acidos fendlicos.

Conforme exposto na Figura 26, na metodologia desenvolvida, o pico de acido
galico apresentou um tempo de retencéo de 6,5 minutos e o pico de acido ferulico em
11,6 minutos. Dessa forma, pelo método desenvolvido, foi possivel concluir que
somente o acido galico foi encontrado devido ao mesmo tempo de retengcéo quando
feita a comparacéo.

O acido ferulico é geralmente encontrado ligado a proteinas, lignina,
hemicelulose e/ou polissacarideos por meio de ligagbes éter ou éster na parede
celular. E ndo sendo encontrado na forma livre, com a forma ligada pode haver a
alteracao do tempo de retencao, por isso nao foi possivel identificar o pico para o acido
ferulico no cromatograma do extrato Pilsen. Além disso, durante a etapa de torrefagéo,
o acido ferulico e o acido p-cumarico podem ser descarboxilados através de reagdes
de Maillard em seus vinilfendis correspondentes: vinil-guaiacol (2-metoxi-4-vinilfenol)
e p-vinilfenol (4-hidroxiestireno), respectivamente (Zago et al., 2022).

No estudo conduzido por Becker; Stegmdller e Richling (2022), a fase movel
foi composta pela Fase A — agua com 0,1% de acido férmico e pela Fase B —
acetonitrila e a taxa de fluxo foi 0,8 mL.min"'. Os comprimentos de onda analisados
foram 280, 300 e 320 nm. A analise do UHPLC foi acoplada ao espectrdmetro de
massas e dessa forma foram encontrados apenas dehidrodimeros do acido ferulico,
comprovando que grande parte do acido ferulico em extrato de bagaco de malte se

encontra na forma ligada e ndo na forma livre.

FIGURA 26 — Cromatogramas dos padrdes de acido galico (A) e acido ferulico (B) na concentragao 50
ug.mL" e seus respectivos tempos de retengdo
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Pode-se comparar os resultados obtidos com outros estudos que foram
realizados com extratos de bagaco de malte, em que também identificaram pico
relacionado ao acido galico, com tempo de retengcdo préximo a 6,5 min em A = 280
nm. As principais condi¢cdes, bem como os compostos fendlicos encontrados nesses

estudos estdo demonstrados na Tabela 8.

TABELA 8 — Principais compostos fendlicos encontrados em diferentes estudos com extratos de bagaco
de malte

Autores Fase mével Taxa de Compostos fendlicos
fluxo encontrados

, Acido galico (tempo de
Fase A— Aguacom 1% de 1 mL.min" retengdo = 6,65 minutos em

Almeida et al. acido fosférico A =280 nm)
(2017) Fase B — Metanol Catequina
Acido siringico
Kaempferol
Fase A — Agua com 2,5% Acido gélico (composto
Andres et al. de acido féormico 1 mL.min" majoritario)
(2020) Fase B — Acetonitrila com Acido 4-hidroxifenilacético
2,5% de acido formico Epicatequina

Fase A — Agua com 0,1%

Rahman et al. de acido acético 0,7 mL. ) Acido galico
(2021) Fase B — Metanol com 0,1% min"! Acido clorogénico

de acido acético

Fonte: A autora

Para a avaliagdo da linearidade do método, foram obtidas cinco
concentragdes distintas (2; 5; 10; 15 e 20 yg.mL™"). Foi possivel observar a relagao
linear entre a area do pico e a concentragdo do acido galico na faixa de concentragao
testada. Na Figura 27, estdo representadas as 3 curvas analiticas obtidas na triplicata,
€ sua respectiva equacao da reta y= 37595,8684x + 2364,2358, com o valor de rigual
a 0,9988. Quanto mais proximo a 1 for o valor de r, significa que ha maior qualidade
na regresséo linear obtida (ANVISA, 2017).

O desvio padréo relativo da inclinagdo (DPR) foi igual a 1,51%, estando dentro
do limite estabelecido pela ICH e ANVISA, que é até 5%. O valor de b esta dentro do

intervalo de confianga de 95% da curva analitica, pelo teste de variancia (ANOVA).
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FIGURA 27 — Representagao grafica das curvas analiticas padrdes (n=3) do acido galico obtidas por
UHPLC na faixa de concentragdo de 2 a 20 pg.mL""
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Porém, somente pelo valor de r ndo é possivel afirmar a linearidade do
método, sendo necessario também o teste de falta de ajuste, que avalia a variagao
dos valores residuais (Gomes et al., 2015). O teste ANOVA para a linearidade esta
presente na Tabela 9. Nao ha falta de ajuste na regresséo linear quando o valor de F

€ menor que o valor do F tabelado (Klein; Longhini; de Mello, 2012).

TABELA 9 — Resultados de ANOVA para linearidade do método

SS dF MS F Ftab
Modelo 9,04x10" 1 9,04x10" 5231,65 4,67
Residuo 2,24x10° 13 1,72x108 Linear
Falta de 6,24x108 3 2,08x108 1,28 3,71
ajuste
Erro puro 1,62x10° 10 1,62x108 N&o ha falta de ajuste

Fonte: A autora
Notas: SS: soma dos quadrados; DF: graus de liberdade; MS: média dos quadrados; F valor F
experimental; Ftab: valor de F tabelado.

Com os resultados obtidos na linearidade foi possivel calcular os limites de
deteccao e de quantificacdo através das Equacdes 1 e 2, respectivamente. O limite
de deteccao corresponde a menor quantidade de analito que o método desenvolvido
consegue detectar, ja o limite de quantificagdo corresponde a quantidade da

substancia teste que pode ser quantificada (ANVISA, 2017). Os valores obtidos foram
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0,25 pug.mL' e 0,77 pyg.mL' para os limites de deteccdo e quantificacgéo,
respectivamente. Os valores sdao bem menores do que os valores da faixa de
concentracao definida, o que permite assegurar a viabilidade desse método para a
deteccédo e quantificagdo de acido galico.

A precisdo é definida como a avaliacdo da proximidade entre as medidas
individuais e deve ser expressa em repetibilidade ou precisao intradia e precisao
intermediaria ou inter-dia. Na repetibilidade, ha a necessidade da concordancia dos
dados obtidos, de um mesmo método, realizado nas mesmas condi¢ées e no mesmo
dia. Ja na precisao intermediaria, ha a necessidade de serem realizados em dias
diferentes, para avaliagao das variagdes (ANVISA, 2017).

Os valores do coeficiente de variacdo (CV), demonstrados na Tabela 10,
foram inferiores a 5% e através da analise estatistica (p < 0,05), foi possivel perceber
que nao houve diferenga estatistica significativa e, portanto, o0 método pode ser

considerado preciso.

TABELA 10 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria

Parametros Concentragao *CV (%)
(pg.mL")
Repetibilidade (n=12) 10 0,46
Precisao intermediaria 10 1,81
(n=12)

Fonte: A autora
Notas: CV — coeficiente de variagcao

Através da exatidao é possivel perceber se os dados experimentais estao
proximos de um valor tedrico de referéncia. O método usado para avaliagdo da
exatidao foi de recuperacgao e os valores de recuperacéo obtidos ficaram na faixa de
95,85% até 99,27%, conforme demonstrado na Tabela 11, que caracteriza o método
como exato, segundo o que é estabelecido pela ANVISA (2017) e ICH (2005), uma
vez que todos os valores sao superiores a 95%.

TABELA 11 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de exatidao

Concentracgao tedrica de CV (%) Recuperagao (%)
acido galico (ug.mL™")
400 0,16 95,85
500 0,32 97,32
800 0,18 99,27

Fonte: A autora
Notas: CV — coeficiente de variacao
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A robustez de um método € medida através do coeficiente de variagao e
através desse valor € possivel avaliar se o0 método desenvolvido permanece sem
alteracdes em seus resultados quando sao feitas pequenas mudangas em algumas
condicdes do teste. Os parametros avaliados, descritos na Tabela 12, foram o fluxo
de fase movel (0,6 e 0,605 mL.min""), temperatura da coluna (25 e 30 °C) e ainda a
temperatura da amostra (15 e 20 °C). Os valores do coeficiente de variagao foram
inferiores a 5% e devido a isso, 0 método pode ser considerado robusto, considerando
p <0,05.

TABELA 12 — Valores experimentais obtidos nos ensaios de robustez (n=3)

Parametros CV (%)
Fluxo da fase movel 0,6 mL.min"" 0,62
30°C 0,92
Temperatura da coluna o
(+5 °C) 25°C 0,57
15°C 0,82
Temperatura da amostra 20 °C 0.82

(£5 °C)

Fonte: A autora
Notas: CV — coeficiente de variacao

Os resultados do teste de estabilidade de 21 dias realizado com o acido galico

estao demonstrados na Tabela 13.

TABELA 13 — Valores de concentracdo da solugado de acido galico, armazenada em frasco ambar,
obtidos durante estudo de estabilidade

Dias do teste Concentragao experimental obtida (ug.mL"")
0 9,60 + 0,052
7 8,06 + 0,03°
14 6,69 + 0,03¢
21 5,16 + 0,044

Fonte: A autora
Notas: Os dados estao expressos em média + desvio padrao (n=3). Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferencga significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p<0,05).

Foi possivel perceber que em vial transparente (com exposigao a luz), o acido
galic foi completamente degradado apds 7 dias de leitura. Ja em frasco ambar (sem
exposicao a luz), ja houve uma redugao considerada significativa (p < 0,05) em analise
estatistica depois de 7 dias e, ao longo dos 21 dias, a redug¢ao da concentracédo desse

acido fendlico continuou ocorrendo, a qual pode ser explicada pela presenca de agua
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e consequentemente de oxigénio, que pode promover a oxidagdo e degradagao do

acido galico ao longo dos dias.

2.4 CONCLUSAO

As amostras EBMP e EBMC foram os extratos mais promissores para
aplicacao cosmética, considerando a maior concentracdo de compostos fendlicos e
maior inibicdo dos radicais ABTSe+. Porém, devido a maior produgdo mundial da
cerveja e consequentemente do bagago de malte tipo Pilsen, somente EBMP foi
selecionado para a continuidade do estudo.

Além da atividade antioxidante, demonstrada pelo teste dos radicais ABTS-+,
o EBMP apresentou agao prebiotica, uma vez que por ser um alimento, € um material
rico em compostos fendlicos e nutrientes necessarios para o crescimento de bactérias
benéficas ao organismo humano. E na atividade antibacteriana, ndo houve inibicao da
bactéria Staphylococcus epidermis, a qual faz parte da microbiota cutanea, o que é
interessante para que néo haja desequilibrio desse microrganismo residente na pele,
evitando com que ocorram irritagdes apds aplicagdo do extrato como ingrediente
cosmético.

Com a finalidade de explorar o uso de EBMP para uso cosmético, ja que além
das atividades antioxidante e prebidtica que apresenta, ndo se mostrou citotdéxico em
concentragdes < 1 mg.mL"" em fibroblastos 3T3, foram desenvolvidas formulagdes
contendo amido como polimero e o extrato de bagago de malte como ativo, cujos
processos de desenvolvimento e caracterizagbes serdo discutidos nos capitulos

seguintes.
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CAPITULO 3 — DESENVOLVIMENTO E'CARACTERIZAQAO DE FILMES DE
AMIDO DE MANDIOCA E POLI (VINIL ALCOOL) CONTENDO EXTRATO DE
BAGACO DE MALTE TIPO PILSEN

RESUMO: Os filmes de amido de e poli (vinil alcool) ou PVA sao filmes transparentes,
inodoros, biodegradaveis, biocompativeis e resistentes mecanicamente.
Considerando essas caracteristicas, esses filmes tornam-se interessantes sistemas
de liberacdo de ingredientes cosmeéticos, como do extrato de bagaco de malte tipo
Pilsen (EBMP). Dessa forma, os filmes de amido e PVA foram desenvolvidos por
solvent casting e foi feita a adicdo de EBMP nas concentragdes 5% e 10% (%, m.m-
). Na avaliagédo das propriedades mecanicas, pode-se perceber que o aumento da
concentragao de 5% para 10% ocasionou aumento da resisténcia mecanica e do
modulo elastico e redugdo na elongagao, o que indica que o aumento de extrato
ocasiona a formacao de filmes mais resistentes, rigidos e pouco flexiveis, fraturando-
se facilmente. Além disso, pela microscopia eletronica foi possivel observar que o filme
com 10% de extrato apresentou uma estrutura mais homogénea, sem a presencga de
depressbes ou rugosidades, que sao observadas no filme com 5%, e isso pode
justificar o menor valor de permeabilidade ao vapor d’agua (mais oclusivo) do filme
com a maior concentragdo de extrato (1,41 x 10" g.m'.s”".Pa'). Como o extrato
apresentou uma coloracdo amarela, o filme com maior teor de extrato também se
apresentou mais opaco (53,98 * 6,73 %.um') e menos transparente. Houve a
liberacdo dos compostos fendlicos durante as 4 horas de teste para os flmes com 5%
e 10% (%, m.m™") nas condigdes simuladas da pele (32 °C e pH 5,5). Considerando
os resultados obtidos, foi possivel concluir que o filme com 5% (%, m.m"') de EBMP é
melhor alternativa de mascara facial para aplicagdo cosmética.

Palavras-chave: Amido/PVA filmes. Extrato. Propriedades mecanicas. Solvent
casting. Liberagao de ativos.

3.1 INTRODUGAO

Devido a problemas ambientais ocasionados pela poluicdo e problemas de
saude pelo acumulo de algumas substéncias no organismo ao longo do tempo, os
plasticos, de origem sintética, vém sendo substituidos por biopolimeros de origem
natural, que sdo biodegradaveis e biocompativeis. Um exemplo de biopolimero que é
encontrado de forma abundante em diferentes espécies vegetais, que € amplamente
utilizado dentro da area alimenticia, mas também pode ser usado em formulacdes
cosmeéticas, é o amido (Abedi-Firoozjah et al., 2023).

Além de apresentar baixo custo e baixa toxicidade, o amido apresenta a
propriedade de formacao de filmes, atuando como um sistema de liberagao de ativos.

Porém, quando o amido é usado isoladamente, este por ser altamente soluvel em
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agua, acaba sendo um material sensivel a umidade e que pode se dissolver com
facilidade se ndo for armazenado em ambiente com condicbes controladas de
umidade. Além disso, os filmes de amido apresentam baixa resisténcia a tracao e
dependendo da aplicagédo, podem romper-se, ndo mantendo a integridade do material.
Para suprir essas limitacées, recomenda-se a mistura do amido com outros polimeros
biodegradaveis compativeis, como o poli (alcool vinilico) ou PVA, bem como a adigao
de plastificantes, como o glicerol, para o aprimoramento das propriedades fisico-
quimicas dos filmes. O PVA, quando isolado, torna-se caro e por isso € preferivel a
mistura do amido com o PVA, com a finalidade de melhorar as propriedades
mecanicas dos filmes, além de reduzir a hidrofilicidade desses materiais, aumentando
suas resisténcias a agua, tornando-os mais acessiveis economicamente. Ja o glicerol,
como plastificante, atua melhorando a flexibilidade e a integridade dos filmes
poliméricos (de Andrade et al., 2022; Delavari; Stiharu, 2022).

