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RESUMO

COELHO, Vinicius Serafim. Polifendis da casca da jabuticaba (plinia spp.)
microencapsulados por spray drying e incorporados em bebida lactea:
aspectos fisico-quimicos, estabilidade, bioacessibilidade e resposta
glicémica. 2023. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos)
- Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Prof. Dra.
Pollyanna Ibrahim Silva. Coorientador: Prof. Dr. André Gustavo Vasconcelos

Costa.

A casca da jabuticaba (Plinia spp.) apresenta-se consideravel fonte de polifenais,
como as antocianinas, entretanto € comumente descartada como biorresiduo,
representando cerca de 30% do fruto. Por apresentar uma consideravel fonte
desses fitoquimicos, de natureza antioxidante, sua utilizacdo na industria de
alimentos pode ser uma alternativa promissora, elevando o0s aspectos
nutricionais dos produtos. Neste contexto, o0 objetivo do trabalho foi
microencapsular por spray drying, extratos obtidos da casca de jabuticaba (EJB,
utiizando a maltodextrina (MD) e a goma arabica (GA) como agentes
carreadores. Os pGs microencapsulados de maltodextrina (PMD) e goma arébica
(PGA), foram caracterizados quanto a umidade, solubilidade, higroscopicidade,
calorimetria, microestrutura (SEM), propriedades térmicas, cristalinidade, teor de
compostos fendlicos e antocianinas, capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e
FRAP) e eficiencia de encapsulamento (EE%). Os pos (PMD e PGA,
respectivamente) e o extrato concentrado (EJB), também foram incorporados em
sistemas-modelo de bebida lactea, e a estabilidade foi avaliada durante 28 dias
de armazenamento, quanto ao pH e acidez, calorimetria, teor de fendlicos e
antocianinas e capacidade antioxidante. As bebidas também foram submetidas
ao ensaio da bioacessibilidade, por simulagéo gastrointestinal in vitro (SGI) e foi
avaliada sua resposta glicémica pés-prandial em individuos saudaveis. Os PMD
obtiveram a menor umidade (4,22 = 0,03). Para PMD e PGA, respectivamente,
a higroscopicidade (18,08 £ 0,29 e 19,32 + 1,16%) e solubilidade (92,71 £ 1,20 e
91,57 + 0,69%), foram iguais estatisticamente (p>0,05). PMD obteve o maior
valor do parametro de cor a* (54,20 £ 0,03), e PGA, os menores valores de AE
(2,87+ 0,74), indicando que a cor original dos pigmentos, foi conservada mesmo
apos a secagem por spray dryer. Os PGA apresentaram superficies parcialmente
lisas destacando-se como bom agente carreador, oferecendo maior protecao ao
material de nucleo, contra potenciais fontes de degradacdo. Os polifendis
adquiriram maior resisténcia térmica (>200°C) e menor perda de massa apos a
microencapsulacdo em comparagao ao extrato ausente de agentes carreadores.
Ambos os pds se caracterizam como estruturas semicristalinas, indicando que
0S materiais sdo potencialmente mais resistentes ao armazenamento. Em
relagdo aos aspectos quimicos, PGA, obteve o maior conteudo de fendlicos
totais (232,63 + 9,04 mg AGE.100 g1), porem o contetdo de antocianinas totais,
foram iguais (p>0,05) entre PMD (53,85 + 1,84 mg cy-3-gli.100 g) e PGA (50,20
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+ 2,50 mg cy-3-gli.100 g, respectivamente. A maior capacidade antioxidante
ABTS (33,21 £ 1,68 umol Trolox.g?), DPPH (25,71 + 0,25 umol Trolox.g?) e
FRAP (86,69 + 4,40 umol sulfato ferroso/g') foram obtidas para PGA. A
eficiéncia de encapsulamento para os PMD foi superior quanto ao contetudo de
fendlicos totais (82,64+ 0,34%) e para antocianinas totais, PMD (61,71 + 0,81%)
e PGA (64,39 = 0,79%), ndo houve diferenca (p>0,05). A bebida lactea que
obteve o menor valor de pH foi, PGA (3,91 £ 0,02), e a maior acidez (1,33 + 0,02),
ambos os parametros foram estaveis ao longo do armazenamento para todos 0s
tratamentos. Para a cor, a bebida incorporada com PMD, obteve os maiores
valores do parametro a*, entretanto todos os tratamentos obtiveram a reducéo
significativa (p<0,05), durante os 28 dias de armazenamento, atribuido
principalmente, a degradagdo das antocianinas, confirmadas pela andlise da
cinética e tempo de meia vida desses compostos. A bebida incorporada dos
PGA, obteve o maior tempo de meia vida das antocianinas (49,86 dias),
indicando que a goma arabica promoveu a maior conservacdo desses
pigmentos. O maior conteudo de fendlicos totais, foram obtidos para as bebidas
lacteas incorporadas de PMD (105,33 + 4,51 mg AGE.100 g?), assim como a
maior atividade antioxidante FRAP (1661,68 + 159,58 umol sulfato ferroso/g™t. A
maior capacidade antioxidante ABTS foi da bebida lactea incorporada com PGA
(533,78 + 144 umol Trolox.100g?). A atividade antioxidante DPPH entre as
bebidas incorporados com PMD e PGA, foram iguais (p>0,05), sendo (2119,46
+344,09 e 2144,07 + 963,70 umol Trolox/100g?), respectivamente. Os fendlicos
totais e 0 potencial antioxidante foi estavel para todos os tratamentos ao longo
de 28 dias de armazenamento. A SGI promoveu uma maior recuperacao dos
bioativos, possivelmente devido quebra pelas enzimas proteoliticas, da
associacdo polifenol-proteina, podendo aumentar a biodisponibilidade dos
polifendis. Os maiores valores de polifendis totais, apds a digestao, foram obtidos
para as bebidas incorporadas de PMD e EJB (283,47+ 10,05 e 315,38 + 7,61 mg
AGE.100 g), respectivamente, consideradas iguais (p>0,05). Assim também,
como os valores de antocianinas totais entre os dois tratamentos (31,72 + 1,13
e 34,38 + 0,10 mg. cy-3-gli.100g?). As menores areas sub a curva da glicose
incremental (IAUC) foram obtidas para as bebidas incorporadas de PGA e EJB,
reforcando a importancia dos bioativos na reducdo da glicemia. Conclui-se que,
tanto os microencapsulados quanto o extrato da jabuticaba, sdo boas
alternativas para elevar o consumo de polifendis na alimentacdo, com
consideravel potencial antioxidante, boa estabilidade e diminuindo a resposta
glicémica de produtos alimenticios, podendo agregar na funcionalidade ao
produto incorporado.

Palavras-chave: antioxidante, colorimetria, antocianinas, lacteos, resposta

glicémica
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ABSTRACT

COELHO, Vinicius Serafim. Polyphenols from jabuticaba peel (plinia spp.)
microencapsulated by spray drying and incorporated into dairy beverage:
physicochemical aspects, stability, bioaccessibility, and glycemic
response. 2023. Dissertation (Master's in Food Science and Technology) -
Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES. Advisor: Prof. Dr. Pollyanna

Ibrahim Silva. Co-advisor: Prof. Dr. André Gustavo Vasconcelos Costa.

