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RESUMO

AGUIAR, Lara Louzada. Microencapsulados de extrato de casca de
jabuticaba (Plinia ssp.) em sistema-modelo de cookie: aspectos fisico-
quimicos e estudo da estabilidade e bioacessibilidade de polifenois. 2023.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Prof2. Dra. Pollyanna
Ibrahim Silva. Coorientadores: Prof2. Dra. Raquel Vieira de Carvalho e Prof. Dr.

André Gustavo Vasconcelos Costa.

A casca de jabuticaba € uma das fracGes da fruta que € usualmente descartada
em industrias, sendo denominada como biorresiduo. O seu elevado teor de
compostos fendlicos, quando comparado com a polpa da fruta, a torna
promissora como produto comercial para a industria alimenticia. Dessa forma,
este estudo teve o0 objetivo de microencapsular extratos da casca da jabuticaba
utilizando diferentes métodos de secagem e agentes carreadores para producao
de pés e incorpora-los em sistemas-modelo de cookies, estudando a
estabilidade e bioacessibilidade de polifendis. O extrato concentrado da casca
de jabuticaba foi obtido pela extracdo assistida por ultrassom de banho,
utilizando etanol 80% como solvente, e microencapsulado por spray drying (SD)
e liofilizacao (FD), utilizando proteina isolada do soro do leite (WPI) e goma
arabica (GA) como agentes encapsulantes. Os pés microencapsulados, foram
avaliados quanto as caracteristicas fisico-quimicas de umidade,
higroscopicidade, solubilidade, cor, eficiéncia de encapsulamento e
microestrutura, bem como aos compostos bioativos (contetdo fendlico total e
antocianinas totais) e a capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP). Apés a
caracterizacdo dos pés, estes foram incorporados em sistema-modelo de
cookies em concentracdes de 10 e 15%, e foi investigado a estabilidade de cor
e de compostos bioativos, durante 3 meses de armazenamento sendo analisado
de 10 em 10 dias, bem como a bioacessibilidade de compostos fendlicos. Os
pos com GA exibiram tendéncia de cor vermelho para o amarelo (h° (SD) = 22,79
* 0,35; h° (FD) = 14,03 + 0,3), enquanto os pos com WPI mostraram coloracao
vermelho voltada para o roxo (h° (SD) = 359,83 £ 0,00; h° (FD) = 359,93 + 0,01).

Em relacdo as propriedades tecnolégicas, as microcapsulas produzidas por FD



e WPI se destacaram, apresentando menor umidade (3,01 = 0,38%) e quando
obtidos por SD apresentou menor higroscopicidade (8,41 £ 0,99 %). Os pos
obtidos por FD e GA apresentaram melhor eficiéncia de encapsulamento. Ja& em
relacdo a atividade bioativa, os pds microencapsulados por WPI destacaram-se
quanto aos maiores teores de compostos fendlicos para ambos os métodos de
secagem, SD (633,86 mg AGE/100) e FD (581,57 mg AGE/100g). Ja para o0s
pos microencapsulados com GA, o melhor método para preservacdo da
capacidade antioxidante, foi a secagem por SD, tanto para ABTS (3231,81 *
501,67 pmol TE/ 100g), DPPH (2311,90 + 22,81 umol TE/ 100g) e FRAP
(9358,38 *+ 335,61 umol SFE/ 100g). E determinando o melhor p6 aos
parametros tecnoldgicos e bioativos, os pos produzidos com GA obtidos por FD
se destacaram com o maior valor de desejabilidade global. No estudo de
estabilidade, os cookies apresentaram diferenca global de cor minima, indicando
pequena degradacdo dos pigmentos. Para o conteludo fendlico total e as
atividades antioxidantes, os cookies obtiveram resultados proporcionais ao
aumento das concentracdes dos pés adicionados, sendo os cookies adicionados
com 15% de microcapsulas produzidas por SD e GA com maior estabilidade de
armazenamento. A microencapsulacdo permitiu a liberagcdo controlada dos
compostos bioativos durante a digestdo, os cookies adicionados com
microcapsulas de WPI secos por FD apresentaram maior fracdo bioacessivel
(375,12 + 35,62 %). Dessa forma, pode-se concluir que as cascas de jabuticaba
apresentam potencial para serem utilizados como fontes de bioativos a serem

microencapsulados como alternativa de uso como aditivos em alimentos.

Palavra-chave: Compostos bioativos; Microencapsulacdo; Jabuticaba; Plinia

ssp.; Cookies; spray drying; liofilizacéo



ABSTRACT

AGUIAR, Lara Louzada. Microencapsulation of jabuticaba peel extract
(Plinia ssp.) in a cookie model system: physicochemical aspects and study
of polyphenol stability and bioaccessibility. 2023. Dissertation (Master in
Food Science and Technology) - Federal University of Espirito Santo, Alegre —
ES. Advisor: Prof. Dr. Pollyanna Ibrahim Silva. Co-advisors: Prof. Dr. Raquel

Vieira de Carvalho and Prof. Dr. André Gustavo Vasconcelos Costa.

Jabuticaba peel is one of the fruit fractions that is typically discarded in industries,
referred to as a byproduct. Its high content of phenolic compounds, compared to
the fruit pulp, makes it promising as a commercial product for the food industry.
Therefore, this study aimed to microencapsulate extracts from jabuticaba peel
using different drying methods and encapsulating agents to produce powders and
incorporate them into cookie model systems, investigating the stability and
bioaccessibility of polyphenols. The concentrated jabuticaba peel extract was
obtained by ultrasound-assisted extraction using 80% ethanol as the solvent, and
microencapsulated using spray drying (SD) and freeze drying (FD), with whey
protein isolate (WPI) and gum arabic (GA) as encapsulating agents. The
microencapsulated powders were evaluated for their physicochemical
characteristics, including moisture, hygroscopicity, solubility, color, encapsulation
efficiency, and microstructure, as well as their bioactive compounds (total
phenolic content and total anthocyanins) and antioxidant capacity (ABTS, DPPH,
and FRAP). After powder characterization, they were incorporated into a cookie
model system at concentrations of 10% and 15%, and the stability of color and
bioactive compounds was investigated during 3 months of storage, with analysis
conducted every 10 days, as well as the bioaccessibility of phenolic compounds.
Powders with GA exhibited a tendency towards reddish-yellow color (h° (SD) =
22.79 £ 0.35; h° (FD) = 14.03 £ 0.3), while powders with WPI showed a reddish-
purple color (h° (SD) = 359.83 £ 0.00; h° (FD) = 359.93 £ 0.01). In terms of
technological properties, the microcapsules produced by FD and WPI stood out,
presenting lower moisture (3.01 + 0.38%) and lower hygroscopicity (8.41 *
0.99%) when obtained by SD. Powders obtained by FD and GA presented better
encapsulation efficiency. Regarding bioactive activity, the microencapsulated

Xi



powders by WPI stood out for having higher levels of phenolic compounds for
both drying methods, SD (633.86 mg GAE/100 g) and FD (581.57 mg GAE/100
g). For microencapsulated powders with GA, the best method for preserving
antioxidant capacity was SD drying, both for ABTS (3231.81 + 501.67 pmol
TE/100 g), DPPH (2311.90 + 22.81 ymol TE/100 g), and FRAP (9358.38 + 335.61
pmol SFE/100 g). Determining the best powder for technological and bioactive
parameters, the powders produced with GA obtained by FD stood out with the
highest overall desirability value. In the stability study, the cookies showed
minimal overall color difference, indicating slight degradation of pigments.
Regarding total phenolic content and antioxidant activities, the cookies yielded
results proportional to the increase in the concentrations of the added powders.
Among them, the cookies supplemented with 15% microcapsules produced by
SD and GA exhibited the highest storage stability. Microencapsulation allowed
for controlled release of bioactive compounds during digestion, with cookies
supplemented with WPI microcapsules showing a higher bioaccessible fraction
(377.93 + 51.88%). Thus, it can be concluded that jabuticaba peels have the
potential to be used as sources of microencapsulated bioactives, offering an

alternative as food additives.

Keywords: Bioactive compounds; Microencapsulation; Jabuticaba; Plinia ssp.;

Cookies; Spray drying; Freeze-drying.
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1.INTRODUCAO

A jabuticaba (Plinia ssp.), pertencente a familia botanica Myrtaceae, é
uma fruta nativa brasileira que se encontra principalmente distribuida pela mata
atlantica da regido Sudeste. E composta pela casca de coloragéo roxa escura,
polpa esbranquigada, geralmente possui de uma a quatro sementes e
caracteristica sensorial adocicada e levemente acida (DE ANDRADE NEVES et
al., 2021; DE ANDRADE NEVES et al., 2022).

A producéo da fruta ocorre uma vez no ano (agosto a novembro), com a
vida atil de 3 a 7 dias, apresentando alta perecibilidade por ser composto por
teores elevados de agua e acucar. Com isso, a fruta proporciona tempo curto de
comercializacdo, sendo uma opc¢ao para aplicacdo em geleias, doces, sorvetes,
iogurtes, licores, polpas, dentre outros produtos (DE ANDRADE NEVES et al.,
2021; FIDELIS et al., 2021).

A casca de jabuticaba é uma das fracdes da fruta que € usualmente
descartada em induastrias, representando uma média de 43% da fruta, sendo
denominada como biorresiduo (MARQUES et al.,, 2019). A presenca dos
compostos bioativos em teores mais elevados na casca e sementes, quando
comparados com a polpa da fruta, torna a jabuticaba muito promissora como
produto comercial para a indastria alimenticia (GARCIA et al.,, 2019; DE
ANDRADE NEVES et al., 2022).

As espécies de jabuticaba sdo conhecidas por apresentarem uma elevada
concentracdo de polifenois, tais como flavonoides, acidos fendlicos e
elagitaninos. (DE ANDRADE NEVES et al., 2021; FIDELIS et al., 2021). Entre
estes estao acido elagico, miricetina, quercetina, acido p-cumarico, acido galico
e antocianinas, como delfinidina-3-glicosideo e cianidina-3-glicosideo, que
podem ser encontradas nas fracdes comestiveis da fruta (SALOMAO et al.,
2018; LENQUISTE et al., 2019; SENES et al., 2021). Esses compostos estao
associados as propriedades antioxidantes, antivirais, antimicrobianas, anti-
inflamatorias e antitumorais, que sdo consideradas benéficas para a saude
humana, na qual estdo associadas a reducédo de risco de desenvolvimento de
cancer, doencas degenerativas, cardiovasculares, dislipidemias, diabetes, entre
outras doencas cronicas (INADA et al., 2015; PORFIRIO et al., 2020; SENES et
al., 2021).



Além disso, as antocianinas sdo consideradas uma boa opc¢éo para a
substituicdo dos corantes artificiais, ja que a preocupacdo com alguns efeitos
adversos destes corantes vem aumentando na sociedade. Porém, questfes
tecnologicas como instabilidade quimica, descoloragdo em relacdo a uma
variedade de estresses ambientais, como pH, oxigénio, enzimas, luz e altas
temperaturas e, alto custo de extracao, dificultam a sua aplicacao, tornando as
propriedades benéficas desse composto ineficazes (PLAZA et al., 2016;
ALBUQUERQUE et al., 2020).

Dentro desse contexto, 0 encapsulamento surge como uma opgéo viavel
para melhorar a estabilidade desses compostos, conferindo uma protecédo contra
condicBes ambientais desfavoraveis. O encapsulamento € um processo ho qual
0S compostos bioativos de interesse sdo envolvidos por uma camada protetora
uniforme ou heterogénea, conhecida como agentes carreadores, agentes
encapsulantes ou materiais de parede, resultando em capsulas de tamanho
reduzido (Rezende et al., 2018). Entre as técnicas disponiveis, tanto a secagem
por spray drying (SD) quanto a liofilizacdo (FD) sdo amplamente empregadas.
No entanto, esses métodos operam em condi¢cdes de tempo e temperatura
distintas, o que resulta em produtos finais com caracteristicas diferentes.
Enquanto a secagem por SD se destaca por sua simplicidade, rapidez, baixo
custo, flexibilidade e escalabilidade, a FD é preferencialmente empregada para
compostos termossensiveis devido a sua operacdo em baixas temperaturas. No
entanto, a liofilizacdo € um processo mais complexo, demorado e oneroso
(Zhang et al., 2020).

A escolha dos agentes carreadores adequados é um fator importante para
a protecdo dos compostos bioativos. A proteina isolada do soro do leite (WPI)
tem sido amplamente utilizada como agentes encapsulantes para compostos
bioativos sensiveis por apresentar boa propriedades funcionais como, boa
solubilidade, capacidade emulsificantes, estabilizante e geleificantes, além de
apresentar boa interacdo com polifendis, o que pode contribuir para a formacéo
e estabilidade das microcapsulas (Liu et al., 2016; Wu et al., 2021) . Ja a goma
ardbica (GA) é um polissacarideo amplamente utilizado como agente
encapsulante por possuir boas propriedades como boa capacidade de formagéo

de filme, alta solubilidade, baixa, viscosidade, boa retencdo de componentes



volateis e propriedades emulsificantes (Rezende et al., 2018; Nascimento Filho
et al., 2022).

Esses fatores, combinados com o crescente interesse global em
tecnologias ecologicamente sustentaveis, juntamente com o enriquecimento
nutricional de alimentos, fundamentam o interesse na utilizacdo dos subprodutos
gerados pelas industrias de processamento de frutas (Rezende et al., 2018).
Logo, apesar de ser um desafio para a pesquisa cientifica, por se tratar de um
sistema-modelo complexo e que passa pelo processo de assamento com
temperaturas acima de 100 °C, os cookies sdo uma opc¢ao para a suplementacao
nutricional, pois séo alimentos populares, amplamente consumidos, prontos para
0 consumo e acessiveis em termos de preco (Tumbas Saponjac et al., 2016: Wu,
Hui, Stipkovits, et al., 2021).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a bioacessibilidade de
cookies formulados com adi¢do de pds microencapsulados de extratos da casca
de jabuticaba utilizando diferentes métodos de secagem e agentes carreadores,
buscando promover a estabilizacdo dos compostos fendlicos e antocianicos e,
consequentemente, o aumento da bioacessibilidade desses compostos

benéficos a salde presentes na casca de jabuticaba.
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2. OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Microencapsular extratos da casca da jabuticaba por spray drying e liofilizacao,
utilizando proteina isolada do soro do leite e goma ardbica como agentes
carreadores para producdo de poOs e incorpora-los em sistemas-modelo de

cookies, avaliando a estabilidade e bioacessibilidade de polifendis.

2.2 Objetivos especificos

° Realizar a extracdo dos compostos bioativos das cascas de jabuticaba;

° Realizar a secagem de extratos das cascas de jabuticaba por spray drying
e liofilizacdo utilizando diferentes agentes carreadores;

° Caracterizar os p6s produzidos com relacao a umidade, higroscopicidade,
cor, solubilidade, concentracdes de polifendis, atividade antioxidante, eficiéncia
de encapsulamento e microestrutura;

° Aplicar os p0s produzidos em sistema-modelo de cookie em substituicdo
parcial a farinha de trigo;

° Avaliar a estabilidade de compostos fendlicos durante o tempo de
armazenamento dos cookies;

° Realizar analises de bioacessibilidade dos compostos fendlicos e

atividade antioxidante nos cookies formulados com a adi¢éo dos pos.



