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RESUMO

Com a crescente demanda por materiais naturais que nao agridam o meio ambiente e que
possuam beneficios ao organismo humano, matérias-primas sustentaveis sao cada vez mais
foco de pesquisas. Os polimeros naturais sdo obtidos através de fontes renovaveis ou
sintetizados por micro-organismos e apresentam menores danos a natureza, devido a sua
biodegradabilidade. Além disso, sdo atoxicos e biocompativeis, sendo caracteristicas atrativas
para a area médica, na formulacdo de materiais incorporados com medicamentos, extratos
vegetais ou Oleos essenciais, que atribuem propriedades farmacol6gicas ao produto. Entre
matrizes vegetais com beneficios a salde, o araca-vermelho (Psidium cattleyanum Sabine), que
é considerado um fruto nativo do Rio Grande do Sul, chama atencédo pelas suas caracteristicas,
como sabor exotico, propriedades nutricionais, com elevado teor de vitamina C, atividade
antioxidante, anti-inflamatoria e antimicrobiana. O objetivo deste trabalho foi otimizar a
extracdo do epicarpo do araga-vermelho e produzir membranas de alginato de sodio reticuladas
e aditivadas com o extrato. Inicialmente, a metodologia experimental foi baseada no estudo das
condicdes de extracdo dos compostos bioativos presentes na casca do araca-vermelho. Para isso
foi realizado um delineamento experimental para avaliar a influéncia da temperatura e a
concentracdo de solvente hidroalcoolico no contelldo de compostos bioativos do extrato
(compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e antocianinas totais). Os resultados
indicaram que a maior extracdo de bioativos ocorreu nas menores concentracdes de etanol. A
temperatura ndo mostrou grande influéncia na extracdo dos compostos fendlicos, tendo maior
efeito no conteddo de antocianinas. Foi possivel otimizar as condi¢fes experimentais utilizando
atécnica de desejabilidade de forma a maximizar a presenca desses compostos no extrato, sendo
essas: temperatura de 76 °C e concentracdo de solvente de 31,8 % etanol v/v. As membranas
de alginato de sddio apresentaram caracteristicas interessantes para aplicagdo como curativos,
como boa espessura, maleabilidade, resisténcia mecanica, insolubilidade em agua devido ao
processo de reticulacdo e capacidade de permeacéo de vapor de agua. Além disso, em ambiente

controlado, foi capaz de liberar os compostos ativos provenientes do extrato.

Palavras-Chave: Biomaterial. Extrato vegetal. Antocianinas.



ABSTRACT

With the growing demand for natural materials that do not harm the environment and that have
benefits for the human body, sustainable raw materials are increasingly the research focus.
Natural polymers are obtained from renewable sources or synthesized by microorganisms and
present less damage to nature due to their biodegradability. In addition, they are non-toxic and
biocompatible, being attractive characteristics for the medical field, in the formulation of
materials incorporated with medicines, plant extracts or essential oils, which attribute
pharmacological properties to the product. Among plant matrices with health benefits, the red
araca (Psidium cattleyanum Sabine), which is considered a native fruit of Rio Grande do Sul,
draws attention for its characteristics, such as exotic flavor, nutritional properties, with high
vitamin C content, antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activity. The objective of
this work was to optimize the extraction of red aracé epicarp and to produce reticulated sodium
alginate membranes added with the extract. Initially, the experimental methodology was based
on the study of the extraction conditions of red araca bioactive compounds. Experimental design
was carried out to evaluate the influence of temperature and the concentration of hydroalcoholic
solvent on the bioactive compounds in the extract (total phenolic compounds, antioxidant
activity and total anthocyanins). The results indicated that the highest extraction of bioactives
occurred in the lowest concentrations of ethanol. The temperature did not show high influence
on the extraction of phenolic compounds, with a higher effect on the anthocyanin content. It
was possible to optimize the experimental conditions using the desirability technique in order
to maximize the presence of these compounds in the extract: temperature of 76 °C and solvent
concentration of 31.8% ethanol v/v. Sodium alginate membranes showed interesting
characteristics for application as dressings, such as good thickness, malleability, mechanical
resistance, insolubility in water due to the reticulation process and water vapor permeation
capacity. Furthermore, in a controlled environment, it was able to release bioactive coumpounds

from extract.

Keywords: Biomaterial. Plant extract. Anthocyanins.
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1 INTRODUCAO

Durante muitos anos o petréleo vem sendo a principal matéria-prima na obtencdo de
polimeros, no entanto com sua proeminente escassez e consequente alta de pregos, bem como
crescente preocupacdo com os altos niveis de poluigdo global, tornou-se necessario a busca por
fontes renovaveis e de menor impacto ambiental (FARIAS et al., 2016).

E crescente a demanda por tecnologias sustentaveis e renovaveis, sendo os extratos
vegetais e polimeros naturais uma alternativa aos produtos sintéticos, que sdo poluentes, ndo
renovaveis e podem prejudicar o meio ambiente e a saude humana. Os polimeros naturais séo
obtidos a partir de fontes renovaveis e organismos vivos e possuem capacidade de degradacao
mais acelerada que polimeros sintéticos, além de apresentarem biocompatibilidade, podendo
ser utilizados no desenvolvimento de novos produtos voltados a biomedicina. E o caso do
alginato de sédio, que é um polissacarideo sintetizado por algas marrons e possui amplo uso na
biomedicina devido as suas propriedades cicatrizantes e ndo toxidez. Entretanto, é desejavel
gue o material possua caracteristicas adicionais que potencializem sua funcdo (BRITO et al.,
2011; TAZZA, 2020).

Uma maneira sustentavel de obter melhorias no material é através de extratos vegetais,
gue sdo obtidos a partir de matrizes vegetais com presenca de compostos bioativos, que podem
conferir propriedades antioxidantes. Dentre as frutas tipicas do Rio Grande do Sul, o Psidium
cattleyanum Sabine, popularmente conhecido como araca, apresenta-se em dois morfotipos:
amarelo e vermelho. Essa fruta possui compostos fendlicos em sua composicao, com destaque
para o araca-vermelho que apresenta alto teor de antocianinas em sua casca, importante corante
natural responsavel pela pigmentacdo vermelha-roxa em diversos vegetais (PEREIRA et al.,
2020; MAREGALLLI, 2017; SANTOS et al., 2007).

O Grupo de Pesquisas Engenharia de Sistemas Particulados (GPESP) em conjunto com
0 grupo Bioengenharia aplicada a obtencdo, recuperacdo e purificacdo de biocompostos, tem
desenvolvido novos materiais baseados em biopolimeros aditivados com extratos naturais. Os
trabalhos tém usado como matrizes gelatina, amido de milho, carragenana, quitosana e zeina e
como aditivos 0s seguintes extratos de: folhas e bagaco de oliveira, polpa de butia, casca de
jabuticaba e bacteriocina. Avila et al. (2022) produziram membranas de carragenana
incorporadas com extrato vegetal de jabuticaba para uso em embalagens de alimentos. Visando
desenvolver uma embalagem para preservar a carne de cordeiro, Martiny et al. (2020)

obtiveram membranas de carragenana incorporadas com extrato vegetal de folha de oliveira. Ja
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Barreto (2021) estudou membranas de quitosana multicamadas formuladas com extrato de
jabuticaba, também para embalagem alimenticia.

Portanto, este trabalho se justifica na exploracdo das funcionalidades do biopolimero
alginato de sddio aditivado com extrato vegetal de araca-vermelho como membrana com
potencial aplicagdo como curativo topico, buscando colaborar em avancgos tecnoldgicos e na

valorizacdo de materiais sustentaveis e pouco explorados pelo mercado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Desenvolver membranas biopoliméricas de alginato de sodio aditivadas com extrato da
casca de aracad-vermelho (Psidium cattleyanum Sabine) com potencial para serem aplicadas

como curativos tépicos.

2.2 Objetivos especificos

e Estudar a influéncia das condicdes de extracdo dos compostos bioativos presentes
na casca do araca-vermelho utilizando a operacdo unitaria de maceracao;

e Caracterizar os extratos da casca de araca-vermelho em relacdo a concentracéo de
antocianinas totais, compostos fenolicos totais e atividade antioxidante;

e Otimizar as condicGes de extracao de forma a maximizar a presenca de compostos
bioativos e caracterizar os extratos obtidos nas condi¢des 6timas em relacdo ao
conteldo de compostos fendlicos individuais por cromatografia liquida de alta
eficiéncia e atividade antioxidante pela metodologia de Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP);

e Obter membranas de alginato de sddio utilizando o extrato da casca de araca-
vermelho como aditivo natural,

e Caracterizar as membranas quanto as suas propriedades fisicas, mecanicas,

quimicas, barreira, morfolégicas e capacidade de liberacdo de fitoquimicos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo apresentados os principais conceitos e estudos adotados para o

desenvolvimento do trabalho.

3.1 Polimeros naturais

Os polimeros derivados do petroleo permitem alta producdo de produtos por um baixo
custo, entretanto, em relacdo a embalagens plasticas, existe a problemética da migracdo de
compostos toxicos presentes no polimero para o alimento. Além disso, alguns sdo vetados na
area biomédica devido sua toxicidade (LANDIM et al., 2016). Os polimeros naturais surgem
como alternativa na confeccdo de materiais biopoliméricos por apresentarem
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxidez e, em geral, um meio de producédo
ambientalmente amigavel.

Os polimeros naturais ou biopolimeros, que podem ser polissacarideos, proteinas ou
acidos nucleicos, sdo sintetizados por micro-organismos, vegetais e animais. Devido a presenca
de grupos funcionais reativos em suas moléculas, é possivel modificagdo quimica e bioldgica
na matriz polimérica, de modo a favorecer suas propriedades, permitindo aplicacdo em diversas
areas, como embalagens ativas para alimentos, peles artificiais, proteses funcionais, entre outros
(GENEVRO, 2017).

Os polissacarideos sdo essenciais em processos bioldgicos, exercem diversas fungdes
na natureza e chamam atencdo de pesquisas por apresentarem atividade bioldgica,
biocompatibilidade e propriedades de hidratacdo. Devido a sua solubilidade, podem ser
utilizados em processos de gelificacdo e como emulsificantes. A soma dessas caracteristicas
torna vantajoso o uso de polissacarideos em aplicagdes biomédicas, destacando-se os alginatos
e quitosana (CUNHA; PAULA; FEITOSA, 2009).

Kamoun; Kenawy; Chen (2017) mencionam que a quitosana, alginatos e &cido
hialurdnico sdo mais eficientes como agentes cicatrizantes quando comparado a polimeros
sintéticos. A revisdo de literatura feita pelos autores informa que feridas cobertas com
biopolimeros apresentam alta taxa de cicatrizacao e que a incorporacao de ativos a fim conceder
propriedades antimicrobianas, resisténcia mecéanica e aumento da taxa de cicatrizacdo tem

impactado positivamente no avanco do tratamento de ferimentos superficiais.
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3.1.1 Alginato de sédio

O alginato de sddio ocorre naturalmente como principal polissacarideo estrutural de
algas marinhas pertencentes a classe Phaeophyceae. E um copolimero linear composto por
unidades repetitivas de acido manurénico (M) e gulurdnico (G), que podem se ligar entre blocos
GG, MM e GM, representado na Figura 1. E um material hidrofilico devido a presenca de
diversas hidroxilas, mas possui a capacidade de formar géis fortes e insollveis, podendo ser
reticulado quando tratado com cations polivalentes, sendo mais empregado o cloreto de calcio
(SEN et al., 2017).

Figura 1 — Estrutura quimica do alginato de sodio.

M M G M

Bloco G BlocoM Bloco GM

Fonte: Adaptado de Bekin et al. (2014)

A proporcdo de monémeros M e G presentes no alginato influenciara sua massa molar,
e como consequéncia sua viscosidade, impactando diretamente no produto final. As unidades
G possuem maior rigidez e maior extensdo de configuracdo de cadeia em comparagdo aos
blocos M. Moléculas de alginato com maior quantidade e tamanho de blocos G estdo ligados a
capacidade de formacdo de gel com estabilidade térmica, elevada porosidade, baixo
intumescimento e alta tens&o de ruptura. Em paralelo, alginatos com maior proporcao de blocos
M formaréo géis mais plasticos e menos porosos (LIMA, 2018).