Além de polimeros e plastificantes, também pode ser feita a adi¢ao de ativos
nos filmes poliméricos. Dentro da area cosmética, tem-se buscado cada vez mais por
formulagbes com ingredientes naturais, de origem vegetal (Carvalho et al., 2024).
Portanto, no presente trabalho optou-se em usar como ativo nos filmes poliméricos o
extrato de bagaco de malte (EBM) tipo Pilsen ou EBMP, pois além de ser sustentavel
pelo reaproveitamento de um subproduto que poderia ser descartado incorretamente
na natureza, também é derivado da cevada e apresenta atividades antioxidante e
prebidtica, como comprovado no capitulo anterior. Os filmes foram desenvolvidos com
5% e 10% (%, m.m"') de EBMP e foram avaliadas suas propriedades fisico-quimicas,
mecanicas, térmicas e de barreira, bem como a liberacdo dos compostos fendlicos
dos filmes, quando estes foram submetidos a diferentes meios (meio aquoso/tampéo
pH 5,5) e temperaturas distintas (25 °C e 32 °C), focando na aplicagao cosmética de

mascaras faciais.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material

Para a obtencéo dos filmes, foi utilizado como polimeros tanto o amido de

mandioca (lote AGG071), fornecido pela Agricola Horizonte Ltda (Marechal Candido
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Rondon, Parana, Brasil), quanto o poli (alcool vinilico) ou PVA (Sigma-Aldrich —
Darmstadt, Darmestadio, Alemanha) e como plastificante, a glicerina PA (Reatec —
Colombo, Parana, Brasil). Para a simulacdo de uma pele saudavel e jovem, foram
preparadas solugbes tampao fosfato pH 5,5, usando os sais fosfato de potassio
monobasico PA (Reatec — Colombo, Parana, Brasil) e fosfato de sodio dibasico anidro
PA (Reatec — Colombo, Parana, Brasil). O cloreto de calcio anidro P.A (Exodo
Cientifica, Sumaré, Sao Paulo, Brasil) foi usado tanto no teste de permeabilidade ao
vapor d’agua, quanto nos dessecadores com UR=0. O nitrato de magnésio P.A
(Dinédmica Quimica Contemporénea Ltda — Indaiatuba, S&o Paulo, Brasil) e cloreto de
sodio P.A (Biotec Reagentes Analiticos — Sao José dos Pinhais, Parana, Brasil) foram
usados nos dessecadores com UR=53% e UR=75%, respectivamente, para os testes

de propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor d’agua.

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Desenvolvimento dos filmes de amido/PVA com e sem extrato de bagaco de
malte

Os filmes de amido foram desenvolvidos por solvent casting, conforme
descrito no trabalho de Ludka et al. (2023) e ilustrado na Figura 28, com adaptacgdes.
Cerca de 50g das formulagdes, descritas na Tabela 14, foram transferidas para placas
de Petri plasticas (dimensdes de 150 mm x 20 mm) e secas em estufa (LUCADEMA,
modelo SLSDc-110L, S&do José do Rio Preto, Sdo Paulo, Brasil), até a completa
evaporagao do solvente, a 60 * 2 °C, por tempo aproximado de 8 horas. Apds as 8
horas, os filmes foram retirados das placas, com auxilio de pingas, e armazenados em
sacos plasticos envolvidos com papel aluminio, para garantir a protegdo a luz, em

incubadora BOD para a manutencao da temperatura em 25 £ 2 °C.
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FIGURA 28 - Processo de formacgao (solvent casting) dos filmes contendo extrato de bagago de malte
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Fonte: A autora

Somente o EBMP foi utilizado no desenvolvimento dos filmes poliméricos. O
EBMP foi incorporado nos filmes poliméricos nas concentragcdes de 5% e 10%,
calculadas a partir do amido, que € o componente presente em maior quantidade na
formulagéo. Portanto, considerando que a proporgéo de amido nos filmes é de 3,32%,
o extrato esta presente nas concentragdes correspondentes a 0,166% para os filmes
com 5% de EBMP e 0,332% para os filmes com 10% de EBMP. As porcentagens 5%
e 10% foram usadas na nomenclatura das amostras, com a finalidade de facilitar a
visualizacdo, ja que numeros inteiros sdo mais facilmente visualizaveis quando

comparados aos numeros decimais.

TABELA 14 - Formulacgdes dos filmes de amido/PVA, com e sem o extrato de bagaco de malte
Formulagoes

Composicao Filme Controle Filme 5% Filme 10% EBMP
EBMP
Amido de mandioca 3,32 3,32 3,32
(%)

*PVA (%) 0,66 0,66 0,66
Glicerina (%) 0,66 0,66 0,66
*EBMP-L (%) - 0,166 0,332

Agua destilada (mL) gsp. 100 mL gsp. 100 mL gsp. 100 mL

Fonte: A autora

Notas: *PVA: poli (vinil alcool); *EBMP-L: extrato de bagaco de malte tipo Pilsen na forma liquida. As
concentragdes de todos os componentes da formulagédo foram calculadas em relagdo a proporgao de
amido (%, m.m™).
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3.2.2.2 Caracterizagao dos filmes de amido/PVA com e sem extrato de bagacgo de
malte

3.2.2.2.1 Determinagao da espessura dos filmes

Para avaliacdo da espessura foram realizadas 10 medidas de pontos
aleatorios nos filmes, usando micrometro digital (Carbon Fiber Composite Digital
Thickness Gauge), com resolugédo de 0,01 mm. Os resultados foram expressos em
média + desvio padrao e a significancia dos resultados foi verificada por ANOVA com

pos-teste de Tukey com p < 0,05.

3.2.2.2.2 Determinagao da densidade dos filmes

Para a analise da densidade, os filmes foram cortados nas dimensdes de 2cm
X 2cm e armazenados durante 7 dias em dessecador com UR=0, para eliminar a
interferéncia da umidade nos resultados. Apds os 7 dias, os filmes foram pesados em
balanca analitica (MARTE CIENTIFICA, modelo AL-500, S&o Paulo, Brasil) para a
obtengéo das massas (g), necessarias para o calculo da densidade (g.cm). O volume
foi determinado através das dimensdes dos filmes (comprimento, largura e
espessura). A densidade foi calculada pela razao entre a massa e o volume dos filmes.
O teste foi realizado em triplicata e os resultados foram expressos em média + desvio

padrao.

3.2.2.2.3 Determinacgao da opacidade aparente dos filmes

A opacidade aparente foi avaliada através do sistema de cores CIE L*a*b*,
com o uso de colorimetro digital (HUNTERLAB, modelo MiniScan EZ, Reston, Virginia,
Estados Unidos), usando o iluminante D65. Foram utilizados tanto o padrao branco,
quanto o padrédo preto e os resultados foram expressos em funcdo da espessura
(%.um). O teste foi realizado em sextuplicata, e o célculo de opacidade aparente esta
demonstrado na Equacéao 5, sendo Lp o valor da luminosidade em padrao preto e Lb

o valor da luminosidade em padréo branco.
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, (100 x Lb)
% Opacidade aparente = T (5)

3.2.2.2.4 Avaliagao da microestrutura dos filmes

A analise da microestrutura dos filmes foi feita com o uso de microscopio
eletrénico de varredura (TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca) e para
isso, foram feitas criofraturas dos filmes com nitrogénio liquido. Antes da visualizagao
das eletromicrografias das amostras no equipamento, os filmes foram fixados em
stubs com fitas de carbono e metalizados com ouro em metalizador (SHIMADZU,
modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao). As eletromicrografias foram obtidas,
empregando voltagem de aceleracao de 10 kV e o registro das imagens foi realizado

pelo software especifico do equipamento (Electron Optical Design).

3.2.2.2.5 Analise térmica dos filmes

Para realizar a analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) dos filmes, estes foram armazenados em dessecador com UR=0 por
7 dias e apos os 7 dias, foram acondicionados em células calorimétricas de alumina
para serem analisados termicamente. O instrumento STA 600 (Perkin Elmer, Waltham,
MA, Estados Unidos) foi calibrado previamente usando indio (In; P.F.= 156,6 °C;
AHfusao = 28,54 J.g™") como padrio. Os termogramas e curvas de DSC foram obtidos
sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min"), a uma taxa de aquecimento constante de 10

°C.min"" e a faixa de temperatura utilizada foi de 20 °C a 500 °C.

3.2.2.2.6 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) dos filmes

Para a analise espectroscopica, os filmes foram cortados nas dimensdes 2 cm
X 2 cm e armazenados em dessecador com UR=0 por 7 dias. Apds os 7 dias, 0s
espectros foram obtidos com auxilio de espectrofotbmetro (SHIMADZU, modelo
IRPrestige-21, Quito, Japao) provido de um mddulo para leitura de Refletancia Total

Atenuada Universal (UATR) MIRacle A com base de cristal diamante/ZnSe com tripla
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reflexdo. As andlises foram realizadas na faixa de 4000-400 cm', com parametro de

32 scan.min' e resolugéo de 4 cm™.

3.2.2.2.7 Avaliagdo das propriedades mecéanicas dos filmes

As propriedades mecanicas foram determinadas através do teste de tragao,
conforme preconizado pela American Society for Testing and Material (ASTM D-882-
91, 1996). Para isso, os filmes foram cortados nas dimensdes 5cm x 2cm, obtendo no
total 10 corpos de prova (5 cortados no sentido longitudinal e 5 no sentido transversal)
e condicionados em dessecador com UR=53%, por 48 horas antes da analise. Em
seguida, foi feito o teste mecéanico dos corpos de prova, utilizando velocidade de
tragdo de 50 mm.min', em Maquina Universal de Ensaios Mecanicos (SHIMADZU,
modelo AG-I 10 kN, Quioto, Japdo) com distancia entre as garras pneumaticas de 30
mm. As seguintes caracteristicas foram determinadas: tensdo maxima na ruptura

(MPa), mdédulo de Young ou médulo elastico (MPa) e elongagao (%).

3.2.2.2.8 Perda de peso ou solubilidade em agua dos filmes

Para avaliagdo da perda de peso em agua, os filmes foram cortados nas
dimensdes 2cm x 2cm e armazenados em dessecador com UR=0 por 7 dias. Apds os
7 dias, os filmes e os pesa-filtros vazios foram pesados e em seguida os filmes foram
colocados em pesa-filtros contendo 20 mL de agua destilada. Os filmes foram
mantidos em contato com a agua por 48 horas, sendo os pesa-filtros armazenados
em incubadora BOD, para manutencao da temperatura 25 + 2 °C. Apés 48 horas, foi
retirado o excesso de agua dos pesa-filtros e estes, com os filmes no interior, foram
colocados para secagem em estufa (BIOMATIC, modelo 1306, Porto Alegre, Brasil) a
100 + 2 °C por 4 horas. Apos atingir temperatura ambiente, os pesa-filtros foram

novamente pesados, para avaliagao da solubilidade em agua através da gravimetria.
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3.2.2.2.9 Permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes

A permeabilidade ao vapor d’agua foi determinada pelo método gravimétrico
de acordo com a American Society for Testing and Material (ASTM E-96-95,1995). Os
filmes, nas dimensdes de 6¢cm x 1,5cm, foram colocados previamente em dessecador
com UR=53% pelo periodo de 7 dias antes da realizagao da analise. Apos os 7 dias,
as amostras foram posicionadas na abertura circular da célula de permeagao, com
didmetro de 6 cm, e coladas com auxilio de cola epoxi premium (Aralbras, Joinville,
Brasil), para garantir que a migragao da umidade ocorra exclusivamente através do
filme. Antes da colocagao dos filmes, o interior da célula foi preenchido com cloreto de
calcio anidro (UR=0), e em seguida, os sistemas foram colocados em dessecador com
UR=75% (contendo solugéo saturada de cloreto de sddio) e temperatura de 25 °C.
Sucessivas pesagens foram realizadas a cada 1 hora até um tempo total de 9 horas
e depois 24 horas para registrar o ganho de massa adquirido pelas amostras. O teste
foi realizado em ftriplicata.

O ganho de massa (m) foi plotado em fungéo do tempo (t), sendo determinado
o coeficiente angular por meio da equacao da reta, obtida por regressao linear € a
taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), em g.s™'.m, foi calculada conforme

a Equacao 6, onde A é a area de permeacéo do filme (m?).

m
t

TPVA=— X

(6)

==

A espessura dos filmes foi medida e a permeabilidade ao vapor d’agua (PVA),
em g.m'.s'.Pa, foi calculada pela Equagdo 7, onde Ps corresponde a pressdo de
saturagao do vapor d’agua (Pa), UR1 é a umidade relativa no dessecador, UR2 ¢é a
umidade relativa na célula de permeacao e E é a espessura dos filmes (m). Neste
trabalho, o valor calculado para Ps(UR1-UR2) foi 2375,39 Pa.

TPVA |
Ps (UR1-UR2)

PVA= [ (7)
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3.2.2.2.10 Determinagéao do grau de intumescimento dos filmes

O grau de intumescimento dos filmes foi avaliado, em triplicata, por método
gravimétrico, segundo descrito por Liu, Zheng e Tang (2013). Os filmes foram cortados
nas dimensdes 2cm x 2cm, armazenados em dessecador com UR=0 por 7 dias e apos
os 7 dias, foram pesados, para obtengao do peso seco (Ps). Em seguida, as amostras
foram colocadas em pesa-filtros com 20 mL de solu¢cédo tampao pH 5,5 em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C). Apds os tempos 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas
em contato com a solugdo tampao, as amostras foram removidas da imerséo, o
excesso de meio foi retirado com papel filtro e os filmes foram novamente pesados
para obtencdo do peso umido (Pu). O grau de intumescimento (Gl), obtido em
porcentagem, foi calculado conforme a Equacéo 8, em que Pu € o peso da amostra

umida e Ps o peso da amostra seca:

Pu-Ps
Gl (%)=? X100 (8)

3.2.2.3 Avaliagao da dissolugao in vitro dos compostos fendlicos totais presentes no
extrato de bagaco de malte liberado dos filmes poliméricos

Para o ensaio de dissolu¢do, seguiu-se o protocolo de Ludka et al. (2023).
Para isso, os filmes foram cortados nas dimensdes 2cm x 2cm e armazenados em
dessecador com UR=0 por 7 dias. Apds os 7 dias, os filmes foram imersos em 10 mL
de solugdo tampao pH 5,5. A temperatura testada foi 32 £ 2 °C, a qual foi mantida em
estufa de secagem com circulagdo de ar (LUCADEMA, modelo SLSDc, S&o Paulo,
Brasil) e os filmes foram mantidos em repouso durante a liberagéo. Aliquotas de 1 mL
foram coletadas nos tempos 30 min, 1 h, 2 h, 3 h e 4 h e 1 mL também foi reposto,
para garantir que ndo ocorra a saturagdo da amostra no meio. As aliquotas coletadas
foram avaliadas por meio de método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau, que
permite a quantificacdo de compostos fendlicos totais. Para isso, em um tubo de
ensaio, foram adicionados: 200 pyL das amostras, 7 mL de agua destilada, 500 pL do
reagente Folin-Ciocalteau e 2,5 mL de carbonato de sédio 10,6% (%, m.v'"). Areagdo
ocorreu por 5 minutos, em banho-maria a 50 °C, e em seguida o conteudo foi

transferido para cubeta de quartzo, para leitura da absorbancia em espectrofotémetro
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(BEL PHOTONICS, modelo UV-M51, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil), em comprimento
de onda A=715 nm. Foi obtida a curva padrao de acido galico nas concentragdes 1; 5;
20; 25 e 30 yg.mL'. O teste foi realizado em triplicata para todas as condigdes
testadas.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Desenvolvimento dos Filmes de Amido/PVA com e sem Extrato de Bagacgo de
Malte

Como representado pelo Filme com 5% de EBMP na Figura 29, os filmes
obtidos foram incolores. Além disso, os filmes também foram inodoros, o que os torna
adequados e com melhor aceitagao para aplicagao facial, em mascaras cosméticas.
Porém, futuros estudos em voluntarios(as) humanos(as) seriam necessarios para

confirmar a aceitabilidade dos filmes como produtos cosméticos.

FIGURA 29 - Foto do Filme com 5% (%, m.m™') de EBMP

Fonte: A autora
Notas: EBMP — extrato de bagacgo de malte tipo Pilsen

Apds o amido de milho, o amido de mandioca € o mais produzido no Brasil,
sendo este pais 0 segundo maior produtor mundial de mandioca. O excedente de
produgdo do amido de mandioca motivou a escolha desse tipo de amido para a

producgéao dos filmes (de Oliveira et al., 2018). Portanto, filmes de amido de mandioca
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com PVA, que também é um polimero biodegradavel, sdo alternativas acessiveis e

sustentaveis para aplicagdo em mascaras cosmeéticas.