3. ARTIGO 1

Microencapsulacéo por spray drying e liofilizacdo de extratos de casca de
jabuticaba usando agentes emulsificantes: influéncia em caracteristicas fisicas,

tecnoldgicas e bioativas

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo microencapsular extrato da casca de
jabuticaba por spray drying (SD) e liofilizagéao (FD), utilizando proteina isolada do
soro do leite (WPI) e goma arabica (GA) como agentes encapsulantes, e avaliar
a caracteristica bioativa e tecnologica dos pos obtidos. Os pés
microencapsulados da casca de jabuticaba foram avaliados quanto as
caracteristicas fisico-quimicas de umidade, higroscopicidade, solubilidade, cor,
eficiéncia de encapsulamento e microestrutura, bem como aos compostos
bioativos (conteudo fendlico total e antocianinas totais) e a capacidade
antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP). Os p6s com GA exibiram tendéncia de cor
vermelho amarelado (h° (SD) = 22,79 + 0,35; h° (FD) = 14,03 + 0,3), enquanto
0s po6s com WPI mostraram coloragéo vermelho arroxeado (h° (SD) = 359,83 +
0,00; h® (FD) = 359,93 + 0,01). Em relacdo as atividades tecnolégicas, as
microcapsulas com WPI apresentaram menores valores de umidade (3,01 *
0,38%) pelo método de secagem por FD e, higroscopicidade (8,41 + 0,99 %)
quando secos por SD. A melhor eficiéncia de encapsulamento de fendlicos totais
foi obtida pelo método de secagem por FD utilizando GA como agente
encapsulante. Em relacdo a atividade bioativa, os pds microencapsulados por
WPI destacaram-se guanto aos maiores teores de compostos fendlicos para
ambos os métodos de secagem, SD (633,86 mg AGE/100) e FD (581,57 mg
AGE/100g). Ja para os pGs microencapsulados com GA, o melhor método para
preservacgao da atividade antioxidante, foi a secagem por SD, tanto para ABTS
(3231,81 £ 501,67 pmol TE/ 100g), DPPH (2311,90 + 22,81 umol TE/ 100g) e
FRAP (9358,38 + 335,61 umol SFE/ 100g). Os pos microencapsulados com GA
obtidos pelo método de secagem FD apresentaram maior valor de desejabilidade
global, se destacando quanto aos parametros tecnolégicos e bioativas. Logo, as

cascas de jabuticaba apresentam potencial

1 Este artigo serd submetido a revista: Powder Technology



para serem utilizadas como fontes de bioativos a serem microencapsulados,
como alternativa de uso como aditivos em alimentos.
Palavras-chave: Compostos bioativos; Microencapsulacdo; Estabilidade;

Jabuticaba; Plinia ssp.

1. INTRODUCAO

Frutas e hortalicas sdo bastante conhecidas por conter altos niveis de
compostos bioativos, como os polifendis, que séo fitoquimicos secundarios
metabolizados pelos vegetais. Jabuticabas (Plinia ssp.) sdo frutas que
apresentam potencial terapéutico com altos teores de fibras alimentares e
polifendis, principalmente antocianinas, que Sao responsaveis por sua casca
espessa de coloragéo roxo-escuro, que fornecem propriedades antioxidantes ao
serem consumidas [1].

A producédo de jabuticaba ocorre uma vez no ano (correspondendo o
periodo de agosto a novembro), com a vida Util de 3 a 7 dias, apresentando alta
perecibilidade por ser composta por teores elevados de agua e acucar,
proporcionando tempo curto de comercializacao [2, 3]. A casca de jabuticaba &
uma das fracGes da fruta que € descartada, representando uma média de 43%
da fruta, logo sdo consideradas biorresiduos agroindustriais [4, 5]. A presenca
dos compostos bioativos como compostos fendélicos e antocianinas em teores
mais elevados na casca quando comparados com a polpa da fruta, torna a
jabuticaba muito promissora como produto comercial para a indastria alimenticia
[6].

Os polifendis sdo compostos organicos e possuem estrutura quimica
variada e sao agrupados em diferentes subgrupos, como flavonoides, acidos
fendlicos, ligninas, taninos, antocianinas e entre outros. Apresentam atividades
biologicas e antioxidantes, acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, e atividades
tecnologicas como corante e, ou alimento funcional [7, 8].

As antocianinas sao pigmentos solUveis em agua de espectro de cor que
varia do vermelho ao azul, dependendo do pH das frutas [9, 10]. Embora as
antocianinas sejam Otimos corantes naturais, elas tém aplicacGes limitadas
devido a sua instabilidade frente a fatores intrinsecos como pH, estrutura
guimica, enzimas e ions metalicos, e extrinsecos como temperatura de

processamento, armazenamento, presenca de radiacdo ultravioleta e oxigénio



[11]. As antocianinas mais comuns encontradas na jabuticaba s&o cianidina-3-
glicosideo, malvidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e peonidina-3-
glicosideo [12].

Uma técnica alternativa para proteger compostos bioativos sensiveis aos
efeitos ambientais é a microencapsulacéo, na qual os compostos séo dispersos
ou aprisionados em materiais de revestimento que podem ser denominados
também como agentes carreadores ou agentes encapsulantes [13]. Esse
processo permite a liberacdo dos compostos em condi¢cdes controladas. Além
disso, essa técnica é utilizada para melhorar a estabilidade, aumentar a vida util,
solubilidade, bioacessibilidade e eficacia de nutrientes bioativos. Como
resultado, a protecdo desses fitoquimicos podem ser melhorados
tecnologicamente [14, 15].

Os métodos mais eficientes para preservar compostos sensiveis ao calor
durante a secagem sao o spray drying e a liofilizacdo. O spray drying é a técnica
mais comum para encapsular compostos bioativos, pois é facil de utilizar e
econdmica, além de operar em altas temperaturas (150°C a 200°C) por um curto
periodo de tempo. J& a liofilizacdo é um processo mais demorado e menos
econdbmico que envolve a sublimacdo do produto congelado para produzir
materiais secos [16].

Algumas consideragfes importantes sado destacadas para alcancar o
sucesso no processo de encapsulamento, tais como as propriedades dos
compostos bioativos, a sele¢cdo adequada dos agentes encapsulantes, os
métodos de microencapsulamento e as caracteristicas desejadas dos produtos
finais. No entanto, € importante salientar que a efetividade dos agentes
carreadores na preservacao dos compostos bioativos pode variar de acordo com
as condicdes do processo de secagem e a composi¢ao do alimento [17].

Carboidratos, proteinas, gomas, fibras e polissacarideos sé&o
considerados agentes carreadores comuns utilizados para encapsular extratos
polifendlicos ricos em antocianinas. A goma arabica (GA) € utilizada devido as
suas caracteristicas de alta solubilidade em &agua, baixa viscosidade e
propriedades emulsificantes. Ja a proteina isolada do soro do leite (WPI) é uma
proteina animal que apresenta alta atividade emulsificante e facilidade de formar
filme interfacial. Possui estrutura globular, o que facilita a sua ligagdo com outros

compostos com caracteristicas anionicas, mostrando ser eficiente na formagéo
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de microcapsulas [18]. Existem estudos relatando sua prote¢cdo a compostos
fendlicos [19, 20].

Diante do exposto, o presente estudo objetivou produzir pos por spray drying
e liofilizagdo a partir de extratos de jabuticaba ricos em compostos fendlicos e
antocianinas, avaliando o impacto dos agentes carreadores emulsificantes goma
arabica e proteina isolada do soro do leite, nas caracteristicas tecnoldgicas e

bioativas dos produtos.

1. Material e métodos
1.1 Material

As frutas de jabuticaba (Plinia ssp.) foram coletados na regido de Amorim,
distrito localizado no municipio de Muniz-Freire (20°31'34.4"S 41°25'27.7"W), Sul
do estado do Espirito Santo, Brasil. A jabuticaba foi higienizada e despolpada
manualmente para a obtencdo dos residuos da fruta (cascas), que foram
armazenados em freezer (-18 + 2 °C), até o momento da extracdo e analises.

2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), 2,2'azinobis-(3etilbenzotiazolin-
6sulphonic) acid (ABTS), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), &cido 6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), foram obtidos da Sigma-Adrich
(Germany). Acido galico, acido cloridrico, carbonato de sédio, cloreto de
potassio, cloreto de sédio, alcool etilico e reagente para fenol Folin-Ciocalteau
foram adquiridos de Dindmica Quimica Contemporéanea (Brasil). Acetato de
saodio triidratado, cloreto férrico, cloreto de aluminio, nitrito de sodio, hidroxido de
sédio, persulfato de potassio e sulfato ferroso foram adquiridos da Neon (Brasil).
Todos os reagentes foram de grau analitico ou HPLC. Os agentes carreadores
utilizados foram goma arabica (Labsynth, Brasil) e proteina isolada do soro de

leite (Vitafor, Brasil).

2.2 Métodos
2.2.1 Preparo do extrato do residuo de jabuticaba

O extrato rico em fitoquimicos foi produzido de acordo com Lima, et al., [21].
25 g das cascas de jabuticaba, com umidade resultante de 74,90+0,06 % (m/m),

foram previamente trituradas em mixer (Britania, Brasil) com adicdo de 250 mL
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de etanol 80% (v/v), acidificada com acido citrico até pH 2,5. Posteriormente, o
residuo adicionado do solvente extrator foi sonicado em ultrassom de banho
(Ultrassonic Power IGBT, CTA do Brasil), a uma poténcia de 900 W, temperatura
de 35°C, durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatorio a vacuo (Fisatom 801, Brasil), até a remocao do etanol. O
teor de solidos soluveis foi medido e expresso em °Brix. Em seguida, o extrato
concentrado (30,2 °Brix e pH 2,0) foi acondicionado em frasco ambar e
armazenado em freezer (-18 = 2 °C) até o momento das analises. A etapa de
extracao foi repetida até se obter volume suficiente de extrato concentrado para
as etapas posteriores de microencapsulacdo. O fluxograma do preparo do

extrato concentrado da casca de jabuticaba pode ser visualizado na Figura 1.

{ N i
Residuo: u .
: Evaporador Remocéo total
solvente 1:10 - )
rotatorio a vacuo do etanol
(m/v)
3 - ,

259 Ultrassomde Teor de sélidos
[cascada banho 900W, soltveis (°Brix)
jabuticaba 35°C e 30 min.

N
250 mL etanol Acido citrico pH Frasco ambar e
80% (V/v) 25 armazenamento
’ (-18+2°C)
\. S \,

Figura 1: Preparo do extrato concentrado da casca de jabuticaba

Fonte: De autoria prépria.

2.2.2 Microencapsulacao dos extratos — Spray drying e Liofilizacao

As microcapsulas foram obtidas a partir da secagem do extrato
concentrado da casca de jabuticaba (item 2.2.1) dispersos em solucdes de 30%
(m/v) dos agentes carreadores, proteina isolada do soro do leite (WPI) [16], e
goma arabica (GA) [22, 12], na proporcdo de extrato:agente carreador de 1:3

(v/v), de acordo com Lima, et al., [21]. As misturas resultantes foram
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homogeneizadas em agitador magnético (KASVI, K40-1810H, Brasil), mantidas
a 30 °C e submetidas a secagem em spray dryer (YAMATO, Modelo ADL 3115,
China) utilizando os seguintes parametros: temperatura de entrada: 180 °C;
temperatura de saida: 60 °C; vazdo de alimentagdo: 4 mL/min.; fluxo de ar
comprimido: 0,21 m3/min e presséo do ar: 0,1 Mpa [19]. J& para a liofilizacéo, as
amostras foram previamente congeladas a -20 °C por 48 horas, e, em seguida,
foram liofilizadas (por 48 horas) em liofilizador de bandejas (JJ CIENTIFICA JJ-
02, LIW, Brasil) a vacuo de 39,99 Pa e temperatura: - 25 °C. Os p0s obtidos
foram moidos e acondicionados em embalagens de polietileno contendo camada
laminada, e armazenados sob refrigeracdo (-18 = 2 °C) até o momento das

analises. Os p6s microencapsulados podem ser visualizados na Figura 2.

Figura 2: PGs microencapsulados do extrato concentrado da casca de
jabuticaba

Fonte: De autoria prépria. A: microcapsula com proteina isolada do soro do leite seco por sray
drying; B: microcapsula com goma ardbica seco por sray drying; C: microcapsula com proteina
isolada do soro do leite seco por liofilizacdo; D: microcapsula com goma ardbica seco por
liofilizacao.

2.2.3 Caracterizacao fisico-quimica dos extratos e dos microencapsulados

da casca de jabuticaba

2.2.3.1 Umidade

A umidade foi determinada de acordo com AOAC, [59] pelo método
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gravimétrico, que consiste na secagem em estufa a uma temperatura de 105 °C

até peso constante.

2.2.3.2 Higroscopicidade

A higroscopicidade (H) dos pos foi medida em dessecadores contendo
solucdes saturadas de NaCl (75% de umidade relativa, Aw = 0,75). Ap0s uma
semana, as amostras foram pesadas e a H foi expressa como gramas de

umidade absorvida por 100 g de sélidos secos [22,23].

2.2.3.3 Solubilidade

A solubilidade dos pés foi determinada de acordo com o0 método proposto
por Bernardes, et al., [24]. Foi adicionada 1 g da amostra em p6 em um béquer
com 50 mL de &gua destilada e feita a homogeneizacdo em um agitador
magnético (100 rpm), durante 30 min. Em seguida, a solucéo foi centrifugada a
847 g por 5 minutos. Uma aliquota de 25 mL do sobrenadante foi transferida para
uma placa de Petri e seca em estufa a 105 °C até atingir peso constante. O
resultado foi expresso em porcentagem (Equagéo 1).

Solubilidade (%)=(Pa*2)/Pb x 100 (Equacéao 1)
Onde:
Pa (g) € a massa da aliquota de 25 mL do sobrenadante apds a secagem em
estufa;

Pb (g) é a massa da amostra em pa inicial seca, incorporada em 50 mL de agua.