Outro fator importante é a configuracdo dos mondmeros, onde sequéncias alternadas
MG sdo favoraveis ao processo de gelificacdo. Quando ha presenca de juncdes GG/MG, ocorre
aumento consideravel do médulo de Young do gel, entretanto quando houver longas sequéncias
alternadas MG/MG, a forca friccional entre as cadeias pode gerar diminui¢cdo do modulo de
Young (MORADALLI et al., 2015)

O comprimento das cadeias e propor¢ao dos monémeros séo influenciados pelo método
de extracdo e pela matéria-prima. Através da Tabela 1, que apresenta a proporcao dos blocos

M e G, é possivel observar que algas da espécie Laminaria hyperboria contém maior parcela
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de &cido gulurdnico (G), beneficiando o processo de reticulacdo polimérica (RODRIGUEZ et
al., 2018).

Tabela 1 — Propor¢do molar de blocos M e G em algas da familia Phaeophyceae.
Algas MG M G MM GG
Ascophyllum nodossum 1,86 0,65 0,35 0,56 0,26
Durvillea antarctica 5,45 0,71 0,29 0,58 0,16

Durvillea potarum 3,33 0,71 0,23 0,69 0,13
Laminaria digitata 1,22 0,55 0,45 0,39 0,29
Laminaria hyperborea 0,43 0,30 0,70 0,18 0,58
Laminaria japonica 1,86 0,65 0,35 0,48 0,18

Macrocystis pyrifera 1,50 0,60 0,40 0,40 0,20
Fonte: Adaptado de Vaz (2012)

3.1.2 Mecanismos de reticulagio

O uso de polimeros naturais pode apresentar desvantagem conforme a aplicacdo
desejada, pois possuem alta solubilidade em agua, acelerando a degradacdo do material. Uma
das maneiras de contornar esse problema é através do processo de reticulacdo, que além de
diminuir a solubilidade do material, oferece estabilidade térmica e mecanica. A reacéo entre 0
agente reticulante e o material polimérico ocorre através de ligacBes covalentes entre cadeias
ramificadas ou lineares em um processo conhecido como crosslinking. Para o alginato de sodio,
0 agente reticulante mais utilizado é o cloreto de calcio (CaCly) por ser considerado o mais
efetivo (LIMA et al., 2007; GARAVAND, et al., 2017).

Alguns cétions divalentes como o Ca?* possuem capacidade de se ligar seletivamente
aos blocos G do alginato segundo o modelo egg-box, visto na Figura 2. Esse processo €
influenciado pela concentragdo de blocos G, estrutura quimica do alginato e também pela
cinética de reacéo, que e governada pela concentracéo de cations do agente reticulante, da forca
i6nica e do pH no meio (LIMA, 2018).
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Figura 2 — Modelo egg-box em alginato com predominéancia de blocos G interagindo com ions
Ca?".

- . S 4 - :‘0 " " 4
(* e - N P y
&, - ’ .
\' i . ey - -
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g .*'. - -'.,v"'\.v'..’ ." Q
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Fonte: Lima (2018)

O processo de reticulacdo do alginato pode ocorrer por trés mecanismos diferentes, que
sdo: resfriamento da solucdo polimérica onde ja estfo presentes os ions Ca?*, pela difusio dos
ions para o interior do filme em imersdo em uma solucéo idnica e através da adicdo controlada
de ions Ca?* em solucéo de alginato.

Zactiti e Kieckbusch (2006) apresentaram uma metodologia de reticulagdo em dois
estadgios. No primeiro estagio, os ions de calcio sdo adicionados diretamente na solucéo
filmogénica, onde o filme obtido possui baixa reticulacdo, mas ja apresenta maior resisténcia
mecanica e facilidade de manuseio. No segundo estagio, as membranas sdo imersas em solucéo
concentrada de ions Ca®*, onde ocorre a anexagdo dos ions na estrutura polimérica por difusio,
gerando membranas com menor hidrofilicidade. Entretanto, o excesso de célcio adicionado na
reticulacdo e a auséncia de um plastificante podem gerar membranas com alta rigidez,
quebradicos e ondulados (RUSSO et al., 2010).

3.1.3 Plastificantes

Os plastificantes sdo moléculas organicas com baixa volatilidade, alto ponto de fuséo e
baixa massa molar. Quando empregados em outro material polimérico, agem modificando
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, fornecendo aumento de flexibilidade e
alongamento. Ao incorporar um plastificante em um biopolimero, ocorre modificacdo da
estrutura tridimensional da rede polimérica, diminuindo forcas de atracdo intramoleculares, e
como consequéncia, ocasionando no aumento do volume livre e mobilidade molecular do
polimero, resultando em uma menor temperatura de transi¢éo vitrea e maior alongamento do
material (SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005; LIMA et al., 2007)

O fendbmeno de plastificacdo pode ser explicado por trés hipdteses. Uma delas diz que

o plastificante atua como lubrificante, reduzindo o atrito intramolecular entre as cadeias e



21

gerando maior mobilidade. Outra hip6tese menciona que a plastificacdo ocorre pelo efeito de
solvatagdo dos sitios polares presentes nas cadeias poliméricas, reduzindo a atragdo
intermolecular. E, por fim, a terceira hipotese afirma que o movimento das moléculas
plastificantes com baixa massa molar aumentam o volume livre do polimero, permitindo maior
espaco de movimento entre as cadeias (STEVENS, 1993).

Como exemplos de plastificantes, pode-se citar o glicerol, sorbitol, monossacarideos,
lipideos, acidos graxos, monoglicerideos, entre outros. Devido a presenca de hidroxilas em
biomateriais de polissacarideos, como o alginato de sddio, é recomendado o uso de plastificante
com caréter hidrofilico para se manter um bom comportamento mecénico. Por outro lado, 0 uso
de plastificante hidrofilico também iré alterar suas propriedades de barreira, aumentando sua
permeabilidade (GAO; POLLET; AVEROUS, 2017; SOTHORNVIT; KROCHTA, 2005).
Parris e Coffin (1997) utilizaram varios plastificantes em membranas de alginato de sédio
reticulados com cloreto de célcio, onde o glicerol apresentou boa compatibilidade, gerando
membranas transparentes, com elasticidade e boa resisténcia mecanica. Portanto, a escolha do
plastificante ird depender da aplicacdo destinada ao material, pois afetara diretamente suas

propriedades finais.

3.1.4 Aplicages do alginato de sodio e estudos recentes

Nas Gltimas décadas, sais de alginato estdo sendo aplicados em encapsulamento de
farmacos, células e enzinas, como aditivo para melhorar caracteristicas sensoriais de alimentos
como sorvetes e misturas para bolos, para modificacdo superficial de implantes biomédicos e
no desenvolvimento de compdsitos, como embalagens ativas que proporcionam maior tempo
de vida Util de alimentos, e curativos com propriedades bioativas que beneficiam a cicatrizacdo
e fornecem um ambiente asséptico. O Quadro 1 apresenta o estado da arte para compositos a

base de alginato de sddio.



Quadro 1 — Estado da arte do alginato de sédio.

22

copaiba e limdo em membranas de
alginato de sodio para utilizacéo

como curativo

A presenca das nanoemulsdes foi

responsavel por um menor valor de tensédo

de ruptura e menor modulo de elasticidade.

Proposta Principais resultados Autor
Biomembranas de alginato de | Membranas homogéneas, flexiveis, sem | FARIAS
sodio com diferentes | rachaduras. Aumentou da concentragéo de (2018)
concentragdes de extrato de erva- | extrato aumentou tamanho dos poros e
mate para aplicacdo como | rugosidade
embalagem ativa
Membranas de alginato de sédio | Apresentou  atividade antimicrobiana LIMA
incorporados com nanoparticulas | frente E. coli e S. aureus. Boa (2018)
de prata e titanio para uso como | manuseabilidade para curativos.
curativos
Membranas em mono e bicamada | As membranas apresentaram | TREVISOL
de alginato e carboximetilcelulose | homogeneidade, flexibilidade, resisténcia (2018)
com liberacdo controlada de | mecéanica e boa absorcdo de liquidos. As
diclofenaco de sddio membranas bicamadas apresentaram ainda

melhor taxa de transmissédo de vapor. O

diclofenaco teve liberacdo total em 360

min para as membranas monocamada e

600 min para as membranas bicamada.
Curativo de membrana de celulose | Foram realizados testes em nove animais. | SOUZA
vegetal incorporada com alginato | As membranas apresentaram cicatrizacéo (2019)
de sddio na cicatrizacdo de lesdes | continua e sem indicios de irritacdo. Em
cutaneas média, houve 50% de retracdo do

ferimento entre 6 e 7 dias de aplicacdo do

curativo.
Incorporagéo de nanoemulsdes de | As membranas contendo as nanoemulsdes PIRES
6leos essenciais de melaleuca, | se mostraram manuseaveis e homogéneas. (2016)

Fonte: Autor (2023).

Em sua maioria, as pesquisas utilizando alginato de sddio s&o voltadas a area biomeédica.

Isso se justifica devido a capacidade do alginato em alterar sua estrutura ao entrar em contato
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com o exsudato da ferida, formando um gel transparente hidrofilico e ndo aderente. Essa nova
estrutura absorve o exsudato e mantém o ambiente Umido, propicio para a cicatrizagdo. Além
disso, os ions de célcio provenientes da reticulacdo atuam como homostaticos, auxiliando na
diminuicdo de perda de sangue do ferimento, conforme mecanismos apresentados na Figura 3
(QIN, 2006; OLIVEIRA, 2011). Porem, é desejavel que os curativos tenham propriedades
adicionais, como acdo antimicrobiana, melhora na taxa de cicatrizagdo e capacidade
antioxidante. Isso € alcancado em materiais com propriedades bioativas, que podem ser

desenvolvidos utilizando extratos vegetais como aditivos naturais.

Figura 3 — Mecanismo de ac¢do de curativo comercializado de alginato com ions de célcio e

sodio.
S H i sorcao d
Troca idnica entre o E‘m(';ﬂtd'mlfl. dlbf_o’(,‘!o ao
curativo e a ferida Y. eI IChRD
do curativo
Alginato de
| Cdlcio e Sédio
Exsudato
Lesao

Fonte: Curatec® (s.d).

3.2 Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo metabolitos produzidos por matrizes vegetais e atuam como
protetores contra possiveis predadores, contaminacgdes, luz UV e, em alguns casos, podem
beneficiar a fotossintese. Além disso, sdo capazes de atuar no metabolismo humano, retardando
0 aparecimento de doencas crdnico-degenerativas e estimulando o sistema imunologico,
exercem fungdo antioxidante, atividade antibacteriana e antiviral, entre outros beneficios que
podem aumentar a expectativa de vida (SILVA et al., 2010; CARRATU e SANZINI, 2005;
PARRY et al., 2005).

A Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 2, de janeiro de 2002 estabelece que um
composto bioativo € um nutriente ou ndo-nutriente que possui acdo metabolica e/ou fisioldgica
e deve ter origem em matrizes vegetais. Além disso, para que seja considerado bioativo é

necessario que seja comprovado que sua ingestao é segura. As principais estruturas organicas
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com funcdes bioativas sdo os compostos fendlicos, glicosinolatos e carotenoides. Dentre esses,
0s compostos fendlicos apresentam o maior nimero de substancias bioativas. A Figura 4
apresenta alguns dos compostos bioativos presentes nos vegetais, tendo como destaque neste

trabalho os compostos fendlicos totais, carotenoides, flavonoides totais e antocianinas.

Figura 4 — Compostos bioativos presentes nos vegetais

Compostos bioativos

Flavonoides Isoflavonas
Compostos Acidos Flavonas
fendlicos fendlicos
Flavononas
Estilbenos
. Antocianinas
Glicosinolatos
Lignanas
Catequinas
Carotendides )
Flavonois

Fonte: Adaptado de Horst e Lajolo (2007).

3.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos distribuidos nas matrizes vegetais sdo formados por
hidrocarbonetos aromaticos ligados a uma ou mais hidroxilas, podendo ser divididos em dois
grupos: os flavonoides (onde pertencem as antocianinas, flavondis e seus derivados) e nédo-
flavonoides (acidos fendlicos, estilbenos e lignanas) (ANGELO e JORGE, 2007).