3.3.2 Caracterizacao dos Filmes de Amido/PVA com e sem Extrato de Bagaco de
Malte

3.3.2.1 Determinacgao da espessura, densidade e opacidade aparente dos filmes

Os dados de espessura, densidade e opacidade aparente estdo presentes na
Tabela 15. A espessura € um parametro que esta diretamente ligado com a resisténcia
mecanica, transmissao de luz e permeabilidade ao vapor d’agua e depende da
composi¢cao da matriz do filme da embalagem (Abedl-Firoozjah et al., 2023). Pode-se
perceber que o extrato de bagaco de malte, independente da concentracdo, nao
interferiu na espessura dos filmes. No trabalho de Kumar et al. (2021), a espessura
aumentou de 0,055 mm para 0,062 mm com aumento na concentragao de extrato de
0% para 20%, porém nao foi observada diferenca significativa (p > 0,05) na espessura
do filme. No presente trabalho, o valor da espessura aumentou de 0,07 mm para o
filme Controle até 0,09 mm para o filme com 5% de EBMP, porém mesmo com o
aumento da concentracédo do extrato, ndo houve diferenca estatistica significativa (p
> 0,05) entre as amostras.

Em relagdo aos resultados de densidade, houve um aumento desse
parametro para o filme com 5% de extrato (1,47 + 0,09 g.cm) quando comparado ao
filme Controle (1,28 + 0,04 g.cm-3). O aumento da densidade pode ser explicado pelas
ligagdes de hidrogénio que os compostos presentes no extrato podem apresentar com
outros componentes da matriz do filme, preenchendo os espacgos vazios que podem
existir e tornando a estrutura mais densa e compacta (Qin et al., 2020).

O filme com 10% de extrato pode ser considerado mais opaco quando
comparado aos demais. A opacidade aumenta com o aumento da concentragédo de
polifendis e esse aumento esta relacionado a cor dos polifendis. Da mesma forma, o
extrato de bagaco de malte apresentou-se com uma coloragdo mais amarelada,
fazendo com que o aumento da concentragao de extrato aumentasse a opacidade do
filme (Yu et al., 2022). Entretanto, para a proporc¢ao de 5% de extrato (Filme com 5%
de EBMP), a concentragéo de extrato foi pequena e ndo influenciou na opacidade dos

filmes.
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Considerando a aplicagcdo em mascaras cosméticas, € desejavel que o filme
seja aparentemente agradavel ao consumidor, sendo de preferéncia transparente ou
translucido, sem alteracao de cor, para nao levar a interpretacdo de um produto que
possa estar em processo de oxidacdo e/ou degradacgdo. Futuros estudos de
aceitabilidade de produto cosmético em voluntarios humanos seriam necessarios para
confirmar esta informagao, porém o teste para avaliar a opacidade aparente € uma
alternativa que precede testes in vivo e que permite avaliar caracteristicas fisicas dos
filmes.

Considerando um filme com menor valor de opacidade aparente, quando
comparado aos demais, e que seja mais transparente/translucido, o Filme com 5% de
EBMP seria 0 mais adequado para aplicagao facial, porém mais parametros foram

avaliados e discutidos nos proximos topicos para chegar a esta concluséo.

TABELA 15 - Valores de espessura, densidade e opacidade aparente dos filmes obtidos

Espessura Densidade Opacidade aparente
Amostras 3 0 -1
(mm) (g.cm~) (%.um™)
Filme Controle 0,07 £ 0,022 1,28 £ 0,042 35,08 + 2,482
Filme com 5% b
de EBMP 0,09 £ 0,032 1,47 £ 0,09 35,86 + 1,852
Filme com 0,08 + 0,022 1,42 £ 0,060 53,08 + 6,73

10% de EBMP

Fonte: A autora

Notas: EBMP — extrato de bagago de malte tipo Pilsen. Os dados estdo expressos em média + desvio
padrao (n=3). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras
(Teste de Tukey, p<0,05).

3.3.2.2 Avaliagao da microestrutura dos filmes

Na microscopia eletrénica da criofratura dos filmes, cujas eletromicrografias
estdo mostradas na Figura 30, foi possivel observar que o filme Controle apresenta
superficie de fratura mais irregular e heterogénea. O filme com 5% de extrato
apresentou superficie mais rugosa, enquanto o filme com 10% de extrato apresentou

a superficie mais lisa e homogénea.
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FIGURA 30 - Fotomicrografias das criofraturas dos filmes Controle (A), com 5% (%, m.m") de EBMP
(B) e com 10% (%, m.m™") de EBMP (C), aumento de 1000x

SEM HV: 10.0 kY WD: 23.26 mm MIRAI TESCAN  SEM HV: 10.0 kV. 3 MIRA3 TESCA  SEM HV: 10.0KV

SEM MAG: 100 hx Det: SE %0 ym SEM MAG: 1.00 kx SEM MAG: 1000
View field: 277 pm  Datogmiay): 042423 Performance in nanospace View field: 277 pm  Date(micly): 0424123

Fonte: A autora

No estudo de Yu et al. (2022), quando houve aumento da concentragao dos
polifendis (de 8% e 10%) na matriz polimérica dos filmes, a homogeneidade diminuiu.
A quantidade excessiva de polifendis de cha fez com que a estrutura do filme se
rompesse. Nas concentracdes de 2%, 4% e 6% de polifendis, os filmes se mantiveram
uniformes devido a possivel interagéo, por ligagdes de hidrogénio, dos polifendis com
o0 amido e o PVA.

Nesse sentido, nas concentragdes testadas, podemos concluir que o material
se mostrou homogéneo e sem tendéncia a separagao de fases, o que evidencia a boa

interagdo entre a matriz e os compostos fendlicos.

3.3.2.3 Analise térmica dos filmes

A curva obtida na analise de TGA é uma representacéo grafica da variagao
de massa da amostra versus temperatura ou tempo. Os termogramas diferem de um
composto para outro e permitem a avaliagao da estabilidade térmica do material, bem
como da estabilidade oxidativa, composigcdo multicomponente, vida util do produto,
cinética de decomposicao e umidade e conteudo volatil. Através dessa informacao, é
possivel aplicar uma faixa de temperatura adequada no processo produtivo das
formulacdes, de forma que nao haja degradacao dos componentes presentes. Por
avaliar cada composto separadamente, a analise de TGA € adequada para misturas
complexas, como é o caso de extratos e formulagdes contendo extratos (Brand et al.,
2018; Saadatkhah et al., 2020).
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Os graficos de analise termogravimétrica dos filmes (Figura 31) mostraram
trés etapas de degradacéo térmica: A perda de massa inicial (100 °C) esta relacionada
a evaporagao da agua e outras substancias volateis. Na segunda regiao (200-300 °C),
ocorre a degradacao das cadeias de amilose e amilopectina do amido e a degradagéo
térmica do PVA e na terceira etapa (400-500 °C), ocorre a provavel oxidagdo da
amostra. Com a adi¢cao do poli (vinil alcool), as interagdes entre o amido e o PVA
ocorrem devido a grande quantidade de hidroxilas existentes nos dois polimeros, e
isto também pode auxiliar no aumento da estabilidade térmica dos filmes. Também é
possivel a formacdo de multicamadas de silicato de carbono durante o processo de
aquecimento dos filmes, que pode acarretar também na melhora da estabilidade
térmica (Abedi-Firoozjah et al., 2023; Begum et al., 2019).

Pela analise das curvas de dTG, demonstradas na Figura 32, foi possivel
visualizar a temperatura de maxima degradacao para a mistura do amido com PVA
apresentou um sutil aumento (317 °C) quando comparada a temperatura do amido
puro (300 °C). O PVA puro apresentou maior temperatura de degradagéao (333 °C)
quando comparado as demais amostras analisadas. Além disso, a presencga do extrato
nao interferiu na estabilidade térmica dos filmes, uma vez que os filmes com 5% e
10% de extrato apresentaram a mesma temperatura de maxima degradacao (317 °C)
quando comparados ao filme Controle.

FIGURA31 - Curvas de TGA (A) e dTG (B) dos polimeros amido e PVA, do EBMP e dos filmes Controle,
com 5% e 10% (%, m.m™") de EBMP
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Fonte: A autora

A anadlise de DSC permite avaliar os efeitos do calor e associa-los as
alteracgdes fisicas e/ou quimicas da amostra, como transigdes de fase (fusdo, ebuli¢ao,

sublimacéao, congelamento, mudangas na cristalinidade) ou reagées de desidratacéo,
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decomposicao, oxido-reducgédo. Os efeitos endotérmicos geralmente estdo associados
aos processos de transicao de fase, desidratacéo, redugcdo e decomposicao, ja os
exotérmicos com cristalizacdo, oxidacdo e também com decomposi¢ao (Beninca,
2008).

Em geral, o estagio de fusdo pode ser detectado pela presenca de pico
endotérmico em termogramas de DSC. Por meio da andlise das curvas de DSC
(Figura 32), o polimero PVA puro apresentou um pico endotérmico em ~ 200 °C,
relacionado a fusdo desse polimero, que pode variar de 200-230 °C. A estreita faixa
de fusdo dos filmes de amido/PVA (faixa de 330-350 °C para os filmes Controle e com
5% de EBMP e 230-250 °C para Filme com 10% de EBMP) indica a existéncia de
fortes interagdes intermoleculares, que correspondem as ligagdes de hidrogénio entre
as moléculas de PVA e amido. Caso nao houvesse interagcdes entre o PVA e 0 amido
de mandioca, a incorporacao de PVA ao amido teria reduzido as temperaturas de
fusdo dos filmes de amido/PVA. Porém, os filmes Controle e com 5% de EBMP
apresentaram picos endotérmicos muito proximos ao segundo pico endotérmico do
PVA puro. A estrutura helicoidal do amido, com muitos grupos hidroxila direcionados
para fora do anel, interagiu e formou ligagcdes de hidrogénio com PVA (Sin et al., 2010).

Ja o filme com 10% de EBM apresentou um pico endotérmico em ~ 250 °C, e
a reducao da temperatura de fusdo do material pode estar relacionada a maior
quantidade de extrato aplicada no filme, que pode comprometer as propriedades
térmicas deste fiime e levar a degradagdo em temperatura mais baixa quando

comparado aos demais filmes.

FIGURA 32 - Curvas de DSC dos polimeros amido e PVA, do EBMP e dos filmes Controle, com 5% e
10% (%, m.m™") de EBMP
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Fonte: A autora
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3.3.2.4 Espectroscopia na regido do Infravermelho (FTIR) dos filmes

Através da Figura 33, foi possivel observar que o amido apresenta a banda
em 3387 cm, relacionado a vibragdo de estiramento do grupo OH. Em 2930 cm™,
ocorre o estiramento de CH2 do grupo alcano e 1333 cm™* corresponde a flexdo de C-
H do grupo alcano. A banda em 1641 cm™' deve-se a flexdo do grupo OH na molécula
de agua (higroscopicidade do amido). Na faixa de 1652-1630 cm-!, também pode
ocorrer a vibragédo de estiramento de C=C. Em 1205 cm™', ocorre a flexdo C-OH. Em
1149 cm' e 1076 cm™', sdo bandas caracteristicas da vibragdo C-O e estiramento C-
C dos grupos C-O-C da unidade de glicose do amido (Patil et al., 2021).

Ja no espectro do PVA, a presenca da banda em 3926 cm™' é devido a
presenca de OH, que representa a ligagao de hidrogénio intra e intermolecular. As
bandas entre 3000-2800 cm-' correspondem a vibragdo de estiramento assimétrico da
ligagdo C-H dos grupos alquil. A banda em 1752 cm-' esta relacionada ao grupo C-O
de acetatos residuais de PVA. Em 1414 cm™', ocorre a vibragdo de estiramento CH-
CH2. No numero de onda 1373 cm', ha a presenga de hidrocarboneto (alcano) e na
faixa de 1000-1250 cm-', a vibragdo C-O dos grupos C-OH (Abedi-Firoozjah et al.,
2023; Patil et al., 2021).

FIGURA 33 - Espectros de FTIR dos polimeros amido e PVA, do EBMP e dos filmes Controle, com 5%
e 10% (%, m.m™") de EBMP
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Fonte: A autora

Nos filmes Controle, pela mistura de amido e PVA, foi possivel perceber que
na faixa de 3300-3000 cm-', ocorre vibragdo de estiramento dos grupos OH. Em 2930

cm', a presenca do grupo C-H. Em 1710 cm™', é caracterizado pela vibracgéo da flexao
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da ligagdo de hidrogénio do grupo OH e em 1076 cm™, o estiramento C-O. Os
espectros de FTIR mostram que ha interacao por ligagdes de hidrogénio entre PVA e
amido, devido a presencga dos grupos OH e C-O (Patil et al., 2021). A banda em 1746
cm™' pode ser atribuida a vibragdo de estiramento de grupos C=0 (Castanho; de
Souza do Prado; de Paiva, 2022).

Os espectros de FTIR das amostras contendo EBMP apresentaram-se
semelhantes entre si, como uma combinacgao dos espectros dos polimeros isolados e
sem a visualizagcdo de novas bandas. Isso mostra que n&do ocorreram ligagdes
quimicas entre os extratos e a matriz polimérica que sejam visiveis nos espectros, o
que é desejado, uma vez que durante a aplicacdo dos filmes como mascaras
cosméticas deseja-se que os compostos fendlicos migrem da matriz para a pele,

exercendo suas acgdes prebidtica e antioxidante.

3.3.2.5 Avaliagao das propriedades mecanicas dos filmes

Considerando que a finalidade de aplicagao do filme € em mascara facial, é
importante que este material ndo se rompa ou quebre facilmente e devido a isso, as
propriedades mecanicas foram investigadas. A tensdo maxima na ruptura mede a
resisténcia do filme contra as pressdes e forgas aplicadas, ja a elongagao avalia a
deformagao, ou seja, a capacidade que o filme tem de se esticar até ocorrer a ruptura
e 0 médulo elastico consiste em uma medida de rigidez do material, € quanto maior
for o valor do médulo elastico, maior a chance de ocorrer ruptura desse filme, em
condi¢cdes de tensao mecanica. Os graficos de tensdo maxima na ruptura (MPa),
elongacéao (%) e mddulo elastico (MPa) estdo presentes na Figura 34.

A tensdo maxima dos filmes com 10% de extrato foi significativamente
superior a observada para a amostra Controle. O poli (vinil alcool) apresenta o
grupamento C — C flexivel e grande numero de grupos OH, e também ha
compatibilidade entre o amido e o poli (vinil alcool) pelas ligagdes de hidrogénio, isso
justifica a melhora das propriedades mecéanicas quando comparado ao amido isolado
em filmes (Patil et al., 2021).

Ainda, ligagdes de hidrogénio podem ocorrer entre os compostos fendlicos do
extrato com os outros componentes da matriz polimérica, incluindo os polimeros. O

aumento da resisténcia dos filmes favorece sua aplicagédo comercial, tornando-o mais
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resistente ao manuseio. A ocorréncia de interagdes entre os componentes dos filmes
faz com que a matriz fique mais homogénea (como mostrado nas imagens de MEV)
e mais resistente (maior tensdo maxima na ruptura). Por outro lado, esse fenbmeno
torna os filmes menos flexiveis, ou seja, com menores elongagdes, como € observado
para o filme com 10% de extrato, quando comparado ao filme Controle e com 5% de

extrato.

FIGURA 34 - Valores de tensdo maxima na ruptura (A), elongacao (B) e médulo elastico (C) para os
filmes Controle, com 5% e 10% (%, m.m"") de EBMP
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Fonte: A autora
Notas: Os dados estao expressos em média + desvio padrao (n=3). Letras diferentes entre as colunas
indicam diferenga significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p<0,05).

Quanto maior a possibilidade de interagdes quimicas dos compostos fendlicos
com os demais componentes, menor a mobilidade das cadeias poliméricas e mais
densa a matriz polimérica, diminuindo a flexibilidade e elongacao (Abedi-Firoozjah et
al., 2023).

Os resultados obtidos foram semelhantes aos dados de Yu et al. (2022), os
quais desenvolveram filmes de amido e PVA com polifendis de cha pela técnica de
solvent casting e observaram que com o aumento da concentragao dos polifendis, a
tensdo maxima na ruptura também aumentou. Como ha interagao entre as moléculas
de polifendis, amido e PVA, a adigao dos polifenéis em maior concentragédo pode ter
melhorado a estrutura da matriz do filme, melhorando também a resisténcia a tracao.
Ja para a elongacao na ruptura, quando a concentragéo de polifendis foi aumentada,
houve comprometimento da estabilidade da rede polimérica do filme, fazendo com

que a elongagao diminuisse significativamente (Yu et al., 2022).
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Nos filmes de amido e PVA desenvolvidos com betalainas da casca de pitaya
vermelha, também foi observado que a resisténcia a tragao dos filmes de amido com
poli (vinil alcool) aumentou quando houve aumento da concentragcao do extrato de
pitaya. As ligacdes de hidrogénio entre betalainas, amido, PVA e glicerol fazem com
que a estrutura do filme figue mais compacta, levando a uma maior resisténcia
mecanica (Qin et al., 2020).