2.2.3.4 Anédlise colorimétrica

A andlise colorimétrica foi analisada utilizando um colorimetro (Konica
Minolta, CR-5, Japéao), no sistema CIELAB com iluminante D65 e angulo de
observacédo de 10°, com leitura direta no modo reflectancia das coordenadas “L*”
- luminosidade (0 = preto e 100 = branco), “a*” - intensidade de vermelho (+) e
verde (-), e, “b*” - intensidade de amarelo (+) e azul (-). O angulo de tonalidade
cromética (h°) e saturacéo de cor ou chroma (C*) foram calculados de acordo

com as Equacdes 2 e 3.
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h® = arctg % (Equacéo 2)

C+=+ax2+ b2 (Equacéo 3)

Esta analise foi realizada no extrato adicionado dos carreadores, antes de

ser submetido ao spray drying e a liofilizacdo. Adicionalmente, apos a secagem,
cada po6 produzido foi reconstituido com 4gua para equivaler a condicao inicial
de entrada no spray drying/liofilizador, atingindo os teores de sélidos soluveis do
extrato das cascas de jabuticaba conforme Silva, et al., [22], com o intuito de
verificar as perdas de cor causadas pelos processos de desidratacao, e foi entdo
calculada a diferencga global de cor (AE) dos pds microencapsulados. A AE foi

calculada pela Equagéo 4:

AE = {[ (AL %)% + (Aa )2 + (Ab )2]7} (Equacéo 4)
Em que AE ¢é a diferenca global de cor, AL é a variagdo da coordenada

L*, Aa é a variagao da coordenada a* e Ab ¢é a variagao da coordenada b*.

2.2.3.5 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia do encapsulamento dos compostos fendlicos e antocianinas
totais foi calculada de acordo com a Equacédo 5 e conforme Lima, et al., [25].
Para tal, a quantificacdo de compostos fendlicos e antocianinas totais no extrato
e nas microcapsulas foi realizada de acordo com o descrito nos itens 2.2.4.1 e

2.2.4.2, respectivamente.

(%)EE = (1 — (=) x100) (Equacao 5)
Onde:
EC: conteudo fendlico ou antocianico do extrato (mg/100 g);

MC: conteudo fendlico ou antocianicos encapsulado (mg/100 g).

2.2.3.6 Morfologia das particulas

A morfologia dos po6s foi avaliada utilizando microscopia eletronica de
varredura (JEOL, JSM-IT200, Japao), de acordo com a metodologia adaptada
por Lima, et al., [21]. Pequenas quantidades de amostras foram colocadas na
superficie de fitas dupla face, fixada em “stubs”. Em seguida, foram recobertas

com uma fina camada de ouro sob vacuo. As amostras foram observadas
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sistematicamente a 100, 500, 2000 e 4000 vezes de magnificagéao.

2.2.4 Compostos bioativos e capacidade antioxidante dos extratos e dos

microencapsulados das cascas de jabuticaba

Para a determinagcdo dos compostos bioativos e da capacidade
antioxidante, o extrato foi covenientemente diluido com uma solucéo de etanol
80% (v/v). Os poés foram diluidos na proporcao de po:solucéo de 1:16 (m/v), e
macerados para ocorrer o rompimento das membranas das microcdpsulas e
liberacdo dos compostos bioativos [21, 22, 24]. Apés, as amostras preparadas

foram centrifugadas a 13520 g durante 5 minutos a 20 °C.

2.2.4.1 Conteudo fendlico total

O indice de polifendis totais (IPT) foi determinado pelo ensaio do reagente
Folin-Ciocaulteau, com base em metodologia adaptada de Singleton, Rossi e Jr
[61]. Inicialmente, foi adicionado uma aliquota de 0,6 mL do extrato em 3,0 mL
de reagente Folin Ciocalteau previamente diluido em agua destilada (1:10; v/v).
Apds 3 minutos de repouso ao abrigo da luz, foram adicionados 2,4 mL de
solucdo saturada de Na2COs. A absorbancia foi determinada a 760 nm por
espectrofotometria, apds 1 hora de repouso em auséncia de luz. O IPT foi
determinado utilizando curva padrao de acido galico (0-150 mg/L) e os resultados
expressos em acido galico equivalente (mg AGE / 100g), em base seca [54].

2.2.4.2 Antocianinas totais

O teor de antocianinas monomeéricas totais (AMT) foi determinado
utilizando a metodologia do pH diferencial, com base em Giusti e Wrolstad [26],
com modificagdes. Os extratos (item 2.2.4) foram centrifugados por 30 min, 2846
g a 20 °C. A um baldo de 10 mL foi adicionada uma aliquota de 0,5 mL da
amostra centrifugada e completado o volume com dois sistemas tampéo, cloreto
de potassio/acido cloridrico 0,025 M (pH 1,0) e acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5).
A absorbancia foi medida com auxilio de espectrometro (Thermo Fisher
Scientific, Evolution 300 UV-Vis, Estados Unidos) a 510 nm (cloreto de
potassio/acido cloridrico pH 1,0) e a 710 nm (acetato de sodio pH 4,5). AMT foi
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calculado de acordo com as Equacdes 6 e 7, e expresso em mg de cianidina-3-

glicosideo.100 g* de amostra, em base seca.

A = (ABS 520 nm - ABS 700 nm) pH 1.0 - (ABS 520nm - ABS 720 nm) pH 45 (Equacéo 6)

AMT (mg/L) = (A X PM X FD) x 100/ (¢ X X) (Equagéo 7)

Onde: PM = 449,2 g/mol (massa molar de cianidina-3-glicosideo); FD = fator de
diluicdo utilizado; € = 26.900 (coeficiente de absortividade molar da cianidina-3-
glicosideo); A = 1 cm (caminho éptico da cubeta).

2.2.4.3 Capacidade antioxidante — ABTS

A atividade anti-radical livre foi medida nos extratos e nos pos
microencapsulados da casca de jabuticaba utilizando-se 0 método de ensaio do
radical ABTS, de acordo com Re, et al. [60]. Para a formagao do radical ABTS-+,
uma solucdo aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a uma solucéo de persulfato
de potéssio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente
por 16 horas. ApGs este tempo a absorbéancia foi corrigida para 0,700 (+ 0,05) a
734 nm com adicao de etanol 80% (v/v) em espectrofotbmetro (Thermo Fisher
Scientific, Evolution 300 UV-Vis, Estados Unidos). 3,5 mL da solucéo radical
ABTSe+ foram adicionados em 0,5 mL da amostra, e foi realizada a leitura
espectrofotométrica apds 6 minutos de reacao [56]. Foi utilizado Trolox como
padrao (0-150 umol/L) e os resultados foram expressos em equivalente de Trolox

(umol TE/100 g), em base seca.

2.2.4.4 Capacidade antioxidante — DPPH

A capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
foi conduzida de acordo com Brand-Williams; Cuvelier; Berset, [27] com
modificacdes. ApOs o preparo do radical a 1 mM (0,03943 g do reativo DPPH
dissolvido em 100 mL de metanol a 80% (v/v)), uma aliquota de 3,5 mL foi
colocada em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 0,5 mL dos extratos.

As amostras foram mantidas ao abrigo da luz e as medidas de absorbancia foram
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realizadas em espectrofotbmetro (Thermo Fisher Scientific, Evolution 300 UV-
Vis, Estados Unidos) a 515 nm a cada 5 minutos até a estabilizacdo. Os
resultados foram calculados usando uma curva padréo preparada com Trolox (O
- 150 uymol/L), e expressos em equivalente de Trolox (umol TE/100 g), em base

Seca.

2.2.4.5 Capacidade antioxidante - FRAP

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor (potencial de
redugéo do ferro), de acordo com Benzie e Strain [28]. O reagente FRAP foi
preparado a partir da combinacdo de 25 mL de tampéao acetato 0,3 M; 2,50 mL
de uma solucédo aquosa de cloreto férrico 20 mM e 2,50 mL de 2,4,6-Tripyridyl-
S-triazine (TPTZ) 10 mM. Em um tubo de ensaio, aliquotas dos extratos foram
adicionados a 0,27 mL de agua destilada e 2,70 mL de reagente FRAP. Apds 30
min de incubacdo a 37 °C, a absorbancia foi lida a 595 nm. O potencial
antioxidante dos extratos foi determinado com base em curva de calibracao,
tracada usando FeS0O4.7H20 (0-2000 ymol/L). Os resultados foram expressos

em pmol sulfato ferroso/100g, em base seca.

2.2.5 - Andlise desejabilidade

A analise desejabilidade foi utilizada com intuito de determinar o melhor
pé microencapsulado em funcdo das variaveis-resposta higroscopicidade,
solubilidade, eficiéncia de encapsulamento de fendlicos, eficiéncia de
encapsulamento antocianico, contetdo fendlico total, antocianinas totais e
atividade antioxidante pelo métodos ABTS, DPPH e FRAP, utilizando o software
Microsoft Office Excel [29]. Cada variavel resposta yi, foi convertida em uma
funcdo desejabilidade individual di dentro do intervalo O < di < 1. Para isso, foi
utilizada a Equacgdo 8 para calcular a desejabilidade individual das variaveis

repostas que se desejou minimizar e maximizar.

0, §i <yimax
di = [ y oy mn ] , yimin < §i <yimax , parai=1, 2, ..., k (Equacéo 8)

yimax — yi min
1, §i = yimax
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Onde os valores Yimin € Yimax S80 0s valores minimos e maximos aceitaveis
das variaveis respostas, respectivamente.
A partir das desejabilidades individuais obtidas, foram entéo calculadas a

desejabilidade global (Dgiobal) realizadas por médias geométricas (Equacéao 8).

Dglobal = d1 xd2 x ...x dk)« (Equagéo 8)

Onde Dgobal € a desejabilidade global e k € o numero de variaveis

respostas.

2.2.6 — Analise estatistica

O experimento foi conduzido seguindo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) por um esquema fatorial com dois fatores e em triplicata. Os
fatores e os niveis correspondentes foram: agentes encapsulantes (proteina
isolada do soro do leite (WPI) e goma arabica (GA)) e o procedimento de
secagem (spray drying e liofilizacdo), totalizando 12 observacfes. Para a analise
dos dados foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey para
comparacdo entre médias, com nivel de significAncia de 5%, utilizando o
software Statistica 12 (StatSoft, EUA) e o software Graphpad prism 9. E foi

realizada a estatistica desejabilidade para otimizacdo multipla de variaveis [29].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagéo do extrato concentrado da casca de jabuticaba

Na Tabela 1, pode-se encontrar o0s resultados obtidos para a
caracterizacdo dos compostos bioativos e capacidade antioxidante do extrato
concentrado da casca de jabuticaba.

O conteudo fendlico total obtido foi de 3731,53 + 111,78 mg AGE/100 g
de extrato concentrado da casca de jabuticaba. Os estudos trazem dados
variaveis desde componente. Azevedo et al. [31] encontraram 5410 mg AGE/100
g em amostras de farinha de jabuticaba. Ja Marsiglia et al. [33] obtiveram 958,22
+ 5,56 mg AGE/100 g em casca de jabuticaba fresca. Essas variagbes séo

esperadas, pois fatores como estagio de maturacdo, manejo do solo, clima,
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radiacdo solar, processamento e armazenamento, entre outros, podem

influenciar no metabolismo e concentracao final dos fendlicos no vegetal [33].

Tabela 1: Compostos bioativos e antioxidantes do extrato concentrado da

casca de jabuticaba

Caracteristica fisico-quimica Teor
Compostos fendlicos (mg AGE/100 g) 3731,53 £111,78
Antocianinas (mg cy-3-glu/100 g) 260,04 £ 6,90
Capacidade antioxidante (ABTS) (mmol TE/100 g) 26,38 £ 0,95
Capacidade antioxidante (DPPH) (mmol TE/100 g) 67,91 £ 2,67
Capacidade antioxidante (FRAP) (mmol SFE/100 g) 186,70 + 8,20

Dados expressos em média + desvio padréo, em base seca*. ABTS: capacidade de eliminacgao
do cation ABTS, DPPH: capacidade de eliminacao do radical DPPH, FRAP: poder antioxidante
de reducdo do ferro, AGE: 4cido galico equivalente; cy-3-glu: cianidina-3-glicosideo; TE: trolox
equivalente.

Para antocianinas totais, pode-se observar o extrato concentrado da
casca de jabuticaba como uma boa fonte do pigmento, apresentando valor de
260,04 + 6,90 mg cy-3-glu/100 g. Marsiglia et al.[33] encontraram em seus
estudos um valor de 29,66 + 0,50 mg cy-3-glu/100 g da casca de jabuticaba
fresca, valor inferior ao encontrado por Seraglio et al. [35], que foi 930,56 + 31,06
mg cy-3-glu/100 g. A antocianina é o pigmento predominante em jabuticabas, e
sua estrutura e cor podem ser influenciadas pela mudanca do pH, pois os ions
H* e OH" podem interagir com os grupos hidroxilas e metoxilas distribuidos no
anel aromético B da molécula de antocianidina. Além das antocianinas, a casca
da jabuticaba fornece uma composicéo rica em diversos outros polifendis e,
consequentemente, capacidade antioxidante, que em ambito industrial pode
agregar valor nutricional e varias aplicacdes em setores alimenticios, cosméticos
e farmacoldgicos [4].

Em relacdo a quantificagdo da capacidade antioxidante do extrato da
casca de jabuticaba, os valores obtidos mostram bom comportamento de
eliminagdo de radicais pelos trés métodos avaliados. A atividade antioxidante
pela eliminacdo do cation radical ABTS, foi de 26,38 + 0,95 mmol TE/100 g de

extrato concentrado. Enquanto a atividade antioxidante por DPPH, foi
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encontrado o valor de 67,91 + 2,67 mmol TE/100 g da amostra. E pelo método
FRAP o valor obtido foi de 186,70 + 8,20 mmol SFE/100 g.

Os trés métodos para determinacdo da capacidade antioxidante foram
utilizados para observar o comportamento do extrato concentrado na presenca
de radicais livres distintos, sendo estes avaliados a partir de comprimentos de
ondas especificos. Tanto a capacidade antioxidante avaliado pelo método ABTS,
quanto pelo método DPPH, tém como principio doar elétrons e reduzir os seus
radicais, sendo assim, quanto maior for a capacidade de reducédo do radical,
maior sera a atividade antioxidante da amostra analisada. Ja pelo método FRAP,
o principio utilizado € a reducdo dos compostos em espécies menos reativas, a
partir da doacao de elétrons a compostos oxidantes [36]. Logo, os resultados
mostram o0 extrato concentrado da casca de jabuticaba como uma fonte
promissora de compostos antioxidantes para aplicagcdo em alimentos, visto que,

mostrou elevada capacidade antioxidante.

3.2 Caracterizacao fisico-quimica dos pds microencapsulados

Os parametros tecnoldégicos como umidade, solubilidade e
higroscopicidade, verificados nos pds secos por spray drying (SD) e liofilizacao
(FD), utilizando dois agentes microencapsulantes, podem ser observados na
Tabela 2.