Originados pelo metabolismo dos vegetais, 0s compostos fendlicos desempenham papel
fundamental no seu crescimento e reprodugdo, atuam como agente antipatogénico e sdo
responsaveis pela pigmentacdo. Além disso, sua formacéo é potencializada em momentos de
estresse da planta, como ferimentos, radiacdo UV e contaminacdes. Estdo presentes em frutas,
como a uva, laranja, cereja, tomate e em legumes como a cebola, brocolis, repolho roxo, entre
outros, sendo sua concentracdo uma variante da maturacdo, crescimento e armazenamento da
matriz vegetal (NACZK e SHAHIDI, 2004; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

Os compostos fendlicos possuem acdo antioxidante secundaria, que se refere a

interrupcgdo dos radicais livres, prevenindo a reacdo espontanea do oxigénio atmosférico com
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os lipideos em tecidos vegetal e animal. Quando incorporado a alimentos, ajuda a conservar a
qualidade do produto, além de retardar o desenvolvimento de patologias responsaveis pelo
cancer. Destacam-se como antioxidantes o resveratrol, presente nos estilbenos, o acido caféico,
derivado do subgrupo de &cidos hidroxicindmicos encontrados nos acidos fendlicos, e 0s
flavondis e quercetina, que fazem parte dos flavonoides (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; ANGELO e JORGE, 2007).

3.2.2 Flavonoides

O grupo dos flavonoides apresenta mais de 5000 compostos bioativos catalogados,
sendo considerado o maior grupo de bioativos. Sua estrutura é caracterizada por dois anéis
benzénicos e um anel heterociclico. Ao ocorrerem substituicdes no anel heterociclico, pode-se
ter diferentes classes de flavonoides, como os flavondis, flavonas, flavononas, catequinas,
isoflavonas e antocianidinas (FALLER e FIALHO, 2009).

A formacdo de flavonoides acontece pela combinacdo de derivados sintetizados da
fenilamina e acido acético. Sua ocorréncia depende da espécie do vegetal, da sua maturacgéo e
contato com a luz, principalmente raios ultravioletas 8. Estudos indicam que plantas cultivadas
na Africa do Sul apresentam de 4 a 5 vezes maiores concentracdes de flavonoides do que as
cultivadas no Reino Unido. Dentre suas propriedades farmacoldgicas, possuem acao
antioxidante, inibindo enzimas e radicais livres responsaveis por envelhecimento da pele,
tromboses e alguns tipos de tumores (AHERNE e O’BRIEN, 2002; DEGASPARI e
WASZCZYNSKY/J, 2004).

3.2.3 Antocianinas

As antocianinas representam o maior grupo de pigmentos hidrossoltveis encontrados
em flores, frutos, folhas, caules e até mesmo em raizes de algumas plantas, com sua coloragéo
variando do vermelho, violeta, roxo e amarelo, dependendo do pH em que se encontram. Essa
pigmentacdo atua como agente polinizador e dispersor de sementes, além de proteger as plantas
em seu estado inicial de vida a frente dos raios UV (DOMINGUINI et al., 2014; EIBOND et
al., 2004).

Por conta da pigmentagdo, as antocianinas sdo bastante utilizadas como corantes
naturais em alimentos industrializados, como refrigerantes, gelatinas, pé para refrescos e doces.

Também possuem propriedades farmacoldgicas, apresentando efeito anticarcinogénico,
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antioxidante e antiviral, além de prevenir doencas cardiovasculares e neurodegenerativas
(BARROS e STRINGHETA, 2006; HAGIWARA et al., 2001).

As antocianinas sdo derivadas das agliconas (antocianidinas) e pertencem a classe dos
flavonoides por conta do cation flavilico presente na sua estrutura, consistindo em dois anéis
aromaticos ligados por uma unidade de trés carbonos condensada por um oxigénio. Das 22
agliconas conhecidas, 18 possuem ocorréncia natural e apenas 6 possuem relevancia em
alimentos, dentre elas a cianidina-3-glicosideo e delfinidina (FRANCIS, 2000; LOPES et al.,
2007; MALACRIDA e MOTTA, 2006).

Quanto a estabilidade das antocianinas, diversos fatores podem favorecer sua
degradacéo, tais como: pH do meio, temperatura, presenca de oxigénio e exposi¢éo a luz. O pH
ideal para manter a estabilidade dessas moléculas € de 1 a 3, onde predomina o cation flavilico
e coloracdo avermelhada. Em pHs neutros e muito alcalinos, ocorre oxidacao e ruptura do anel
heterociclico, acarretando a formagdo de chalconas, que também sdo observadas em
temperaturas maiores que 60°C, onde ocorre polimerizacdo da molécula, tornando a solugéo
amarelada (BOBBIO e BOBBIO, 2001; FANG, 2015).

A estocagem e processamento de alimentos € um grande obstaculo no uso das
antocianinas. Processos térmicos com baixo tempo e alta temperatura sdo 0s mais
recomendados para manter a pigmentacdo. Markakis (1982) menciona que tratamentos
térmicos menores que 12 min em temperatura de 100°C ndo mostraram perdas significativas de
antocianinas em sucos de frutas vermelhas.

O escurecimento e consequente descoloracdo de bebidas ou extratos contendo
antocianinas pode acontecer devido a presenca de oxigénio (DAMODARAN et al., 2010). Essa
descoberta foi feita em 1936, quando pesquisadores notaram mudanca de coloracdo roxa para
marrom em sucos de uva engarrafados e, ao encherem completamente as garrafas, nao foi mais
observado perda de pigmentacdo (PEDERSON e TRESSLER, 1936).

Em estudo com bebidas pigmentadas com antocianinas extraidas da polpa de uva,
observou-se que as antocianinas possuiam tempo de meia vida de 416 dias, no escuro a 20°C.
Na presenca de luz ambiente e na mesma temperatura, esse tempo caiu para 196 dias,
corroborando a aceleracdo da degradacdo das antocianinas expostas a luz (PALAMIDIS e
MARKAKIS, 1975).
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3.3 Métodos de extracdo de compostos bioativos

Em alguns setores industriais, a fase inicial de preparacdo de um produto exige a
aplicacdo da técnica de extracao solido-liquido, no intuito de isolar compostos de interesse. Na
extragdo solido-liquido o solvente é colocado em contato com o solido (soluto) para promover
a interacdo do que se deseja extrair. Apds ocorrer a extracao, obtém-se duas correntes: o extrato,
que consiste no solvente mais soluto dissolvido e o refinado, que é o sélido inerte mais a solugéo
(solvente mais soluto) que ficou retida (NAVIGLIO et al., 2007; GEANKOPLIS, 2003).

A extracdo acontece através do fendbmeno de transferéncia de massa, onde ocorre
migracdo das espécies quimicas de um meio para o outro. Inicialmente, o solvente penetra os
capilares da matéria solida, acarretando no arraste dos bioativos presentes no sélido para o
liquido, por meio de processo difusivo. Para que a extracdo seja mais efetiva e econdmica, deve-
se preparar a matéria-prima previamente. Usualmente, o solido € triturado para aumentar sua
area superficial e, como consequéncia, maior contato com o liquido, facilitando o processo
difusivo. Além disso, também €é usual que a matéria-prima seja seca previamente, pois a
umidade presente no sélido pode competir com o solvente durante a extracdo, diminuindo a
taxa de transferéncia de massa. No cotidiano, pode-se citar como exemplo de um processo de
extracdo o chimarrdo, bebida tipica do Rio Grande do Sul. Ao submeter a erva-mate a agua
quente, que atua como solvente, ocorre transferéncia de massa de diversos compostos do soluto
para a agua (VIEIRA et al., 2018; SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2012).

Para extracdo de matrizes de origem vegetal, geralmente se utiliza arraste, prensagem
ou maceracdo. Também sdo reportadas metodologias de extracdo por ultrassom, micro-ondas e
supercritica (NOVELLO et al., 2015; SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2012; GRIGONIS et
al., 2005). Na extracdo de compostos bioativos, varios fatores podem influenciar o processo,
como temperatura, tempo de extracdo, relacdo de massa entre matéria-prima e solvente, pH do
meio, que deve ser acido, e o tipo de solvente utilizado (CONSTANT, 2003). Tradicionalmente
se utilizam solventes orgénicos, como etanol, metanol e acetona, diluidos ou ndo em &gua.
Devido a problematica de toxicidade, inflamabilidade e volatilidade, alguns estudos buscam
utilizar solventes eutécticos, que podem ser preparados a partir de compostos naturais,
apresentam menor toxicidade que os solventes organicos e geralmente sdo biodegradaveis.
(DAl e MUMPER, 2010; ALMEIDA, 2016).
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3.3.1 Extracéo por maceragao

A extracdo por maceracdo, amplamente adotada, é considerada um método simples, de
baixo custo e que pode ser aplicada de diferentes maneiras. Consiste, basicamente, no uso de
um solvente para extracdo de compostos da matéria-prima, onde pode ser aplicado calor e/ou
agitacdo durante o processo, dependendo da metodologia escolhida. Vizzotto e Pereira (2011)
prepararam extratos de amora-preta com a amostra triturada, utilizando diferentes solventes e
tempos de extracdo que variaram de 2 a 24h. Possa (2016) extraiu um tipo de RNA presente no
milho, onde a amostra foi moida com gral e pistilo e auxilio de nitrogénio liquido. A
temperatura de extragdo foi de 65°C, com solvente especifico para obtencdo do produto
desejado.

Em um exemplo industrial, na vinificacdo a maceracdo ocorre simultanea a etapa de
fermentacdo alcodlica, com temperaturas entre 28 e 30°C. Nesse procedimento, existe o contato
das partes solidas com liquido extrator, permitindo extracdo dos compostos de cor (antocianinas
e taninos) e aroma (terpenos). Para aumentar a eficiéncia de extracdo também pode ser
empregado maceracdo a frio em etapa pré-fermentativa, com temperaturas que variam de -5 a
15°C. Entre as desvantagens desse processo, pode-se citar o elevado tempo de extragdo e, como
consequéncia, possivel degradacdo térmica dos compostos bioativos (DAL’OSTO, 2012;
MAREGALLI, 2017; WANG e WELLER, 2006).

3.3.2 Extracdo assistida por ultrassom

Na extracdo assistida por ultrassom, que pode ser realizada em banho com sonda
ultrassénica, sdo aplicadas ondas mecéanicas com frequéncias entre 20 e 100 kHz, que sdo
geradas por um transdutor por meio da conversdo de energia elétrica em energia mecanica.
Nesse processo, a transferéncia de massa e facilitada devido ao fendmeno de cavitagéo,
apresentado na Figura 5, onde a frequéncia aplicada gera bolhas de gas no solvente liquido, que
ao colapsarem préximo ao substrato liberam alta energia, favorecendo penetracéo do solvente
na matéria-prima e aumentando sua solubilidade, beneficiando a extracdo (MAREGALI et al.,
2020).



29

Figura 5 — Cavitacdo promovida no processo de extracdo por ultrassom.

fe

Fonte: Vardanega; Santos; Meireles, (2014)

Esse método apresenta diversas vantagens quando comparado a extracdo por
maceracdo, tendo menor tempo de extracdo, menor volume de solvente gasto e maior
reprodutibilidade dos ensaios (VARDANEGA; SANTOS; MEIRELES, 2014; PATIST e
BATES, 2008; CHEMAT e KHAN, 2011). Klein et al. (2018) utilizaram essa metodologia para
preparar extratos de folhas de uvaia (Eugenia pyriformis C.). O método também tem
apresentado resultados satisfatorios quando utilizado na extracdo de bioativos de cascas de
frutas como a uva, romé e jabuticaba (CARRERA et al., 2012; PAN et al., 2011; SANTOS;
VEGGI; MEIRELES, 2010).

3.3.3 Extragdo por micro-ondas

Na extracdo por micro-ondas, a separacdo dos compostos de interesse ocorre por
alteracOes geradas na estrutura da matéria-prima, através de ondas eletromagnéticas em uma
faixa de 0,3 a 300 GHz. As micro-ondas consistem em radiagdo ndo ionizante, portanto ndo
afetam as ligacbes quimicas e ndo geram alteracGes moleculares na matéria-prima. Essa
radiacdo penetra o sélido, gerando calor no seu interior por meio da conversdo de energia
eletromagnética, destruindo a parede celular e facilitando a extracéo intracelular, mostrado na
Figura 6 (TADINI et al., 2016; LIEW et al., 2016; TSUKUI et al., 2014).
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Figura 6 — Extragdo por micro-ondas.
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Fonte: Ribeiro (2018)

Esse método tem se destacado, por proporcionar maior precisdo no controle das
condicdes de extracdo, como tempo e temperatura, e também por apresentar maior eficiéncia
qguando comparado a metodologias como a convencional e por ultrassom (FRANCO-VEGA et
al., 2016). Mota (2018) preparou extratos de ipé roxo por diferentes métodos de extracéo e
obteve os melhores resultados de compostos bioativos na extracdo por micro-ondas. Rosa et al.
(2019) apresentaram melhores resultados na extracdo de bioativos da folha de oliveira

utilizando extragdo por micro-ondas, quando comparado a maceragao e ultrassom.