The jabuticaba peel (Plinia spp.) is a significant source of polyphenols, such as
anthocyanins. However, it is commonly discarded as a byproduct, representing
approximately 30% of the fruit. Due to its considerable content of these
antioxidant phytochemicals, its utilization in the food industry could be a
promising alternative, enhancing the nutritional aspects of products. In this
context, the objective of this study was to microencapsulate jabuticaba peel
extracts (EJB) using spray drying with maltodextrin (MD) and gum arabic (GA) as
carrier agents. The microencapsulated powders, maltodextrin powder (PMD),
and gum arabic powder (PGA), were characterized for moisture content,
solubility, hygroscopicity, calorimetry, microstructure (SEM), thermal properties,
crystallinity, phenolic and anthocyanin content, antioxidant capacity (ABTS,
DPPH, and FRAP), and encapsulation efficiency (EE%). The powders (PMD and
PGA) and the concentrated extract (EJB) were also incorporated into model dairy
beverage systems, and their stability was evaluated during 28 days of storage in
terms of pH, acidity, calorimetry, phenolic and anthocyanin content, and
antioxidant capacity. The beverages were also subjected to in vitro
gastrointestinal simulation (SGI) to assess their bioaccessibility, and their
postprandial glycemic response was evaluated in healthy individuals. PMD had
the lowest moisture content (4.22 = 0.03). The hygroscopicity (18.08 £ 0.29 and
19.32 £ 1.16%) and solubility (92.71 £ 1.20 and 91.57 + 0.69%) of PMD and PGA,
respectively, were statistically similar (p>0.05). PMD had the highest a* color
parameter value (54.20 £ 0.03), and PGA had the lowest AE values (2.87 + 0.74),

indicating that the original color of the pigments was preserved even after spray
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drying. PGA showed partially smooth surfaces, highlighting it as a good carrier
agent, providing greater protection to the core material against potential
degradation sources. The polyphenols exhibited higher thermal resistance
(>200°C) and lower mass loss after microencapsulation compared to the extract
without carrier agents. Both powders exhibited semicrystalline structures,
indicating that the materials are potentially more resistant to storage. Regarding
the chemical aspects, PGA had the highest total phenolic content (232.63 £ 9.04
mg GAE.100 g), while the total anthocyanin content was statistically similar
(p>0.05) between PMD (53.85 + 1.84 mg cy-3-glu.100 g ') and PGA (50.20 + 2.50
mg cy-3-glu.100 g*). The highest ABTS (33.21 + 1.68 ymol Trolox.g'), DPPH
(25.71 + 0.25 pmol Trolox.g?), and FRAP (86.69 + 4.40 uymol ferrous sulfate/g)
antioxidant capacities were obtained for PGA. The encapsulation efficiency for
PMD was higher in terms of total phenolic content (82.64 + 0.34%) and for total
anthocyanin content, PMD (61.71 £ 0.81%) and PGA (64.39 + 0.79%), with no
significant difference (p>0.05). The dairy beverage with PGA had the lowest pH
value (3.91 £ 0.02), and the highest acidity (1.33 + 0.02). Both parameters
remained stable throughout the storage period for all treatments. Regarding
color, the beverage incorporated with PMD had the highest values of the a*
parameter, but all treatments showed a significant reduction (p<0.05) during the
28 days of storage, mainly due to the degradation of anthocyanins, confirmed by
the analysis of the kinetics and half-life of these compounds. The beverage
incorporated with PGA had the longest half-life for anthocyanins (49.86 days),
indicating that gum arabic promoted the greatest preservation of these pigments.
The highest total phenolic content was obtained for the dairy beverages
incorporated with PMD (105.33 + 4.51 mg GAE.100 g), as well as the highest
FRAP antioxidant activity (1661.68 + 159.58 umol ferrous sulfate/g). The dairy
beverage incorporated with PGA had the highest ABTS antioxidant capacity
(533.78 = 144 umol Trolox.100g?). The DPPH antioxidant activity between the
beverages incorporated with PMD and PGA was similar (p>0.05), being (2119.46
+ 344.09 and 2144.07 + 963.70 ymol Trolox/100g™), respectively. The total
phenolic content and antioxidant potential remained stable for all treatments
throughout the 28 days of storage. The in vitro gastrointestinal simulation (SGI)
promoted a higher recovery of bioactives, possibly due to the breakage of the
polyphenol-protein association by proteolytic enzymes, which may increase the
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bioavailability of polyphenols. The highest values of total phenolics after digestion
were obtained for the beverages incorporated with PMD and EJB (283.47 £ 10.05
and 315.38 + 7.61 mg GAE.100 g%), respectively, considered statistically similar
(p>0.05). The same applies to the values of total anthocyanins between the two
treatments (31.72 + 1.13 and 34.38 * 0.10 mg cy-3-glu.100g?). The lowest
incremental glucose area under the curve (IAUC) was obtained for the beverages
incorporated with PGA and EJB, reinforcing the importance of bioactives in
reducing glycemia. In conclusion, both microencapsulated powders and the
jabuticaba extract are good alternatives to increase the consumption of
polyphenols in the diet, with considerable antioxidant potential, good stability, and
a reduction in the glycemic response of food products, thus adding functionality

to the incorporated product.

Key-words: antioxidant, colorimetry, anthocyanins, dairy products, glycemic

response
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1. INTRODUCAO

A jabuticaba, (Plinia spp.) € uma fruta nativa brasileira da Mata Atlantica,
pertencente a familia Myrtaceae, e ao género Myrciaria. E uma fruta originaria do
Centro Sul, consumida principalmente fresca, embora também seja processada
industrialmente para a producdo de sucos, geleias, xaropes, licores, bebidas
fermentadas , entre outros. Durante a producdo do suco de jabuticaba, ou no
processamento industrial de modo geral, aproximadamente 50% da fruta é
considerada biorresiduo, constituido de bagaco contendo principalmente cascas e
sementes (ALEZANDRO; GRANATO; GENOVESE, 2013; GURAK et al.,, 2014;
LACERDA MASSA et al., 2020).

Os principais compostos relatados na composic¢éo dos frutos da jabuticaba s&o
carboidratos, principalmente glicose e frutose, fibras, vitaminas e minerais
(principalmente, potassio, nitrogénio e magnésio), e quando maduros, sao ricos em
compostos bioativos, os polifendis, como as antocianinas, concentrando-se
principalmente na casca, além de derivados de proantocianidinas, quercetina, e acido
elagico, como os elagitaninos (ALEZANDRO; GRANATO; GENOVESE, 2013; INADA
et al., 2021).

A analise de diferentes partes da fruta mostra que a casca de jabuticaba
apresenta a maior quantidade de conteudo fendlico total com base no peso seco
(2252 mg/100 g), seguida do residuo de despolpacédo (casca e sementes), (1658
mg/100 g), sementes (986 mg/100 g), fruta inteira (815 mg/100 g) e polpa (20 mg/100
g), sendo 56% de fendlicos sollveis e 44% de fendlicos insoltveis (INADA et al.,
2015). As antocianinas, (delfinidina-3-O-glicosideo e a cianidina-3-O-glicosideo)
presentes na casca do fruto, sdo pigmentos vegetais, sollveis em agua, responsaveis
pela cor dos frutos vermelho-arroxeados, e que pertencem a classe dos compostos
fendlicos conhecidos como flavondides. Os compostos apresentam atividades
antioxidante, antiinflamatéria, antimutagénica, quimioprotetora e antimicrobiana
(ALBUQUERQUE et al., 2020; INADA et al., 2021; NEVES et al., 2018; PIMENTA
INADA et al., 2020).