Tabela 2: Parametros tecnolégicos dos pdOs provenientes dos extratos
concentrados da casca de jabuticaba secos por spray drying (SD) e liofilizacao

(FD) com diferentes agentes carreadores

Parédmetros Métodos Agentes carreadores

WP GA
. SD 524 + 0,18 aA 6,18 + 0,18 bC

0 H 1 H 1
Umidade (%) FD 3,01+ 0,38 aB 6,21 + 0,09 bC
N SD 9401+119aA 9449+ 1,15aA

0 ki L ki L
Solubilidade (%) FD 9414+252aA 9550+ 242 aA
" idade (% SD 841+099aA 16,11+ 0,15 bA
igroscopicidade (%) FD 1142+029aB 13,65+ 0,10 bB

Dados expressos em média + desvio padrao. Pares de médias seguidas por uma mesma letra
mindscula, em uma mesma linha, ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. Pares de
médias seguidas por uma mesma letra mailscula, em uma mesma coluna, nao diferem entre si
(p>0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma arabica; SD: spray
drying e FD: liofilizac&o.
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No geral, a umidade das microcapsulas obtidas variou de 3,01 a 6,21%,
estando de acordo com a faixa recomendada por Braber et al., [37], em torno de
3 a 10%. Houve diferenca significativa na umidade (Tabela 2) entre os pos de
WPI e GA. A secagem por SD e FD dos pos utilizando WPI como agente
carreador, ocasionou menores teores de agua, em relacdo aos pos produzidos
com GA, o que contribuiu para sua alta estabilidade de armazenamento. Ao se
comparar o efeito dos métodos de secagem na umidade, a FD utilizando WPI
produziu pdés mais secos. No entanto, nenhuma diferenca significativa foi
observada ao se utilizar a GA como agente encapsulante.

Em estudos com secagem por SD e FD de extratos de frutas como uva,
jabuticaba, jucara e mirtilo, os autores relataram faixas de umidade de 2,81% a
6,3% [12, 14, 18]. A umidade € um parametro tecnoldgico que influencia a
estabilidade do produto durante seu armazenamento. Dessa forma, valores
baixos de umidade sdo desejaveis por contribuir uma alta estabilidade e mais
tempo de vida util dos pés secos, permitindo a retencéo de compostos fendlicos,
impedindo a fluidez e a disperséo desses compostos presentes nos poés [62]

Para a solubilidade, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para
ambos os métodos de secagem e agentes encapsulantes utilizados para a
producado dos pés. Foram obtidos valores elevados, na faixa de 94,01 a 95,50%.
A solubilidade, pode ser afetada por alguns fatores como a composicdo da
matéria-prima do extrato a ser seco, natureza dos agentes encapsulantes, taxa
de fluxo de ar comprimido e temperatura de alimentacdo na secagem por
pulverizacao [38].

Em estudos que utilizaram microcapsulas de extratos de acerola verde,
chokeberry, mirtilo e licopeno, com WPI e GA, foram encontrados valores de
solubilidade em uma faixa de 68,4 a 96,56% [9, 39, 40, 41]. Valores altos de
solubilidade de produtos em po6 sdo desejaveis, visto que caracterizam a sua
facilidade de reconstituicdo quando adicionado em produtos liquidos ou em
misturas [9].

A analise de solubilidade € fundamental para a predicdo do
comportamento e qualidade de p6s microencapsulados, pois esse parametro
esta relacionado a posterior facilidade de reconstituicdo e dispersédo dos pos,
quando utilizado como ingrediente de um produto alimenticio [9, 38]. A maior
solubilidade pode estar relacionada com o tamanho de particula, visto que
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guanto menor for o tamanho, maior sera a superficie de contato para a
hidratacéo [42].

A higroscopicidade apresentou um efeito significativo (p<0,05) para as
microcdpsulas utilizando diferentes agentes encapsulantes e métodos de
secagem. A higroscopicidade variou de 8,41 a 16,11%, sendo o p6 com GA e
usando o0 método de secagem SD, menos estavel em relacdo a
higroscopicidade, ja que apresentou maior valor, enquanto os pés com WPI, pelo
método de secagem por SD, apresentou menor valor desse parametro.

A associacdo entre FD e WPI resultou em pds com menor valor de
higroscopicidade. Devido as suas propriedades especificas, como a baixa
higroscopicidade, capacidade de interacdo com proteinas e sua protecdo para
materiais encapsulados, a WPl vém se destacando em aplicacdes de pds
microencapsulados [14, 43]. Valores de higroscopicidade semelhantes ao deste
trabalho foram obtidos em estudos que avaliaram esse parametro em
microcapsulas de extratos de frutas como jabuticaba, jucara e mirtilo, secos por
SD e FD em que variou de 9,06 a 16,22% [12, 14]. A higroscopicidade significa
a capacidade de um produto seco em absorver agua do ambiente. Baixos valores
de higroscopicidade sdo desejaveis em pds, visto que remetem a menor
absorcdo de umidade do ambiente e, consequentemente, menor degradacdo
dos compostos bioativos devido ao contato com o ar atmosférico e radicais livres
[32].

A higroscopicidade esta relacionada aos acUcares de baixo peso
molecular, acidos organicos com baixa transicao vitrea (Tg) e umidade de sucos
e extratos de frutas em po, o que leva a altos valores desse parametro, devido a
afinidade com a agua [41, 42]. A baixa umidade dos pés pode levar a elevados
valores de higroscopicidade, devido ao maior gradiente de concentracéo de agua
entre 0 pé e o ambiente. Logo, a medida da higroscopicidade dos pds pode
ajudar a solucionar problemas associados a aglomeracdes e,
consequentemente, ao endurecimento durante o armazenamento, para pos
muito higroscopicos. Quando os pos sédo poucos higroscopicos, ha influéncia

negativa na solubilidade e densidade [18, 44].
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3.3 Morfologia dos p6s microencapsulados

A morfologia externa dos pos do extrato concentrado, secos por SD e FD
com diferentes agentes encapsulantes, obtida por fotomicrografias eletrénica de
varredura (MEV), encontra-se na Figura 3. A estrutura dos pos
microencapsulados obtidos por SD para os agentes encapsulantes WPI (Fig. 3,
Al e A2) e GA (Fig. 3, B1 e B2) apresentaram formatos tipicos de secagem por
pulverizacdo, de tamanhos variados, com superficie em forma esférica, irregular
e com concavidades. Além disso, pode-se perceber nas imagens que ndo foram
observadas rachaduras ou fissuras. A auséncia de colapsos na parede das
microcapsulas garante maior protecao e retencédo do material bioativo do nucleo,
além de aumentar a estabilidade da cor, ja que permite a impermeabilidade ao

oxigénio atmosférico [45].
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Figura 3 : Fotomicrografias obtidas por microscopia eletrbnica de varredura
(MEV) dos pos provenientes dos extratos concentrados da casca de jabuticaba
secos por spray drying (SD) e liofilizacdo (FD) com diferentes agentes
carreadores.

Al e A2 (spray drying, com WPI); B1 e B2 (spray drying, com GA); C1 e C2 (liofilizado, com WPI);
D1 e D2 (liofilizado, com GA). Aumentos: 2000X (Al e B1); 4000X (A2 e B2); 100X (C1 e D1);
500X (C2 e D2). WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma arébica; SD: spray drying e
FD: liofilizacao.

O comportamento de formacgéo de superficies rugosas na secagem por
SD tem associagdo com a perda drastica da umidade e a rapida queda de
temperatura, o que resulta no encolhimento das paredes protetoras dos
compostos bioativos [45, 46]. As microcdpsulas obtidas pela secagem por SD
com WPI (Fig. 3, A1 e A2) apresentaram superficies mais rugosas quando
comparado com as microcapsulas secas por SD com GA (Fig. 3, B1 e B2). As
concavidades e o0 aspecto mais rugoso da superficie dos pés com WPI pode ser
atribuida pelas caracteristicas das proteinas globulares como a 3-lactoglobulinas
presentes na proteina do soro do leite [18].

Ja para os p6s obtidos pelo método de secagem por FD (Figura 3, C e D),
pode-se observar nas imagens geradas pela micrografia o formato de particulas
de aspectos semelhantes ao vitreo/amorfo, tipico de microcapsulas liofilizadas
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[14]. Além disso, 0s pOs apresentaram caracteristicas irregulares, e formato
semelhante ao de cacos de vidro em tamanhos variados, devido ao processo de
moagem do complexo de agente carreador mais extrato formado apos a
secagem [18].

A irregularidade e porosidade dos pos liofilizados, é proporcionada pelo
processo de congelamento utilizado em uma das etapas da liofilizacéo, seguida
da sublimacao e a perda de umidade, resultando na rigidez e granulos maiores,

formando uma estrutura porosa e sem encolhimento [42].

3.4 Andlise colorimétrica dos pés microencapsulados

Os parametros de cor sao indicadores importantes na producédo de pos
microencapsulados oriundos de extratos ricos em antocianinas, visto que estes
pigmentos podem ser bons substitutos para os pigmentos sintéticos. Como a cor
€ um importante parametro de qualidade, pode tornar um produto alimenticio
adicionado do p6 sensorialmente atraente para o consumidor, aumentando sua
aceitacao [11].

Na avaliagéo instrumental da cor pelos parametros L*, a*, b*, h°, C* e AE
das microcapsulas do extrato da casca de jabuticaba, observou-se diferencas
significativas (p<0,05) nas caracteristicas de cor dos pds produzidos por SD e
FD com os diferentes agentes carreadores (Tabela 3).

As coordenadas de cor (L*, a* e b*) determinadas para os pos
microencapsulados com GA e WPI (Tabela 3), revelaram que as microcapsulas
obtidas com GA mostraram-se mais escuras e voltadas para uma tonalidade
avermelhada, ja que os valores de a* e b* foram positivos. Ja os pos obtidos com
WPI apresentaram cor mais clara, devido ao seu valor mais alto de luminosidade
(L*), porém, quando analisados as coordenadas a* e b*, percebe-se que as
microcapsulas ficaram com a cor vermelha com tendéncia para a cor roxa, visto

que o valor de b* foi negativo.
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Tabela 3: Analise colorimétrica dos pés provenientes dos extratos concentrados

da casca de jabuticaba secos por spray drying (SD) e liofilizacdo (FD) com

diferentes agentes carreadores

Agentes carreadores

Parametros Métodos
WPI GA

SD 57.25 + 0,02aA 27,82 + 0,02bA

*
L FD 53,21 + 0,02aB 27,68 + 0,03bB
sD 17.80 + 0,18aA 8,57 % 0,14bA

*
a FD 22.69 + 0,56aB 5,20 + 0,02bB
SD 3,14 £ 0,02aA 3,56 £ 0,03bA

*
: FD -154 +0,10aB 1.30 + 0,04bB
SD 18,07 + 0,18aA 9,18 + 0,13bA

*
c FD 22.75 + 0.55aB 536 + 0,03bB
SD 359.83 + 0,00aA 22.79 + 0.35bA
h FD 359,93 + 0,01aA 14,03 + 0,34bB
SD 26,41 + 0,05aA 3,76 £ 0,16bA
AE FD 2118 +0,11aB 224 +0,07bB

Dados expressos em média + desvio padrdo. Pares de médias seguidas por uma mesma letra
mindscula, em uma mesma linha, ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. Pares de
médias seguidas por uma mesma letra mailscula, em uma mesma coluna, néo diferem entre si
(p>0,05) pelo testeTukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma arabica; SD: spray
drying e FD: liofilizacéo.

Segundo Kuck & Norefa [42], a cor pode estar associada ao tamanho dos
poros formados na superficie das particulas. A estrutura dos poros dos pos
liofilizados pode ser alterada com o processo de congelamento para posterior
sublimacéo. Por essa razao, as particulas liofilizadas podem apresentar cor mais
escura, Vvisto que essa alteracao pode interferir nas propriedades de dispersao
de luz dos espacos vazios.

A saturacao de cor C* é a distancia radial do centro do espaco até o ponto
da cor, sendo que no centro das coordenadas se encontram os valores minimos
da saturacdo e, a medida que se distancia para as extremidades, aumenta-se

este valor, que indica o quéo vivida é a cor [47]. Em relagdo a C*, as
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microcapsulas obtidas utilizando o WPI como agente encapsulante,
apresentaram maior saturacdo em sua cor do que os pés produzidos com GA.

O h° representa o angulo de tonalidade cromatica, que é um atributo
qualitativo de cor que de forma gréfica considera os angulos 0° como a cor
vermelha, 90° amarelo, 180° verde e 270° azul [47]. O h° em ambos os métodos
de secagem, SD e FD, apresentou maior valor para os pés microencapsulados
com WPI, enquanto as microcapsulas com GA obtiveram valores de h° menores.
Logo, o valor de h° confirmou o comportamento dos p6s com GA e WPI com uma
tonalidade mais avermelhada e de vermelho voltado para a cor roxa,
respectivamente, com o valor de tonalidade dos pos produzidos com GA e WPI
localizado no primeiro e quarto quadrante, respectivamente.

Esse comportamento pdde ser observado no estudo realizado por Rocha
et al., [12] em pds produzidos com extrato de jabuticaba, jucara e mirtilo, em que
correlacionou a diferenca de cores das microcapsulas quando o extrato fendlico
foi adicionado aos materiais de parede com a diferenca de pH estrutural das
antocianinas. Os autores encontraram o valor de pH 4,00 e 2,93 para o0s pés
microencapsulados com WPI e GA, respectivamente, sendo as espécies de azul
quinoidal (pH 2,0 — 4,0) predominantes das antocianinas, mais evidentes para
as microcapsulas com WPI, e espécies de cation flavilium (pH 1,0 — 2,0) os pos
com GA.

O pH do extrato concentrado da casca da jabuticaba situou-se na faixa de
2,0, enquanto o pH das microcépsulas produzidas com WPI e GA foi de 3,72 e
2,50, respectivamente. Logo, isso explica a coloracdo vermelho para roxo com
mais intensidade para os p6s microencapsulados com WPI, e vermelho claro
para as microcapsulas com GA.

A diferenca global de cor (AE) pode ser usada para medir a variacao de
cor resultante dos processos de secagem ou avaliar a mudanca de cor ao longo
do tempo, comparado a um padrdo. Logo, quanto menor 0 seu valor, maior é a
estabilidade da cor dos pos [47, 48]. No presente estudo, para o calculo da AE
considerou-se como padrao a solucado de agente carreador mais extrato antes
do processo de secagem. Em uma viséo geral, todos os parametros de cor foram
influenciados pelos diferentes métodos de secagem, mas principalmente, pela
utilizac&o dos diferentes agentes encapsulantes. E perceptivel que os valores de

AE para pos produzidos com WPI foram superiores ao das microcapsulas
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produzidas com GA, indicando que o agente encapsulante WPI, em comparacao
com a GA, influenciou significativamente a diferenca de cor entre as amostras.
Assim, pode-se dizer que, devido ao seu menor valor de AE, os pods
microencapsulados com GA apresentaram maior efetividade na manutencgao da
cor do produto, para os dois métodos de secagem, o que favoreceria sua

aplicacdo como corante natural.

3.5 Compostos bioativos e capacidade antioxidante dos po0s

microencapsulados

O comportamento dos pés microencapsulados do extrato concentrado da
casca de jabuticaba quanto aos compostos fendlicos e antocianinas, e
capacidade antioxidante medida por ABTS, DPPH e FRAP, pode ser visualizado
nas Figuras 4 e 5, respectivamente.
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Figura 4: Compostos fendlicos e antocianinas totais dos pds provenientes dos
extratos concentrados da casca de jabuticaba secos por spray drying (SD) e
liofilizacdo (FD) com diferentes agentes carreadores

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula,
nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma
arabica; SD: spray drying e FD: liofilizagdo. AGE: &cido galico equivalente; cy-3-glu: cianidina-3-
glicosideo.