3.3.4 Extracdo supercritica

Um dos métodos mais modernos e atuais, a extragdo supercritica proporciona um
produto alimenticio e farmacéutico de alta qualidade e livre de residuos toxicos gerados por
solventes organicos como o0 metanol, que é bastante utilizado nas metodologias supracitadas
devido a sua alta capacidade de extragdo. Nessa técnica, destaca-se o uso de didxido de carbono
como fluido. Ao ser submetido a pressao e temperatura acima do seu ponto critico, o fluido
torna-se supercritico, tendo suas propriedades alteradas (TAKEUCHI et al., 2008; LEAL et al.,
2003).

Um fluido supercritico possui densidade semelhante aos liquidos, porém viscosidade
parecida com a dos gases, tendo capacidade de difusdo intermediaria entre os dois estados. Uma
das propriedades que beneficiam a extragéo é a viscosidade do solvente, que quanto mais baixa

for, mais eficiente serd a extracdo. Por esse motivo o metanol é amplamente utilizado em
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processos extrativos, ja que possui viscosidade menor que outros solventes organicos. Nesse
caso, os fluidos supercriticos apresentam capacidade de transferéncia de massa muito maior
que os solventes tradicionais, pois sua viscosidade € ainda mais baixa. Além disso, uma das
vantagens desse método é que ele pode ser aplicado em baixas temperaturas, evitando a perda
de compostos termo-sensiveis (HERRERO; CIFUENTES; IBANEZ, 2006; ANDREO e
JORGE, 2006; ZANCAN et al., 2002).

GRIGONIS et al. (2005) e CARVALHO JUNIOR et al. (2005) obtiveram melhores
resultados de acdo antioxidante em extrato de erva doce e alecrim, quando comparado a
extragdo por micro-ondas e extragdo convencional com etanol, respectivamente. Os resultados
indicam maior presenca de compostos fendlicos, responsaveis pela atividade antioxidante e de

captura de radicais livres.

3.4 Parametros que afetam a extracio de compostos bioativos

A extracdo de compostos bioativos pode ser influenciada por diversos fatores, como
temperatura, concentracao de solvente, relacdo de matéria-prima/volume de solvente, tempo de
extracdo e pH do meio. Além disso, as matrizes vegetais apresentam composi¢des quimicas
dessemelhantes, podendo interagir de maneira distinta dependendo das condicdes utilizadas no
processo (OLIVEIRA e ANDOLFATTO, 2014; ANDREO e JORGE, 2006).

A respeito da temperatura de extracdo, ha beneficio no processo quando esta é elevada,
pois aumenta as taxas de difusdo e solubilidade da biomassa, além de diminuir a viscosidade e
tensdo superficial do solvente, facilitando a interacdo com a amostra. Por outro lado, alguns
compostos bioativos podem sofrer degradacao e diminuicdo da estabilidade quando sujeitos a
altas temperaturas (ATES et al., 2011; FAVARO et al., 2008).

A concentracdo do solvente também pode interferir devido a solubilidade dos compostos
que se deseja extrair. O metanol apresenta maior eficiéncia no processo de extracdo, porém é
toxico. Por isso, quando a aplicacdo do extrato € para fins alimenticios ou medicinais, faz-se
uso como solvente agua ou solucBes hidroalcéolicas. Além disso, geralmente é feito a
manutencdo do pH do solvente extrator entre 1 e 3, pois em meio acidificado ocorre a
desnaturacdo da matriz vegetal, favorecendo a extracdo (GOMEZ-PLAZA; MINANO,
LOPEZ-ROCA, 2006; TERCI e ROSSI, 2002).

O tempo de contato da biomassa com o solvente também deve ser controlado. Se o
tempo de extracdo for muito elevado, pode ocasionar a oxidacdo dos compostos fendlicos,

sendo necessario o uso de um agente redutor no processo. Entretanto, baixos tempos de extracdo
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afetam a transferéncia de massa de maneira negativa, haja vista o pouco tempo de contato com
0 solvente e a amostra (ANDREO e JORGE, 2006; OLIVEIRA e ANDOLFATTO, 2014).

3.5 Araca (Psidium cattleyanum Sabine)

A espécie Psidium cattleyanum Sabine é pertencente a familia Myrtaceae, que
representa mais de 1000 espécies e 26 géneros de plantas no Brasil. O Psidium cattleyanum
Sabine é conhecido popularmente como araca, araca coroa, araca do campo, araca de praia,
entre outros, e € uma fruta nativa do Rio Grande do Sul, mas que apresenta ocorréncia em
diversos estados brasileiros (FRAZON et al., 2009; SCUR et al., 2016).

O aracazeiro possui entre 3 a 6 m de altura e floresce entre 0os meses de outubro e
novembro. No Rio Grande do Sul, seu periodo de maturacdo acontece durante o verao, e por
ser um fruto altamente perecivel, precisa ser consumido de imediato ou encaminhado a
tratamentos para maximizar sua durabilidade (MANICA, 2000; DREHMER; AMARANTE,
2008). Os aracas sdo bagas globosas de 1,5 a 5 cm de didmetro e possuem teor de agua e pH
em torno de 82% e 3,3, respectivamente. Por ser uma fruta nativa, apresenta pouco interesse
comercial, sendo consumida in natura ou utilizada por pequenas agroindustrias na producéo de
sucos, geleias, sorvetes e outros alimentos (SILVA et al., 2008; SANTOS et al., 2007;
FRANZON et al., 2009). A Figura 7 apresenta o araca-vermelho em diferentes fases de

maturacgéo.

Figura 7 — Araca-vermelho em diferentes fases de maturag&o.

Fonte: Dalla Nora et al. (2012)

Por outro lado, 0 aracd chama bastante atencdo medicinal devido aos compostos
bioativos presentes em sua composicdo. O Psidium cattleyanum Sabine pode ser dividido em
dois morfotipos: araca-vermelho e amarelo. A coloracdo pode influenciar diretamente na
concentracdo de antioxidantes presentes nas frutas. Frutos com coloragdo vermelha-roxa
indicam presenca de antocianinas e amarelo-laranja-vermelha presenca de carotenoides. Além

disso, 0 araca apresenta alto teor vitaminico, tendo até 7 vezes mais vitamina C que frutas
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citricas, e presenca de compostos fendlicos como epicatequina e acido galico, importantes
antioxidantes naturais (PEREIRA et al., 2020; FRAZON et al., 2009; CORREA, 2009).

3.6 Bioativos presentes no Araca (Psidium cattleyanum Sabine)

Devido as suas caracteristicas, o aracd vem sendo usado na medicina popular como
analgesico, antidiarreico e antidiabético. Jardim et al. (2015) e Alvarenga et al. (2016)
utilizaram extratos do fruto e das folhas de araca em estudo contra a bactéria responsavel pela
carie dentéria, Streptococcus mutans, e obtiveram resultados promissores. Outros estudos
demonstraram que o extrato de araca foi efetivo na reducdo de metéstase em células
cancerigenas do pulméo e de c6lon de mama (IM et al., 2012; MEDINA et al., 2011).

A Tabela 2 apresenta resultados de alguns autores referentes a concentracdo de alguns

compostos bioativos presentes no araga e sua capacidade antioxidante.

Tabela 2 — Quantificacdo de classes de bioativos presentes no araca e sua atividade antioxidante.

Compostos bioativos Araca- Araca- Autores
vermelho amarelo
Antocianinas totais 121,85 3,9 (MAREGALLI et al.,
(mg de cianidina- 2020; SOUZA; FASSINA,
glicosideo/100g de araca) SARAIVA, 2018)
Atividade antioxidante 97,1 96,8 (SOUZA; FASSINA,;
(% de inibicdo de DPPH) SARAIVA, 2018)
Fendlicos totais 88,0 72,3 (POSSA, 2016)
(mg de &cido galico/g de
araca)
Flavonoides totais 333,0 189,0 (POSSA, 2016)

(mg de quercetina/100g de
aracga)

Fonte: Autor (2023).

Os autores citados na Tabela 2 utilizaram metodologias diferentes na obtencdo dos

extratos de aracd. Maregalli et al. (2020) recorreu ao método de extracdo assistida por
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ultrassom, utilizando banho ultrassonico a uma frequéncia de 50 kHz, temperatura de 40°C,
durante 2 h. O material utilizado na extracéo foi a casca do aragé vermelho, sendo 1 g de amostra
para 10 mL de solvente acidificado (etanol 90%). J& Souza, Fassina e Saraiva (2018)
prepararam extratos de araca-vermelho e amarelo, processando toda a fruta e extraindo com
metanol 50% em temperatura ambiente e sem agitagédo, durante 1 h. Por fim, Possa (2016)
obteve os extratos dos frutos inteiros de aracd-vermelho e amarelo por maceragdo com grau e
pistilo, com posterior adi¢do de etanol 70%, em proporcéo de 10 g de amostra para 100 mL de
etanol. A extracdo ocorreu em temperatura ambiente e com agitacao periddica durante 15 dias.

Uma das técnicas emergentes para deteccdo e quantificacdo de compostos bioativos
presentes em extratos vegetais € a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector
por arranjo de diodos e a espectrofotdmetro de massas (HPLC-DAD-MS), que foi adotada pelos
autores citados a seguir.

Pereira et al. (2020) quantificou 0s compostos presentes em extratos da polpa-casca do
araca-vermelho e amarelo, e das sementes dos dois morfotipos. Foram identificados catequina,
quercetina, cianidina-3-glicosideo, malvidina-3-glicosideo, acido vanilico, acido elagico,
acido-4-hidroxibenzoico e, em menores concentracdes, kaempferol, miricetina, acido siringico
e acido-p-cumaérico. O araca-vermelho apresentou maiores concentracfes de acido elagico,
cianidina-3-glicésideo e malvidina-3-glicosideo quando comparado ao aracd-amarelo. Por
outro lado, o araca-amarelo apresentou maiores concentracbes de catequina, importante
composto fenolico com forte acdo antioxidante.

Melo (2019) identificou 7 compostos fendlicos em extrato do fruto inteiro de aracéa-
vermelho, sendo 4 pertencentes a classe dos é&cidos fendlicos (&cido galico, é&cido
protocatecuico, &cido cinamico e acido clorogénico) e 3 da classe dos flavonoides (catequina,
epicatequina e quercetina). Em outro estudo mais detalhado, Malmann et al. (2020) identificou
43 e 45 compostos fendlicos extraiveis (CFE), e 50 e 51 compostos fendlicos ndo-extraiveis
(CENE) para araca-vermelho e amarelo, respectivamente. Por definicdo, os CFE sdo extraidos
da matriz vegetal de modo convencional, através da aplicacdo de algum solvente organico. Ja
0s CFNE permanecem nos residuos de extracdo, sendo liberados através de hidrolise quimica
ou enzimatica (POLYPHENOLS, 2018).

No estudo de Malmann et al. (2020), a catequina foi o0 CFE majoritario para o araca-
vermelho e amarelo. Para os CFNE, que compreendem em maioria &cidos fenolicos, o galato
de metila, derivado do acido gélico, foi o0 composto majoritario de ambos morfotipos. Nesse

trabalho também foram identificados compostos fendlicos ndo relatados anteriormente no
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araca, que € o caso do dimero de proantocianidina B, vescalagina e castalagina, sendo os dois
ultimos derivados do &cido elagico.

3.7 Biopolimeros com adicdo de extratos naturais para aplicacdes topicas

Existem inimeras pesquisas que utilizam materiais biopoliméricos para aplicacfes no
tratamento de feridas cuténeas, fazendo uso conjunto de anti-inflamatdrios comerciais, 6leos
essenciais e nanoparticulas metalicas com acao antimicrobiana. Porém, nesta subsecdo serdo
apresentadas algumas pesquisas que utilizam biopolimeros incorporados com extratos vegetais,
que devido a presenca de compostos bioativos, sdo capazes de promover maior cicatrizagéo,

acao anti-inflamatoria e em alguns casos, inibem micro-organismos.
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Quadro 2 — Estado da arte de membranas biopoliméricas utilizando extratos vegetais como

aditivo para aplicacdes topicas.

Proposta

Principais resultados

Autor(es)

Impregnacao/deposicéo de
bioativos da copaiba (copaifera
sp.)
biopoliméricos usando CO:

em curativos

supercritico e imersao em

diclorometano

A presenca de bioativos ndo apresentou
mudancga nos poros dos curativos, que
foram capazes de inibir crescimento das
bactérias

Staphyloccocus aureus e

Escherichia coli.