No estudo de Kumar et al. (2021), em que foi observado nos filmes de amido
de arroz com PVA com extrato de casca de abacaxi que o aumento da concentragao
de extrato ocasionou a redug¢ao na elongagao na ruptura. O aumento da concentragéo
de extrato ocasionou maior rigidez e menor extensibilidade nos filmes de amido/PVA.

Para aplicacdo cosmética como mascara facial € desejavel que o filme seja
resistente mecanicamente, porém que n&o seja facilmente fraturado. O filme com 5%
de extrato apresentou menor valor de moédulo elastico quando comparado ao filme
com 10% de extrato, indicando uma menor rigidez do filme com 5% e filmes menos
rigidos, tendem a sofrer deformagbes com menor chance de ruptura quando

comparado aos filmes com maior valor de médulo elastico.

3.3.2.6 Solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes

Os filmes apresentaram valores de solubilidade em &agua entre 55,71 e
67,26% (Tabela 16), o que significa que esses materiais sdo altamente soluveis em
agua. A presenga e o aumento da concentragdo do extrato ndo interferiram na
solubilidade em agua, porém houve redugao da permeabilidade ao vapor d’agua do
filme com 10% de extrato quando comparado ao com 5% de extrato.

O filme com 10% de extrato apresentou menor valor de permeabilidade ao
vapor d’agua do que quando comparado ao filme com 5%, isso pode ser justificado
pela dificuldade de um caminho tortuoso que o vapor d’agua precise percorrer,
formado pelo aumento da concentracdo de extrato na matriz polimérica. Além disso,
houve aumento da hidrofobicidade, devido a adigao de extrato no filme, o que também
dificulta a passagem de vapor d’agua. Os filmes com 10% de extrato sao filmes mais
rigidos quando comparados aos de 5%, o que confirma isso € que os filmes com 10%

apresentam maior valor de mddulo elastico, e, portanto, as cadeias poliméricas séo
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mais rigidas e menos flexiveis, o que também pode dificultar a difusdo da agua pela

matriz e reduzir a permeabilidade ao vapor d’agua (Abedi-Firoozjah et al., 2023).

TABELA 16 - Valores da solubilidade em agua e permeabilidade ao vapor d’agua dos filmes Controle,
com 5% e 10% (%, m.m"") de EBMP

Amostras Perda de peso em Permeabilidade ao vapor
agua (%) d’agua (x 10" g.m1.s"1.Pa)
Controle
67,26 + 3,762 2,672b

Filme com 5% de
EBMP 66,40 + 1,982 4 202

Filme com 10% de
EBMP 55,71 + 11,012 1,41°

Fonte: A autora

Notas: EBMP — extrato de bagago de malte tipo Pilsen. Os dados estdo expressos em média + desvio
padrao (n=3). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as amostras
(Teste de Tukey, p<0,05).

A solubilidade em agua é um parametro para avaliar se a mistura entre amido
e PVA é facilmente soluvel em agua ou apresenta resisténcia a agua. Essa medida
esta diretamente relacionada a biodegradabilidade, ou seja, quanto maior a
solubilidade em agua, mais rapidamente a amostra é degradada. Como os polimeros
e compostos fendlicos presentes nos extratos apresentam muitas hidroxilas em suas
estruturas quimicas, estas se ligam, ocorrendo a solubilizacdo dos filmes em agua.
Além disso, os constituintes do filme (amido, PVA e glicerol) s&o hidrofilicos. A elevada
solubilidade dos filmes em agua permite com que em peles mais hidratadas por
exemplo, a presenga de agua pode permitir uma desintegracdo mais rapida da
estrutura polimérica, facilitando a liberagado dos compostos fenélicos do extrato na pele
(Patil et al., 2021).

A permeabilidade ao vapor d’agua avalia a permeagao da umidade através do
filme para a pele ou outro meio em que o filme esteja em contato. O filme para
aplicagao na pele precisa ser permeavel, nao pode ser totalmente oclusivo, uma vez
que ha necessidade da troca gasosa entre a pele e o meio. Alguns fatores que podem
interferir na permeabilidade ao vapor d’agua incluem tipo de ativo incorporado na
matriz, integridade, flexibilidade da cadeia polimérica a relagao hidrofilica/hidrofébica

e condi¢gdes ambientais (Patil et al., 2021).
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No estudo de Patil et al. (2021), os valores de permeabilidade ao vapor d’agua
para filmes de amido/PVA variaram entre 4,57 x 10-'° até 3,17 x 10" g.m™'.s"'.Pa,
ocorrendo uma redugao do valor com o aumento na propor¢éao de PVA adicionado no
filme. A estrutura molecular organizada do polimero PVA devido a sua natureza
semicristalina e a grande quantidade de grupos OH podem ter auxiliado no aumento
da polaridade e cristalinidade e consequentemente em valores mais baixos de
permeabilidade ao vapor d’agua.

Os resultados de permeabilidade foram compativeis ao encontrado no estudo
de Qin et al. (2020), em que também foi observado que com o aumento da
concentragao do extrato no filme, houve reducéo do valor de permeabilidade, uma vez
que as betalainas e outros componentes presentes em extratos vegetais podem fazer
ligagdes de hidrogénio com o amido e PVA, tornando a estrutura mais compacta e
com menos poros para a passagem de vapor d’agua.

Para aplicacdo cosmética como mascara facial € desejavel que o filme seja
permeavel ao vapor d’agua (ndo oclusivo) e, portanto, o filme com 5% de extrato
apresentou maior valor de permeabilidade ao vapor d’agua do que quando comparado

ao filme com 10%, sendo um filme menos oclusivo e mais adequado para uso na pele.

3.3.2.7 Determinagé&o do grau de intumescimento dos filmes

Pela andlise dos graficos presentes na Figura 35 foi possivel perceber que os
filmes apresentaram valores de intumescimento de 600 a 950%, valores considerados
extremamente altos, quando foram expostos ao meio tampé&o pH 5,5.

Apesar da alta solubilidade dos filmes de amido, como foi demonstrado no
teste de perda de peso em agua, estes quando mantidos em repouso por periodos
curtos, como o periodo de 4h, em que foi realizada a determinagdo do grau de
intumescimento, ndo séo solubilizados em agua e sdo intumescidos. A presenga do
polimero PVA permite com que os filmes apresentam maior resisténcia a agua do que

se fosse usado o amido isoladamente.
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FIGURA 35 — Representacao grafica do grau de intumescimento dos filmes Controle, com 5% e 10%
(%, m.m™") de EBMP nos tempos 30 min, 1h,2he4h
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Fonte: A autora
Notas: Os dados estdo expressos em média + desvio padrao (n=3). Letras diferentes entre as colunas
indicam diferenca significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p<0,05).

O grau de intumescimento esta relacionado com o volume total livre ocupado
pela agua nos filmes. Quanto maior for o valor do grau de intumescimento, isto
significa que ha mais interagdes entre as hidroxilas das moléculas de agua e as
hidroxilas da mistura de amido e PVA. No tempo de 1 h foi possivel observar que
houve diferenga no grau de intumescimento entre as amostras. Nesse tempo o filme
com 10% de extrato mostrou redugéo da retencao de umidade quando comparado ao
filme com 5% de extrato. Isso pode ter ocorrido devido as ligagdes de hidrogénio entre
as hidroxilas dos polimeros com as hidroxilas dos compostos fendlicos do extrato,
deixando menos OH livres para reagir com a agua e dessa forma intumescendo
menos. A possivel presenca de extrato na superficie do filme pode ter aumentado a
hidrofobicidade, reduzindo o grau de intumescimento para o flme com 10% de extrato
(Abedi-Firoozjah et al., 2023).

3.3.3 Avaliagao da Dissolucao In Vitro dos Compostos Fendlicos Totais presentes no
Extrato de Bagago de Malte liberado dos Filmes Poliméricos

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos totais liberados do extrato
incorporado nos filmes com 5% e 10% de extrato, primeiramente foi a curva analitica

do acido galico na faixa de concentragdo de 1 a 30 ug.mL™" (Figura 36).
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FIGURA 36 — Curva analitica padrdo do acido galico na faixa de concentragdo de 1 a 30 yg.mL""
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Fonte: A autora

Através da Figura 37, foi possivel observar o perfil de liberagdo de 100% dos
compostos fendlicos presentes nos filmes com 5% de extrato de bagago de malte em
2h de teste. Ja para os filmes com 10% de extrato, a porcentagem total de compostos
fendlicos liberados ocorreu no tempo total avaliado, que foi de 4h.

FIGURA 37 — Perfil de liberagdo dos compostos fendlicos totais dos filmes com 5% e com 10% (%,
m.m™') de EBMP no meio tamp&o pH 5,5 e na temperatura de 32°C
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Fonte: A autora

O resultado obtido foi satisfatério, considerando que o meio tampao pH 5,5
com temperatura de 32 °C € um meio que simula as condi¢gdes de uma pele humana
jovem e saudavel. Além disso, considerando a aplicagdo dos filmes em mascaras
cosmeéticas, € interessante que os filmes figuem em contato com o rosto dos usuarios

por curtos periodos, de no maximo 4h. Porém, futuros estudos de permeagéao cutanea
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do extrato presente nos filmes em orelha de porco s&o necessarios para avaliar se o
perfil de liberagcao é semelhante ao que foi obtido através do teste in vitro feito nesse

estudo.

3.4 CONCLUSAO

Para o desenvolvimento de um produto cosmético, muitas etapas sao
necessarias até a comercializacado. No presente estudo, foi feito o desenvolvimento e
o inicio das caracterizacoes in vitro dos filmes para aplicagcdo em mascaras faciais.

Dessa forma, o filme de amido/PVA, especialmente com 5% de EBMP,
representa uma alternativa biodegradavel e sustentavel para aplicacao cosmética,
uma vez que nessa concentragéo de extrato, a integridade fisica do filme foi mantida,
além de apresentar propriedades mecanicas, opticas, térmicas, de barreira e quimicas
adequadas para o uso cosmético. Além disso, os compostos fendlicos, responsaveis
pelas acdes antioxidante e prebidtica, foram completamente liberados em até 4h em

meio tampao pH 5,5 e temperatura de 32 °C (condigbes que simulam a pele).
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CAPITULO 4 - DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE
NANOPARTICULAS DE AMIDO DE MANDIOCA CONTENDO EXTRATO DE
BAGACO DE MALTE TIPO PILSEN

RESUMO: As nanoparticulas de amido sao sistemas de liberagao biodegradaveis e
biocompativeis, que favorecem a penetragao de ativos cosméticos até camadas mais
profundas da pele devido aos seus tamanhos reduzidos, além de protegerem os
compostos fenodlicos de serem degradados pela luz e/ou oxigénio. Com base nisso, o
presente trabalho teve como objetivo desenvolver nanoparticulas de amido Controle
(sem extrato) e com 5% e 10% (%, m.m™") de extrato de bagacgo de malte, por meio
dos métodos de nanoprecipitagdo, utilizando um antissolvente (etanol), associada a
homogeneizagédo com alta velocidade com o uso de ultraturrax. O didmetro médio das
nanoparticulas variou de 180 a 200 nm, o indice de polidisperséao ficou abaixo de 0,5
(0,26-0,36), indicando que as particulas estao distribuidas de modo uniforme e houve
reducdo do potencial zeta na nanoparticula com 10% (%, m.m™") de extrato (-12,00 +
1,10 mV) quando comparada a nanoparticula Controle (-21,80 + 3,40 mV), o que
indica que o aumento do extrato pode reduzir a estabilidade das nanoparticulas
desenvolvidas. Pela analise microscépica foi possivel observar que as nanoparticulas
formadas apresentam formato esférico e pela anadlise de difracdo de raios X, a
estrutura semicristalina dos granulos de amido nativo foi modificada, passando a ser
uma estrutura amorfa quando em forma de nanoparticula. A eficiéncia de
encapsulagdo mostrou que em concentragdes de 5% (%, m.m™") de extrato foi possivel
encapsular quase a totalidade de extrato (90,34%), porém com o aumento para 10%
(%, m.m'), a eficiéncia cai drasticamente para apenas 6,67%. Devido a isso, as
nanoparticulas de amido sao alternativas cosméticas sustentaveis para a
encapsulagéao e protecdo dos compostos fendlicos presentes no extrato de bagago de
malte, na concentragdo de 5% (%, m.m").

Palavras-chave: Nanoprecipitagdo. Amido de mandioca. Nanoparticulas esféricas.
Encapsulacao de extrato. Particulas uniformes.

4.1 INTRODUCAO

As nanoparticulas sao sistemas de liberagdo de ativos, que apresentam
tamanhos na faixa de 1 a 1000 nm. O tamanho nanométrico melhora algumas
propriedades fisico-quimicas quando comparado ao material a granel, como a
reducdo da dispersao da luz, aumento da solubilidade e a penetracdo através de
membranas bioldgicas (Ruan et al., 2022). Um exemplo de nanomaterial que é
biocompativel, biodegradavel, sustentavel e que apresenta baixa toxicidade, para

aplicagcbes cosméticas, € o amido (Hassan et al., 2022).
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Os nanomateriais de amido podem apresentar diferentes formas e
morfologias, como nanocristais, nanofibras, nanomicelas, nanoparticulas e
nanovesiculas, dependendo do método de obtencdo utilizado. Um dos métodos mais
antigos e mais utilizados € o da nanoprecipitagdo com antissolvente ou ndo-solvente,
pois além de ser simples, de baixo custo e reprodutivel, pode-se utilizar reagentes de
baixa toxicidade, como etanol e agua. Este método exige a etapa de pré-gelatinizagao
do amido em agua e apos a formagao dos granulos de amido, estes sao precipitados
na presenca de etanol puro ou etanol acidificado (antissolvente) e formam
nanoparticulas de amido com tamanhos inferiores a 1000 nm, ocorrendo as etapas de
supersaturacdo, nucleagcdo e agregagao (Jaizia dos Santos Alves; Rodrigues
Monteiro; Ayala Valencia, 2022; Jiang et al., 2023).

Para obter nanoparticulas com tamanhos menores a 500 nm pelo método de
nanoprecipitagdo, é preciso usar uma solu¢cdo de amido altamente diluida e volume
maior de antissolvente, uma vez que a alta concentragao de amido esta diretamente
relacionada a viscosidade da formulacdo. A alta viscosidade da solu¢gdo de amido
dificulta a difusdo da solucdo de amido em direcdo ao antissolvente, levando a
formacéao de particulas com tamanhos maiores. Além disso, a diluicao da solucao de
amido e volume maior de antissolvente diminuira a eficiéncia da encapsulagao e
aumentara o custo (Chang et al., 2017). Devido a isso, € interessante a associagao
do processo de nanoprecipitagdo com outros métodos, como a homogeneizagdo em
alta velocidade, com a finalidade de aumentar o rendimento e reduzir o tamanho de
particulas.

As nanoparticulas de amido podem ser usadas como carreadores de ativos
naturais, assim como os filmes no capitulo anterior. Alguns trabalhos ja demonstraram
que as nanoparticulas de amido auxiliam na estabilizacdo de compostos fendlicos,
que sao altamente fotoinstaveis, e consequentemente na manutengdao das suas
atividades biologicas (Jaizia dos Santos Alves; Rodrigues Monteiro; Ayala Valencia,
2022). Além disso, foi demonstrado que a atividade antioxidante in vivo dos polifendis
€ inferior a capacidade de eliminarem as espécies reativas de oxigénio (EROs) nas
células devido as suas baixas biodisponibilidades, sendo necessaria a encapsulagao
desses bioativos (Garcia-Gurrola et al., 2021). Dessa forma, o presente estudo teve o
objetivo de sintetizar nanoparticulas de amido, contendo 5% e 10% (%, m.m") de
EBMP por nanoprecipitagao associada a homogeneizagao em alta velocidade, bem

como caracteriza-las através de métodos que avaliam o tamanho, a morfologia, a
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carga superficial e a estabilidade das nanoparticulas, bem como a eficiéncia de

encapsulacao dos compostos fendlicos do EBMP.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material

Para a obtengdo das nanoparticulas, foi utilizado amido de mandioca (lote
AGGO071), fornecido pela Agricola Horizonte Ltda (Marechal Candido Rondon, Parana,
Brasil), hidroxido de sodio P.A (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias, Rio de
Janeiro, Brasil) para hidrolise alcalina e alcool etilico absoluto (Reatec — Colombo,
Parana, Brasil), que foi utilizado como nao-solvente no processo de nanoprecipitagao.
Como crioprotetor na liofilizagdo, foi usada a lactose monohidratada P.A (Biotec
Produtos Quimicos, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil).