O consumo de jabuticaba e seus derivados esta associado a beneficios a
saude, com inumeras atividades biolégicas no organismo, como, anti-obesidade,
efeitos cardioprotetores, antiproliferativo e efeito contra doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson (DA SILVA et al., 2017; DA SILVA-MAIA et al., 2019;
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NOGUEIRA-LIMA et al., 2020; ROMAO et al., 2019; TOMAS-BARBERAN et al.,
2017). As atividades biol6gicas se devem, em sua maioria, a grande concentracao de
compostos fendlicos e alta capacidade antioxidante do fruto (NEVES et al., 2018).
As frutas pertencentes a familia das Myrtaceas, como a jabuticaba (Plinia spp.), o
araca ( Psidium guineenses Sw.), o araca-boi (Eugenia stipitata), a cagaita (Eugenia
dysenterica), e a goiaba (Psidium guajava L), sdo excelentes fontes de compostos
bioativos de natureza fendlica, os quais estdo envolvidos na inibicdo de enzimas do
metabolismo de carboidratos, a-amilase e a-glicosidase, o0 que retarda o tempo de
digestédo de carboidratos e possibilita menor elevacdo da glicemia pos-prandial em
individuos saudaveis (Balisteiro et al., 2013; De Souza Schmidt Goncalves et al.,
2010; Dragano et al., 2013; Habtemariam, 2019).

O p6 de casca de jabuticaba liofilizada foi eficaz para reduzir a resisténcia a
insulina em camundongos (DRAGANO et al., 2013). Em outro estudo, constatou-se
gue os polifendis da jabuticaba (Plinia jaboticaba) reduziram a hiperglicemia e a
resisténcia a insulina (MOURA et al., 2021). Foram estudados os efeitos da farinha
de casca de Myrciaria cauliflora em ratos alimentados com uma dieta rica em gordura,
e houve reducéo significativa da glicose sérica em comparagdo com controle, e este
resultado foi devido & composicéo fibrosa e fenodlica do fruto (ARAUJO et al., 2014).
Albuquerque et al. (2020) avaliaram o potencial antioxidante in vitro da casca de
jabuticaba contra a peroxidacao lipidica dos tecidos cerebrais de suinos, observando
gue o extrato de epicarpo de jabuticaba apresentou elevada atividade antioxidante,
superior ao antioxidante referéncia Trolox. Silva-Maia et al. (2019) estudaram os
potenciais efeitos antioxidantes do extrato de jabuticaba (Plinia jabuticaba) in vitro e
in vivo utilizando ratos e concluiram que o extrato atuou na modulacao da microbiota
intestinal.

No que se refere a aplicacao industrial, um estudo avaliou o uso tecnolégico
do po da casca da jabuticaba como corante na aceitabilidade de iogurtes, agregando
na confirmac&o positiva do consumidor para sabores de frutas como frutas vermelhas,
mostrando-se uma alternativa viavel para a substituicdo de corantes artificiais
(FREITAS-SA et al., 2018). Outros produtos como embutidos carneos (BALDIN et al.,
2016, 2018; DE ALMEIDA et al., 2015), biscoitos, cereais matinais e macarrons
(ALBUQUERQUE et al., 2020; MARQUETTI et al., 2018; OLIVEIRA; ALENCAR,;
STEEL, 2018), bebidas fermentadas (DE SA et al., 2014), iogurte (ALBUQUERQUE
et al.,, 2020) também se destacam pela aplicacdo industrial dos subprodutos da
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jabuticaba.

A jabuticaba € uma fruta altamente perecivel, com tempo de vida util curto (3
a 7 dias) e para aumentar o consumo de seus compostos bioativos é necessario
aplicar técnicas de preservacao, visto que seus compostos bioativos sdo suscetiveis
a reacoes degradativas durante o processamento e armazenamento, em condigdes
ambientais adversas, incluindo elevadas temperaturas, incidéncia de luz, alteracfes
de pH e oxigénio (Albuquerque et al., 2020).

A microencapsulacdo tém se mostrado uma alternativa viavel na tecnologia de
alimentos, como uma técnica que permite a imobilizacdo, protecdo, controle e
liberacdo de compostos bioativos no material de encapsulacdo, isto é, o
aprisionamento de um ingrediente, pequenas particulas solidas, goticulas liquidas ou
gases em um revestimento (material de parede), uma matriz protetora de tamanho
micron (1-1000 pm), melhorando assim sua biodisponibilidade e solubilidade em
adgua e aumentando sua estabilidade (DE CASSIA SOUSA MENDES et al., 2021;
FIDELIS et al., 2021; LOURENCO; MOLDAO-MARTINS; ALVES, 2020; NAZZARO et
al., 2012; YE et al., 2009).0s materiais de parede mais utilizados nessa técnica sao
hidrocoloides (goma arabica, alginato, quitosana, pectina), carboidratos (amido
modificado, maltodextrina , ciclodextrinas), celulose, proteinas (caseina, proteina de
soro de leite , gelatina, proteina de soja) e lipidios (6leos vegetais hidrogenados,
fosfolipidios , mono- e triglicerideos), e sua escolha depende da interacdo com o
composto bioativo a ser encapsulado (LI et al., 2017; VILA; CHAUD; BALCAO, 2015).
Entre as técnicas utilizadas para o processo de microencapsulacédo, a secagem por
spray dryer e a liofilizacdo sdo as técnicas mais comumente usadas pela industria de
alimentos para obter a liberacdo controlada desses compostos funcionais e na
recuperacédo de subprodutos da agroindustria (MARCILLO-PARRA et al., 2021).

Neste contexto, o0 objetivo do estudo foi analisar a incorporacdo de
microencapsulados de extrato de casca de jabuticaba com diferentes agentes
carreadores, em sistema-modelo de bebida lactea e seus efeitos sobre a estabilidade
de compostos bioativos, bioacessibilidade de polifendis in vitro e sua resposta

glicémica em individuos saudaveis.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a incorporacdo de microencapsulados de extrato de casca de
jabuticaba com diferentes agentes carreadores, em sistema-modelo de bebida
lactea e seus efeitos sobre a estabilidade de compostos bioativos,
bioacessibilidade de polifendis in vitro e sua resposta glicémica pés-prandial.

2.2. Objetivos especificos

Realizar a extragdo dos compostos bioativos das cascas de jabuticaba.
Realizar a secagem de extratos das cascas de jabuticaba por spray dryer com
0S agentes carreadores, maltodextrina e goma ardbica;

Caracterizar os p6s produzidos com relacdo a umidade, higroscopicidade,
solubilidade, cor, microestrutura, estabilidade térmica, cristalinidade, contetdo
fendlico total e antocianinas, atividade antioxidante e eficiéncia de
encapsulamento;

Incorporar os pos na bebida lactea, comparando a estabilidade dos polifenois
(fendlicos e antocianinas) e a atividade antioxidante com a adi¢cdo do extrato
nesse sistema modelo ao longo do armazenamento de 28 dias.