Pascoal (2020)

Desenvolvimento e avaliacdo
in vitro da atividade
cicatrizante de membranas
poliméricas incorporadas com

prépolis vermelha

O extrato de propolis vermelha néo
apresentou mudanca morfolégica nas
membranas. Além disso, em testes in
vitro as membranas contendo extrato

mostraram cicatriza¢do 20% mais rapida.

Basilio (2018)

Preparo e caracterizacdo de | As membranas com incorporacdo de | Anjos (2017)
membranas de quitosana com | extrato apresentaram maior

incorporagdo  do  extrato | hidrofilicidade e n&o apresentaram
hidroalcoolico liofilizado do | citotoxicidade.

Chenopodium  ambrosioides

para aplicacdo como

biomaterial

Obtencdo de membranas de | Através de analise em FTIR, confirmou- Colombari
pectina contendo quercetina | se a presenca de quercetina nas | Neto (2021)

para uso no tratamento de

feridas cutaneas

membranas. Em teste antimicrobiano,
néo se observou halo de inibigdo, porém
ndo houve crescimento bacteriano nas

membranas.

Fonte: Autor (2023).

Pascoal (2020) obteve os extratos de folhas de copaiba por imersdo das folhas maceradas

em hexano durante 7 dias. A impregnacdo dos compostos em curativos biopoliméricos

comerciais (Spongostan™ e Promogran®) ocorreu por deposic¢ao supercritica com dioxido de

carbono, devido a rapidez de processamento e a eliminacao do uso de solventes organicos, além

de fornecer um produto seco no final do processo. Para isso, utilizou os
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Em outro estudo, Basilio (2018) obteve extrato etandlico de propolis vermelha atraves
da imersdo da matriz vegetal triturada em frasco contendo etanol P.A, durante 7 dias. O material
polimérico das membranas foi carboximetilcelulose-pectina, onde foi adicionado 10% de
extrato em relacdo a massa total. O extrato rotaevaporado foi previamente solubilizado em
propilenoglicol, onde também foi adicionado sorbitol como plastificante.

Anjos (2017) preparou os extratos de folha de C. ambrosioides por ultrassom, durante
30 minutos, utilizando as folhas trituradas em solvente hidroalcoolico 70%. As membranas de
quitosana foram solubilizadas em &cido acético 2% durante 24 h e filtradas para remogéo de
impurezas. O extrato foi incorporado ao material em concentragdes de 05 e 1% e
homogeneizado na solucédo filmogénica durante 1 h.

Colombari Neto (2021) trouxe uma proposta de extracdo do biopolimero. O autor
extraiu pectina de cascas de laranja previamente trituradas, utilizando como solvente agua
acidificada. A producdo das membranas ocorreu por casting, utilizando como plastificante o
glicerol, que foi homogeneizado em agua destilada durante 30 min. Apds, foi adicionado a
pectina, permanecendo em agitacdo constante durante 24 h. A quercetina P.A foi solubilizada
em 10 mL de agua destilada e adicionada a solucdo filmogénica gota a gota.

Através do que foi apresentado, membranas biopoliméricas com propriedades ativas
para uso em ferimentos cutaneos podem ser obtidas por inimeros processos, fornecendo
materiais sustentaveis com caracteristicas e propriedades distintas. Além disso, o uso de
matérias-primas que sdo consideradas residuos e sdo descartados, como a casca, sementes e
bagaco de algumas matrizes vegetais reforcam a sustentabilidade, possibilitando o uso em

conjunto com os biopolimeros na formulagdo de materiais funcionais.
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4 METODOLOGIA

Neste capitulo serd apresentado a metodologia do trabalho, de acordo com a Figura 8.

Figura 8 — Diagrama de blocos das etapas desenvolvidas na pesquisa

Revisdo bibliogréfica Produgéo das
| membranas por
casting
Artigo |
| Solubilizacdo do
polimero
Preparo da amostra
para extragiio | Resultados e
| Homogeneizagdo do conclusdo
plastificante
DCCR |
| Adigdo do extrato em §
— — condigdes otimizadas S
Varidveis independentes: Otimizagdo da g g
* Temperatura extracdo de - | Secagem k5
* Concentragio de solvente fitoquimicos Reticulagdo das 8
Varidveis dependentes: | membranas por S
« CFT imersdo
. AA Caracterizagdo por | Secagem
. AT HPLC e FRAP [y —
reticuladas e
aditivadas

Fonte: Autor (2023)

O diagrama aborda a metodologia de obtencdo do extrato do epicarpo do araca-
vermelho, onde foi realizado um delineamento experimental que variou a temperatura e
concentracdo de solvente para analisar respostas de CFT, AA e AT. Além disso, depois de
tratamento estatistico dos dados experimentais, o extrato obtido em condic¢des otimizadas para
extragdo de bioativos foi caracterizado por HPLC e FRAP.

Apresenta-se também a metodologia de obtencdo das membranas de alginato de sédio
reticuladas aditivadas. O material elaborado foi caracterizado com relagdo a espessura,
propriedades mecénicas, permeabilidade ao vapor de &gua, solubilidade, decomposicéo
térmica, FTIR, MEV e capacidade de liberacao de fitoquimicos.
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Abstract

Brazil has thousands of species of underexplored plant matrices, which may have natural
compounds beneficial to human health. Therefore, it is in the interest of the scientific
community that these plants be studied in order to bring innovation to pharmaceutical,
biomedical and food areas, among others. This paper focused on use renewable raw materials
and procedures without the use of toxic chemicals. In this context, this research aimed to
optimize the green extraction process and to obtain an extract rich in phenolic compounds and
anthocyanins, using as raw material the red araca epicarp, a typical fruit from the south of
Brazil. Furthermore, the bioactive compounds from extracts were inserted in sodium alginate
membranes to produce an active biopolymeric topical dressing. The extraction was evaluated
through a central composite rotational design and the results showed that solvent concentration
had higher influence than temperature on the extraction of phenolic compounds, anthocyanins
and antioxidant activity. The models generated by the statistical analysis were able to predict
and maximize the phytochemicals extraction. The extract obtained under optimized conditions
was investigated by high performance liquid chromatography and the results obtained showed
the presence of compounds with anti-inflammatory action, such as quercetin. Alginate
membranes were obtained by casting with the addition of araca epicarp extract. The
characterization results showed promising characteristics, such as good mechanical properties,
malleability and water vapor permeation capacity. In addition, it was able to release phenolic
compounds in a controlled environment that simulates wound exudate. Based on the
information obtained, the material produced with renewable matrices has potential for use as a
topical dressing.
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1 Introduction

The demand for natural products is increasing due to the numerous health benefits. In
addition, from an economic point of view, sustainable raw materials are interesting due to their
great abundance and capacity for renewal. However, most of the sustainable matrices are little
explored and their true potential is not known. Therefore, research is encouraged so that natural
products can be obtained in order to generate less impact on the environment, verify potential
compounds with direct benefits in the treatment of degenerative diseases and comorbidities,
and also lower the cost of production.

Biopolymers are examples of materials obtained from renewable sources, such as
microorganisms, algae, plants, among others. These materials, due to their biocompatibility, are
used for numerous applications, mainly in the biomedical area in prostheses, encapsulation of
drugs and dressings. As an alternative to synthetic polymers used in dressings, chitosan,
alginates and hyaluronic acid stand out as excellent biopolymer alternatives. Kamoun et al
(2017), report that these biopolymers have a higher healing rate than synthetic polymers, and
are more biocompatible with active bioagents to improve the antioxidant and antimicrobial
properties of dressings. Alginic acid occurs naturally as the main structural polysaccharide of
marine algae belonging to the class Phaeophyceae. This polymer is widely used in the food,
dentistry and biomedical areas, in drug encapsulation and as dressings. Alginate is formed by
two monomers: guluronic acid (G) and mannuronic acid (M), and may have GG, MM and MG
bonds in different proportions depending on the seaweed from which it was extracted, and this
will directly affect its properties (SEN et al., 2017). Alginate, which is associated with
monovalent salts, such as sodium, has high solubility in water. When associated with bivalent
salts, such as calcium or magnesium, its solubility in water will decrease significantly. This is
because when sodium alginate comes into contact with Ca2+ ions, for example, the sodium ions
present in the G blocks are replaced by calcium ions, forming covalent bonds (previously ionic).
As a result, the material becomes more rigid and has the ability to form a hydrophilic gel
(GARAVAND, et al., 2017).

Sodium and calcium alginate has a high healing capacity due to its ability to absorb
wound exudate. When in contact with the wound, there will be an ionic exchange between the
calcium in the material and the sodium in the exudate, allowing blood circulation in the
uninjured blood vessels and interrupting bleeding through vasoconstriction, a mechanism
known as hemostasis. In addition, as the region remains moist and hydrated, it also favors

autolytic debridement. Therefore, these benefits combined with the antioxidant and anti-
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inflammatory action of plant matrices have the potential for a highly functional and sustainable
material (OLIVEIRA, 2011; SARAIVA et al., 2023).

Brazil draws the attention of researchers from several countries for having the greatest
biodiversity on the planet, representing 15% of the total number of species, including native
and exotic species (Valli; Russo; Bolzani, 2018). However, most of these species are
underexplored, and their potential is unknown (Schulz et al., 2020). Free radicals are produced
during the body's metabolism and these highly unstable molecules, over time, can be the cause
of degenerative diseases due to the oxidation of healthy cells. Vegetable-based products are
being increasingly used due to their antioxidant capacity, through the inhibition of free radicals.
Thus, they have anti-inflammatory action and contribute to a healthier aging process (Raks et
al., 2018).

Plants produce phytochemicals as a defense system against predators, ultraviolet
radiation and climate change. These phytochemicals or bioactive compounds benefit metabolic
and physiological functions in the human body. Also, they can be used in food preservation, in
the inhibition of microorganisms and as natural pigments (Das et al., 2017). The largest class
of phytochemicals are phenolic compounds, which can be divided into phenolic acids, lignans,
stilbenes and flavonoids (Denardin et al., 2015). Among the flavonoids, anthocyanins are
considered the most important group of natural pigments, responsible for the red and purple
coloration in several vegetables. One way to recover these phytochemicals from plant matrices
is through solid-liquid extraction. It is important that this operation is optimized, in order to
extract the greatest amount of phytochemicals possible. During optimization, important
parameters are usually analyzed, such as the concentration of phenolic compounds and
anthocyanins, in addition to the antioxidant activity of the extract, as these classes of
phytochemicals are considered the most important when talking about health benefits.
Optimization can also be done through high-performance liquid chromatography analysis, but
it is a more elaborate technique and is best applied after optimization (Baltacioglu et al., 2021).

Among the Brazilian native species with phenolic compounds in its composition, there
is the araca (Psidium catteyanum Sabine), belonging to the Myrtaceae family. This species
presents occurrences in two morphotypes: red and yellow aracd. Red araca stands out due to
the higher anthocyanins content in its epicarp (Scur et al., 2016). Among the phenolic acids
present in the red araca, there are gallic, ellagic, vanillic and p-coumaric acids, the flavonoids
quercetin, myrecithin, catechin and kaempferol, and the anthocyanins cyanidin, malvidin and
delphinidin, among others (Pereira et al., 2020; Malmann et al., 2020). These compounds can

act as active agents associated with biopolymeric materials for different applications.
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As an example of research focused on this association, Martiny et al. (2020) produced
a package of carrageenan with olive leaf extract for the storage of lamb meat. The material
showed antimicrobial activity and is able to protect the meat from light oxidation due to the
packaging color. Another promising area is biomedical, where dressings containing plant
extracts are being developed with the aim of anti-inflammatory activity. Dias et al. (2013) used
commercial dressings made of N-Carboxybutyl chitosan (CBC), collagen/cellulose
(Promogran®) and hyaluronic acid-based (Hyalofill®) incorporated with juca plant extract and
the material showed anti-inflammatory activity.

Thus, this work aims to study the extraction process through a rotational central
composite design to optimize the phytochemicals concentration in the red aracd extract.
Moreover, to obtain sodium alginate membranes cross-linked and added with red araca extract

for application as dressings.

2 Experiments

2.1 Materials

The red aracé fruits were harvested at coordinates -31.553710°, -53.683664°, in the city
of Candiota, Rio Grande do Sul, Brazil, in April 2021. Ethanol., Alginate (Exodo Cientifica -
viscosity between 300-400 CPs at 20°C), glycerol, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
Folin-Ciocalteau, anhydrous sodium carbonate, calcium chloride, anhydrous ferric chloride,
sodium acetate, hydrochloric acid, acetic acid, 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) were analytical
grade. Ultra-pure water, methanol, acetonitrile, gallic acid, cyanidin-3-glycoside, chlorogenic
acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, cinnamic acid, quercetin and kaempferol were
of HPLC grade. All reagents were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO USA).