Para os compostos fendlicos dos pés produzidos com WPI, ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) ao se utilizar a secagem por SD (633,86 mg
AGE/100 g) e FD (581,57 mg AGE/100 g). Ja para os p0s produzidos com GA,
o0 método de secagem mais eficiente foi SD (455,85 mg AGE/100 g), comparado
a FD (290,51 mg AGE/100 g) (p<0,05). Da Rocha; Norefa [18], a0 estudar

métodos de secagem de microcapsulas do extrato do bagaco de uva,
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observaram que a secagem por SD apresentou valores maiores quando
comparado com a secagem por FD, utilizando a mistura de WPl e GA como
material de parede.

Os métodos de secagem e os agentes carreadores ndo influenciaram
significativamente (p<0,05) nas antocianinas totais dos pos produzidos, cujos
valores variaram de 36,88 a 39,40 mg cy-3-glu/100 g. Wu et al., [16] avaliaram
antocianinas totais em microcapsulas de groselha utilizando WPI como material
de parede, e obtiveram valores de 52,26 mg cy-3-glu/100 g para secagem por
SD e de 3,78 mg cy-3-glu/100 g para pés microencapsulados por FD.

No método de secagem por SD, as perdas de compostos fendélicos dos
pOs estdo associadas a exposicdo a altas temperaturas e ao oxigénio, que
podem levar a degradacdo e polimerizacdo dos polifendis, porém, embora a
secagem por SD utilize temperaturas de entrada mais elevadas, o tempo de
secagem € muito curto, logo, resulta na menor degradacdo dos compostos
fendlicos em comparacdo com a FD [42, 49]. J& por liofilizacdo, a moagem dos
pbés microencapsulados apds o processo de secagem, pode induzir a ocorréncia
de reac6es de oxidacdo, devido ao aumento da superficie de contato com o
oxigénio atmosférico, tendendo maior perda dos compostos bioativos [42].

Elevados valores de compostos fendélicos e antocianinas sdo desejaveis
em poOs microencapsulados, visto que apresentam atividades biolégicas como
acao antimicrobiana, anti-inflamatéria e antioxidantes, além de apresentar
atividades tecnolégicas como corantes e compostos funcionais, podendo
agregar valor nutricional em produtos alimenticios. Porém, fatores como
métodos de extracdo e de analise dos compostos podem levar a variagdes
desses compostos. Observa-se, também, que os compostos fendlicos e
antocianinas totais dos pos apresentaram diminuicdo quando comparados com
0 extrato concentrado da casca de jabuticaba (Tabela 1), o que pode ocorrer
devido as condi¢cdes de secagem aplicadas, que podem levar a degradacao
desses compostos.

A capacidade antioxidante (Figura 5) esta relacionada a presenca de
compostos fendlicos nas amostras de p6s microencapsulados da casca de
jabuticaba [9]. Observou-se que todos os métodos de atividade antioxidante

avaliados, foram influenciados significativamente (p<0,05) pelos fatores agente
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carreador e método de secagem, dessa forma as andlises dos resultados foram

feitas considerando a dependéncia entre os fatores.
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Figura 5: Capacidade antioxidante dos pds provenientes dos extratos
concentrados da casca de jabuticaba secos por spray drying (SD) e liofilizacao
(FD) com diferentes agentes carreadores

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra mailscula,
nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma
arabica; SD: spray drying e FD: liofilizacdo. TE: Trolox equivalente; SFE: sulfato ferroso
equivalente. ABTS: capacidade de eliminacao do cation ABTS, DPPH: capacidade de eliminagéo
do radical DPPH, FRAP: poder antioxidante de reducéo do ferro.

Foi observado um efeito significativo (p<0,05) para a capacidade de
eliminacdo do radical ABTS, logo, houve diferenca entre os pos produzidos com
diferentes agentes carreadores e meétodos de secagem. A microcapsula
produzida com WPI obtida pelo método de secagem de FD apresentou diferenca
significativa dos outros pés produzidos. Os valores da capacidade antioxidantes
dos p6s microencapsulados obtidos pelo método ABTS variaram de 2091,25 a
3231,81 umol TE/100 g. De acordo com o estudo realizado por Souza et al. [13],
o valor da capacidade antioxidante, pelo método ABTS, obtida das particulas

com diferentes agentes encapsulantes variou entre 620 a 27720 umol TE/100 g.
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Ao analisar a capacidade antioxidante pelo radical DPPH, observou-se
nao haver diferenca estatistica entre as microcapsulas produzidas com WPI,
para a FD (1605,41 + 11,38 umol TE/ 100g) e o SD (1627,02 + 6,46 pmol TE/
100g). Os pos secos por SD utilizando GA como material de revestimento
apresentaram capacidade antioxidante superior aos demais (2311,90 + 22,81
pmol TE/ 100g) (p<0,05).

Comparado ao DPPH, o mesmo comportamento foi observado para a
capacidade antioxidante pelo método FRAP. As amostras com WPl nédo
apresentaram diferenga significativa em relagdo aos métodos de secagem
(p<0,05), e foram encontrados baixos valores, tanto para os pos obtidos pela
secagem por SD (1440,37 + 38,63 ymol SFE/ 100 g), quanto para FD (1436,39
+ 47,95 ymol SFE/ 100 g). Estes baixos valores podem ser associados a menor
compatibilidade da analise FRAP com a natureza dos compostos presentes na
constituicdo da microcapsula com o extrato concentrado da casca de jabuticaba
com WPI. Ja em relacdo aos pds produzidos com GA, observa-se que 0s pos
secos pelo método de secagem SD apresentaram uma capacidade antioxidante
superior (9358,38 + 335,61 pymol SFE/ 100g) comparado ao liofilizado (7504,06
+ 292,63 umol SFE/ 100g) (p<0,05).

Pode-se observar que diferentes métodos de analise da capacidade
antioxidante, apresentaram resultados distintos para os pés microencapsulados
da casca de jabuticaba. Isso se deve a cada método mensurar a capacidade
antioxidante a partir da interacao dos radicais livres com diferentes substancias
[50, 51, 52]. O método ABTS se baseia na captura do céation ABTS pelos
antioxidantes presentes no sistema, podendo ser estabilizado pela doacdo de
atomos de hidrogénio. E vantajoso por ser rapido e pode ser aplicado em
antioxidantes hidrossolUveis e lipossoluveis [50]. J& o método DPPH é utilizado
em sistemas biolégicos pela capacidade de sequestrar radicais livres pelos
antioxidantes. E um radical de nitrogénio organico que na presenca de um
doador de hidrogénio ou elétron, resulta na reducao do racial DPPH, ficando com
coloracdo amarelada. A capacidade antioxidante DPPH & bastante utilizada por
ser um método rapido, pratico e estavel [51]. E o método FRAP baseia-se na
reducdo do complexo férrico (Fe*3) ao complexo ferroso (Fe*?) na presenca de
um antioxidante, podendo ser reprodutivel e correlaciona-se com os teores de

acido ascorbicos e grupos fendlicos [52].
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Analisando de forma global os métodos para determinagcdo de
antioxidantes e compostos bioativos, as amostras desidratadas por SD
juntamente com GA foram as de melhor desempenho, podendo ser utilizadas em
formulacBes de sorvetes, bebidas lacteas, geleias, cookies, entre outros [53, 25,
35, 54].

3.6 Eficiéncia de microencapsulacao (EE%)

A eficiéncia de microencapsulagdo dos compostos fendlicos e
antocianinas totais dos p6s microencapsulados do extrato concentrado da casca

de jabuticaba pode ser observada na Tabela 4.

Tabela 4: Eficiéncia de encapsulamento dos extratos concentrados da casca de
jabuticaba seco por spray drying (SD) e liofilizagdo (FD) com diferentes agentes

carreadores
Eficiéncia de Métodos Agentes carreadores
encapsulamento
WPI GA
96,40 £ 0,32 bB
EE fendlicos totais Sb 94,93 £0,26 aA
(%) FD 95,13+ 0,41 aA 97,71 £ 0,13 bA
SD 98,50 + 1,19 aA 98,58 + 1,15 aA
EE Antocianinas
totais (%) FD 98,57 +2,52aA 98,53 +2,42 aA

Dados expressos em média + desvio padrdo. Pares de médias seguidas por uma mesma letra
minUscula, em uma mesma linha, ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. Pares de
meédias seguidas por uma mesma letra mailscula, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si
(p>0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma arébica; SD: spray
drying e FD: liofilizacao.

Em relacdo a eficiéncia de encapsulamento dos compostos fendlicos,
observou-se que a GA mostrou melhor eficiéncia em relacdo ao WPl em ambos
os métodos de secagem. A relacdo composto fendlico e o material de parede,
bem como a proporcao do agente encapsulante utilizado no revestimento, é um
fator essencial para obtencdo de uma boa eficiéncia de encapsulamento e
estabilidade dos compostos encapsulados [9]. Geralmente, quanto maior o teor

do material de parede utilizado, melhores sé&o os resultados adquiridos [46].
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Ja para antocianinas, percebe-se que tanto o agente encapsulante GA,
quanto WPI ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao valor de
eficiéncia de encapsulamento para os dois métodos de secagem realizados.
Portanto, os dois agentes encapsulantes e métodos de secagem foram eficientes
para a preservagao dos pigmentos.

A estrutura da GA € um dos fatores que influenciam na elevada eficiéncia
de encapsulamento obtida quando utilizada na formacéo de paredes protetoras
de polifendis, pois trata-se de um heteropolimero altamente ramificado,
composto por carboidratos (D-galactopiranose, L-ramnose, L-arabinofuranose e
acido D-glucurdnico) e proteinas em menor proporcdo, ligadas por ligacdes
covalentes. Essa organizacdo permite uma boa propriedade de emulsificacdo
melhorando a eficiéncia de protecéo das moléculas [42].

Em estudos que avaliaram a eficiéncia de encapsulamento utilizando
proteina isolada do soro do leite, goma arabica, pectina e maltodextrina como
agentes carreadores para a microencapsulacdo de extratos de jabuticaba,
mirtilo, jugara, curcumina, casca de cebola e chokeberry, os autores encontraram
valores em uma faixa de 71,28 a 97,5% [55, 56, 12, 9, 40]. Elevados valores de
eficiéncia de encapsulamento sdo devido a alta capacidade de incorporagédo do
ndcleo pelos materiais de parede, ficando uma pequena parte na superficie das
microcépsulas [57]. Dessa forma, pode-se concluir que ambos os métodos de
secagem e materiais de parede utilizados para a protecdo dos compostos
bioativos, apresentaram alta eficiéncia de encapsulamento, sugerindo que todos
os tratamentos foram suficientes para cobrir uma quantidade significativa dos

compostos de interesse.

3.7 Andlise desejabilidade dos p6s microencapsulados

Para a definicdo do p6 microencapsulado que se destacou quanto aos
parametros tecnoldgicos, bioativos e antioxidantes, foi aplicada a analise de
otimizacao simultdnea de variaveis, utilizando a funcéo desejabilidade, que pode
ser visualizada na Tabela 5.

A andlise foi realizada de forma que atendesse as caracteristicas do pé
desejado para incorporacdo em sistema-modelo alimenticio apresentando

melhor reconstituicéo e elevados valores de compostos bioativos. Esse método

34



tem como principio transformar respostas individuais em uma escala
adimensional de desejabilidade individuais (di), que varia de respostas
indesejaveis (di = 0) a desejaveis (di=1), e a partir da média geométrica obter os
valores da desejabilidade global (Dgoba) cOmo resposta otimizada do poé
microencapsulado que se destacou mais entre as variaveis-respostas [58]. Logo,
0s pos devem conter menor valor de higroscopicidade, para facilitar na sua
conservacgao, sendo entdo minimizada, e as variaveis-resposta solubilidade, EE,
conteudo fendlico total, antocianinas totais e atividades antioxidante (ABTS,
DPPH e FRAP) foram maximizadas.

Tabela 5: Analise de desejabilidade dos extratos concentrados da casca de

jabuticaba seco por spray drying (SD) e liofilizagdo (FD) com diferentes agentes

carreadores
Agente  isiodo  di disoun.  dicer  di dicc  di dingrs  di di D giobal
carreador Higrosc. olub. EEF EEA F AT ABT DPPH FRAP global
WP SD 099 041 008 033 097 063 029 004 001 020
WP FD 061 043 014 056 082 044 017 001 000 017
GA ) 001 049 054 061 048 040 0,75 097 098 0,40
GA FD 032 064 096 045 003 053 054 075 075 043

di: desejabilidade individual; Dglobal: desejabilidade global. WPI: Proteina isolada do soro do
leite; GA: Goma ardbica; SD: spray drying; FD: liofilizagcdo. EEF: eficiéncia de encapsulamento
de fendlicos; EEA: eficiéncia de encapsulamento de antocianinas; CF: compostos fendlicos; AT:
antocianinas totais; ABTS: capacidade de eliminagdo do céation ABTS, DPPH: capacidade de
eliminacado do radical DPPH, FRAP: poder antioxidante de reducéo do ferro.

Observa-se na Tabela 5 que os pés microencapsulados nédo alcancaram
o valor maximo de desejabilidade global (Dgiobal = 1), porém, percebe-se que 0s
pos produzidos com GA apresentaram um melhor desempenho em comparacéao
aos pos com WPI. Entre os pos produzidos com GA, aqueles secos pelo método
de secagem FD apresentaram a maior desejabilidade global, seguido dos pos
secos pelo método de secagem por SD, destacando-se dos outros pos

microencapsulados produzidos com WPI.
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4. CONCLUSAO

Os poés provenientes do extrato concentrado da casca de jabuticaba,
microencapsulados por SD e FD, com o uso de GA e WPI, mostraram-se
promissores para aplicacdes tecnoldgicas, agregando manutencdo de cor e
compostos antioxidantes para serem aplicados em produtos alimenticios.

Em relacdo as caracteristicas tecnolégicas e a cor, cada método de
secagem e agente carreador avaliados, apresentaram particularidades, mas de
forma geral os poés produzidos foram adequados quanto a umidade,
higroscopicidade e solubilidade.