Avaliar a bioacessibilidade in vitro dos compostos fendlicos e antocianinas nas
bebidas lacteas formulados com a adicdo dos pos e dos extratos;

Avaliar a resposta glicémica em individuos saudaveis, ap6s o consumo da
bebida lactea adicionada de extratos e de pés microencapsulados da

jabuticaba.



ARTIGO 1
Maltodextrina e goma aradbica como agentes encapsulantes dos polifendis

extraidos da casca da jabuticaba (Plinia spp.) ha secagem por spray dryer

RESUMO

Cascas da jabuticaba (Plinia spp.), sdo fontes de polifendis, entretanto, a fruta é
perecivel. A microencapsulacdo oferece maior protecdo aos polifendis, permitindo
estabilidade ao armazenamento e utilizacdo em diferentes matrizes alimentares. O
objetivo deste trabalho foi microencapsular os polifenéis da casca da jabuticaba por
spray drying, utilizando a maltodextrina (MD) e goma ardbica (GA) como agentes
carreadores. Umidade, higroscopicidade, solubilidade, cor, microestrutura,
propriedades térmicas, cristalinidade, conteudo fendlico total (CFT), antocianinas
totais (AT), as atividades antioxidantes (ABTS, DPPH e FRAP) e eficiéncia de
encapsulamento (EE) foram avaliadas. Os pdOs obtidos, da maltodextrina (PMD) e
goma ardbica (PGA), nao diferiram estatisticamente (p>0,05) quanto a
higroscopicidade (18,08+0,29 € 19,32+1,16), solubilidade (92,71 + 1,20 € 91,57 + 0,69)
e antocianinas (53,85+1,84 e 50,20+2,50 mg cy-3-gli.100 g*?), respectivamente.
Diferencas (p<0,05) entre os microencapulados, foram obtidas para a menor umidade
de PMD (4,22+0,03) e seu maior valor do parametro a* (54,20+0,03). Os PGA
apresentaram mais CFT (232,63+9,04 mg AGE.100 g?') e maiores atividades
antioxidantes pelo ABTS (33,21+1,68 umol Trolox.gt), DPPH (25,71+0,25 pmol
Trolox.g') e FRAP (86,69+4,40 umol sulfato ferroso/g), e melhor microestrutura. A
EE para os CFT, foi maior para PMD (82,64+0,34%) e nao se alterou para AT
(p>0,05). Na estabilidade térmica e cristalinidade observou-se que os materiais de
parede foram bons agentes encapsulantes, potencialmente estaveis ao
armazenamento. A GA e MD aumentam a termoestabilidade e retencéo dos bioativos

e antioxidantes de interesse da jabuticaba, com potencial utilizagdo em alimentos.

Palavras-chave: microencapsulacdo, polifendis, maltodextrina, goma arabica,

jabuticaba

Este artigo sera submetido a revista: Carbohydrate Polymers
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1. INTRODUCAO

A jabuticaba (Plinia spp.) € uma espécie nativa do Brasil, comumente encontrada
no bioma da Mata Atlantica. O fruto exético, é muito apreciado pelo consumo in
natura, principalmente pelas caracteristicas sensoriais da polpa, como sabor doce e
levemente acido (Neves et al.,, 2018). Além da polpa, a fruta da jabuticabeira
apresenta sementes e cascas, que representam quase 50% do fruto inteiro, e que
normalmente ndo sdo consumidos. A coloracéo da casca da jabuticaba, varia do roxo
escuro ao preto, de acordo com o grau de maturagao, sendo considerada a parte do
fruto com maior concentracdo de compostos de natureza fendlica, como antocianinas
(delfinidina-3-O-glicosideo e a cianidina-3-O-glicosideo), quercetina e acido elagico
(Albuguerque, Pereira, et al., 2020a; Inada et al., 2021; Lacerda Massa et al., 2020a)

A casca da jabuticaba apresente grande potencial como fonte de compostos
bioativos, que estdo associados a efeitos benéficos na saude, como atividades
antioxidante, antiinflamatéria, antimutagénica, quimioprotetora, cardioprotetora,
antiproliferativa, efeito contra doencas neurodegenerativas e na diminuicdo da
atividade das enzimas do metabolismo de carboidratos (Albuquerque, Pinela, et al.,
2020; Baldin et al., 2018; Hanhineva et al., 2010; Oliveira et al., 2015; Plaza et al.,
2016; Zhao et al., 2019). Porém, os fitoquimicos presentes na casca desse fruto estao
sujeitos a fatores degradativos, principalmente durante o processamento e
armazenamento, como elevadas temperaturas, incidéncia de luz, alteracdes de pH e
oxigénio, necessitando de tecnologias que aumentem sua estabilidade (Albuquerque,
Pereira, et al., 2020a)

A tecnologia de microencapsulacdo baseia-se no aprisionamento de um
ingrediente ativo, geralmente pequenas particulas sélidas, goticulas liquidas ou gases
em um revestimento (material de parede), geralmente hidrocoloides, carboidratos,
celulose e proteinas. Dentre as técnicas empregadas, a secagem em spray dryer ou
pulverizacdo, é uma das mais utilizadas, permitindo a imobilizacdo, controle e
principalmente maior protecdo dos compostos bioativos encapsulados, facilitando a
incorporacdo dos bioativos em diversos alimentos (de Cassia Sousa Mendes et al.,
2021; Fidelis et al., 2021a; Gomez-Mascaraque et al., 2017; Li et al., 2017; Lourengo
et al., 2020). Dentre esses revestimentos, a maltodextrina € amplamente utilizada na

microencapsulacao de bioativos devido a sua alta solubilidade, baixa viscosidade em
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alta concentracdo de sodlidos, baixo custo relativo, sabor e aroma neutros e boa
estabilidade térmica (Loi et al., 2020; Xiao et al., 2022). A goma arébica é reconhecida
pela sua alta eficiéncia de encapsulamento, boa capacidade de formacéo de filme,
estabilidade em temperaturas elevadas, apresenta caracteristicas emulsificantes, alta
solubilidade e baixa viscosidade (Gulao et al., 2014; Hu et al., 2018).

Neste sentido, o0 objetivo deste estudo foi microencapsular os polifendis extraidos
da casca do fruto da jabuticaba (Plinia spp.), utilizando a técnica de secagem por
spray dryer, avaliando a utilizacdo de diferentes agentes carreadores, quanto as
caracteristicas fisico-quimicas e antioxidantes dos pés obtidos e seu potencial uso na

incorporacdo em alimentos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os frutos da jabuticaba (Plinia spp.) produzidas na zona rural do municipio de
Sabara - MG, Brasil (19° 53' 21" Sul, Longitude: 43° 48' 17" Oeste), foram adquiridos
em novembro de 2021. O fruto inteiro foi recebido in natura, higienizado e a obtencéo
das cascas foi feita por despolpamento manual. As cascas foram armazenadas, sob
protecdo da luz, a -18 + 2 °C, até a obtencéo dos extratos e a realizacao das analises.

Os reagentes, 2,2'azinobis-(3etilbenzotiazolin-6sulphonic) acid (ABTS), 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), acido 6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) da Sigma Aldrich (Alemanha), o acido galico,
carbonato de soédio, cloreto de sddio, alcool etilico e reagente para fenol Folin-
Ciocalteau foram adquiridos de Dinamica Quimica Contemporanea (Brasil). Cloreto
férrico, cloreto de aluminio, nitrito de sédio, 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 a maltodextrina 10 DE (Absolut Industria, Brasil).