Na espectroscopia na regiao do infravermelho, foi usado o brometo de potassio
(KBr) grau espectroscépico (Sigma-Aldrich — Darmstadt, Darmestadio, Alemanha)
para a formacdo de pastilhas. A agua purificada, usada na formulagdo das
nanoparticulas, foi obtida a partir de ultrapurificador de agua Mili-Q® (MERCK, modelo

Integral 5, Darmstadt, Alemanha).

4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Desenvolvimento de nanoparticulas de amido com e sem extrato de bagago
de malte

O método utilizado para a obtengao das nanoparticulas foi a nanoprecipitagao,
seguida da homogeneizagao em ultraturrax, representado na Figura 38, conforme
descrito por Ruan et al. (2022), com algumas modificagdes. Primeiramente, foi
preparada a solugdo aquosa de hidréxido de sodio 1% (%, m.v'') e em seguida foi
adicionado a essa solugédo 5g de amido de mandioca (5%, m.v'), considerando um
volume total de 100 mL de agua purificada, para a etapa de hidrélise alcalina,
permitindo a quebra das cadeias de amido. Em seguida, foi feita a agitacao da

suspensao de amido preparada em agitador mecanico (QUIMIS, modelo Q235,
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Diadema, Sao Paulo, Brasil), com velocidade de rotagao de 1700 rpm por 5 minutos,
até a formagao de um gel. O gel de amido foi entao transferido para uma bureta com
volume de 100 mL e foi feito o gotejamento lento e continuo (1 gota/segundo) em 100
mL da solugdo de etanol absoluto, contendo 5% e 10% (%, m.m™") do extrato de
bagaco de malte liquido, em relagdo ao amido (etapa de precipitagdo com né&o-
solvente), adicionada em becker de 250 mL, sob agitagao de 1700 rpm, a temperatura
ambiente. Apds o término do gotejamento, a suspensao de amido formada em etanol
foi transferida para tubos Falcon de 50 mL para centrifugagéo a 2000xg por 10 minutos
a temperatura ambiente.

Apos a centrifugagao, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado
uma vez com etanol absoluto. Apds a lavagem, o precipitado foi seco em estufa a
temperatura de 50 °C por 6 horas. Em seguida, o precipitado foi triturado em
liquidificador até formacao de pd. As microparticulas solidas foram armazenadas em
recipientes de vidro, no interior de dessecador com UR=0, devido a higroscopicidade
do amido. Para a reducido do tamanho de particulas e a obtencédo destas na escala
nanométrica, foi pesado 0,89 das microparticulas sélidas (0,8%, % m.v'') em um
becker contendo 100 mL de agua purificada. Esta preparagéo foi homogeneizada com
0 uso de ultraturrax a 14000 rpm por 8 minutos.

Além das nanoparticulas com o extrato, também foram desenvolvidas
nanoparticulas de amido Controle, em que nao houve adicdo de extrato, para fins

comparativos, e todas as formulagdes foram feitas em triplicata.

FIGURA 38 - Representagao esquematica do método de obtencéo das nanoparticulas de amido
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4.2.2.2 Caracterizagdo das nanoparticulas de amido com e sem extrato de bagago
de malte

Para algumas analises de caracterizagdo, como analise termogravimétrica,
espectroscopia na regidao do infravermelho, microscopia eletrénica de varredura (foi
realizada com e sem liofilizac&o) e difragdo de raios X, foi necessaria a etapa prévia
de liofilizacdo das formulagcbes de nanoparticulas. Para isso, as nanossuspensoes
foram preparadas e lactose 1% (%, m.v'") foi adicionado como crioprotetor para a
preservagao da morfologia e estrutura das nanoparticulas, mantendo sob agitagao
magnética até a completa homogeneizag¢ao da lactose no meio aquoso. Em seguida,
as suspensbes foram congeladas em ultrafreezer (NUAIRE, modelo Nu9668GC,
Plymouth, Minnesota, Estados Unidos) a -80 °C por 24 horas e liofilizadas em
liofilizador (TERRONI, LD 1500, S&o Carlos, Sao Paulo, Brasil) por 48 horas, até total

remogao da agua.

4.2.2.2.1 Determinagéo do diémetro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

O didametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta foram avaliados
pela espectroscopia da correlagao de fétons por meio do espalhamento dindmico da
luz (DLS), em ftriplicata, no analisador de particulas (ZETASIZER NANO ZS90,
Malvern Instruments, Reino Unido) a temperatura de leitura de 20 °C, com software
Zetasizer versao 8.02. Foi feita a diluigdo das amostras em agua purificada (1:100).
Os resultados foram expressos em média + desvio padrdao e foi feita a analise

estatistica ANOVA 1 via para avaliar a diferenca significativa entre as amostras.

4.2.2.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG)

As eletromicrografias para avaliagdo da morfologia e superficie das
nanoparticulas foram obtidas por meio da exposi¢cdo das amostras ao microscépio
eletrénico de varredura por emissao de campo (TESCAN, modelo Mira 3, Brno,
Republica Tcheca). Primeiramente, 10 yL das suspensdes de nanoparticulas 0,8%
(%, m.v') foram adicionadas diretamente em stub, espalhando a gota formada até a

formagao de um filme fino na superficie do suporte, e a posterior secagem a 30 £ 2 °C
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por 5 minutos. Porém, o processo de secagem ocasionou a aglomeragdo das
nanoparticulas, e por isso optou-se em obter também as fotomicrografias das
nanoparticulas liofilizadas e trituradas com auxilio de gral e pistilo, para comparacao.
As amostras foram submetidas a metalizagdo com ouro em um metalizador IC-50 lon
Coater (SHIMADZU, Quioto, Japao). Para obtencdo das eletromicrografias foi
empregada voltagem de aceleracdo de 8 a 10 kV e utilizado software especifico

(Electron Optical Design).

4.2.2.2.3 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) das nanoparticulas

As nanoparticulas foram avaliadas em espectrofotbmetro na regido do
infravermelho (SHIMADZU, IR-Prestige 21, Quito, Jap&o), utilizando pastilhas de
brometo de potassio (KBr), sendo 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2%, m.m™"). As analises foram realizadas na faixa de 4000-400 cm"
1, com paradmetro de 32 scan.min"' e resolugdo de 4 cm™'. Foram obtidos espectros
das nanoparticulas Controle, com 5% e 10% (%, m.m') de extrato de bagaco de

malte, bem como do amido (polimero) e da lactose (crioprotetor).

4.2.2.2.4 Analise térmica das nanoparticulas

Para realizar a analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) das nanoparticulas, foi utilizado o analisador térmico (PERKIN
ELMER, STA 600, Waltham, MA, Estados Unidos), o qual foi calibrado previamente
usando indio (In; P.F.= 156,6 °C; AHfusao = 28,54 J.g™') como padr&o. Os termogramas
e curvas de DSC foram obtidos sob fluxo continuo de nitrogénio (50 mL.min-'), a uma
taxa de aquecimento constante de 10 °C.min-! e a faixa de temperatura utilizada foi
de 20 °C a 500 °C.

4.2.2.2.5 Difragao de raios X (DRX) das nanoparticulas

As nanoparticulas foram avaliadas em difratbmetro de raios X (RIGAKU,

Ultima 1V, Téquio, Japao), com scan de 50°.minuto™! e 26 de 5° a 80°, radiagdo Ka de
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cobre (A-1,5218 A), corrente de 40 mA e voltagem de 40 kV, para a observacdo de

picos indicativos de cristalinidade.

4.2.2.2.6 Eficiéncia de encapsulagdo das nanoparticulas

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) (%) das formulagdes de nanoparticulas
contendo 5% e 10% (%, m.m™") de extrato de bagaco de malte foi avaliada, em
quadruplicata, pelo método indireto, ou seja, quantificou-se a quantidade de extrato
nao encapsulado. Para isso, 500 uL da suspensdo de nanoparticulas foi adicionada
em dispositivo de ultrafiltragdo (Amicon® Ultra 10.000 MW Millipore, Bedford, MA,
EUA) e centrifugada por 30 minutos, com velocidade de 3880xg a 4°C. O filtrado foi
analisado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, para quantificagao
dos compostos fendlicos totais livres, conforme o método descrito por Garcia-Gurrola

et al. (2021). A Equacéo 9 foi usada para o calculo da eficiéncia de encapsulagao.

(Concentragdo teorica-Concentracao obtida)
EE (%) = ~ — x 100 9)
Concentracao teorica

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Desenvolvimento de Nanoparticulas de Amido com e sem Extrato de Bagaco
de Malte

Na Figura 39 foi possivel observar que as trés formulagdes de nanoparticulas
desenvolvidas (Controle, com 5% e 10% de extrato de bagaco de malte) eram
levemente esbranquicadas e turvas. Foi observado que as nanoparticulas de amido
se apresentaram muito instaveis quando o etanol foi adicionado na suspensio de
amido, levando a formagcao de aglomerados ou precipitados visiveis. Ja o inverso,
quando a suspenséo é adicionada gota a gota na solugéo de etanol, as nanoparticulas

ficaram mais estaveis (Sadeghi et al., 2017).
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Fonte: A autora

A presenca de hidroxido de sédio quebra as ligagdes de hidrogénio inter e
intramoleculares do amido. Apenas o tratamento térmico (100 °C por 3 horas) nao é
suficiente para solubilizar completamente o amido, sendo necessaria a combinagao

desse polimero com o hidroxido de sddio (Chin; Pang; Tay, 2011).

4.3.2 Caracterizacao das Nanoparticulas de Amido com e sem Extrato de Bagacgo de
Malte

4.3.2.1 Determinagéo do didmetro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

Os valores de didametro médio, indice de polidispersédo e potencial zeta das
nanoparticulas estdo expostos na Tabela 17. Houve reducdo do tamanho de
particulas com 5% de extrato quando comparado a nanoparticula Controle. A
presenca do extrato de bagaco de malte nas nanoparticulas n&o interferiu no didametro
médio, pois tanto as nanoparticulas sem o extrato (Controle), quanto as com 5% e
10% de extrato apresentaram tamanhos préximos, na faixa de 180-200 nm.

TABELA 17 - Valores obtidos de didmetro médio, indice de polidispersao e potencial zeta para as
nanoparticulas Controle, com 5% e 10% (%, m.m"") de EBMP

Amostras Diametro médio (nm) indice de Potencial zeta (mV)
polidispersao
NP Controle 200,30 + 11,602 0,36 + 0,052 -21,80 + 3,402
NP com 5% de 181,00 + 5,50° 0,34 + 0,042 -16,90 + 2,302P
EBMP
NP com 10% de 181,40 + 2,802° 0,26 + 0,01° -12,00 + 1,10°
EBMP

Fonte: A autora
Notas: NP — nanoparticula. Os dados estdo expressos em média + desvio padréo (n=3). Letras
diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p<0,05).
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As nanoparticulas de amido preparadas pelo método de nanoprecipitacao
podem apresentar tamanhos e outras propriedades diferentes devido as diferencas
de origens botanicas dos amidos e também das condi¢cbes de processamento (Jiang
et al., 2022). O indice de polidisperséo foi utilizado para avaliar a distribuicdo do
tamanho das nanoparticulas de amido através do espalhamento dindmico de luz laser
ou Dynamic Light Scattering (DLS). O valor é adimensional e varia de 0,1 a 0,5 para
suspensdes de boa qualidade e proximo a 1 para preparagdes de baixa qualidade, em
que ha maior heterogeneidade nos tamanhos das nanoparticulas, geralmente com a
presenga de particulas grandes ou aglomerados (Wang et al., 2018).

A suspensao de nanoparticulas sem a homogeneizagao em alta velocidade
apresentou heterogeneidade na distribuicdo do tamanho das particulas (indice de
polidispersdo proximo a 1). A medida que o tempo de homogeneizagdo aumentou, a
distribuicdo de tamanho foi considerada mais homogénea e o tamanho médio das
particulas diminuiu ap6s 8 minutos. Além disso, o valor de indice de polidispersao foi
inferior a 0,4 (Ruan et al., 2022).

O potencial zeta é considerado uma medida que determina a carga superficial
das nanoparticulas. Através da passagem do laser pela amostra, ha a presenga de
um campo elétrico variavel. Os grupos hidroxila do amido tendem a ionizar na
presenca de agua, levando a carga negativa (Hassan et al., 2022).

Por representar a carga superficial das nanoparticulas, o potencial zeta esta
relacionado com a estabilidade da preparacao. As particulas podem ser consideradas
estaveis quando o valor absoluto do potencial zeta é préoximo de |30 mV, enquanto
em potencial zeta proximo a 0 e |5| mV, ocorre a diminuigao da repulsao eletrostatica
entre as particulas e consequentemente maior chance de agregagao ou floculagéo
(Neves, et al., 2013).

O indice de polidispersao foi mais préoximo ao valor de 0 e mais distante a 1
para NP com 10% de extrato, o que implica em uma distribuicdo mais homogénea de
tamanho para as nanoparticulas com 10% de extrato comparadas as nanoparticulas
Controle. Ja em relagdo ao potencial zeta, a nanoparticula com 10% de extrato
apresentou um valor de -12 £ 1,10 mV quando comparada ao valor de -21,80 £ 3,40
mV das nanoparticulas Controle, indicando que com o aumento da concentracéo de
extrato de 5% para 10%, as particulas se aglomeraram mais facilmente, levando a

uma menor estabilidade da formulacéao.
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Wang et al. (2018) obteve nanoparticulas de amido contendo extrato de
Ginkgo biloba pela técnica do nao-solvente, também utilizando o etanol. Foram
obtidas nanoparticulas esféricas ou elipticas, com aglomeracdes, com tamanho na
faixa de 100-200 nm, indice de polidispersao de 0,428-0,478 e o potencial zeta variou
de -2,47 até -15,4 mV.

Ge et al. (2017) utilizou 5% de amido de mandioca e um volume de 100 mL
de etanol para a obtencao das nanoparticulas pelo método de nanoprecipitacdo. O
diametro médio variou de 184 a 228 nm, o indice de polidispersao de 0,318-0,408 e o
potencial zeta variou de -14,5a -17,4 mV.

De Oliveira et al. (2018) obteve nanoparticulas de amido de mandioca, agora
pelo método de hidrélise acida, com o uso acido sulfurico. O didmetro médio variou
de 47 a 178 nm. Além de ser um método com mais etapas (demanda mais tempo,
energia e custo), o rendimento obtido foi de apenas 30%.

Sadeghi et al. (2017) desenvolveu nanoparticulas de amido de milho pelos
meétodos de nanoprecipitagao associado a hidrolise alcalina, com uso de hidréxido de
sédio e ureia. Os nao-solventes testados foram etanol, metanol e acetona. As
nanoparticulas com distribuicdo mais uniforme, com tamanho de particula de 98 nm,
foram obtidas utilizando o etanol como néo solvente.

Jiang et al. (2023) obteve nanoparticulas de amido de quinoa pelo método de
nanoprecipitagdo, utilizando a propor¢édo 1:1 com etanol e amido gelatinizado. O
didmetro médio obtido foi de 191,20 £ 2,90 nm.

Minakawa; Faria-Tischer (2019) desenvolveram as nanoparticulas utilizando
10% de amido e ultrassonicagdo por 30 minutos. Apds esse tempo, deixaram a
suspensao em repouso por 1 hora para precipitacdo das particulas com tamanhos
maiores (micrométricas). As particulas suspensas foram denominadas de
nanoparticulas. Tanto as microparticulas, quanto as nanoparticulas foram transferidas
em placas de petri e secas a 35 °C por 48 horas. Para microscopia, as nanoparticulas
foram mantidas liquidas e refrigeradas a 10 °C para evitar aglomeracéo. O rendimento
foi de 12 + 1% para as nanoparticulas e 88 £ 5% para microparticulas. Os granulos
de amido de mandioca foram circulares e truncados, com diametro variavel de 7-14
Mm. As nanoparticulas variaram de 35-65 nm.