Os pos apresentaram teores significativos de antocianinas e compostos
fendlicos, o que possibilita sua utilizacdo como corante e ingrediente funcional
na adicdo em produtos processados, consequentemente, aumentando o valor
agregado de alimentos industrializados. Cada microcipsula apresentou
vantagens e desvantagens para a sua utilizacdo como ingrediente em alimentos,
0s p6s com WPI se destacaram quanto aos maiores teores de compostos
fendlicos, o que pode ajudar na estabilizacdo e ampliacao das aplicacdes das
proteinas e polifendis em sistemas alimentares. E os pds com GA secos por SD
apresentaram-se com potencial tecnol6gico e antioxidante, podendo ser utilizado
como corante para uso em alimentos funcionais. Porém, a partir da resposta
otimizada das variaveis-respostas, o pé microencapsulado com GA pelo método
de secagem por FD apresentou melhores caracteristicas quanto aos parametros

tecnoldgicos, bioativos e antioxidantes.
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4. ARTIGO 2

Estabilidade e bioacessibilidade de microencapsulados de extratos da

casca de jabuticaba incorporados em sistema-modelo de cookies

RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a estabilidade fisico-quimica e de
compostos bioativos, bem como a bioacessibilidade de compostos fendlicos de
cookies incorporados com pés microencapsulados do extrato da casca de
jabuticaba, obtidos por spray drying (SD) e liofilizagdo (FD), utilizando proteina
isolada do soro do leite (WPI) e goma arabica (GA) como agentes encapsulantes.
Os pos foram incorporados aos cookies em concentracdes de 10 e 15%. Os
cookies com pdos microencapsulados foram avaliados quanto a estabilidade da
diferenca global de cor (AE*), compostos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP), durante 3 meses e quanto a
bioacessibilidade dos polifendis. Os cookies apresentaram AE* minima,
indicando uma pequena degradac¢éo dos pigmentos. O conteudo fendlico total e
as atividades antioxidantes obtidas foram proporcionais com o aumento das
concentracfes dos pds adicionados nos cookies, sendo os cookies adicionados
com 15% de poOs obtidos a partir da GA e SD com maior estabilidade ao
armazenamento. A microencapsulacdo permitiu a liberacdo controlada dos
compostos bioativos durante a digestao, sendo que os cookies adicionados com
WPI secos por FD apresentaram maior fracao bioacessivel. Logo, pode-se dizer
gue as microcapsulas ricas em polifendis da casca de jabuticaba mostraram que
existe um grande potencial como corante natural e fonte de compostos bioativos
para o desenvolvimento de alimentos funcionais e/ou nutricionalmente mais

atrativos.

Palavras-chave: Cookies; jabuticaba; microencapsulagdo; spray drying;

liofilizacao

45

2 Este artigo sera submetido a revista: LWT



1. INTRODUCAO

A industria alimenticia vem se destacando na fabricacdo de produtos
com a utilizacdo de biorresiduos de frutas e vegetais devido a sua agregacéo
associada as propriedades biologicas e tecnologicas em alimentos como
sorvetes, bebidas lacteas, geleias, cookies e entre outros (LIMA et al., 2019;
SCHULZ et al., 2019; ZAEIM et al., 2020; WU et al., 2021a).

Além do sabor, a cor dos produtos € primordial para a aceitacdo do
consumidor, uma vez que os tornam mais atrativos. A utilizacdo dos pigmentos
naturais desses residuos agroindustriais € de grande importancia para a
substituicdo dos corantes artificiais, visto que, ha uma preocupacao em relacéo
aos seus efeitos adversos (ALBUQUERQUE et al., 2020).

A jabuticaba (Plinia ssp.) € uma fonte natural de compostos fendlicos, que
podem ser extraidos principalmente de suas cascas e sementes, que Sao
classificados como biorresiduos em producfes de vinhos, licores e sucos
(Albuquergue et al., 2020). Dentre os compostos fendlicos, destacam-se as
antocianinas, pigmentos responsaveis pela coloragédo roxo-escuro dos frutos de
jabuticaba e que apresentam caracteristica hidrossoluvel (Bernardes et al.,
2019). As antocianinas sdo benéficas a saude devido as suas propriedades
antioxidantes, antivirais, antimicrobianas, anti-inflamatoérias e antitumorais, que
contribuem para a reducao do risco de desenvolvimento de doencgas cronicas
como diabetes, doencas cardiovasculares, dislipidemias, obesidade, disturbios
hepaticos, entre outros (QUATRIN et al., 2020; SENES et al., 2021).

No entanto, os polifendis apresentam baixa estabilidade quando
submetidos a variacbes de pH, temperaturas elevadas, presenca de oxigénio,
radiacdo, umidade e acédo de enzimas, limitando suas aplicacdes funcionais em
alimentos e, especialmente, no processo de digestdo, uma vez que as condi¢cdes
do trato gastrointestinal séo fatores que induzem alteragdes estruturais e a
degradacéo desses compostos (LIAO et al., 2021; RIGHI DA ROSA et al., 2021).
A temperatura € um parametro critico do processamento de alimentos que
impacta em matrizes alimentares, afetando principalmente esses compostos que
sao instaveis e sensiveis ao calor (Albuquerque et al., 2021).

Nesse contexto, técnicas de encapsulamento sédo processos alternativos

para minimizar a instabilidade dos polifenois. Dentre estas técnicas, ha a
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secagem por spray drying e a liofilizagdo, que permitem a protecdo dos
compostos bioativos evitando sua degradacdo por processos oxidativos e,
aumentando a sua retencdo em condicdes adversas e que sdo submetidos, visto
que, sdo formadas estruturas especificas e ocorrem interacdes entre 0s
polifendis e os materiais encapsulantes (Liao et al., 2021). As proteinas e
polissacarideos sdo considerados materiais encapsulantes adequados, devido
as suas caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradabilidade satisfatérias,
baixa viscosidade, propriedades emulsificantes e capacidade de ligagdes (Song
et al., 2022).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou produzir cookies
adicionados de microencapsulados de extrato de casca de jabuticaba e avaliar

a estabilidade e a bioacessibilidade dos polifenadis.
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1. Material e métodos
1.1 Material

Os frutos de jabuticaba (Plinia spp.) foram coletados na regido de Amorim,
distrito localizado no municipio de Muniz-Freire (20°31'34.4"S 41°25'27.7"W), Sul
do estado do Espirito Santo, Brasil. A jabuticaba foi higienizada e despolpada
manualmente para a obtencdo dos residuos da fruta (cascas), que foram
armazenados em freezer (-18 + 2 °C), até o momento da extracdo e analises.

2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), 2,2'azinobis-(3etilbenzotiazolin-
6sulphonic) acid (ABTS), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), acido 6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilcroman-2-carboxilico  (Trolox), enzimas alfa-amilase, pepsina,
pancreatina e sais biliares, foram obtidos da Sigma-Adrich (Germany). Acido
gélico, carbonato de sédio, cloreto de sédio, alcool etilico e reagente para fenol
Folin-Ciocalteau foram adquiridos de Dinamica Quimica Contemporanea
(Brasil). Cloreto férrico, cloreto de aluminio, nitrito de sodio, hidroxido de sédio,
persulfato de potassio e sulfato ferroso foram adquiridos da Neon (Brasil). Todos
os reagentes foram de grau analitico ou HPLC. Os agentes carreadores
utilizados foram goma arabica (Labsynth, Brasil) e proteina isolada do soro de

leite (Vitafor, Brasil).

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo do extrato concentrado e dos pés microencapsulados da

casca de jabuticaba

O extrato rico em fitoquimicos foi produzido de acordo com Lima et al. (2019).
25 g das cascas de jabuticaba, com umidade resultante de 74,90+0,06 % (m/m),
foram previamente trituradas em mixer (Britania, Brasil) com adi¢cdo de 250 mL
de etanol 80% (v/v), acidificada com acido citrico até pH 2,5. Posteriormente, 0
residuo adicionado do solvente extrator foi sonicado em ultrassom de banho
(Ultrassonic Power IGBT, CTA do Brasil), a uma poténcia de 900 W, temperatura
de 35 °C, durante 30 minutos. Os extratos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatorio a vacuo (Fisatom 801, Brasil), até a remoc¢éo do etanol. O
teor de solidos soluveis foi medido e expresso em °Brix. Em seguida, o extrato

concentrado (30,2 °Brix e pH 2,0) foi acondicionado em frasco ambar e
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armazenado em freezer (-18 £ 2 °C) até o momento das analises. A etapa de
extracao foi repetida até se obter volume suficiente de extrato concentrado para
as etapas posteriores de microencapsulacdo. O fluxograma do preparo do

extrato concentrado da casca de jabuticaba pode ser visualizado na Figura 1.

{ ™ r 1 r
Re5|du0‘: Evaporador Remocao total
solvente 1:10 - .
rotatorio a vacuo do etanol
(m/v)
o .
. O
254 Ultrassom de Teor de sélidos
casca da banho 900W, soluveis (°Brix)
jabuticaba 35°C e 30 min.
7 7
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80% (v/v) 2,5 ar”ﬁgﬂ;{g‘?“to
\ J \ -

Figura 1: Preparo do extrato concentrado da casca de jabuticaba

Fonte: De autoria propria.

As microcapsulas foram obtidas a partir da secagem do extrato concentrado
do residuo da jabuticaba dispersos em solu¢des de 30% (m/v) dos agentes
carreadores, proteina isolada do soro do leite (WPI) (Wu, Hui, Mu, Gong, et al.,
2021), e goma arabica (GA) (Silva et al., 2013; Rocha et al., 2019), na proporcao
de extrato:agente carreador de 1:3 (v/v), de acordo com Lima et al. (2019). As
misturas resultantes foram homogeneizadas em agitador magnético (KASVI,
K40-1810H, Brasil), mantidas a 30 °C e submetidas a secagem em spray drying
(YAMATO, Modelo ADL 3115, China) utilizando os seguintes parametros:
temperatura de entrada: 180 °C; temperatura de saida: 60 °C; vazéo de
alimentagdo: 4 mL/min.; fluxo de ar comprimido: 0,21 m3min e pressédo do ar:
0,1 Mpa (SILVA et al., 2013). Ja para a liofilizacdo, as amostras foram
previamente congeladas a -20 °C por 48 horas, e, em seguida, foram liofilizadas
em liofilizador de bandejas (JJ CIENTIFICA JJ-02, LJW, Brasil) a vacuo de 39,99
Pa e temperatura: -25°C. Os p0s obtidos foram moidos e acondicionados em
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embalagens de polietileno contendo camada laminada, e armazenados sob
refrigeracao (-18 £ 2 °C) até o momento das analises. Os pds microencapsulados

podem ser visualizados na Figura 2.

Figura 2: PGs microencapsulados do extrato concentrado da casca de
jabuticaba

Fonte: De autoria prépria. A: microcipsula com proteina isolada do soro do leite seco por sray
drying; B: microcdpsula com goma arabica seco por sray drying; C: microcdpsula com proteina
isolada do soro do leite seco por liofilizagao; D: microcapsula com goma arébica seco por
liofilizacao.

2.2.2 Incorporagao em sistema-modelo de cookie

Os po6s secos por SD e FD, foram utilizados na formulacdo de sistema-
modelo cookie, em triplicata. Para isso, os pOs foram produzidos em batelada
até obter quantidade suficiente para o preparo do cookie para, posteriormente,
avaliar a variacdo de cor, degradacdo dos compostos fendlicos e atividades
antioxidantes (ABTS, DPPH e FRAP). Foram formulados cookies controle (0%)
e cookies contendo, por substituicdo parcial da farinha de trigo, 10% e 15% de
pd microencapsulado do extrato da casca de jabuticaba (Tabela 1). Os cookies
podem ser observados na Figura 3.

Apoés testes preliminares, a formulagédo de cookie foi composta por 225 g
de farinha de trigo (100%), 90 g de acucar cristal (40%), 2,1 g de sal (0,93%),
2,25 g de bicarbonato de sédio (1,0%), 180 g de margarina sem sal (80%) e 50
g de agua potavel (22,2%).
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Tabela 1: Substituicao parcial da farinha de trigo pelos pés microencapsulados

Amostras Farinha de trigo  Spray drying Liofilizacao

Controle (g) 225,00 - -

10%WP (g) 202,5 22,5 22,5
15%WP (g) 191,25 33,75 33,75
10%GA (g) 202,5 22,5 22,5
15%GA (g) 191,25 33,75 33,75

Os ingredientes foram adquiridos no comércio local da cidade de Alegre-
ES, Brasil. A massa foi processada em batedeira planetaria (Mondal BP-03, fixa,
Brasil) onde os ingredientes secos (acgUcar, sal e bicarbonato de sédio) foram
misturados com a margarina sem sal na velocidade 1 por 3 minutos, seguida
pela adicdo de 50 g de agua potavel e mistura da massa por 1 minuto na
velocidade 2. A farinha de trigo e os pos microencapsulados com extrato da
casca de jabuticaba foram adicionados e misturados por 2 minutos na velocidade
2. Apos a adicdo de todos os ingredientes, a massa foi colocada em assadeiras
guadradas de metal (35x35cm), com papel manteiga (Wyda, Brasil). Os cookies
foram assados a 150 °C por 30 minutos, em forno elétrico automatico (Miniconv,
Brasil) (WU et al.,, 2021a). Ap6s o assamento, estes foram resfriados a
temperatura ambiente e armazenados a 25 °C em BOD, embalagens de

polietileno transparente, com auséncia de luz.
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Figura 3: Cookies incorporados com pds microencapsulados do extrato
concentrado da casca de jabuticaba

Fonte: De autoria propria. A: Cookie com microcapsula com 10% de proteina isolada do soro do
leite seco por spray drying; B: Cookie com microcapsula com 15% de proteina isolada do soro
do leite seco por spray drying; C: Cookie com microcapsula com 10% de proteina isolada do soro
do leite seco por liofilizagao; D: Cookie com microcapsula com 15% de proteina isolada do soro
do leite seco por liofilizagdo; E: Cookie com microcapsula com 10% de goma arabica seco por
spray drying; F: Cookie com microcépsula com 15% de goma arabica seco por spray drying; G:
Cookie com microcapsula com 10% de goma arabica seco por liofilizagdo; F: Cookie com
microcapsula com 15% de goma arabica seco por liofilizacao.

2.2.3 Estabilidade do sistema-modelo de cookie

A estabilidade de cor e de degradacdo de compostos fendlicos e
capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP) dos cookies incorporados de
pés microencapsulados, foi analisada durante 90 dias de armazenamento (3
meses). Os cookies foram armazenados a 25 °C em BOD, em embalagens de
polietileno transparente, selados em seladora (Sulpack, Brasil), e as andlises
foram realizadas de 10 em 10 dias até que se completassem 90 dias, seguindo

0 método de andalise descrito no item 2.2.4.

2.2.4 Caracterizagéo do sistema-modelo de cookie
2.2.4.1 Anédlise colorimétrica

A cor foi determinada usando um colorimetro (Konica Minolta, CR-5,
Japao), no sistema CIELAB com iluminante D65 e angulo de observacgéo de 10°,

e foi realizada leitura direta no modo reflectancia das coordenadas “L*" -
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luminosidade (0 = preto e 100 = branco), “a*” - intensidade de vermelho (+) e
verde (-), e, “b*” - intensidade de amarelo (+) e azul (-), dos cookies com pés
microencapsulados moidos. O angulo de tonalidade cromatica (h°) e saturacéo

de cor ou chroma (C*) foram calculados de acordo com as Equagdes 1 e 2.

h°® = arctg% (Equagéao 1)
C+=+ax2+ b*? (Equacao 2)

Com o intuito de verificar as perdas de cor causadas resultante do tempo
de armazenamento dos cookies, foi entdo calculada a diferenga global de cor
(AE) de cada amostra. A AE foi calculada pela Equagdo 3, utilizando as

coordenadas L*, a* e b* do tempo zero, como padréo, e o tempo de 90 dias.