2.2 Obtencédo do extrato concentrado de jabuticaba

O extrato rico em compostos bioativos (EJB), foi obtido a partir da metodologia
proposta por Lima et al. (2019), com modificacdes. As cascas da jabuticaba foram
previamente trituradas com o auxilio de mixer (Britania, Ultra Mixer), e foram
adicionadas ao solvente extrator etanol 80% (v/v), acidificado com solugcédo de acido

citrico saturado, até pH 2,5, na proporcéao de residuo:solvente de 1:10 (m/v). Logo
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apos, o extrato foi levado ao ultrassom de banho (Ultrassonic Power IGBT, CTA do
Brasil), a poténcia de 900W e temperatura de 35°C/30min. Em seguida, o extrato foi
filtrado a vacuo em papel Whatman 1 e concentrado, utilizando um evaporador
rotatorio a vacuo (Fisatom 801, Sdo Paulo, Brasil), para a remocéao de todo o etanol
residual. O teor de soélidos soluveis (SST), expresso em °Brix, foi medido durante a
evaporacao rotativa, até sua estabilizacdo, para verificar a finalizacdo do processo.
ApGs, o extrato concentrado foi acondicionado em frasco ambar e armazenado em
freezer (-18 £ 2 °C) para posterior realizacdo das andlises. Para a realizacdo das
analises da calorimetria diferencial exploratéria (DSC), termogravimetria (TGA) e
difracéo de raio-x (DRX), os extratos obtidos foram previamente congelados a -80 °C
por 48 horas, e liofilizados em liofilizador de bandejas (JJ CIENTIFICA JJ-02, LJW,
Brasil) a vacuo de 39,99 Pa e temperatura: -25°C). ApGs, o extrato liofilizado foi
triturado com auxilio de macerador, até a obtencdo de um p6 fino e homogéneo, e
armazenado sob refrigeracao (-18 + 2°C) em embalagens de polietileno revestidas

com camada laminada.

2.3 Microencapsulacéo do extrato em secagem por spray dryer

A maltodextrina 10 DE e a goma arabica foram utilizadas como os agentes
carreadores da microencapsulagdo, com concentragao final da solugéo a 30% (m/v).
O extrato concentrado do residuo de jabuticaba obtido (EJB) no item 2.2, foi
adicionado ao agente carreador com proporcao de 1:3, ou seja, uma parte de extrato,
para trés partes de agente encapsulante. Para homogeneizacdo das misturas de
extratos e agentes encapsulantes, foi utilizado agitador (KASVI, K40-1810H, Brasil),
a 30 °C. Os valores de pH e °Brix das soluc¢des adicionadas de extrato concentrado
foram medidos antes da secagem. A secagem foi realizada em spray dryer (YAMATO,
Modelo ADL 3115, China) (Ibrahim Silva et al., 2013). A temperatura de entrada foi
de 180 °C e a de saida variando entre 70 + 5°C, pressdo manométrica maxima do ar
comprimido de 0,1 MPa, vazao de alimentacdo de 3,7 mL/min e fluxo do ar de
secagem igual a 0,21 m3/min. Apds a secagem, 0os pés microencapsulados com goma
arabica (PGA) e maltodextrina (PMD) foram armazenados sob refrigeracdo (-18 *

2°C) em embalagens de polietileno revestidas com camada laminada.

2.3.1 Analises fisico-quimicas dos extratos e dos p6s microencapsulados da
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casca de jabuticaba

As andlises dos extratos e dos pds microencapsulados foram realizadas em

trés repeticdoes e os dados expressos em media + desvio-padrao.

2.3.1.1 Umidade

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico com secagem em estufa
(SPLabor, SP-102/81) a 105 °C até peso constante, tanto no extrato antes de ser

atomizado quanto nos pés produzidos, expressa em porcentagem (AOAC,1995).

2.3.1.2 Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com Cai & Corke (2000). As
amostras dos pés foram acondicionadas em temperatura ambiente em dessecadores
contendo solucdes saturadas de cloreto de sédio (NaCl) (75% de umidade relativa,
Aw = 0,75). Ap0s uma semana, foi realizada a pesagem das amostras e a
higroscopicidade expressa como gramas de umidade absorvida por 100 g de sélidos

SeCos.

2.3.1.3 Solubilidade

Em um béquer de 50 mL contendo agua destilada foi adicionado 1 g dos
microencapsulados (PMD e PGA), sob agitacdo em um agitador magnético (KASVI,
K40-1810H, Brasil), a 100 rpm por 30 min. ApOs a solubilizagédo, a solugédo foi
centrifugada a 847 g durante 5 minutos. Em seguida, 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 calculo da solubilidade baseou-se na massa inicial da
amostra que foi solubilizada na aliquota de 25 mL do sobrenadante (Bernardes et al.,

2019). O resultado foi expresso em porcentagem (Equagéo 1).

2Pa

Solubilidade (%) = -5 X 100 (Eqg.1)

Onde:
Pa (g) é a massa da aliquota de 25 mL do sobrenadante apds a secagem em estufa;

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

2.3.1.4 Analises colorimétricas

Foram realizadas leituras diretas no modo reflectadncia das coordenadas “L*” -

[T 31

luminosidade (0 = preto e 100 = branco), “a*” - intensidade de vermelho (+) e verde (-
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), € “b*” - intensidade de amarelo (+) e azul (-), utilizando colorimetro (Konica Minolta,
CR-5, Japéo), no sistema CIELAB com iluminante Des € angulo de observacao de 10°,
com o objetivo de verificar a perda de cor dos p6s atomizados, quando comparado
com as solugbes antes da secagem em spray dryer. Para tal, os pos foram
reconstituidos em agua destilada até o teor de sélidos solUveis da solugdo original
antes da secagem. A andlise dos parametros colorimétricos foi realizada no extrato
concentrado proveniente das cascas de jabuticaba (EJB), no extrato adicionado dos
carreadores, antes de ser submetido ao spray drying (EMD e EGA) e nos pés
reconstituidos (PGA e PMD) (Silva et al., 2013).

O angulo de tonalidade cromatica (h) e saturacéo de cor ou chroma (C*) foram
calculados pelas Equacgdes (2) e (3). A diferenga global de cor (AE), foi calculada para

verificar das perdas de coloragcao, segundo a Equacgéao 4.

h°= tant (b*/a*) (Eq.2)
C*=/(a*)? + (b )2 (Eq.3)
AE=[(AL%)2 + (Aa*)2 + (Ab *)2 (Eq.4)

Em que: AE é a diferenga global de cor; AL é a variagao da coordenada L*; Aa é a

variacao da coordenada a*; Ab é a variagao da coordenada b*.

2.3.1.5 Caracterizagdo morfologica das particulas por microscopiaeletrénicade
varredura (SEM)

O tamanho e a morfologia dos microencapsulados foram avaliados pela
microscopia eletronica de varredura (JEOL, JSM-1T200), de acordo com a
metodologia de Silva et al. (2013), com adaptacdes. Quantidades pequenas de
amostras foram colocadas na superficie de fitas dupla-face, fixada em “stubs”.
Posteriormente, as amostras foram entdo revestidas com uma fina camada de ouro
sob vacuo, sendo observadas sistematicamente com ampliacdo de 1000 x, 3000 x,
5000 x, 7000 x e 10000 x.