Conforme explorado acima, diferentes fontes botanicas de amido e diferentes
métodos de obtencdo sao responsaveis pelas diferengcas entre as caracteristicas

fisico-quimicas das nanoparticulas obtidas. Em comparacao a literatura citada, as
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nanoparticulas obtidas no presente trabalho mostraram-se promissoras tanto como
sistemas de liberagao de compostos fendlicos em extratos, assim como estabilizantes
em emulsoées pickering, cuja aplicagdo sera mais bem explorada no préximo capitulo.

A reducdo do tamanho das particulas de amido permite a formacao de
emulsdes pickering com tamanho menor de gotas e consequentemente leva a uma
maior estabilidade da emulsao, uma vez que as particulas menores tém maior energia

de dessorcgao na interface das fases 6leo-agua (Ruan et al., 2022).

4.3.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV-FEG)

Na analise microscopica foi possivel observar a diferenca de tamanho entre
0s granulos de amido nativo quando comparados as nanoparticulas obtidas (Figura
40). As nanoparticulas de amido obtidas apresentaram formato esférico. As
nanoparticulas foram liofilizadas, representadas na Figura 40 D, foram obtidas
isoladamente, sendo medidos os seus tamanhos, que variaram de 118-191 nm.
Através da medi¢cdo das nanoparticulas individualmente por MEV, foi possivel
confirmar o didmetro médio que ja havia sido medido por DLS, o qual variou entre 181-
200 nm, considerando os trés tipos de nanoparticulas analisadas: Controle, com 5%
e 10% de extrato.

Além do processo de secagem, a formagao de aglomerados também pode ter
sido ocasionada durante os processos de centrifugagao e da lavagem do precipitado
formado. Wang et al. (2018) também obteve nanoparticulas esféricas ou elipticas, com
aglomeracgoes.

Pode-se perceber pelas eletromicrografias que para a formagdo das
nanoparticulas, houve redugédo no tamanho e mudanga na morfologia dos granulos de
amido de mandioca (Figura 40 A), que apresentaram faixa de tamanho entre 10-20
um, com formatos ovais ou redondos e uma extremidade truncada. Ja o crioprotetor
lactose, representado na Figura 40 B, foi capaz de preservar a morfologia e estrutura

das nanoparticulas, demonstradas na Figura 40 D.



130

FIGURA 40 - Fotomicrografias das particulas de amido de mandioca (A) com aumento de 3000x,
lactose (B) com aumento de 5000x, nanoparticulas de amido aglomeradas (C) com o aumento de
30000x e nanoparticulas de amido individuais (D) com aumento de 4000x
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Fonte: A autora

4.3.2.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR) das nanoparticulas

Através da anadlise dos espectros de FTIR, representados na Figura 41 foi
possivel perceber que o extrato nao interferiu quimicamente na estrutura das
nanoparticulas, uma vez que o espectro da nanoparticula Controle estd bem
semelhante aos espectros das nanoparticulas contendo 5% e 10% de extrato de
bagaco de malte. E importante essa semelhanca, uma vez que provavelmente o
extrato esta encapsulado no interior da nanoparticula e ndo ha interacdo do extrato
com a matriz polimérica, garantindo dessa forma a integridade do ativo antioxidante
na formulacdo. Outra hipotese € que nessas concentracdes de extrato testadas, pode
ter mantido os espectros das nanoparticulas semelhantes ao polimero e ao
crioprotetor, porém em concentracdes superiores a 10%, as bandas poderiam ser

alteradas nos espectros.
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FIGURA 41 - Espectros de FTIR do polimero amido, crioprotetor lactose, de EBMP e das nanoparticulas
Controle, com 5% e 10% (%, m.m-1) de EBMP
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Fonte: A autora

A banda de absorgdo na regido 3700-3000 cm™ refere-se a vibragdo de
estiramento das hidroxilas presentes na estrutura do amido. Além disso, a banda
observada em 1645 cm esta relacionada a vibragdo de estiramento e flexdo da
ligacdo de hidrogénio de grupos hidroxila da agua absorvida nas regiées amorfas,
tanto do amido, lactose e nas nanoparticulas. A banda em 1400 cm™ corresponde a
vibracdo de alongamento em radicais alquil (C-H) (Wang et al., 2018). As bandas
situadas na faixa de 3000-2700 cm™, presentes no amido, lactose e nas
nanoparticulas, esta relacionada a vibragao de estiramento assimétrico de C-H (Czaja
et al., 2023; de Oliveira et al., 2018).

4.3.2.4 Analise térmica das nanoparticulas

A maior perda de massa do amido ocorreu na faixa de 275-350 °C, que se
refere a sua degradacéo, visualizada na Figura 42, confirmado pelo pico endotérmico
formado em 300 °C na analise de DSC, presente na Figura 43. A temperatura de
degradagao do amido de mandioca pode variar de 259-406 °C. A estabilidade térmica
das nanoparticulas diminuiu quando comparada ao polimero puro (amido), as quais
tiveram a 1° etapa de perda de massa em 105 °C referente a evaporagdo da agua
absorvida nas amostras e a 22 etapa na faixa de temperatura de 220-320 °C

relacionada a completa degradagdo das nanoparticulas. Essa diferencga



132

provavelmente ocorreu devido a redugdo do tamanho das particulas e
desestruturagdo da porcéo cristalina do amido (quebra das ligagdes de amilose e
amilopectina), ocasionada principalmente pela agitacdo, o que pode diminuir a
estabilidade térmica e consequentemente necessitar de menos energia para
completar a degradagao das nanoparticulas de amido (Jiang et al., 2023).

FIGURA 42 - Curvas de TGA (A) e dTG (B) do polimero amido, crioprotetor lactose, de EBMP e das
nanoparticulas Controle, com 5% e 10% (%, m.m™") de EBMP
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Fonte: A autora

A maior resisténcia térmica do amido nativo quando comparado as
nanoparticulas deve-se pela estrutura semicristalina compacta e alto grau de
polimerizagao do amido nativo e isso faz com que essa estrutura seja mais ordenada,
precisando de mais energia para degrada-lo (Hedayati; Niakousari; Mohsenpour,
2020)

No estudo de Costa et al. (2017), a estabilidade térmica das nanoparticulas
também diminuiu quando comparada ao polimero puro (amido), as quais tiveram a 1°
etapa de perda de massa em 59 °C referente a evaporagdo da agua absorvida nas
amostras e a 22 etapa na faixa de temperatura de 267 °C relacionada a completa
degradacao das nanoparticulas.

Tanto pela analise de TGA/dTG, quanto na analise de DSC, é possivel
perceber um perfil térmico muito semelhante entre a nanoparticula Controle e as
nanoparticulas com extrato, demonstrando dessa forma que o extrato nao interferiu

nas caracteristicas térmicas das formulacbes desenvolvidas.
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FIGURA 43 - Curvas de DSC do polimero amido, crioprotetor lactose, de EBMP e das nanoparticulas
Controle, com 5% e 10% (%, m.m"") de EBMP
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Fonte: A autora

4.3.2.5 Difracao de raios X (DRX) das nanoparticulas

Os granulos de amido podem apresentar trés tipos de estruturas cristalinas,
visualizadas na difracdo de raios X, que sao denominadas de A, B e C. Na estrutura
cristalina tipo A, o empacotamento das duplas hélices é mais compacto que no tipo B
e o tipo C € uma mistura dos tipos A e B. Por apresentar uma densidade, o tipo B pode
se romper mais facilmente que o A (Minakawa; Faria-Tischer, 2019).

Como demonstrado na Figura 44, o amido apresentou picos de difragdo em
15°, 17° e 18° e 22°, que se refere ao polimorfismo do tipo A (Wang et al., 2018). A
diferenca botanica entre os diferentes tipos de amido pode fazer com que haja
diferencga no tipo de cristalinidade observada na analise de DRX. O amido de milho,
por exemplo, por ser um cereal, diferente da mandioca, que é um tubérculo, faz com
que os seus difratogramas sejam diferentes. O amido de mandioca possui um perfil
caracteristico de tuberosas, com picos correspondentes a dois singletos em 15 e 17°,
um dubleto em 22 e 24° e ainda, em alguns casos, pode apresentar outro dubleto em
5° e 6° (Beninca, 2008). O EBMP apresenta um pico largo em 26= 20°, que pode estar
relacionada a cristalinidade de alguns compostos fendlicos presentes na sua

estrutura.
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FIGURA 44 - Difratogramas do polimero amido, EBMP e nanoparticulas Controle, com 5% e 10% (%,
m.m") de EBMP
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Fonte: A autora

A estrutura semicristalina observada no amido deve-se a presencga de dupla
hélice de agrupamentos nas cadeias laterais da amilopectina (Lu et al., 2018). A
aplicacao de forga mecanica (através da agitagédo) fez com que houvesse relaxamento
dos aglomerados cristalinos, modificagdes estruturais dos cristais e quebra da
estrutura dos granulos de amido. Isso pode ser observado nos difratogramas das
formulagdes de nanoparticulas, mostrando a reducéo da proporgéo cristalina do amido
e aumento da proporgao amorfa, em que ocorreu a quebra das ligagdes de hidrogénio
e a desestruturagdo dos arranjos cristalinos da dupla hélice. A hidrdlise alcalina
também reduz a cristalinidade da estrutura do amido (Chavan et al., 2021).

Como ndo houve mudanga no difratograma das nanoparticulas com extrato
comparadas as nanoparticulas sem o extrato, pode-se concluir que o extrato nao

interferiu na cristalinidade das amostras.

4.3.2.6 Eficiéncia de encapsulagao das nanoparticulas

A Tabela 18 mostra que a eficiéncia de encapsulagdo para a nanoparticula
com 5% de extrato (90,34%) foi superior a da nanoparticula com 10% de extrato
(6,67%).



135

TABELA 18 — Concentragdo de compostos fenodlicos do extrato incorporado nas nanoparticulas de
amido (mg EAG.g"' de extrato) e eficiéncia de encapsulagio — EE (%)
Concentragao tedrica de
Formulagao compostos fendlicos totais EE (%)
(mg EAG.g™" de extrato)

NP com 5% de EBMP 0,70 90,34

NP com 10% de EBMP 1,40 6,67

Fonte: A autora
Notas: NP — nanoparticula

O valor obtido foi de 16% para as nanoparticulas de amido com extrato de
ricula, com a concentragao de polifenodis de 0,125 mg.mL""! para Garcia-Gurrola et al.
(2021). Ja para Khan et al. (2014), as nanoparticulas de quitosana com polifendis de
cha verde apresentou a eficiéncia de encapsulagédo de 10%, com concentragdo de
polifendis de 1,6 mg.mL" e Maghsoudi et al. (2017), com as nanoparticulas de amido
com curcumina, a eficiéncia foi de 14%, com concentracéo de polifendis de 1,06
mg.mL"". Portanto, & medida que aumenta a concentragéo de polifendis, a eficiéncia
de encapsulagdo diminui e isso justifica o motivo da diferenga entre as eficiéncias
obtidas para nanoparticulas com 5% de extrato quando comparadas as com 10% de
extrato. Devido a isso, € mais vantajoso o uso das nanoparticulas com uma menor
concentragdo de extrato (5%), pois além de usar uma menor quantidade, ainda
apresentam quase a totalidade de extrato encapsulado do que quando comparadas
as nanoparticulas com a quantidade dobrada de extrato, e consequentemente
também apresentam uma maior concentracdo de compostos fendlicos e maior

potencial antioxidante.

4.4 CONCLUSAO

Para a obtencgao de particulas com tamanho nanométrico e monodispersas foi
necessario associar dois processos, que corresponderam a nanoprecipitacdo com uso
de nao-solvente (etanol) e a homogeneizagdo em alta velocidade em equipamento de
ultraturrax. Tanto a estabilidade das nanoparticulas (avaliada pelo potencial zeta),
quanto a eficiéncia de encapsulagao foram reduzidas com o aumento da concentracao

de extrato para 10%, indicando que a formulagdo mais adequada para aplicagéo
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cosmética seria a nanoparticula com 5% de extrato. As propriedades térmicas
(TG/dTG e DSC), espectroscopicas (FTIR) e de cristalinidade (DRX) nao foram
alteradas com a adigao do extrato, indicando que provavelmente nédo ha interacéo do
extrato de bagaco de malte com os demais componentes da formulagéo, além de ser
uma possivel indicacdo de que o extrato esta encapsulado, no interior nas

nanoparticulas e nao na estrutura externa.
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CAPiTUI:O 5 - DESENVOLVIMENTO, CARACTERIZ~A(}AO FiSICO-QUIMICA E
AVALIACAO DA SEGURANCA IN VITRO DE EMULSAO PICKERING COMPOSTA
POR NANOPARTICULAS DE AMIDO E EXTRATO DE BAGACO DE MALTE TIPO

PILSEN

RESUMO: A emulsao pickering € uma mistura de duas fases imisciveis (agua e 6leo)
que é estabilizada por particulas sélidas adsorvidas na interface 6leo-agua. Este tipo
de formulagao torna-se interessante para aplicagao cutdnea como produto cosmético,
uma vez que nao ha a presenca de tensoativos, que sdo substancias anfifilicas e que
podem ocasionar irritacdes na pele. Com base nisso, o0 objetivo do presente trabalho
foi desenvolver emulsdo pickering estabilizada com nanoparticulas de amido e
apresentando como ativo antioxidante e prebidtico o extrato de bagago de malte (5%
e 10%, m.m™). Para isso, onze formulagdes de emulsdes pickering foram
desenvolvidas conforme planejamento fatorial 23, em que os fatores foram a
concentragdo de nanoparticulas (%, m.v''), o tempo de agitagdo (minutos) e a
proporgao Oleo/agua. Os parametros avaliados incluiram o didmetro médio (nm),
indice de polidispersao e potencial zeta (mV). A concentragdo de nanoparticulas
variou 2%, 4% e 6% (%, m.v'), o tempo de agitagdo em 1 minuto, 3 minutos e 5
minutos e a proporgdo de oleo/agua em 0,5/99,5; 1/99 e 2/98. Desses fatores
avaliados, apenas o maior tempo de agitacao (5 minutos) reduziu significativamente o
diametro médio das particulas e o indice de polidispersdo. Dessa forma a formulagao
mais promissora foi a com menor concentragdo de nanoparticulas (2% m.v-'), menor
propor¢ao Oleo/agua (0,5/99,5) e maior tempo de agitagdo (5 minutos), que
corresponde a EP3. Na microscopia eletrénica foi possivel perceber nanoparticulas
de formato esférico e pelo teste de seguranga in vitro HET-CAM, nenhum sinal
vascular de irritagao foi observado para as emulsdes pickering. Foi possivel concluir
que as emulsdes pickering desenvolvidas sdo uma opg¢ao de formulagdo cosmética
natural, segura e biodegradavel para veiculagao do extrato de bagaco de malte.

Palavras-chave: Cosmético natural. Biodegradavel. HET-CAM. Emulsao.
Nanoparticulas de amido.

5.1 INTRODUCAO

Diferente das emulsdes convencionais, que sao estabilizadas por tensoativos
ou polimeros, as emulsdes pickering sao estabilizadas por particulas sdlidas e estas
ultimas mostram-se estaveis que as convencionais frente aos fendmenos de
agregacgao de goticulas, floculagdo e amadurecimento de Ostwald. As goticulas da
emulsdo sao estabilizadas pela adsorg¢ao de particulas solidas na interface 6leo-agua
e a energia cinética da colisdo entre as goticulas torna-se insuficiente para remover
as particulas adsorvidas na interface (Chen et al., 2023%; Lu; Xiao; Huang, 2018).

O amido é um exemplo de particula sélida que pode ser parcialmente

umedecido pelas fases aquosa e oleosa sem ser completamente dissolvido em cada
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fase. Os granulos de amido nativo apresentam camadas semicristalinas em suas
estruturas, com um arranjo alternado de lamelas amorfas e lamelas cristalinas, as
quais nao sao hidrofébicas e, portanto, geralmente ndo sdo adequadas para
estabilizacdo de emulsées O/A (Ye et al., 2017). Quando estas particulas s&o
reduzidas a tamanhos em nano e microescala, as emulsdes pickering podem
permanecer estaveis por meses (Ge et al., 2017).