2.2 Extraction procedure

Initially, the red aracd fruits were sanitized with running water and 2% sodium
hypochlorite, followed by washing with distilled water to remove residual sodium hypochlorite.
The epicarp of the fruits was manually separated and freeze-dried for 24 h at -50°C (Terroni,
LS3000, Séo Carlos, Brazil). Subsequently, particles were reduced in an analytical mill (IKA,
All, Darmstadt, Germany) and sieved (60 mesh, Metallurgical Industry Bertel, Caieiras,

Brazil). The particles with a diameter smaller than 0.250 mm were used in the extraction. The
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maceration extraction methodology was adopted using a metabolic bath (Dubnoff, QUIMIS,
Brazil) with constant stirring and heating. The extraction was carried out with 50 mL of
hydroalcoholic solvent (without changing the pH) and 1 g of araca epicarp for 2 h. Then, the
extracts were vacuum filtered with Whatman filter paper (Fisher Scientific, Hampton, USA).
The extraction was evaluated through a central composite rotational design (CCRD) by
STATISTICA 13.5 software (SAS Institute, Cary, NC, USA), varying temperature (T) and
solvent concentration (SC) with a range of 34 to 76°C and 32 to 92% ethanol v/v, respectively.
The dependent variables, total phenolic compounds (TPC), antioxidant activity (AA) and total
anthocyanins (TA), were characterized in triplicate. The adequacy of the models was analyzed
by variance analysis (ANOVA) and the Fisher test. The simultaneous optimization of all

dependent variables was performed by the global desirability methodology (GDM).

2.3 Extracts characterization

Total phenolic compounds (TPC) quantification was performed using Folin-Ciocalteau
(Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventds, 1999). 10 mL of distilled water, 0.5 mL of extract
were added, followed by 1 mL of Folin-Cicoalteau reagent. After 5 min, 8 mL of 7.5% Na2CO3
is added and the mixture allowed to stand in the dark at room temperature for 2 h. Absorbance
measurements were made in a spectrophotometer (UV 755B, EQUILAM, Diadema, Brazil), at
a wavelength of 765 nm. The results are estimated using the standard curve for gallic acid (50
to 1000 mg/mL) and expressed in mgcae g >

The extract was subjected to the DPPH free radical reduction method (Brand-Williams;
Cuvelier; Berset, 1995). It consists of adding 200 pL of extract, followed by 7.8 mL of
methanolic DPPH solution (6x107° M). The mixture was left in the dark for 30 min and analyzed
in a spectrophotometer at 517 nm. The result was expressed as a percentage of DPPH radical
scavenging capacity (% RSCpppH).

The total anthocyanins content was carried out by absorbance measurements of the
extract in a spectrophotometer, at a wavelength of 520 nm. The results were estimated using
the cyanidin-3-glycoside standard curve (0.005 to 0.1 mg/mL), expressed as mg of cyanidin-3-
glycoside per 100 g of sample.

The extract obtained under global desirability methodology (GDM) was also
characterized by Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) and High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC). FRAP solution was formulated using 0.3 M acetate buffer, TPTZ

and 20 mM ferric chloride. For the analysis, three different dilutions were made in the extracts.
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FRAP reagent was prepared at the time of reaction with a 10:1:1 ratio of acetate buffer, TPTZ
and ferric chloride. 100 pL of each extract dilution, 300 pL of distilled water and 3 mL of FRAP
reagent were added to test tubes. The mixtures were sent to the water bath (Q215M2, QUIMIS,
Diadema, Brazil) at 37°C for 30 min and analyzed in a spectrophotometer at a wavelength of
595 nm. The results obtained are analyzed through the standard curve of ferrous sulfate, being
expressed in pmol of ferrous sulfate per g of sample (UM Fe*2g ™).

HPLC measurements were performed using centrifuged extracts (Q222TM2, QUIMIS,
Diadema, Brazil) Then, the extracts were filtered with a 0.45 pm syringe filter and transferred
to specific vials for chromatography. The equipment used (Agilent 1260 Series, Santa Clara,
EUA) is equipped with a quaternary pump and a diode array detector (DAD). Separation takes
place on an Eclipse Plus C18 (Supelco, Bellefonte, USA) reversed-phase LC column. The
temperature used was 30°C, with an eluent flow rate of 1 mL.min, and the injected sample
volume was 20 pL. The solvents used for the separation were 0.2% acetic acid (A), methanol
P.A (B) and acetonitrile P.A (C). The detection of phytochemicals was performed at
wavelengths of 280 and 520 nm for phenolics and anthocyanins, respectively. Phytochemicals
were quantified using calibration curves with chromatographic standards, as follows: gallic
acid, chlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, ferulic acid, cinnamic acid, quercetin,
kaempferol and cyanidin-3-glycoside.

2.4 Preparation and characterization of sodium alginate membranes

Initially, 5 g of sodium alginate was solubilized and homogenized in 200 mL of distilled
water using a mechanical stirrer at 600 rpm for 1 h (Pacheco et al., 2020). During this
homogenization, 5 g of glycerol and 1 g of freeze-dried optimized extract were added. Then the
membrane solution was completed up to 250 mL using distilled water and set to rest for 30 min.
After this stage, the solution was forwarded to rectangular acrylic plates measuring 23x23 cm
and dried in a forced convection oven at 40 °C for 24 h. After drying, the membranes were
cross-linked to decrease their solubility in water using a solution of 0.1% CaCl. and 1% glycerol
for 1 h. Finally, they were placed in a forced convection oven at 40°C for 12 h. The membrane
produced with araga extract was named ME and the control membrane (without extract) was
named MC. After production, the membranes were properly stored in a desiccator at 25°C and
a controlled humidity of 50% until they were used in the characterization.

The thickness of the membranes was obtained with a digital micrometer (Insize, model

IP65), with 10 measurements. The water vapor permeability (WVP) test was performed in the
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laboratory following the E96-96 standards (ASTM, 2016). The membranes were attached to
the top of the flasks, using 30 g of anhydrous calcium chloride (CaCl). The flasks were placed
in desiccators, where the relative humidity of the medium was maintained at 50%. After
samples remained for 10 days in a desiccator, they were weighed to verify the CaCl, mass gain.
The water vapor permeability rate (TPVA) is calculated by Equation 1 where, Map is the mass
of moisture absorbed by CaCly, t is the time the sample spent in the desiccator and Aexp IS the

area of the exposed surface of the membrane.

WVPR = -Zab_ 1)

Aexp*t

The water vapor permeability (WVA, g/m.s.Pa) is presented in Equation 2 and is
calculated using the TPVA, film thickness L and pressure variation between the membrane and

the medium.
WVA = WVPRxL ©)
AP

The water solubility of the membranes was determined using the proposed method of
GONTARD et al. (1994) with modifications. The analysis was done in triplicate, with
specimens of 2x2 cm. Initially, the 2x2 cm membranes samples were dried in a forced
circulation oven at 60 °C for 24 h and weighed. Afterward, the samples were immersed in a
container with 50 mL of distilled water under agitation at 50 rpm for 24 h at room temperature.
The suspension was filtered and the residue dried at a temperature of 60 °C for 24 h and

weighed. Equation 3 was used to determine the mass loss by solubilization.

mi —mf

MLS =
mf

(3)

A tensile test was carried out following the D882 standard (ASTM, 2018), with a
texturometer (Stable Micro Systems, model TA.TX). The maximum tensile stress (o) is
obtained by Equation 4, where F is the tensile force and A is the cross-sectional area of the
specimen. The rigidity of the membranes was obtained through the modulus of elasticity,
through Equation 05, where 1 is the elongated distance divided by the width of the membrane

between the claws in the texturometer.
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F
o= (4)
E:% (%)

The water absorption capacity analysis was performed using 2x2 cm membrane samples
immersed in 200 mL of distilled water at room temperature. The rehydrated membranes were
weighed in the time interval from 15 to 250 min. The water absorption capacity was calculated

using Equation 6.

wa (%) = 22— 4 100 6)
r

The TGA was performed in a thermogravimetric analyzer (Shimadzu brand, model
TGA-50) to determine the mass loss as a function of temperature. The analysis was carried out
in an inert nitrogen atmosphere at a flow rate of 60 mL min™ in the range of 25 to 700 °C, at a
heating rate of 10°C min (LIMA, 2018). Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR,
Perkin-Elmer UATR Two) was used to identify the functional groups present on the sodium
alginate membranes. The spectrum was performed in the range of 500-4000 cm™ with a
resolution of 4 cm™,

To verify the release of phytochemicals in the membrane, a solution was used to
simulate the exudate of skin wounds (142 mmol.L of Na and 2.5 mmol.L of Ca), using NaCl
and CaCl2 for its preparation. The membranes were cut into 2x2 cm and immersed in the
solution, remaining under constant stirring at a temperature of 37°C for times that varied
between 15 min and 24 h. Afterwards, aliquots were removed and the TPC was analyzed to
verify the release of phytochemicals in the medium.

3 Results and discussion
3.1 Optimization of red aracé epicarp extraction

The conditions of each run performed and the results of TPC, AA e TA from the araca
extract are presented in Table 1. Compared to other similar studies previously reported, the

araca extract exhibits very promising results in terms of all dependent variables. The TPC

results from de araga extract, between 18.44 and 31.06 mgcae g, were higher than those
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reported in the literature. Denardin et al. (2015) achieved the value of 6.6 mg GAE g for the
red aracé extract through extraction in an orbital shaker using ethanol 95% as a solvent. Medina
et al. (2011) obtained the value 5.90 mg GAE g for the extract of the red araca fruit with a
similar methodology, using water as solvent.

In the experimental design were observed TA values between 6.21 and 41.97 mgcyanidin
100gt. Maregalli et al. (2020) reported a TA of 116 MQcyanicin 100g™ through extraction by
maceration of red araca epicarp with ethanol 90% at 40°C, a value higher than the present study.
This can be explained due to the acidified solvent at pH 1.5, promoting greater stability of
anthocyanins However, extractions without chemical agents to promote pH changes are more
eco-friendly, in addition to being recommended for medical applications. The AA by the DPPH
method presents values in the range of 82.04 and 95.10 %RSCpppH. Medina et al. (2011) and
Maregalli et al. (2020) obtained AA from the araca epicarp extract of 30.25 and 85.67
%RSCprrH, both studies showed lower TPC, indicating that the presence of phenolics plays an
important role in the antioxidant action of the extract. The AA obtained by Maregalli et al.
(2020) was the most similar, and this can be explained by the high content of anthocyanins

extracted, indicating that this natural dye has strong antioxidant action.

Table 1 DCCR with coded factors and real values with their respective TPC, AA and TA

responses for red aracé extract

AA
Run T (°C) SC (%) TP(? (% ks .
(mgeaeg™, d.b.) RSCorer) (Mgecyanidin 100g™ d.b.)
1 -1 (40) -1 (40) 29.94+121 94.25+0.45 25.00 £ 0.15
2 1 (70) -1 (40) 31.06 £0.87  93.39+0.27 41.97 £ 0.96
3 -1 (40) 1 (84) 22.99+0.61 91.42+0.65 8.34 £ 0.06
4 1 (70) 1 (84) 23.27+0.82 9261+1.12 6.21 +0.06
5 0 (55) 0 (62) 30.69+0.89 94.33+0.35 22.28 £0.70
6 0 (55) 0 (62) 31.06£0.60 94.80+0.11 23.79 £ 0.50
7 0 (55) 0 (62) 31.02+0.03 94.71+0.08 23.72+0.28
8 -1.41 0 (62) 27.65+0.12 93.58 +0.23 22.02+2.18
(34)
9 141(76) 0(62) 2696 £1.27  93.95+0.30 22.32 £0.43
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10 0 (55) -1.41 28.22+254  95.10+0.35 30.52 +0.10
(32)
11 0(55) 1.41(92) 18.44+0.46  82.04+1.43 12.61 £ 0.04

+ mean deviation (3)

The TPC, AA and TA were evaluated by second-order polynomial models using
statistically significant operating conditions. Regarding the Fisher test, the Fratio (Fvaiue/Ftable)
higher than 1 indicates the adequacy of the model proposed by CCRD since the Fyaie is the
Fisher coefficient. TPC, AA and TA exhibit a Fratio 0f 15.81, 2.61 and 3.54, respectively. Also,
the correlation coefficient (R?) obtained for the models are 0.967, 0.743 and 0.868 for TPC, AA
and TA, respectively. Therefore, it is possible to affirm that the mathematical models generated
for TPC, AA and TA are predictive and their polynomial equations are present in Equations 7-
9, respectively.