1
AE = [ AL? + Aa**+ Ab#?]z (Equacéo 3)
Em que AE é a diferenca global de cor, AL é a variagdo da coordenada

L*, Aa é a variagao da coordenada a* e Ab ¢é a variagdo da coordenada b*.

2.2.4.2 Conteudo fendlico total

Para a determinacdo dos compostos fendlicos e da capacidade
antioxidante, primeiramente foi realizada a extracdo dos compostos bioativos
dos cookies (SAITO et al., 2019; WU et al., 2021a). Uma solugcéo extratora de
etanol:HCIl 1,5 N (85:15 v/v), foi preparada para a extracdo dos cookies, na
proporcao de cookie:solucéo extratora de 1:3 (m/v) em erlenmeyers, a 25 °C por
12 horas. Posteriormente, essa solucéo foi levada ao ultrassom de banho (4 °C,
30 minutos, 100 Hz), filtrada a vacuo e centrifugada a 2846 g por 20 minutos.

O indice de polifendis totais (IPT) foi determinado pelo ensaio do reagente
Folin-Ciocaulteau, com base em metodologia adaptada de Singleton, Rossi e Jr
(1965). Inicialmente, foi adicionado uma aliquota de 0,6 mL do extrato em 3,0
mL de reagente Folin-Ciocalteau previamente diluido em agua destilada (1:10
v/v). Apos 3 minutos de repouso ao abrigo da luz, foram adicionados 2,4 mL de
solugdo saturada de Na2COs. A absorbancia foi determinada a 760 nm por
espectrofotometria, apds 1 hora de repouso em auséncia de luz. O IPT foi
determinado utilizando curva padrao de acido galico (0-150 mg/L) e os resultados
expressos em acido galico equivalente (mg AGE / 100 g), em base seca.
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2.2.4.3 Capacidade antioxidante — ABTS

A atividade anti-radical livre foi medida utilizando-se o método de ensaio
do radical ABTS, de acordo com Re et al. (1999). Para a formacao do radical
ABTSe+, uma solugédo aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a uma solucgéo de
persulfato de potassio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a
temperatura ambiente por 16 horas. Apos este tempo, a absorbancia foi corrigida
para 0,700 (x 0,05) a 734 nm com adicdo de etanol 80% (v/v) em
espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Evolution 300 UV-Vis, Estados
Unidos). 3,5 mL da solucéo radical ABTS<+ foram adicionados em 0,5 mL da
amostra, e foi realizada a leitura espectrofotométrica apos 6 minutos de reacéo
(RE et al., 1999). Foi utilizado o Trolox como padrédo (0-150 pmol/L) e os
resultados foram expressos em equivalente de Trolox (umol TE/100 g), em base

Seca.

2.2.4.4 Capacidade antioxidante — DPPH

A capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)
foi conduzida de acordo com Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), com
modificacdes. Apds o preparo do radical a 1 mM (0,03943 g do reativo DPPH
dissolvido em 100 mL de etanol a 80% (v/v)), uma aliquota de 3,5 mL foi colocada
em tubos de ensaio, aos quais foram adicionados 0,5 mL dos extratos. As
amostras foram mantidas ao abrigo da luz e as medidas de absorbancia foram
realizadas em espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Evolution 300 UV-
Vis, Estados Unidos) a 515 nm a cada 5 minutos até a estabilizacdo. Os
resultados foram calculados usando uma curva padrao preparada com Trolox (O-

150 uymol/L), e expressos equivalente de Trolox (umol TE/100 g), em base seca.

2.2.4.5 Capacidade antioxidante — FRAP

A capacidade antioxidante foi avaliada pelo poder redutor (potencial de
reducado do ferro), de acordo com Benzie & Strain (1996). O reagente FRAP foi
preparado a partir da combinacdo de 25 mL de tamp&o acetato 0,3 M; 2,50 mL
de uma solucéo aquosa de cloreto férrico 20 mM e 2,50 mL de 2,4,6-Tripyridyl-

S-triazine (TPTZ) 10 mM. Em um tubo de ensaio, aliquotas dos extratos foram
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adicionados a 0,27 mL de agua destilada e 2,70 mL de reagente FRAP. Apos 30
min de incubacdo a 37 °C, a absorbancia foi lida a 595 nm. O potencial
antioxidante dos extratos foi determinado com base em curva de calibracao,
tracada usando FeS04.7H20 (0-2000 pmol/L). Os resultados foram expressos

em umol sulfato ferroso/ 100g, em base seca.

2.2.5 Bioacessibilidade do sistema-modelo de cookies

A Dbioacessibilidade foi avaliada segundo protocolo INFOGEST,
contemplando as fases oral, gastrica e intestinal (MINEKUS et al., 2014;
BRODKORSB et al., 2019).0s ensaios de digestao in vitro foram realizados no
tempo zero, em triplicata para amostras controle (0%) e cookies contendo 10%
e 15% de p6 microencapsulados. Incialmente, as amostras foram trituradas em
mixer e 5 g foram incorporadas a 5 mL de solugéo salivar (75 U/mL de alfa-
amilase), sendo o pH ajustado para 7 e mantidas em agitacdo por 2 minutos a
37 °C. Apos, para simular a fase gastrica, 10 mL da fase oral foram adicionados
a 10 mL de solucéo gastrica (2000 U/mL de pepsina), sendo o pH ajustado para
3 e mantidos em agitacgao por 2 horas a 37 °C. Na etapa intestinal, 20 mL da fase
gastrica foram adicionados a 20 mL de solucdo intestinal (100 U/mL de
pancreatina e 10 mM de sais biliares), sendo o pH ajustado para 7 e mantidos
em agitacao por 2 horas a 37 °C. Os ajustes de pH foram feitos com HCI 5M e
NaOH 5M e todas as etapas foram realizadas em banho-maria a 37 °C sob
agitacdo a 110 rpm. Ao final, as amostras foram submetidas a um banho de gelo
por 10 minutos, para que interrupcéo da hidrélise, e o pH ajustado a pH 2,0 para
a estabilizacdo dos compostos fendlicos (Kosinska-Cagnazzo et al., 2015). As
amostras foram centrifugadas a 5400 g a 4 °C por 60 minutos, para separar as
fracGes bioacessivel e residual (Tagliazucchi et al., 2010).

O teor de compostos fendlicos das fracdes bioacessivel foi realizado de
acordo com o descrito no item 2.2.4.2, em triplicata. O percentual de recuperacéo
dessas fracbes foram calculados de acordo com Bernardes et al. (2019),

segundo a equacao 4.

) __ Qt sobrenadante

Fragdo bioacessivel (% —
Qt digerida

x 100 (Equacéo 4)

Onde: Qt refere-se a quantidade de compostos fendlicos.
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2.2.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi conduzido seguindo o delineamento inteiramente
casualizado (DIC) por um esquema fatorial com trés fatores e em triplicata. Os
fatores e os niveis correspondentes foram: agentes encapsulantes (proteina
isolada do soro do leite e goma arabica), procedimento de secagem (spray drying
e liofilizacdo) e concentracéo (10% e 15%), totalizando 24 observacoes.

Para o estudo da estabilidade, os dados foram analisados por meio da
andlise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey para avaliar as diferencas entre
0os tratamentos, com nivel de significAncia de 5%. Para o estudo da
bioacessibilidade, os dados foram analisados por meio da andlise de variancia
(ANOVA) e o teste Tukey para a comparacdo entre os tratamentos e teste de
Dunnett para comparar o conteudo de fendlicos totais da fragéo de recuperacao
dos tratamentos com o controle, com nivel de significAncia de 5%. Para ambos
estudos, estabilidade e bioacessibilidade, as analises foram realizadas utilizando

os softwares Statistica 12 (StatSoft, EUA) e Graphpad prism 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estabilidade da cor, compostos fendlicos e, capacidade antioxidante

dos cookies

Os valores dos parametros colorimétricos dos cookies com poés
microencapsulados (L*, a*, b*, h°, C* e AE) sdo apresentados na Tabela 2. Nao
foi possivel ajustar modelos matematicos adequados que explicassem as
variacbes observadas nesses parametros. Portanto, a analise de variancia
(ANOVA) e teste Tukey foram empregados para comparar as médias desses
parametros em cada concentracdo de pd, apresentando diferenca significativa
entre os tratamentos (p<0,05). Logo, as diferentes concentracbes de pos
microencapsulados adicionados influenciaram significativamente na cor dos

cookies ao longo do tempo de armazenamento (90 dias).
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Tabela 2: Andlise colorimétricas dos cookies com pds microencapsulados da

casca de jabuticaba secos por spray drying (SD) e liofilizacdo (FD) com

diferentes agentes carreadores.

Agentes carreadores

Parametros Métodos
10%WPI 15%WPI 10%GA 15%GA
A
SD 70,91 +083* 66,81+ 140"  6640+1,05%*  °760%1,35
*
L FD 6401 +170%  6104+255%  62,05+283%®  5732+2558
aA
SD 8,22 + 0,51 10,67 +0,53°A  995+050%4  12,65+0,49
*
a FD 8,66 + 0,859 10,08 +0,38%®  988+087® 11,70+ 0 74%
f,
SD 26,39 £0,70*  24,60+076%  2526+084bA 23,16 £0,74%
*
b FD 2332+088%8  2234+162%  2373+0094% 2214+ 135"
dA
SD 27.64+0,84%"  2682+084" 2715+008A  26,39£0,85
*
c FD 2488+ 114%  2451+161"™  2572+092¢8 2507 +104®
) 7272 +066* 66,55+ 102" 6851 +056% 6137 +084M"
h FD 69.69+135%  6564+139%  6740+219% 62,08+ 2 62%
A
) 0,75 + 0,01 1,62 + 0,02¢A 4,20 + 0,024 3,33+0,02°
AE FD 4,19 + 0,025 4,41 + 0,0428 2.00 + 0,01¢8 4,39 + 0,00%

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra mindscula,
em uma mesma linha, ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. Médias seguidas por uma
mesma letra mailscula, em uma mesma coluna, ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey.
L*: luminosidade; a* intensidade de vermelho (+) e verde (-); b*: intensidade de amarelo (+) e
azul (+); h°: &ngulo de tonalidade cromética; C*: Chroma; AE*: Diferenga global de cor. WPI:
proteina isolada do soro do leite; GA: goma arabica; SD: spray drying e FD: liofilizag&o.

Ao adicionar os pés microencapsulados com GA aos cookies, estes
apresentaram cor mais escura, como evidenciado pelos valores menores de L*.
Em relacdo as coordenadas retangulares a* e b*, tanto GA quanto WPI foram
observados no primeiro quadrante, indicando uma tendéncia para as cores
vermelha e amarela, pois seus valores foram positivos. Percebe-se, de forma
geral, que os parametros de cor foram influenciados pela quantidade dos pos
microencapsulados adicionados, logo, quando os cookies foram adicionados
com 15% das microcapsulas, foi perceptivel a tonalidade de vermelho mais
intenso, o0 que pode ser observado pelos valores obtidos de saturac&o de cor

(C*) e angulo de tonalidade cromatica (h°) na Tabela 2.
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A diferenga global de cor (AE) é um pardmetro colorimétrico que é
utilizado para quantificar a variacao de cor resultante dos processos de secagem
ou que avaliam a mudanca de cor que algum produto pode apresentar ao longo
do tempo devido a degradacgdes por oxidacdo, comparado a um padréo. Dessa
forma, o seu menor valor, representa maior estabilidade da cor dos produtos
(Dawson & Acton, 2017). No presente estudo, para o calculo da AE considerou-
se como padréo os cookies do tempo de zero dias.

Para a diferenca global de cor (AE) dos cookies (Tabela 2), péde-se
verificar que houve diferenga significativa (p<0,05) para os valores de AE entre
os tratamentos, logo, as diferentes concentracdes de pos microencapsulados
adicionados influenciaram significativamente na diferenca global de cor dos
cookies entre o tempo inicial (O dias) e final (90 dias) de armazenamento.

Segundo Obdn et al. (2009), com valores de AE em uma faixa abaixo de
5, 0 produto apresenta diferenca na cor que pode ser distinguida pelo olho
humano, ja acima deste valor, a variacdo de cor se torna evidente. Pode-se
observar, na Tabela 2, que os cookies com as microcapsulas da casca de
jabuticaba obtiveram valores baixos de AE, consequentemente, sdo desejaveis
pois quanto menor o seu valor, maior é a estabilidade de cor dos cookies apos
os 90 dias de armazenamento. E perceptivel que os valores de AE foram
menores para os cookies adicionados de pds microencapsulados com WPI
produzidos pela secagem por SD. Assim, pode-se dizer que, devido ao seu
menor valor de AE, os cookies produzidos por SD utilizando WPI apresentaram
maior efetividade na manutencéo de cor do produto, quando comparado com 0s
outros cookies adicionados com os outros pés microencapsulados.

A microencapsulacdo é uma técnica utilizada para proteger compostos
bioativos de condicdes adversas, melhorando a estabilidade e aumenta a vida
atil, permitindo a liberacdo controlada desses compostos em determinadas
condicoes (SOUZA et al., 2018). Dessa forma, o estudo da estabilidade se torna
importante para avaliar o comportamento dos compostos microencapsulados
incorporados no sistema modelo alimenticio para observar as alteracdes durante
o tempo de armazenamento.

A concentracdo dos compostos fendlicos e atividade antioxidante (ABTS,
DPPH e FRAP) dos cookies ao longo de 90 dias de armazenamento, pode ser

observada na Figura 4. Nao foi possivel ajustar modelos matematicos que
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explicassem as variagcdes dos valores obtidos. Entédo, para entender melhor o
comportamento do conteudo fendlico total e atividade antioxidante durante o
armazenamento, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) e a comparacéo
entre as médias pelo teste Tukey, dos valores obtidos para essas variaveis
analisadas em cada concentragcdo de pd, com seus devidos métodos de
secagem e agente carreadores, adicionados nos cookies (Figura 5). Pela
ANOVA, foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre as diferentes
concentracfes dos pos microencapsulados por métodos de secagem e agentes
carreadores distintos adicionados nos cookies ao longo do tempo. Pode-se
observar que ocorreram pequenas variagdes ao decorrer do armazenamento.

A partir de uma analise visual dos gréaficos da Figura 4, percebe-se que,
ao longo do tempo, houve oscila¢des dos fendlicos e da capacidade antioxidante,
porém, tendendo a um comportamento constante (Figura 4). Esse
comportamento se deve, provavelmente, a liberacdo gradual dos ativos das
microcapsulas ao longo do tempo, de forma que permite a manutencdo dos

compostos na matriz alimentar (do Carmo et al., 2022).
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Figura 4: Estabilidade dos compostos fendlicos e atividade antioxidante pelos
métodos ABTS, DPPH e FRAP dos cookies com pds microencapsulados da
casca de jabuticaba por diferentes métodos de secagem e agentes

encapsulantes durante o armazenamento de 90 dias.