As emulsbes pickering podem ser facilmente desestabilizadas quando
submetidas a determinadas condi¢cbes, como ao alto teor de sal, alta temperatura,
velocidade de agitacdo, diferentes pHs e outros fatores ambientais. Além disso, a
estabilidade a longo prazo de emulsdes pickering depende da concentracdo de
particulas sélidas e do volume de 6leo adequados (Chen et al., 2023?). Devido a isso,
€ interessante avaliar o efeito de diferentes condi¢cdes na estabilidade fisico-quimica
das emulsdes pickering. O objetivo deste estudo foi desenvolver emulsdes pickering
através de um planejamento fatorial 23 por meio da variagdo da concentragdo de
nanoparticulas de amido, proporgdo de fase oleosa e tempo de agitagdo, além de
avaliar o tamanho e morfologia das nanoparticulas na emulsdo, selecionada no
planejamento, por meio da microscopia eletronica de varredura e analisar a seguranga
in vitro pelo teste da membrana corioalantdide ou Hen’s Egg Test — Chorioallantoic
Membrane (HET-CAM).

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Material

As formulagbes de emulsdo pickering foram desenvolvidas com as
nanoparticulas de amido desenvolvidas anteriormente, sendo o amido de mandioca
(lote AGGO071) obtido pela Agricola Horizonte Ltda (Marechal Candido Rondon,
Parana, Brasil). O 6leo de gergelim natural extra virgem puro da marca Sésamo Real
(Valinhos, Sao Paulo, Brasil), compde a fase oleosa da emulsao. O acido citrico P.A
Biotec Reagentes Analiticos, Sdo José dos Pinhais, Parana, Brasil) foi usado no ajuste
do pH final da emulsao pickering desenvolvida. O cloreto de sédio P.A, que foi usado
no preparo da solugao de salina, e o dodecil sulfato de sdédio ou sodium dodecyl sulfate

(SDS) 1% usado como controle positivo no teste HET-CAM, foram adquiridos pela
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Sigma-Aldrich (Darmstadt, Darmestadio, Alemanha). Os ovos férteis, de galinhas da
raca White Leghorn, para o teste HET-CAM, foram fornecidos pela empresa Valo

Biomedia do Brasil (Uberlandia, Minas Gerais, Brasil).

5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Planejamento fatorial das formulacées de emulsao pickering

Primeiramente, foi feito o planejamento fatorial 23 para a avaliagdo dos
melhores parametros de obtencdo de uma emulsdo pickering, com 0s seguintes
requisitos: menor tamanho de particulas e com distribuicdo mais homogénea entre as
particulas, ou seja, menor indice de polidispersao, para garantir a estabilidade da
formulacao por mais tempo, uma vez que as emulsdes pickering sao estabilizadas por
particulas solidas e ndo por tensoativos. Conforme demonstrado na Tabela 19, os trés
fatores escolhidos no planejamento fatorial desse trabalho foram: (A) concentragao de
nanoparticulas ou [NPS] (%, m.v'"), (B) tempo de agitagdo (min) e (C) proporgéo O/A.
Esta representacdo mostra que, se em um planejamento fatorial escolhem-se 2 niveis
diferentes para 3 fatores (2%), o nimero total de formulagdes desenvolvidas deve ser
oito. Porém, para uma melhor avaliagao da reprodutibilidade da metodologia analitica

em estudo, um ponto central analisado em triplicata foi incluido.

TABELA 19 - Planejamento fatorial 23 — nimero de experimentos e combinag&o dos niveis nos fatores
Fatores codificados

Experimentos [NPS] (%) Tempo de agitagao (min) [O/A]

1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9.1 0 0 0
9.2 0 0 0
9.3 0 0 0

Fonte: A autora



140

Para estabelecer os valores para cada um dos fatores avaliados, alguns
trabalhos foram usados como referéncia, como Chen et al. (2023), Chutia e Mahanta
(2021), Ge et al. (2017), Jiang et al. (2023), Lu, Xiao e Huang (2018), Lopez-
Hernandez et al. (2022), Ruan et al. (2022), Shao et al. (2018), Ye et al. (2017) e Zhang

et al. (2023). Os fatores e os niveis estao representados na Tabela 20.

TABELA 20 - Planejamento fatorial 23— fatores em seus niveis baixo, médio e alto

Fator Nivel baixo (-1) Nivel médio (0) Nivel alto (+1)
[NPS] (%) 2 4 6
Tempo de agitagao 1 3 5
(minutos)
[O/A] 0,5/99,5 1/99 2/98
Fatores decodificados
Experimentos [NPS] (%) Tempo de agitagao [O/A]
(min)
1 2 1 0,5/99,5
2 6 1 0,5/99,5
3 2 5 0,5/99,5
4 6 5 0,5/99,5
5 2 1 2/98
6 6 1 2/98
7 2 5 2/98
8 6 5 2/98
9.1 4 3 1/99
9.2 4 3 1/99
9.3 4 3 1/99

Fonte: A autora

O software Statistica 10.0 foi utilizado no desenho do experimento mostrado

na Tabela 19, sendo executado de forma aleatorizada.

5.2.2.2 Desenvolvimento da emuls&o pickering

Primeiramente foram preparadas as suspensées com 2% (%, m.v''), 4% (%,
m.v'') e 6% (%, m.v:') de nanoparticulas de amido em 20 mL de agua purificada e
estas suspensdes foram homogeneizadas em ultraturrax a 14000 rpm por 8 minutos.
Em seguida, por ser uma emulsédo O/A, a fase oleosa (composta por éleo de gergelim

e o extrato de bagaco de malte liquido nas concentragdes 5% e 10% (%, m.m™),
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quando aplicavel), nas concentragdes 0,5%, 1% e 2% (%, m.v"), foi adicionada sobre
a fase aquosa (nanoparticulas de amido) sob agitagao em ultraturrax a 10000 rpm nos
tempos 1, 3 e 5 minutos, para a formagao da emulsao pickering, conforme esta
ilustrado na Figura 45. No final do processo foi feito o ajuste de pH para 6,0 com acido
citrico. Em seguida, as formulagbes de emulséo pickering obtidas foram submetidas
a analise de espectroscopia de correlagao de fotons para avaliagdo do didmetro
meédio, indice de polidispersdo e potencial zeta das nanoparticulas de amido que

estabilizam a emulsé&o pickering.

FIGURA 45 - Processo de obtengédo das emulsdes pickering

Verter a fase oleosa (6leo de
gergelim e EBM) sobre a fase
aquosa (suspensdo de
nanoparticulas de amido)
Velocidade de agitagdo: 10000 rpm

Fonte: A autora

5.2.2.3 Determinacgao do diametro médio, indice de polidispersao e potencial zeta
das nanoparticulas de amido, estabilizantes das emulsdes pickering

As onze formulagdes desenvolvidas no planejamento fatorial foram
submetidas as analises de diametro médio, indice de polidispersédo e potencial zeta
através da espectroscopia da correlagcdo de fétons por meio do espalhamento
dinamico da luz (DLS) no analisador de particulas (ZETASIZER NANO ZS90, Malvern
Instruments, Reino Unido) a temperatura de leitura de 25 °C, com software Zetasizer

versao 8.02. Foi feita a diluicao das amostras em agua purificada (1:500).
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5.2.2.4 Microscopia eletronica de varredura da emulsao pickering desenvolvida

As eletromicrografias para avaliagdo da morfologia e superficie das
nanoparticulas de amido, que ficam adsorvidas na interface Oleo-agua para
estabilizacdo da emulsdo, foram obtidas por meio da exposicdo das amostras ao
microscoépio eletrénico de varredura por emissao de campo (TESCAN, modelo Mira 3,
Brno, Republica Tcheca). Primeiramente, 10 pyL da emulsdo foi adicionada
diretamente em stub, espalhando a gota formada até a formagao de um filme fino na
superficie do suporte, e a posterior secagem a 30 * 2 °C por 5 minutos. A emulsao foi
submetida a metalizagdo com ouro em um metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU,
Quioto, Japao). Para obtencédo das eletromicrografias, foi empregada voltagem de

aceleracao de 41 kV e utilizado software especifico (Electron Optical Design).

5.2.2.5 Avaliagao da irritagdo ocular da emulsao pickering com e sem extrato de
bagacgo de malte por Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

A avaliacao in vitro da irritacdo ocular das emulsdes pickering Controle, com
5% e 10% (%, m.m") de extrato de bagago de malte foi realizada através do HET-
CAM, de acordo com o protocolo francés descrito por Luepke e Kemper (1986). Esse
teste foi realizado em quadruplicata para cada amostra, sendo utilizado 20 ovos
galados no total, considerando o controle positivo (SDS - sodium dodecyl! sulfate ou
dodecil sulfato de sdédio 1%, % m.v'") e controle negativo (solugdo salina estéril). No
tempo 0, em que os ovos galados foram recebidos do fornecedor, estes ja foram
pesados (valores de massas ficaram entre 50g-75g) e entdo foram colocados, em
posicado horizontal, em chocadeiras (GOLDEN, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil), com
sistema de rotagao e termostato para controle de temperatura (38 £ 1 °C) e umidade
(UR=50-60%). Os ovos foram incubados por 10 dias para o desenvolvimento completo
do embrido e no 9° dia, estes ovos precisaram ser virados para a formagao da camara
de ar, que permite a retirada da parte externa do ovo, sem ocasionar danos ao
embrido.

No 10° dia de incubacgao, foi feito o teste HET-CAM, em que consistiu
primeiramente em retirar a casca do ovo na regiao da camara de ar (observada com
o auxilio de luminaria). Em seguida, a membrana externa foi hidratada com a aplicagéo

de solugao fisioldgica estéril. Apds a hidratagdo, a membrana externa foi removida
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cuidadosamente com pinga e a membrana corioalantdéide ou chorioallantoic
membrane (CAM) do embrido foi exposta. Foi feito o ajuste dos ovos no suporte do
estereoscopio Magnifier (BEL PHOTONICS, modelo LED-60 T, Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil), com ampliag&o de 7x, acoplado a camera (TUCSEN USB2.0 HSeries, modelo
ISH500, China), e o software usado foi TCapture Imaging Application TUCSEN, para
a obtencdo das imagens. Em seguida, foi adicionado 200 puL de cada uma das
amostras e apés 20 segundos da aplicagao das amostras, foi feito o enxague com
solugdo de salina estéril (5 mL), removendo o excesso dessa solugdo logo em
seguida. Ao retornar o ovo para a posigao original no suporte do estereoscopio, foi
feita a filmagem por 5 minutos (contados a partir da aplicagdo das amostras). Durante
os 5 minutos, foi observada a existéncia ou ndo dos fendbmenos vasculares, em

minutos, descritos na Tabela 21.

TABELA 21 - Escore de irritagdo considerando o tempo de ocorréncia de cada evento vascular

Tempo (min)

Fenémeno
T< 0,5 min 0,5min<t<2min 2min<t<5min
Hiperemia 5 3 1
Hemorragia 7 5 3
Coagulacgao 9 7 5

Fonte: Adaptado de LUEPKE, N.P.; KEMPER, F.H. The HET-CAM test: an alternative to the Draize eye
test. Food and Chemical Toxicology, v.24, n.6/7, p.495-496, 1986.

Para o célculo do escore de irritagcdo (Msc — mean score), foi utilizada a
Equacao 10, em que os numeros subscritos indicam a replicata e as siglas Hip, Hem

e Coag significam Hiperemia, Hemorragia e Coagulagao, respectivamente.

Msc = (Hipi+Hemi+Coagi) + (Hip2+Hem2+Coagz) + (Hips+Hems+Coags) +
(Hips+Hemas+Coags) (10)

Uma vez ocorrido algum evento vascular citado, a Tabela 22 demonstra a
classificagdo quanto a intensidade, de acordo com os valores dos escores

cumulativos.
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TABELA 22 - Classificagdo da intensidade dos eventos vasculares, de acordo com escore cumulativo

Escore cumulativo Avaliagao da irritagao
<09 Praticamente nenhuma
1,0 até 4,9 Pouca
5,0 até 8,9 Moderada
29,0 Forte

Fonte: Adaptado de LUEPKE, N.P.; KEMPER, F.H. The HET-CAM test: an alternative to the Draize eye
test. Food and Chemical Toxicology, v.24, n.6/7, p.495-496, 1986.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Planejamento Fatorial das Formulagbes de Emulséo Pickering, )
Desenvolvimento da Emulséo Pickering e Determinagao do Diametro Médio, Indice
de Polidispersao e Potencial Zeta

Os dados numéricos obtidos para cada uma das variaveis avaliadas (diametro
meédio, indice de polidispersdo e potencial zeta) estdo presentes na Tabela 23. O
potencial zeta n&do sofreu a interferéncia de nenhum dos fatores avaliados, ou seja, 0s

coeficientes nao foram significativos (p > 0,05).

TABELA 23 - Emulsbes e as variaveis didmetro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta
utilizadas no planejamento fatorial 23

Variaveis Decodificadas

Tempo de Diametro de indice de Potencial
Amostras [NPs] agitacao [O/A] particula polidispersao zeta
EP 1 2,0 1 0,5/99,5 1929 1 -49,6
EP 2 6,0 1 0,5/99,5 777 0,98 -24,2
EP 3 2,0 5 0,5/99,5 448,6 0,64 -54,5
EP 4 6,0 5 0,5/99,5 350,3 0,52 -46,8
EP 5 2,0 1 2/98 1603 1 -58,3
EP 6 6,0 1 2/98 2402 1 -40,5
EP7 2,0 5 2/98 694,5 0,78 -44.8
EP 8 6,0 5 2/98 593,6 0,64 -55
EP 9.1 4,0 3 1/99 586,7 0,76 -55,7
EP 9.2 4,0 3 1/99 475,2 0,66 -53,8
EP 9.3 4,0 3 1/99 561,2 0,70 -59,8

Fonte: A autora
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Notas: EP: emulsao pickering; NPs: nanoparticulas; [O/A]: proporgao 6leo/agua. Os dados relacionados
a [NPs], tempo de agitacao, didmetro de particula e potencial zeta estdo expressos nas unidades de
%, min, nm e mV, respectivamente.

Para poder avaliar a influéncia dos parametros no diametro médio, indice de
polidispersao e potencial zeta das nanoparticulas nas emulsdes pickering, os dados
obtidos nos experimentos foram ajustados em equagdes polinomiais para as
respostas observadas. O desenho experimental foi adequado ao seguinte modelo

polinomial de segunda ordem apresentado nas Equacdes 11, 12 e 13.

y1 = +947,373 -69,025B1-578,00082 + 223,525033 + 19,225B12 + 243,550B13 - 101,225023
(11)

y2 = 40,791 - 0,034B:1 -0,174B2 + 0,034f3 -0,029B81z -0,001B13 +0,029f23
(12)
y3=-49,363  +5,087B1  -3,562B2 -2,937B3  -5712B12  -3,187P13  +3,312PB23
(13)

onde: y é a variavel dependente, sendo y1 o didmetro médio, y. o indice de
polidispersao e y30 potencial zeta, 31€é o coeficiente de regressao para a concentragao
de nanoparticulas, B2 para o tempo de agitagao e 33 para a propor¢ao O/A, e B12, B13
e P23 sdo os coeficientes para avaliacdo da interacdo entre concentragcao de
nanoparticulas e tempo de agitagcao, concentragcédo de nanoparticulas e proporgao O/A
e proporcao O/A e tempo de agitacao, respectivamente.

Na Tabela 24 e nos graficos de superficie-resposta nas Figuras 46, 47 € 48, &
possivel observar que o tempo de agitagdo exerceu um efeito negativo significativo
sobre o didmetro médio e indice de polidisperséo, indicando que quanto menor o
tempo de agitagado, maiores os valores de diametro médio e indice de polidisperséao.
As diferentes interacbes entre os fatores analisados nao influenciaram
significativamente as respostas.