2.3.1.6 Propriedades térmicas dos microencapsulados

Para investigar as propriedades térmicas (DSC) e termogravimétricas (TGA)
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dos pés microencapsulados (PMD e PGA), do extrato concentrado de jabuticaba
liofilizado, rico em polifenodis (EJB) e dos carreadores individualmente (MD e GA).
Ambas as analises foram realizadas no equipamento Setaram Thermo analyzer
(modelo Labsys Evo S60) calibrado com indio. A faixa estudada foi de 30 a 300 °C,
com taxa de aquecimento de 10 °C min' e um fluxo de nitrogénio de 50 mL min*
(Khalifa et al., 2019; Rutz et al., 2013).

2.3.1.7 Difracao de Raios X

A cristalinidade de microencapsulados (PMD e PGA), do extrato de jabuticaba
liofilizado (EJB) e dos materiais de parede individuais (MD e GA), foi estudada
empregando a técnica de difracao de raios X (Difratdmetro de raios X Rigaku Miniflex,
Japan) de acordo com o método de Cano-Chauca et al. (2005) e Nthimole et al.
(2022), com modificacdes. A leitura de difracéo foi capturada em faixa angular de 5—
100 (26) em um tamanho de passo de 0,0175 graus usando radiacdo de Cu com um
comprimento de onda de 0,154 nm a uma taxa de varredura de 2° mint. O gerador

foi ajustado para uma corrente de 15 Ma e uma tenséo de 40 kv.

2.3.2 Quantificacado dos compostos bioativos e avaliacdo da capacidade

antioxidante

Previamente a quantificacdo dos compostos bioativos e a avaliacdo do
potencial antioxidante, os p0s microencapsulados foram reconstituidos com agua
destilada a pH 2,5 com acido citrico, diluidos, e as amostras foram entao
centrifugadas a 13520 g por 5 minutos a temperatura de 20 °C, antes do inicio das

analises, conforme (Lima et al., 2019).

2.3.2.1 Conteudo fendlico total

O conteudo fendlico total (CFT) foi determinado pelo ensaio do reagente Folin-
Ciocaulteau, com base em metodologia adaptada de Singleton, Rossi e Jr (1965).
Inicialmente, foi adicionada uma aliquota de 0,6 mL de cada 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 solucao saturada
de Na2COs. A absorbancia foi determinada a 760 nm por espectrofotometria,
utilizando o equipamento (Thermo Fisher Scientific, Evolution 300 UV-Vis, Estados

Unidos), ap6s 1 hora de repouso em auséncia de luz. O CFT foi determinado
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utilizando curva padrao de acido galico (0-150 mg/L) e os resultados expressos em

acido galico equivalente (mg AGE / 100g’), em base seca.

2.3.2.2 Antocianinas totais

O teor de antocianinas monomericas totais (AMT) foi determinado utilizando a
metodologia do pH diferencial (Giusti & Wrolstad, 2003), com modifica¢cées. Aliquotas
das amostras foram adicionadas a balées de 10 mL, em seguida completou-se o
volume separadamente com dois sistemas tampéo: cloreto de potassio — acido
cloridrico pH 1,0 (0,025 M) e acetato de sddio pH 4,5 (0,4 M). O teor das antocianinas
foi calculado apés a medida espectrofotométrica da absorbancia a 510 nm utilizando
0 equipamento (Thermo Fisher Scientific, Evolution 300 UV-Vis, Estados Unidos).
AMT foi calculado de acordo com as Equacbes (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 520 nm - ABS 720 nm) pH 45 (EC]6)

AMT (mg/L) = (AxPMxFD) x100/ (exA) (Eq.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 6ptico da cubeta).

2.3.2.3 Capacidade antioxidante — ABTS

O método de ensaio do radical ABTS (acido 2,2'-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico)) para a quantificacdo do potencial antioxidante do EJB, PMD e PGA, foi
conduzido de acordo com Re et al. (1999). Foram adicionados 3,5 mL da solucdo
radical ABTSe+, (absorbancia corrigida para 0,700 (£ 0,05) com adi¢cdo de etanol
80%), com 0,5 mL da amostra, ao abrigo da luz. A realizacdo da leitura foi feita a 734
nm apos 6 minutos de reacdo em espectrofotbmetro (Thermo Fisher Scientific,
Evolution 300 UV-Vis, Estados Unidos). O Trolox foi utilizado como padrao (0-150
umol/L) e os resultados expressos em equivalente de Trolox (umol Trolox.g?), em

base seca.
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2.3.2.4 Capacidade antioxidante — DPPH

O ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) seguiu o método proposto por
Brand-Williams et al. (1995) com adaptacdes. Adicionou-se 3,5 mL da solucao de
DPPH (absorbancia corrigida para 0,700 (+ 0,05) com adi¢céo de etanol 80%) em 0,5
mL da amostra. As amostras foram abrigadas da luz e as medidas de absorbancia
realizadas em espectrofotometro a 515 nm. O Trolox foi utilizado como padré&o (0-150
umol/L) e os resultados foram expressos em equivalente de Trolox (umol Trolox.g™),

em base seca.

2.3.2.5 Capacidade antioxidante — FRAP

A capacidade antioxidante avaliada pelo potencial de reducéo do ferro, seguiu
a metodologia proposta de Morais et al. (2013). Foram adicionados 0,90 mL das
amostras, 0,27 mL de agua destilada e 2,70 mL de reagente FRAP previamente
preparado, em tubo de ensaio. Apds 30 min de incubacéo a 37 °C, os valores de
absorbancia foram determinados por espectrofotometria a 595 nm. A capacidade
antioxidante das amostras foi determinada com base em curva de calibragao, tracada
usando FeS04.7H20 (0-2000 umol/L). Os resultados foram expressos em ymol de

sulfato ferroso equivalente. g, em base seca.

2.3.2.6 Eficiéncia de encapsulamento

A analise da eficiéncia do encapsulamento (EE%) dos compostos fendlicos e
antocianinas totais baseou-se em Bernardes et al. (2019) e Robert et al. (2010). As
microcapsulas foram reconstituidas em agua acidificada, com &cido citrico a pH 2,5,
e diluidas na proporcao de 2:10 (m/v) para realizar a quantificacdo das antocianinas
totais, e 1:15 para quantificar o conteudo fendlico total. A quantificacdo de compostos
fendlicos e antocianinas totais no extrato e microcapsulas foi realizada de acordo com
o descrito nos itens 2.3.2.1 e 2.3.2.2, respectivamente. Os compostos de superficie
CS (antocianinas e/ou fenolicos totais) e a eficiéncia de encapsulamento (EE%) foram

calculados conforme descrito por Robert et al., (2010) de acordo com as Equacfes

(5) e (6):

CS (%) = <= *100 (Eq.5)

EE (%) = 100- CS (%) (Eq.6)
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Onde: CS (%): Porcentagem de compostos da superficie dos microencapsulados;
CCS: conteudo de compostos (fendlicos ou antocianinas) da superficie dos
microencapsulados; CCE: conteudo de compostos (fendlicos totais ou antocianinas)

do extrato concentrado; EE (%): eficiéncia da microencapsulacéo.