AGE: Acido gélico equivalente; TE: Trolox equivalente; SF: Sulfato ferroso equivalente. ABTS:
capacidade de eliminacéo do cation ABTS, DPPH: capacidade de eliminacéo do radical DPPH,
FRAP: poder antioxidante de redu¢éo do ferro. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma
arabica; SD: spray drying e FD: liofilizac&o.

Como ndo houve ajuste de modelos pela andlise de regressao, optou-se
por comparar as variaveis analisadas individualmente em relacao as diferentes
concentracfes de pds microencapsulados por métodos de secagem e agentes
carreadores distintos adicionados nos cookies. O conteudo fendlico total (Figura
5) dos cookies apresentou diferenca significativa, a 5% de probabilidade. Os
maiores teores de compostos fendlicos foram observados nos cookies
adicionados com maior porcentagem (15%) de p6 microencapsulado, sendo que
0s cookies adicionados com 15% do p6 obtido a partir de SD e GA se destacaram

dos demais, apresentando o maior valor.
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Figura 5: Compostos fendlicos dos cookies incorporados dos pés
microencapsulados da casca de jabuticaba por diferentes métodos de secagem

e agentes encapsulantes

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra mailscula,
nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma
ardbica; SD: spray drying e FD: liofilizagdo. AGE: &cido galico equivalente.

Segundo da Rocha e Norefia (2021) a capacidade antioxidante em
alimentos se encontra diretamente relacionada com o comportamento e a
propor¢cdo dos compostos fendlicos que neutralizam os radicais livres,
concedendo os beneficios potenciais para a saude.

A Figura 6 apresenta a atividade antioxidante dos cookies adicionados
dos pdés microencapsulados, pelos ensaios ABTS, DPPH e FRAP. Pode-se
observar, que a incorporacdo de diferentes concentracbes de poés
microencapsulados (10 e 15%) nos cookies com métodos de secagem e agentes
carreadores distintos, exerceram diferenca significativa (p<0,05) em relagéo a
capacidade antioxidante analisada. Para todos os métodos de atividade
antioxidante analisados, o cookie com 15% de p6 microencapsulado obtido por
SD e GA apresentou maiores valores, se destacando como potencial fonte de

antioxidantes em alimentos submetidos ao calor.
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Figura 6: Atividade antioxidante ABTS, DPPH e FRAP dos cookies incorporados
dos pds microencapsulados da casca de jabuticaba por diferentes métodos de

secagem e agentes encapsulantes.

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra mailscula,
nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma
arabica; SD: spray drying e FD: liofilizacdo. ABTS: capacidade de eliminagdo do cation ABTS,
DPPH: capacidade de eliminacdo do radical DPPH, FRAP: poder antioxidante de reducédo do
ferro; TE: Trolox equivalente; SF: Sulfato ferroso equivalente.
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Tumbas Saponjac et al. (2016) e Wu et al. (2021a), em estudos com
microencapsulados proteicos de extrato de bagaco de ginja e concentrados de
groselhas incorporados em cookies, verificaram que o aumento dos compostos
bioativos foram proporcionais ao aumento da substituicdo dos pos ricos em
polifendis. Maiores valores do conteudo fendlico total e da capacidade
antioxidante encontrados no estudo de estabilidade dos cookies sdo desejaveis,
visto que sdo compostos benéficos a salde e que agregam valor nutricional ao
produto.

Proteinas e polissacarideos podem interagir com compostos bioativos
presentes nas matrizes alimentares, e o complexo formado pode ocorrer por
interacdes hidrofébicas ndo covalentes que podem ser posteriormente
estabilizadas por ligacdes de hidrogénio (Song et al., 2022). Porém essa
interacdo pode influenciar e mascarar a bioatividade e a atividade de eliminacéo
dos radicais formados, levando a uma subestimacéo dos resultados obtidos (do
Carmo et al., 2022).

3.3 Bioacessibilidade de polifendis do sistema-modelo de cookies

A porcentagem de recuperacdo do conteudo fendlico total na fracdo
bioacessivel (%) dos cookies estda apresentada na Figura 7. Inicialmente, foi
aplicada ANOVA, e verificou-se que as variaveis agentes carreadores (WPI e
GA), concentracdo dos po6s (10 e 15%) e a interacdo entre os métodos de
secagem e as concentracdes dos pés exerceram influéncia significativa (p<0,05)
no teor de compostos fendlicos totais dos cookies. Posteriormente um teste de
Dunnett foi aplicado e verificou-se que os cookies 10%WPI por SD, 15%WPI por
FD e 15%GA por SD diferiram do controle.

Pela ANOVA, também foi verificada diferencga significativa (p<0,05) para
0s agentes encapsulantes utilizados nos cookies. Pode-se observar na Figura 7,
gue os cookies adicionados de pds microencapsulados com WPI secos por FD
(375,12 £ 35,62 %) obtiveram maiores percentuais de recuperacdo de

compostos fendlicos, comparado a GA (236,58 + 33,67 %).
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Figura 7: Recuperacdo percentual dos compostos fendlicos totais dos cookies

controle e adicionados de pds microencapsulados da casca de jabuticaba por

diferentes métodos de secagem e agentes encapsulantes

Dados expressos em média + desvio padrdo. *Indica diferenca significativa (p<0,05) pelo teste
de Dunnett. Médias seguidas por uma mesma letra mintscula, néo diferem entre si (p>0,05) pelo
teste Tukey. CT: controle; WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma arabica; SD: spray

drying e FD: liofilizacéo.

Ao analisar os valores brutos de compostos fendlicos totais antes e depois
da digestao in vitro (Figura 8), foi observado que apés a digestao in vitro o0s

valores obtidos para os cookies analisados apresentaram um aumento de,

aproximadamente, 5 vezes para todas as amostras.
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Figura 8: Bioacessibilidade de compostos fendlicos dos cookies adicionados de
pés microencapsulados da casca de jabuticaba por diferentes métodos de

secagem e agentes encapsulantes

Dados expressos em média + desvio padrdao. Médias seguidas por uma mesma letra mindscula
para a analise antes da digestao, nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. Médias seguidas
por uma mesma letra mailscula para a andlises apés a digestéo, nao diferem entre si (p>0,05)
pelo teste Tukey. Médias seguidas por (*) antes e apds a digestdo no mesmo tratamento, difere
entre si (p<0,05) pelo teste Tukey. WPI: proteina isolada do soro do leite; GA: goma arabica; SD:
spray drying; FD: liofilizado. AGE: Acido gélico equivalente.

Diversos fatores influenciam nas concentracdes de compostos bioativos
apos o processo de digestdo, tais como o pH, ions e atividade enzimatica
proveniente da digestdo, e algumas possiveis interacdes ou despolimerizacfes
gue ocorrem entre 0s componentes da estrutura da matriz alimentar, durante a
producéo e a digestdo dos cookies (Valenzuela-Gonzalez et al., 2022).

Segundo Liao et al. (2021), a proteina isolada do soro do leite (WPI) &
frequentemente utilizada como material de parede para proteger compostos com
comportamentos hidrofébicos ou hidrofilicos de emulses liquidas. Em
condicdes &cidas da fase gastrica, os polifendis tém uma alta estabilidade contra
a degradacdo, mantendo as estruturas quimicas mais estaveis, enquanto a WPI,
em comparacado com outras proteinas, como a caseina, apresenta resisténcia
maior as pepsinas proporcionando uma liberacdo mais lenta, e
consequentemente, pode haver menor degradacdo dos compostos devido a
liberacdo controlada das microcapsulas (WU et al., 2021a; LIAO et al., 2021).

Como uma forma de comprovar esse comportamento observado, foi

realizada a digestéo in vitro dos cookies controle (0%) e contendo 15% de po6
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microencapsulados por SD e WPI, sem a utilizacdo da enzima pepsina na fase
gastrica (Figura 9). Logo, p6de-se perceber que de fato houve uma reducéo do
valor da fracéo bioacessivel dessas amostras investigadas, quando comparadas
com os resultados obtidos na Figura 7, o que pode estar relacionado com a
atividade enzimatica das pepsinas, com as interacdes que ocorrem entre 0s
polifendis presentes na casca da jabuticaba e o agente encapsulante utilizado.
Além disso, devido a especificidade da matriz alimentar pode ter havido uma
limitagdo da extrag&o etandlica utilizada para extrair os polifenois dos cookies.

A microencapsulagdo permite a liberagdo controlada do material do
nacleo dependendo das condi¢cdes submetidas e o material de parede utilizado,
0 que podem retardar a liberacédo de polifendis do ndcleo durante a digestéo in
vitro (Pan et al., 2022). A interacao proteina-polifenol j& € comprovada em outros
estudos, o que facilita a entrega dos polifendis no trato gastrointestinal,
aumentando a sua biacessibilidade. Estudos descrevem o complexo formado,
em que a ligacdo ocorre, principalmente, por interacfes hidrofobicas né&o
covalentes que podem ser posteriormente estabilizadas por ligacbes de
hidrogénio, confirmando as proteinas como transportadoras de polifendis
eficientes (TUMBAS SAPONJAC et al., 2016; WU et al., 2021a; WU et al.,
2021b).
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Figura 9: Bioacessibilidade de compostos fenolicos dos cookies controle e
incorporados de pos microencapsulados com 15%WPI e SD sem a utilizagédo de

protease (pepsinas)

Dados expressos em média + desvio padrdo. *Indica diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de
Dunnett. CT: controle; WPI: proteina isolada do soro do leite; SD: spray drying.
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Vale lembrar que a digestdo in vitro € uma técnica adequada, barata e
simples que permite simular a entrega de compostos de matrizes alimentares
complexas nas partes inferiores do trato gastrointestinal. Porém, pode
apresentar falhas devido a divergéncia de condi¢cées de metodologias utilizadas,
0 que pode afetar os resultados obtidos. Entretanto, os resultados obtidos
apresentaram resultados compativeis ao estudo com microcapsulas de
groselhas (Wu, Hui, Stipkovits, et al.,, 2021) e superior ao estudo com
microcapsulas de mirtilo (Liao et al., 2021).

Além disso, € importante destacar que o método de quantificacdo de
compostos fendlicos utilizando o reagente Folin-Ciocalteu ndo é especifico e
pode reagir com grupos fendlicos e outras moléculas redutoras ndo fendlicas
presentes na amostra analisada, tais como aminas aromaticas, &cido ascorbico,
proteinas e acucares (Naczk & Shahidi, 2004; Rover & Brown, 2013). Portanto,
ao analisar a composicdo fendlica dos cookies, podem ter ocorrido
interferéncias, principalmente, porque se trata de um sistema-modelo complexo
cuja formulacédo e processo de digestédo in vitro podem ter superestimado os
resultados obtidos.

4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que existe um grande potencial para as
microcapsulas ricas em polifendis da casca de jabuticaba como corante natural
e fonte de compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos funcionais
e/ou nutricionalmente mais atrativos. Visto que, caracteristicas como maior
conteudo fendlico total, presenca de proteinas e capacidade antioxidante podem
agregar valor ao produto alimenticio cujas microcdpsulas sao incorporadas.

Na avaliacdo da estabilidade dos cookies, os compostos bioativos
apresentaram varia¢des ao longo do tempo, mas com tendéncias constantes em
seus comportamentos durante 90 dias de armazenamento, obtendo uma vida util
desejavel para a comercializacdo desses produtos. Os resultados obtidos para
a capacidade antioxidante foram consistentes com o observado para compostos
fendlicos, em que houve o aumento das atividades antioxidantes com o aumento

da concentracdo de microencapsulados adicionados aos cookies, o que se torna
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desejavel, visto que, as microcapsulas ricas em polifendis apresentam beneficios
a saude.

Na avaliacdo da bioacessibilidade dos cookies, foi observado um melhor
comportamento dos cookies com WPI secos por FD como material de parede
para protegdo dos compostos bioativos, permitindo uma liberagdo eficiente e
controlada na fase intestinal, além de poder visualizar uma possivel atuacao das
enzimas provenientes da digestdo, no complexo que pode ter formado entre as

proteinas-polifenol e polissacarideo-polifenol.
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5. CONCLUSAO GERAL

No presente estudo, em que investigou-se a microencapsulacao do extrato
da casca de jabuticaba por spray drying e liofilizag&o, utilizando proteina isolada
do soro do leite e goma arabica como agentes encapsulantes, avaliando a
estabilidade, caracteristicas bioativas e tecnolégicas dos pés obtidos, verificou-
se que o extrato concentrado da casca de jabuticaba apresentou ser uma boa
fonte de recuperagcdo de fitoquimicos, em termos de elevada presenca de
compostos bioativos e atividade antioxidante, podendo ser um 6timo aditivo a ser
incorporado em produtos processados, podendo aumentar o valor nutricional do
alimento industrializado.

A microencapsulagcéo do extrato da casca de jabuticaba mostrou ser uma
alternativa promissora para aplicacdes tecnolégicas, agregando manutencao de
cor e compostos antioxidantes para produtos alimenticios a serem adicionados
parcialmente das microcdpsulas. Dessa forma, € possivel sua utilizagcdo como
corante e ingrediente funcional. Porém, cada método de secagem e agente
carreador apresenta particularidades, que devem ser levadas em consideracao
na aplicacdo. Por exemplo, para a utilizagdo como corante natural, pelo presente
estudo é recomendado o microencapsulado de GA. Ja para a utilizagcdo como
enriquecimento de produtos alimenticios com compostos fendlicos e capacidade
antioxidante, recomenda-se WPISD e WPIFD.

Na investigacdo da estabilidade de compostos bioativos e da
bioacessibilidade de compostos fendlicos de cookies incorporados de pos
microencapsulados do extrato da casca de jabuticaba, em cookies foi possivel
observar o aumento da capacidade antioxidante e bioativa, além de agregar cor
caracteristica nas microcapsulas. Para o estudo da estabilidade, cookies com
pos microencapsulados de 15%GASD mostraram-se mais estaveis durante o
tempo de armazenamento. Ja para a bioacessibilidade, cookies adicionados com
WPI permitiram uma liberagdo eficiente e controlada na fase intestinal,
proporcionando maior protecdo dos compostos bioativos.

Para estudos futuros da incorporacdo de pos microencapsulados em

cookies, sugere-se a adicdo de uma proporcdo maior dos pas, visto que no
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presente estudo, visualizou-se que o aumento da adicdo dos pos nos cookies foi
proporcional ao aumento do conteudo fendlico total e na capacidade
antioxidante. O aumento dos pds nos cookies pode ter como consequéncia maior
contetdo fendlico total, capacidade antioxidante, presenca de proteinas, e
consequentemente, atividade biolégica, o que agregam valor nutricional e poder

corante e funcional ao produto alimenticio.

74