Nem a concentragdo de particulas € nem a proporgao oleo/agua tiveram
algum impacto significativo, entretanto seu efeito foi importante para contribuir com o
ajuste do modelo. Foi selecionada para as demais caracterizagbes somente a
emulsao pickering com 2% (%, m.v'') de nanoparticulas, 0,5/99,5 de proporgao

Oleo/agua e com maior tempo de agitacao (5 minutos), que corresponde a EP3.



TABELA 24 - Coeficientes de regressao fatorial para as variaveis resposta

146

Coeficientes

Diametro médio

indice de polidispersao

Potencial zeta

B1 -69,025 -0,034 5,087
B2 -578,000* -0,174* -3,562
B3 223,525 0,034 -2,937
B12 19,225 -0,029 -5,712
B13 243,550 -0,001 -3,187
B23 -101,225 0,029 3,312
R? 0,759 0,895 0,772

Fonte: A autora

Notas: B1: [NPS]; B2: Tempo de agitacao; (3s: [O/A]; B12: Interagéo entre [NPs] e tempo de agitagédo; B1s:
Interagéo entre [NPs] e [O/A]; Bz2s: Interagéo entre tempo de agitagéo e [O/A]. * Influéncia significativa
nos resultados (p < 0,05).

FIGURA 46 — Superficie de resposta para didmetro médio de particula em fungéo das variaveis
concentragado de nanoparticulas e tempo de agitagao (A) e proporgdo O/A e tempo de agitagéo (B)

A

Superficie de resposta para 0 Didmetro médio
2"*(3-0) design; MS Residual=291245,3
DV: Didmetro médio

nRnC e

Superficie de resposta; Variable para o Didmetro médio
2"(3-0) design; MS Residual=291245,3
DV Didmetro médio

Fonte: A autora

n o

FIGURA 47 — Superficie de resposta para indice de polidispersdo em fungdo das variaveis
concentragado de nanoparticulas e tempo de agitagao (A) e proporgdo O/A e tempo de agitagéo (B)

A

Superficie de resposta para indice de polidispersdo
2*(3-0) design; MS Residual=, 0080367
DV: Indice de polidispersdo

Lan T

Superficie de resposta para indice de polidispersdo
2"(3-0) design; MS Residual=, 0080367
DV indice de polidispersdo

N

Fonte: A autora
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FIGURA 48 — Superficie de resposta para potencial zeta em fungédo das variaveis concentragao de
nanoparticulas e tempo de agitagao (A) e proporgao O/A e tempo de agitagao (B)

Superficie de resposta para Potencial zeta Superficie de resposta para Potencial zeta
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A Figura 49 ilustra, de forma resumida, os fatores selecionados para o
planejamento fatorial, bem como os parametros que foram considerados para a

escolha da emulséo pickering EP3.

FIGURA 49 — Representagdo esquematica do planejamento fatorial 23
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Fonte: A autora

As emulsdes pickering obtidas apresentaram coloragao branca, conforme esta
na Figura 50. Nas formulagdes que tiveram valores de indice de polidispersao > 0,7
foi possivel observar a presencga de coalescéncia logo apos o preparo da emulséo.
Nas formulagdes com maior concentragéo de extrato (10%), as emulsdes passaram
da coloragao branca para uma coloragdo amarela, que € a cor do extrato incorporado

nas formulagoes.
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FIGURA 50 — Fotos das onze formulagdes de emulsao pickering desenvolvidas durante o planejamento
fatorial

Fonte: A autora

Assim como nos estudos de Ge et al. (2017) e Jiang et al. (2023), descritos
abaixo, por mais que tenham apresentado algumas mudangas em relagdo a algumas
condi¢des do presente trabalho, como na velocidade de agitagdo, bem como no tempo
de agitacdo, foi observado que também tiveram uma melhor resposta relacionada a
estabilidade das emulsdes, sem a observacdao dos sinais de instabilidade de
coalescéncia ou separagao de fases, quando foi usada a menor concentragao de 6éleo,
especialmente 0,5%, e a concentragdo de nanoparticulas na faixa de 2-2,5%,
confirmando com o que foi obtido neste trabalho.

Ge et al. (2017) preparam as formulagdes de emulsdo pickering com
nanoparticulas de amido com volume total de 20 mL. As variagdes usadas foram
suspensao de nanoparticulas, que variou de 0,25 a 2% e fragao de 6leo 0,25-0,75. Foi
feita a agitacdo em ultraturrax a 10000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente.
Houve aumento no volume da fase emulsionada quando teve o aumento da proporcao
de 6leo de 0,25 para 0,5% ap6s 3 horas, portanto a concentracdo de 0,5% foi
considerada como a proporgao critica de 6leo para esse estudo. Em relacdo a
concentracdo de nanoparticulas, observou-se que a maior concentragdo de
nanoparticulas testada (2%) fez com que mais nanoparticulas ficassem aderidas na
interface 6leo-agua, promovendo uma maior estabilizagdo do sistema.

Ja as emulsbes pickering desenvolvidas por Jiang et al. (2023) com
nanoparticulas de amido de quinoa, foi feita a variacédo de 0,5-2,5% de nanoparticulas
de amido, fracdo de 6leo 0,5%, a variacao de 0,25-0,75% de 6leo com 2% de
nanoparticulas de amido e a variagao de pH — 3-9 e forca iénica de 0-200 mM, usando

2% de nanoparticulas e 0,33% de d6leo. Foi feita a agitagdo das emulsbes em
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ultraturrax a 10000 rpm por 3 minutos. Nao houve a interferéncia da presenca de
cloreto de sodio na emulsdo. O volume da fase emulsionada aumentou com o
aumento da concentragdo de nanoparticulas de quinoa de 0,5 a 2,5%. A separagéo
de fases era visivel em emulsdes em concentragbes mais baixas de nanoparticulas
(0,5; 1,0 e 1,5%). Com o0 aumento da fragdo volumétrica de 6leo, as nanoparticulas
adsorvidas na interface 6leo-agua foram insuficientes para evitar a coalescéncia entre
as goticulas de dleo, resultando no aumento de tamanho das goticulas.

Shao et al. (2018) desenvolveram emulsdo pickering a partir de
nanoparticulas de amido de inhame. As concentracdes das nanoparticulas variaram
3%, 5%, 7% e 9% e a fracédo de oleo (MCT - triglicerideo de cadeia média) com
concentracoes de 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6%. O cloreto de sddio foi incorporado nas
emulsdes nas concentragcdes 0; 0,02; 0,04 e 0,06 mM. Foi feita a agitagdo em
ultraturrax a 12000 rpm por 2 minutos. A fracado de 6leo com 0,5% teve o menor
aumento no tamanho das goticulas durante 28 dias de observacéo, o que confirma
com o que foi encontrado no presente trabalho.

Nas emulsdes convencionais, o tamanho das goticulas da emulsdo diminui a
medida que a concentragao do tensoativo aumenta, até que a concentracio critica
micelar seja atingida. Ja nas emulsdes pickering, a redu¢ao da concentragao de amido
reduz a densidade da camada de particulas coloidais na interface e a frequéncia de
colisdo entre as goticulas aumenta, podendo ocorrer floculagéo e coalescéncia (Shao
et al., 2018).

O pH final da emulsao pickering também influencia na sua estabilidade. No
estudo de Jiang et al. (2023), a emulsdo com pH 7 apresentou o menor tamanho de
gota. A emulsdo com pH 11 apresentou um tamanho de gota significativamente
grande. Emulsées com valores de pH de 3 a 9 tiveram boa estabilidade em relagao
ao pH. Em pH 11, ha grande quantidade de ions OH™na fase aquosa, aumentando as
ligagdes de hidrogénio com nanoparticulas de amido e isso reduz a forga eletrostatica
das nanoparticulas ligadas na interface oleo-agua, resultando na agregacdo de
goticulas de dleo (Jiang et al., 2023). Devido a isso, houve a necessidade do ajuste
de pH com acido citrico da emulséo pickering desenvolvida no presente trabalho para
pH= 6,0.
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5.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura da Emulsao Pickering desenvolvida

Algumas caracteristicas importantes que as nanoparticulas presentes na
emulsao pickering devem apresentar, para manter a estabilizacdo da emulsdo por um
tempo maior, incluem a molhabilidade, que € dependente do angulo de contato na
interface 6leo-agua. Outra caracteristica importante de ser avaliada é o tamanho das
particulas, que exerce um efeito na sua energia de dessorg¢ao, além de influenciar no
mecanismo de estabilizagdo das emulsdes pickering (Guevara-Guerrero et al., 2022).

Foi demonstrado que particulas solidas em tamanhos micrométricos ou
nanométricos podem formar uma barreira por meio de adsorgcédo na interface 6leo-
agua para melhorar a estabilidade da emulsdo. O tamanho esférico das
nanoparticulas também permite com que estas formem uma barreira com maior
coesao na interface 6leo-agua (Zhou et al., 2023).

Na analise de microscopia da emulsdo pickering selecionada (2% de
nanoparticulas, tempo de agitagdo de 5 minutos e proporgao oleo/agua igual a
0,5/99,5) é possivel observar a presenca de nanoparticulas esféricas com tamanhos
individuais medidos pelo proprio software do equipamento, variando de 366 a 386 nm
(Figura 51), um tamanho menor do que foi obtido na analise por DLS (448,6 nm),
provavelmente devido a leitura de nanoparticulas aglomeradas na analise do didametro
médio pelo equipamento em que ocorre o espalhamento dindamico da luz.

Mesmo apresentando uma variagao no tamanho de particulas sélidas obtidas,
alguns autores relataram que as emulsdes pickering desenvolvidas apresentaram
uma boa estabilidade, como € o caso de Lu et al. (2018), os quais obtiveram
nanoparticulas com didmetro médio de 700 nm, ja Choi et al. (2020) conseguiram
didmetro médio de 30 nm para as nanoparticulas de amido. Shao et al. (2018)
desenvolveram nanoparticulas de amido de taro com didametro médio de 460 nm,
semelhante ao que foi obtido no presente de trabalho, as quais permitiram a obtencao
de emulsdes pickering estaveis, com eficiéncia de encapsulagéo de 67% de polifendis

de cha.
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FIGURA 51 — Fotomicrografia das particulas, em tamanho nanométrico, presentes na emulsao
pickering, em aumento de 41000x
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Fonte: A autora

Portanto, em comparagao com os dados da literatura, as nanoparticulas de
amido obtidas no presente trabalho sao consideradas adequadas para a estabilizagao
de emulsdes pickering, considerando somente seus tamanhos e formatos,
visualizados na analise de microscopia eletrbnica de varredura. Porém, além dessas
caracteristicas, seria necessario a avaliacao de outros parametros necessarios para
a confirmagdo da estabilidade, como o angulo de contato das particulas e a
visualizagdo de imagens das goticulas de dleo dispersas na emulsdo (Ruan et al.,
2022).

5.3.4 Avaliagao /n Vitro da Irritagdo Ocular da Emulséo Pickering com e sem Extrato
de Bagaco de Malte por Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane (HET-CAM)

Durante os 5 minutos do teste HET-CAM foi possivel observar a presenca de
hiperemia, hemorragia e coagulacdo somente para o controle positivo (solugado de
dodecil sulfato de sédio a 1%), conforme apresentado na Figura 52. Ja para o controle
negativo (solucdo de salina isotdnica) e para as emulsdes pickering Controle (sem
extrato), com 5% e 10% de extrato, nao foi possivel observar nenhum dos sinais
vasculares descritos anteriormente, permitindo concluir que as formulagdes sao

consideradas seguras para aplicagdes em regides vascularizadas, como a regiao



152

ocular ou mesmo em mucosas. O controle positivo apresentou hiperemia em < 30
segundos e hemorragia entre 30 segundos < T < 2 minutos, portanto sendo

considerado irritante.

FIGURA 52 — Imagens obtidas durante o teste HET-CAM para controle positivo — SDS 1% (%, m.v")
(A), controle negativo — salina (B), EP Controle (C), EP com 5% (%, m.m"') de EBMP (D) e EP com
10% (%, m.m™") de EBMP (E)

Fonte: A autora

5.4 CONCLUSAO

No planejamento fatorial 23, o maior tempo de agitagdo influenciou
significativamente em menor tamanho de particula e menor indice de polidisperséo.
Devido a isso, a emulsao pickering selecionada foi a EP3, que apresentou a menor
concentragado de nanoparticulas (2%) e menor proporgao O/A (0,5/99,5), porém com
maior tempo de agitagdo, uma vez que quanto menor o tamanho de particulas e mais
monodispersas estas se apresentarem, mais coesas essas particulas ficam na
interface 6leo-agua e consequentemente maior a estabilidade da emulsao.

Ja no teste HET-CAM, nao foi possivel observar nenhum sinal de irritagéo nas
emulsdes pickering Controle e com extrato (nas concentragbes de 5% e 10%), ao
contrario do tensoativo dodecil sulfato de sodio. A presengca e o aumento da
concentragao de extrato ndo interferiram na toxicidade das amostras. Além de serem
formulacdes consideradas seguras, ndo apresentam tensoativos na sua composicgao,
que podem ser irritantes. Portanto, a emulsédo pickering desenvolvida apresenta-se

como uma alternativa de formulacdo cosmética sustentavel, biodegradavel e
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compativel com areas vascularizadas, como a regido dos olhos, com potencial

antioxidante e prebidtico para aplicagdo em cremes ou séruns faciais.
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CONCLUSAO

Os extratos de bagacos de malte tipo Pilsen (EBMP) e a mistura de Centeio
(EBMC) foram os dois selecionados para a realizagdo das analises de caracterizagao,
pois apresentaram maiores teores de compostos fendlicos totais e consequentemente
a maior inibigdo principalmente dos radicais ABTS++. Devido a maior produgéo
mundial da cerveja e consequentemente do bagaco de malte tipo Pilsen, somente este
foi selecionado para incorporagao nas formulacbes desenvolvidas. O EBMP nao
mostrou-se citotoxico em concentragdes inferiores a 5 mg.mL"' e apresentou agéo
prebidtica para Lactobacillus acidophilus. Além disso, o extrato nao inibiu o
crescimento de microrganismos que fazem parte da microbiota cutdnea, como
Staphylococcus epidermidis, evitando o desequilibrio dessa microbiota local e o
surgimento de consequentes irritagoes.

Os filmes de amido/PVA com 5% e 10% (%, m.m") de extrato de bagaco de
malte foram obtidos com sucesso e foi possivel observar que o aumento da
concentragcao de extrato fez com que os filmes se tornassem mais rigidos € menos
flexiveis. Os filmes se tornaram mais opacos e menos permeaveis ao vapor d’agua
em concentragdes maiores de extrato (10%), portanto o filme de escolha seria com
5% de extrato. A liberagdo dos compostos fendlicos dos filmes foi total, atingindo a
100% em 2 horas de teste, para a amostra com 5% (%, m.m") de extrato e 4 horas
para a amostra com 10% (%, m.m") de extrato em meio tampao pH 5,5 na temperatura
de 32 °C (condigdes que simulam uma pele jovem e saudavel).

Nas nanoparticulas, o aumento da concentragcdo de extrato reduziu a
estabilidade e a eficiéncia de encapsulagao das nanoparticulas, sendo a nanoparticula
com 5% (%, m.m") de extrato a formulagéo selecionada para aplicagdo cosmética. Na
microscopia, foi possivel observar que as nanoparticulas obtidas apresentaram
formato esférico. A estrutura semi-cristalina do amido nativo foi transformada em
estrutura amorfa apds a obtencao das nanoparticulas.

Para a emulséo pickering foi escolhida a EP3, que consistiu em 2% (%, m.v-
') de nanoparticulas de amido, 5 minutos de agitagdo e 0,5/99,5 de proporgéo
oleo/agua, uma vez que somente o tempo de agitagéo interferiu significativamente no
didmetro médio e indice de polidispersdo das nanoparticulas (maior o tempo de
agitacado, menor o didametro médio e indice de polidispersao). No teste HET-CAM, n&o

foi observado nenhum sinal vascular relacionado a toxicidade das amostras.
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Tendo em vista os resultados observados, foi possivel concluir que o extrato
de bagago de malte € uma alternativa promissora a ser utilizado em formulagdes
cosméticas sustentaveis e biodegradaveis como antioxidante e prebidtico,
representando assim uma alternativa de baixo custo, sustentavel e garantindo a

valorizacao deste subproduto.
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