2.3.3 Analise estatistica

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
dois tratamentos, os agentes carreadores (MD e GA). Os valores foram expressos
como média e desvio padréo, e a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia
foi utilizada para comparar as médias dos dois tratamentos, utilizando o software
Statistica 7 (StatSoft, EUA).

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

Os teores de umidade, pH, soélidos soluveis totais, compostos bioativos
(fendlicos totais e antocianinas), parametros colorimétricos e capacidade antioxidante
do extrato concentrado da casca da jabuticaba estdo descritos na Tabela 1. De modo
geral, fatores como a proporcéo de casca/solvente, o solvente utilizado, o tempo e
método de extracdo, podem influenciar nos resultados obtidos, dificultando uma
comparacao mais préxima das caracteristicas do extrato obtido, com outros estudos

relacionados.

De forma geral, a acidificacdo do extrato utilizando &cido citrico até pH 2,5
contribui para uma melhor conservagao dos compostos bioativos, principalmente para
a coloracéo e estabilidade das antocianinas extraidas da casca do fruto. No pH 3, ou
abaixo, a cor das antocianinas varia do laranja ao vermelho-azulado, sendo
predominante o cétion flavilium (Giusti & Wrolstad, 2003) . Em pH 1 predomina-se o
cation flavilium, enquanto em valores de pH entre 2 e 4 as espécies quinoidais. Ja no
pH entre 5 e 6, predominam-se pseudobase carbinol e chalcona, respectivamente,
em valores de pH superiores a 7, as antocianinas sao degradadas dependendo de
seus grupos substituintes (Castafieda-Ovando et al., 2009).
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Quanto aos compostos bioativos, sabe-se que sua concentracdo no fruto é
influenciada por fatores como o grau de maturacdo, espécie, além das condicdes
ambientais (Resende et al., 2020, 2023). A presenca desses compostos esta
associada aos principais fatores de interesse na utilizagcdo e aproveitamento do
residuo do fruto, como para a elaboracéo de produtos funcionais, com potencial efeito
benéfico para a saude, principalmente pelo aumento da capacidade antioxidante
associado a presenca dos bioativos (Baldin et al., 2018; Fidelis et al., 2021). Cabral
et al. (2018) encontraram para o extrato de jabuticaba, cerca de 1147,36 mg.100 g
(b.s) de polifendis totais na casca do fruto. Ja Borges et al. (2022) encontraram
3898,39 mg/100 g* (b.s). no extrato de jabuticaba extraido da casca. JA em relacédo
ao teor de antocianinas, Alezandro; Granato; Genovese, (2013), encontraram na
casca da jabuticaba sabara, no fruto totalmente maduro, 147 mg.100 g (b.s). Ja
Gadioli Tarone et al. (2021), obtiveram teores de 7,8 —10,2 mg. g (b.s) nas cascas
de jabuticaba. No extrato da casca da jabuticaba ja foram quantificados 50,1 mg. g
de antocianinas (b.s) (Albuquerque, Pereira, et al., 2020b). Os resultados do teor de
compostos fendlicos totais e antocianinas encontrados no extrato da casca da
jabuticaba corroboram com os valores encontrados na literatura, mostrando que a
casca do fruto é uma potencial fonte de compostos bioativos de natureza fendlica. No
presente estudo, o teor de compostos fendlicos e antocianinas apresentados na
Tabela 1, correspondem ao extrato concentrado obtido a partir de 25 g de casca de

jabuticaba aproximadamente.
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Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica e capacidade antioxidante do extrato

concentrado de jabuticaba.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS VALORES MEDIOS
Umidade % 72,37 £ 0,04
pH 1,50 £ 0,10
Sdlidos sollveis totais (°Brix) 27,62 + 0,04
Fendlicos Totais (mg AGE.100 g?) 995,13+ 1,39
Antocianinas Totais (mg de cy-3-gli.100 g™V 140,84 £ 7,85
ABTS (umol Trolox. g?) 75,61 + 9,61
DPPH (umol Trolox. g1) 138,12 £ 5,52
FRAP (umol sulfato ferroso. g* 246,83 = 3,13
Colorimetria
L* 8,98 + 1,29
a* 35,37 £1,92
b* 14,71+ 2,33
C* 38,32 £ 2,65
he 22,48 £ 2,19

*Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3) para o0 extrato concentrado de jabuticaba.
Valores de fendlicos totais e antocianinas totais expressos em base seca.

Em relagdo a capacidade antioxidante dos extratos concentrados, isto é, seu
potencial de sequestro de radicais livres, foram avaliadas por diferentes ensaios,
como ABTS e DPPH, comumente utilizado para o estudo de diferentes extratos de
plantas (Scioli et al., 2022). O ensaio de poder redutor FRAP, baseado na habilidade
de doacéo de elétrons dos extratos, também foi avaliado. Os valores da capacidade
antioxidante dos extratos também estdo descritos na Tabela 1. De modo geral, em
ambos o0s ensaios, foram obtidas consideravel capacidades antioxidantes,
demostrando que o0 extrato da jabuticaba apresenta grande potencial como
antioxidante natural.

A presenca de compostos bioativos, como os polifendis, (antocianinas,
flavonoides, taninos e derivados do acido elagico) presentes na casca do fruto da

jabuticaba, sdo responséaveis pelo potencial antioxidante do extrato (Baldin et al.,
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2016) . O potencial antioxidante e anti-inflamatdrio desses compostos pode ajudar na
prevencado do risco de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e crbnicas
(Plaza et al., 2016; Zhao et al., 2019).

Os parametros de cor sdo importantes para a caracteristica do extrato obtido,
estando relacionados a eficiéncia da extragdo dos pigmentos, como as antocianinas,
e consequentemente ao seu potencial uso como corante natural em alimentos. Ao
analisar o parametro L* (luminosidade), o extrato concentrado apresentou um aspecto
mais escuro, e como este parametro esta relacionado a transmissao de luz, valores
de L* mais baixos seriam desejaveis, pois estariam relacionados a um maior
rendimento e eficiéncia de extracdo desses compostos (Montes et al.,, 2005). A
mesma associacao pode ser usada para explicar parametro C*, sendo que, quanto
maior o valor deste parametro, mais desejavel, pois este é a expressao quantitativa
da cromaticidade dos extratos, relacionando-se com a sensacdo visual de
“‘quantidade de cor”. Montes et al., (2005) encontrou valores de C* de 22,8 a 54,3 para
extratos de jabuticaba. Ja para Silva et al. (2013b), este parametro variou de 10,96 a
26,53. Para o parametro a * (intensidade do vermelho), os valores indicaram uma boa
extragdo das antocianinas, favorecida pelo pH baixo do meio, onde a forma
predominante do pigmento € o cation flavilium, de coloragdo vermelha. O parametro
h° indica o angulo de tonalidade cromética, para este parametro, quanto mais préximo
de 0° mais os extratos se aproximam da coloracdo vermelha. Para Montes et al.
(2005), o angulo de tonalidade cromatica do extrato de jabuticaba com etanol
acidificado variou de 16,11 a 22,70.