TPC = 30.92 — 1.43 T2 — 3.58 SC — 3,43 SC? @)
AA = 94.63 — 2.76 SC — 2,59 SC? 8)
TA=2171+191T —9.735C — 477 T SC 9)

Pareto charts with a significance of 95% (p < 0.05) were used to demonstrate the effect
of independent variables for the TPC, AA and TA (Figure 1a-c). In the quantification of TPC,
the quadratic temperature and linear and quadratic solvent concentration exert a significant
negative effect. This indicates that at lower concentrations of ethanol, a higher TPC will be
favored in the extraction. The significance of the quadratic effect of SC and T demonstrates the
collaboration of the variables in the adjustment of the polynomial model, i.e., T(L) has no
significant effect on TPC, but T(Q) and SC(Q) helps the fitting in a second-order model (Figure
1d). For the estimation of antioxidant activity, it can be seen that only the concentration of the
solvent had a significant effect, attributing a better response to the decrease in the concentration
of ethanol in the solvent (Figure 1e). SC has a negative effect on TA, while T presents a positive
effect (Figure 1f), i.e., SC of 32% and T at 76°C favor the extraction of TA. However, the
interaction of T and SC also showed a significant effect in TA, which indicates that the
independent variables T and SC should not be interpreted individually, as they exert a
codependent influence on TA.

Figure 2 shows that lower ethanol concentrations favor the extraction of phenolics and

anthocyanins. These results are in disagreement with Maregalli et al. (2020), their research
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revealed that the increase in ethanol concentration, which varied between 35 and 90%, favored
the extraction of phytochemicals from the epicarp of the aracé at a temperature of 4°C. This
behavior can be explained because the ethanol at 4°C is less volatile and has greater contact
with the plant matrix, corroborating with the codependency of the T and SC variables proposed
by the experimental design. Castafieda-Valbuena et al. (2021) varied the ethanol concentration
from 35 to 90% when studying the ultrasonic extraction at room temperature of seeds and
mango peel flour. The authors observed better results at 80% ethanol concentration. When
performing sinapine extraction from industrial mustard bran, Reungoat et al. (2020) studied the
temperature and concentration of ethanolic solvent. The authors state that the best condition
was at a temperature of 75°C and ethanol concentration of 70%, however they used a
condensation column for extraction, where the closed system does not allow evaporation of the
solvent. Avila et al. (2020) studied the effect of temperature and pH on the extraction of
phytochemicals from jaboticaba using water as a solvent. In this study, the temperature was
responsible for a positive increase in the final response, in agreement with the present work.
This behavior can occur because the increase in temperature decreases the solubility of
phytochemicals, facilitating their extraction by diffusion (FAVARO et al., 2008).

a)
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Fig. 1 Pareto charts and surface response of TPC (a,d), AA (b,e) and TA (c,f), respectively.

In order to overlap the response surfaces and find the optimal extraction condition that

benefits all responses simultaneously, the desirability function was applied. The desirability

function was developed by Harrington (1995) and is used to improve multivariate experiments.
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The final (optimized) conditions determined by the function have a global desirability (D),
which ranges from 0 (completely unacceptable) to 1 (acceptable and excellent). The maximum
global desirability had a value of 0.99, which is considered acceptable and excellent according
to the Harrington scale. The optimized conditions occur at points 0.705 (66°C) for temperature
and -1.41 (32%) for solvent concentration. Under these conditions, the model predicts a TPC
of 28.67 mgcae g1, AA of 92.93 %RSCpppr and TA of 40 mgcyanisin 100g™* from the extract of

red araca epicarp.

T SC Desirability
34.00 . : 1
28.67f - - z3—xebecy T o 31.06
: ! : = Ll SRR 12475
S Te 18.44
98.00 . :
02.92} -t rap § T Ty *95.10
: : R - 3 I t188.57
i 82.04
60.00 — : 1,
40.19 P $o - 141.97
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0.99998 7 ===
-1.41 0.70 1.41 -1.41 “1-.41

Fig. 2 Global desirability function for the optimum conditions for TP, AA and TA.

The extract of red araca epicarp obtained under optimized conditions was analyzed
through FRAP and HPLC techniques. The antioxidant activity obtained by FRAP was 154.29
+ 8.99 pumol FeSO. gt (d.b.). This result is in agreement with the values obtained in the
literature. Denardin et al. (2015), with previously described extraction methodology, estimated
an AA of 89.09 umol FeSO4 g*. Valerio Filho et al. (2022) performed extraction by maceration
of the red araca epicarp using ethanol 40% (v/v) as a solvent, temperature of 88°C and time of
2 h and obtained 222.53 + 7.29 umol FeSO4 g™.

Table 2 and Figure 3 show HPLC results. Among the compounds detected, cinnamic
acid was not reported in any other studies which evaluated red aracgé extract. This is a highlight
for the extraction proposed in this work since cinnamic acid had already been reported in
Myrtaceae fruits, to which the red araca belongs, but could not be quantified due to the low

concentration (Tuncel and Yilmaz, 2015). Concerning gallic acid, the value of 0.136 mg g*
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obtained in this work is under the range reported in the literature. Malmann et al. (2020)
performed the extraction of the red aragé fruit with 80% methanol solution, in vortex agitation
for 3 min and quantified 0.043 mg g™*. Ribeiro et al. (2014), performed the extraction of the red
araca epicarp with absolute ethanol, under magnetic stirring for 4 h at 25°C and obtained 0.464
mg g and Medina et al. (2011) obtained 0.69 mg g* of gallic acid.

In the quantification of chlorogenic and caffeic acids, Ribeiro et al. (2014) and Malmann
et al. (2020) reported 0.069 mg g* and 0.030 mg g%, respectively. Regarding phenolic acids
that were not quantified in the present study because they reached the minimum detection limit,
Medina et al. (2014) observed concentrations of 0.031 and 0.006 mg g for p-coumaric and
ferulic acid, respectively. The differences between the values obtained in this work and those
reported in the literature are related to several factors, such as araca cultivation, fruit maturation
stage, extraction technique, extractor solvent and HPLC operating conditions.

Among the flavonoids identified, Ribeiro et al. (2014) quantified 0.115 mg g* of
quercetin, lower than in the present study. This compound is the subject of several studies due
to its anti-inflammatory and antioxidant action (Lesjak et al., 2018; Yong-Bing et al., 2019).
For kaempferol, Pereira et al. (2020) identified 0.0002 mg g* in yellow araca using extraction
methanol for 5 min under vortexing. Anthocyanins are responsible for the color of several
vegetables, and cyanidin-3-glycoside is the most abundant anthocyanin in the red aracéa epicarp,
being detected in fruits such as jaboticaba (Avila et al., 2020) and camu-camu (Rodrigues et al.,
2020). Dalla Nora et al. (2014) quantified 0.354 mg g in the extract of red araca fruit using
1% concentrated hydrochloric acid in methanol at room temperature, a lower value than shown
in Table 2.

There are reports in the literature which attribute antioxidant activity to gallic acid
(Fernandes-Negreiros et al., 2020), chlorogenic acid (Qie et al., 2021), caffeic acid (Ozden et
al., 2021), ferulic acid (Valério et al., 2021), cinnamic acid (Babaeenezhad et al., 2021),
quercetin and kaempferol (Tian et al., 2021) and cyanidin-3-glycoside (Jaiswal; Park; Lee,
2021). The antioxidant action attributed to phenolic compounds occurs by inactivating free
radicals through the donation of hydrogen atoms. Free radicals are responsible for the
emergence of degenerative diseases and, therefore, the extract of red araca epicarp has the
potential for application as an antioxidant additive in the formulation of products for the food,
medical and therapeutic areas, given the presence of numerous compounds widely studied in

the literature for this purpose.
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Table 2 Phenolic compounds identified and quantified by HPLC.

Compounds Retention time (min)  Concentration (mg/g d.b.)
Cyanidin-3-glycoside 6.37 0.904 =+ 0.02
Gallic acid 2.7 0.136 £ 0.01
Chlorogenic acid 6.34 and 6.48 0.168 + 0.004
Caffeic acid 7.26 0.118 £ 0.001
P-coumaric acid 9.08 N.D
Ferulic acid 9.98 and 10.26 N.D
Cinnamic acid 15.73 0.034 +£0.001
Quercetin 16.38 and 16.8 0.657 £ 0.002
Kaempferol 19.28 0.355+0.03
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Fig. 3 HPLC chromatograms of optimized araca extract. Spectrogram at 520 nm indicating

retention time of anthocyanins (a) and spectrogram at 280 nm indicating retention time of

phenolic acids and flavonoids (b).

3.2 Characterization of alginate membranes

Considering the properties of the extract after optimization, curative membranes were

elaborated, with or without araca extract, to evaluate their characteristics, and these results are
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shown in Table 3. Figure 1 shows scanning electron microscopy for CM and EM at 500X

magnification.

EHT = 5.00kV Mag= 500X EHT = 5.00kV Mag= 500X
WD = 85 mm Signal A = SE1 - H WD = 9.0 mm Signal A = SE1

Fig. 4 SEM of membranes. MC (a), ME (b)

In the images it is possible to notice that the extract did not show differences in the
surface of the material, the apparent roughness on the surface is due to the crosslinking process,
which was not uniform. This may have happened due to the type of seaweed from which the
alginate used was extracted, given that the proportion of monomers directly affects the
crosslinking process (MORADALI et al., 2015).

An important characteristic for the release of compounds in dressings is porosity. The
material is not porous, however, alginate is highly hydrophilic and after crosslinking and in
contact with the wound, it has the ability to form a gel, more easily releasing the compounds
present. Pacheco et al. (2020) observed a material with a uniform surface for cross-linked
sodium alginate membranes without additive and membranes with greater roughness with

additive (sodium diclofenac).
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Table 3 Properties of sodium alginate membranes with extract (ME) and without (MC).

MC ME
Thickness (mm) 0.135 £ 0.0222 0.1172 £ 0.016%
WVP (g/m.s.Pa) 2.479.10%° +5.940.102  1.906.10°%° + 2.244.10°1%
WVPR (g/m2.s) 0.0642 + 0.0015% 0.0568 + 0.0066%
Water solubility (%) 50.18 + 1.862 41.43 +£0.67°
Tensile strength (MPa) 8.468 + 1.2482 6.676 £ 0.360%
Elongation at break (%) 15.372 + 2.575% 8.190 + 1.468°

The thickness of membranes does not show a significant difference by the Tukey test.
This behavior is also reported by Kharroubi et al. (2021) who developed gentamicin-loaded
arabinoxylan-sodium alginate films for wound dressing using different formulations. The
values obtained from ME and MC are close to the 0.108 mm for sodium alginate membrane
obtained by the casting method performed by Pacheco et al. (2020). Marangoni Junior et al.
(2022) also reported similar thickness values of 0.131 and 0.144 mm for the control film of
sodium alginate and films of sodium alginate with green propolis extract, respectively.
Furthermore, considering that the average thickness of human skin ranges from 0.2 to 0.5 mm,
membranes with thicknesses as described in Table 3 can be promising to use as skin dressing
since the thin films are more comfortable for patients (KHARROUBI et al., 2021; SOBCZYK
etal., 2021).

WVP results are 2.479.10%° and 1.906.10%° g/m.s.Pa for membranes MC and ME
membranes, respectively. The literature reports similar values for sodium alginate membranes
cross-linked with Ca*. Rhim (2004) developed sodium alginate membranes crosslinked with
1% (w/v) CaCl, solution reaching a value of 1.0870.10%° g/m.s.Pa. The crosslinking step
promotes a positive impact on the membrane barrier being capable to reduce polymer segmental
mobility and consequently WVP (Rhim, 2004). Mahcene et al. (2020) developed a sodium
alginate membrane and reported a value of 1.667.10"*2 g/m.s.Pa and from alginate membranes
with different essential oils, values ranging from 1.111.10%2 to 2.5.10%2 g/m.s.Pa. The

difference between these values and values obtained in the present study can be assigned to the
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difference in the concentration of the polymeric solution since the authors use a higher
concentration than the present study.

Unlike thickness, WVP values are significantly different, showing a reduction in this
parameter by the addition of red araca extract. This fact was expected since the polyphenols
present in the extract, as observed in their characterization, promote interaction with the
biopolymer. This interaction possibly occurs through hydrogen or covalent bondings,
consequently limiting the availability of hydrogen groups and reducing the affinity of the
biopolymeric membrane with water. Therefore the difficulty in mass diffusion results in a
reduction in water vapor permeability (AVILA et al., 2020; SIRIPATRAWAN and HARTE
2010).

The WVPR follows the same behavior that the WVP with values of 0.0642 and 0.0568
g/m2s for membranes ME and MC, respectively.. These results did not show a significant
difference and are slightly higher than those described by the literature. Kaczmarek (2020)
developed sodium alginate membranes with and without tannic acid and found values ranged
from 0.0045 to 0.0067 g/mz2.s. Pacheco et al. (2020) also developed sodium alginate membranes
however incorporating diclofenac sodium (DS) with values of 0.0136 and 0.0272 g/m2.s for
sodium alginate membranes without DS and with DS, respectively. The results obtained in the
present study suggest that the developed membranes are permeable to water vapor and capable
of guaranteeing a humid environment at the wound site, avoiding excessive dehydration. Thus,
MC and ME correspond to the desired requirement for a dressing that enhances the wound
healing process through its ability to maintain an optimal moisture environment. According to
Lamke, Nilsson and Reithner, the loss of water by evaporation of normal skin is approximately
0.0024 g/m2.s, while injured skin can reach a rate of water loss of up to 0.0595 g/m2.s, depending
on the degree of injury. Furthermore, the optimal WVTR range of a wound dressing,
considering effective wound healing, has been reported to be 0.0231-0.0289 g/m2.s
(SOBCZYK et al., 2021; SUTAR et al., 2021; TURKOGLU et al., 2020). So, it is possible to
observe that the values obtained are close to the ideal range of WVTP and the addition of natural
extract contributed to improving this parameter.

The water solubility of membranes shows values of 50.18 and 41.43 for MC and ME,
respectively. The result for MC sodium alginate membrane is in agreement with the value of
49.7 = 0.2%, reported by Chen et al (2021). These authors also described the same behavior
when adding sodium alginate membranes, observing a continuous reduction in this parameter
by the increase in thymol concentration. In contrast, the results of the present study are lower
than those described by Chen et al., (2019) that reported a value of 99.61 + 1.48% for sodium
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alginate membrane and values ranged from 96.82 + 1.72 to 90.43 £ 1.33% for sodium alginate
membranes with different concentrations of -cyclodextrin/carvacrol microcapsules. Thus, the
results presented in the Table 3 are favorable for application as dressings, as skin wounds are
known to release exudate, with which the material will be in contact.

The membranes were also evaluated for their mechanical properties tensile strength and
elongation at break. The values found for tensile strength were 8.468 and 6.676 MPa for the
control membrane and membrane with the extract. These results are higher than those reported
by Bakar et al. (2018), that described a value of 4.0 MPa for sodium alginate membrane and
ranged from 4.0 to 5.1 for sodium alginate membranes with different concentrations of
Ageratum conyzoides extract. Rezvanian et al. (2016) also evaluated the mechanical properties
of sodium alginate membranes with and without simvastatin as well as composite membranes
(sodium alginate/pectin and sodium alginate/gelatin) with and without simvastatin and reported
values ranged from 0.89 £ 0.05 to 3.32 = 0.58 MPa. In the present study, it is possible to observe
the non-significant reduction in tensile strength due to the addition of natural extract. Avila et
al. (2022) described the same behavior for carrageenan films additive with jaboticaba peel
extract at different concentrations. According to Chi et al. (2020), this fact may be due to the
particles present in the red aracga extract that interact with the polymeric matrix, forming either
point of defects or points of concentration of tensions in the membranes. Therefore, Hassan et
al. (2017) and Abbasi et al. (2020) suggest that tension strength values around 11.5 MPa are
favorable for the application as dressings.

Regarding the elongation at break, the values observed in the present study were 15.372
+2.575 % for MC and 8.190 + 1.468 % ME. These results are in agreement with those reported
by Rhim et al. (2004) who developed cross-linked membranes by two methods (mixing film
and immersion film) and obtained values ranging from 8.2 + 2.2 to 3.4 £ 1.4 for cross-linked
sodium alginate membranes in different concentrations of CaCl, solutions. Pacheco et al.
(2020), reported lower values than observed for MC and ME. The authors found values of 2.76
+ 1.33 % for the control membrane and 1.94 + 0.27 % for the membrane incorporated with
diclofenac sodium. Besides that, it is possible to observe a significant decrease in this parameter
by the addition of red aracga extract.

The thermogravimetry of the MC and ME are shown in Figure 5a and FTIR spectrum
of ME and MC are presented in Figure 5b.
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Fig. 5 Characterizations of MC and ME membranes. Thermogravimetric curves (a),
FTIR spectrum (b)

The TG and DTG curves indicate that the membrane with araca extract showed greater
thermal resistance than the control membrane with degradation of 65 % and 56 % for MC and
ME, respectively. The first peak of mass loss occurred between 25 and 110 °C, for both
samples, indicating mass loss of moisture and volatile compounds. However, MC showed
higher mass loss at this stage. This can be due to the activities of reduced and intermediate water
occurring between the active sorption sites, which, in the case of alginate, are the COO-Na+
and -OH functional groups (Chaurasia and Bajpai, 2013). Part of these functional groups
probably interacts with the phenolic compounds of the araca extract. In this case, the ME sample
has less interaction with water, and consequently, less moisture retention. The third weight loss
at 225-235 °C corresponds to a complex process, which led to the degradation of the glycoside
bond, resulting in the formation of H.0, CH4 and CO: (Salisu et al. 2015).

Despite the similarity between the spectra, the main differences can be seen at 3600-
3000 cm™* and 600-500 cm™*, which indicate the presence of O-H and N-H stretching and the
presence of polyphenols of araca extract, respectively (Wei et al. 2018; Valério Filho et al.
2022). The bands at 2937 cm™ and 2883 cm™ corresponds to the asymmetrical and symmetrical
stretching vibrations of the CHs and CH> groups. The characteristic bands of alginate were
identified. The assymetric and simetric stretching vibration of COO- at 1605 cm™ and the C—O
of glucopyronose ring at 1411 cm™ (Salisu et al. 2015).
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Fig. 6 Release of bioactive compounds from membrane (ME).

In the phytochemicals release analysis (Figure 6), there was a slow and constant release,
reaching a peak at 24 h. The results are promising for the desired application, as topical
dressings are usually changed daily. The araca extract has the presence of several antioxidant
and anti-inflammatory compounds, especially quercetin. These released compounds can act to
benefit wound healing. The analysis was performed with the membrane immersed in simulated
exudate at 37 °C (human body temperature). However, it is well known that in real applications
there will be less exudate, with an ionic exchange between sodium in the wound and calcium
in the cross-linked membrane. This allows the released exudate to be absorbed by the alginate
due to its gelling capacity. In this exchange, phytochemicals are expected to be released into
the wound.

Some works studied the release of drugs and phytochemicals from materials produced
with sodium alginate using phosphate buffered saline (PBS) solution under constant agitation
at 37°C. Alzarea et al. (2022) verified the release of the antibiotic gentamicin from alginate
films and observed 40% drug release in the first hour, with maximum release in 24 h. Dong et
al. (2006) incorporated ciprofloxacin hydrochloride in alginate membranes and evaluated
parameters that affect release, with medium pH, film thickness, amount of incorporated drug
and crosslinking time being relevant factors. The authors observed greater release at higher pH
(7.4). In the shortest crosslinking time, there was a total release in 5 h due to the solubilization
of the film in the medium, and in a crosslinking time of 15 min, the release occurred gradually
over 24 h. As the thickness increased, there was a decrease in the release to the medium. These
factors, if optimized, can significantly improve the release of compounds into the wound. The
few studies observed in the literature for cross-linked alginate membranes indicate that the
polymer has a good capacity to release drugs and bioactive compounds, being promising for

use in dressings and as a coating for drug capsules.
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Conclusion

Through a green methodology, it was possible to develop cross-linked sodium alginate
membranes incorporated with the araca extract obtained under optimized conditions. Sodium
alginate membranes with and without extract addition showed good mechanical resistance,
malleability and favorable thickness for use as dressings. It was possible to decrease the water
solubility of the material, from 50 to 41% for MC and ME. It was also verified that the material
is permeable to water vapour, contributing to a humid environment at the wound site. In
addition, in the release test of the phytochemicals present in the membrane, there was a slow
and constant release after 24 h (approximately 29 mgcae.g-1).

The extraction of total phenolic compounds and total anthocyanins, as well as the
antioxidant activity of the extract, were optimized. Among the independent variables analyzed,
the solvent concentration had a more significant effect in the extraction. The results indicated
better results for lower concentrations of ethanol and the HPLC analysis showed a high
concentration of quercetin and the presence of antioxidant phenolic acids. The equations
generated by the mathematical model of the experimental design were predictive and capable
of maximizing the extraction of phytochemicals from the red araca epicarp.

The results indicated that the material showed potential to be used as dressings, with
capacity to maintain adequate conditions for healing due to its hydrophilic character and its
capacity for ionic exchange. The presence of extract in the wound can help in the anti-
inflammatory process due to the presence of compounds such as quercetin and gallic acid.
However, in vitro and in vivo studies are still needed to verify the real capacity of the material
in the healing process.
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5 CONCLUSAO

O epicarpo do aracd-vermelho se mostrou uma fonte de fitoquimicos que possuem
relacdo com diversos beneficios no organismo humano. Através dos resultados obtidos no
delineamento composto central rotacional, ficou evidenciado maior influéncia da concentracdo
de solvente na extracdo, sendo observado que quanto menor a concentracdo de etanol maiores
foram as respostas de CFT, AA e AT. Através da andlise de varianca e teste de Fisher, o0s
modelos matematicos gerados no delineamento sdo capazes de prever e maximizar as respostas
de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e antocianinas totais, frente a variacdo de
pardmetros de temperatura e concentracdo do solvente hidroalcdolico. Além disso, a funcdo
desejabilidade permitiu definir o ponto 6timo de extracdo, na temperatura de 66°C e
concentracdo de etanol de 32% v/v. O extrato obtido nessas condicdes apresentou atividade
antioxidante pela metodologia de FRAP de 154,29 pumol FeSOs g (d.b.), considerado um
resultado satisfatorio. O extrato também foi analisado por HPLC, sendo possivel identificar e
quantificar compostos fendlicos individuais, com destaque para a quercetina (0,657 mg.gl),
composto amplamente estudado devido sua acdo anti-inflamatoria.

A membrana de alginato de sédio aditivada com extrato de araca-vermelho (obtido nas
condicBes otimizadas) e reticulada com CaCl, apresentou espessura de 0,117 mm, favoravel
para aplicacdo como curativos. O material também apresentou boa maleabilidade e boa
resisténcia mecanica, com modulo de elasticidade e resisténcia a tragdo de 84,23 e 56,09 MPa,
respectivamente. Sua superficie ndo apresenta a presenca de poros, mas devido ao carater
hidrofilico do material, a membrana é capaz de permear vapor de 4gua em uma taxa de 0,05
g.m2.s?. Essa caracteristica, somada a capacidade do material em formar um gel em contato
com o exsudato da ferida, mantém o ambiente imido e propicio para cicatrizacdo. Em contato
com a agua, o material é capaz de se manter integro, com uma perda de massa por solubilizacdo
de 40% apos 24 h. Também foi observado que a membrana aditivada é capaz de liberar
fitoquimicos em um ambiente controlado. A liberacdo de compostos é lenta e atinge o equilibrio
apos 24 h, com valor de 28 mg GAE.g.

Com os resultados apresentados, fica evidente que a casca do araca-vermelho é uma
materia-prima que pode ser explorada para fins alimenticios, medicinais e terapéuticos devido
a presenca de fitoquimicos com forte acdo antioxidante e anti-inflamatoria. Além disso, os
resultados referentes a membrana de alginato aditivada e reticulada mostram potencial para

aplicacdo como curativos, com capacidade para acelerar a cicatrizagdo e agir contra inflamacao
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local. Entretanto, ainda sdo necesséarios mais estudos, in vitro e posteriormente in vivo, para

verificar a real acdo de cicatrizagdo e anti-inflamatoria do material.

6 PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Para continuagéo do estudo visando aplicacdo do material como curativo, sugere-se:

e Otimizacéo do processo de reticulagéo;

e Andlise antimicrobiana e anti-inflamatoria das membranas;

e Quantificacdo por HPLC dos compostos liberados pela membrana em condigdes
controladas;

e Avaliacdo de outras técnicas de extracdo de modo a otimizar a recuperacdo de

fitoquimicos.
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