3.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos microencapsulados de casca de

jabuticaba

As caracteristicas fisicas dos po6s microencapsulados produzidos com
maltodextrina e goma arabica, como umidade, higroscopicidade e solubilidade, estdo

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas dos pos microencapsulados

. P&s microencapsulados
Caracteristica

Maltodextrina Goma Arabica
Umidade (%) 4,22 + 0,032 7,21 + 0,064°
Higroscopicidade (g de H.0.100 g*) 18,08 + 0,292 19,32 £1,16°
Solubilidade (%) 92,71 + 1,202 91,57 + 0,692

*Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3) para as duas formula¢gbes de pds
microencapsulados. Maltodextrina (PMD) e goma arabica (PGA), em base seca. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica pelo teste t (p < 0,05).

Os pos produzidos estdo apresentados na Fig. 1. Quanto a umidade, os pés
produzidos com o agente carregador goma arabica apresentaram maior teor quando
comparado a microencapsulagdo com maltodextrina (p<0,05). A diferenga no teor de
umidade entre os agentes carreadores esta relacionada as suas distintas estruturas

quimicas, e as interagdes de cada um, com a umidade ambiental (Silva et al., 2013).

Fig.1: PGs microencapsulados com maltodextrina (PMD) (A) e goma arabica (PGA)

(B).

A umidade é uma importante propriedade dos microencapsulados, pois
correlaciona-se a eficiéncia de secagem, fluidez do pd, viscosidade e principalmente
a sua estabilidade durante o armazenamento, ligado a cristalizacdo e o aumento ou
diminuicdo da temperatura de transi¢do vitrea (de Céssia Gomes da Rocha et al.,
2023). Em geral, a umidade de pds microencapsulados pode variar com base no tipo
de secagem e na temperatura, na proporcao entre material de nucleo e agente

carreador, além da combinacao de diferentes materiais de parede (Kha et al., 2010;
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Tolun et al., 2016a). No estudo sobre a microencapsulacdo do extrato de uva por
spray drying utilizando maltodextrina e goma arabica como agentes carreadores
combinados, o teor de umidade foi determinado entre 5,1 e 10,7% (Tolun et al.,
2016a). J& na microencapsulacdo do extrato de cenoura preta, utilizando
maltodextrina com diferentes DE, os pesquisadores encontraram a umidade na faixa
de 5,5 a 6,03% (Ersus & Yurdagel, 2007).

Na avaliacdo da higroscopicidade dos microencapsulados, PMD e PGA,
apresentadas na Tabela 2, ndo foram observadas diferengas significativas (p>0,05).
Os p6s menos higroscopicos, em termos de conservacdo, sdo mais desejaveis, ja
gue a umidade absorvida do ambiente pelos pds, pode causar a degradacdo das
particulas pelo amolecimento, expondo o material de nucleo ao ar atmosférico e a
radicais livres, promovendo também, sua solubilizacéo (Silva et al., 2013). Os valores
de higroscopicidade menores que 20%, encontrados neste estudo, classificam os pos
obtidos como menos higroscopicos, de acordo com GEA (2003), e se aproximam dos
estudo de Céssia et al. (2019) que avaliaram a microencapsulacdo da mistura de
extratos fendlicos de diferentes frutos, incluindo a jabuticaba, encontrando valores de
higroscopicidade para os p6s de maltodextrina e goma arabica de 10,05 e 14,16,
respectivamente, expressa em gramas de umidade absorvida por 100 g de sélidos
secos. Os diferentes valores de higroscopicidade estdo associados a diferentes tipos
e concentragcdes do agente carreador, taxa e fluxo de alimentacdo e temperatura de
entrada e saida da secagem em spray dryer (Tontul & Topuz, 2017).

Os valores obtidos de solubilidade para ambos os pdés, assim como na
higroscopicidade, também néo se diferiram estatisticamente (p>0,05). A solubilidade
dos pos é um parametro importante a ser estudado, pois é considerada um fator
decisivo para a qualidade dos p6s que serdo utilizados como ingredientes na inddstria
de alimentos. Os microencapsulados pouco sollveis podem causar, além de
dificuldades de processamento e incorporacdo nas matrizes alimentares, perdas
econdmicas (Mahdi et al., 2020a)

Valores elevados de solubilidade eram esperados, devido a alta solubilidade
em &gua dos agentes encapsulantes utilizados neste estudo. No estudo da
microencapsulacédo por spray drying de extrato concentrado de tomate, valores de
77,2% de solubilidade foram encontrados para os pOs microencapsulados com
maltodextrina (Souza et al., 2018). J& no estudo de Céssia et al. (2019b) com
microencapsulacdo de mistura de diferentes extratos fendlicos (jucara, jabuticaba e
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mirtilo), a solubilidade variou entre 87,87% para a maltodextrina e 87,92% para a

goma arabica.

3.2.1 Colorimetria dos microencapsulados

A analise colorimétrica dos p6s microencapsulados (PMD e PGA) estédo
descritas na Tabela 3. Para a obtencao destes parametros, os poés incialmente foram
reconstituidos em &agua destilada, até o °Brix inicial das solu¢des de alimentagéo
(solucdo 30% do agente carreador + extrato concentrado). Todos os parametros
analisados (L*, a*, b*, C* e h°) foram estatisticamente diferentes (p < 0,05), para PMD
e PGA. Os menores valores de L* (luminosidade) foram obtidos para a PGA,

originando pos de coloragdo mais escura.

Tabela 3: Parametros colorimétricos dos pés microencapsulados e das solucdes

antes da secagem

Parametros colorimétricos

PMD EMD PGA EGA
L* 29,70 £ 0,04  28,62+0,03 16,91 +0,48° 5,47 +1,00
a* 54,20 +0,03* 53,15+0,06 41,89 +0,66° 39,74 +1,33
b* 44,55 +0,20* 40,18 +0,02 27,73+0,79* 26,57 +£0,71
h* 39,42 £0,112 37,09+ 0,04 33,50 £0,33" 33,77 £0,48
C* 70,16 + 0,15* 66,63+0,04 50,23 +0,28> 47,81 +1,45
AE 4,62 +0,182 - 2,87+ 0,74° -

Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3) para as quatro formula¢des, sendo PMD e PGA
(pbs microencapsulados com maltodextrina e goma arabica, respectivamente), EMD e EGA (extrato +
agente carreador maltodextrina e goma arabica antes da secagem em spray dryer). Letras diferentes
na mesma linha indicam diferenca estatistica entre os microencpasulados, pelo teste t (p < 0,05).

No parametro a*, PMD obteve 0s maiores valores, demonstrando uma
coloracdo com tendéncia mais ao avermelhado. O mesmo comportamento foi
observado para os valores de b*, a tendéncia ao amarelo foi mais observada para
PMD, do que para PGA, estes valores podem estar associados a cor dos carreadores
utilizados na preparacdo dos pés. Em relagdo ao angulo da tonalidade (h°), quanto
mais proximo ao 0°, mais a coloracdo vermelha dos pos predomina. Neste caso,
mesmo que pequena, foi evidenciada diferenca estatistica (p<0,05) dos

microencapsulados, sendo que para PGA, observou-se valores menores para este
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parametro. A saturacao (C*), também é um aspecto importante a ser analisado, nela
€ representada a distancia do eixo de luminosidade (L*), que se inicia em zero, no
centro. Para este parametro, os valores foram estatisticamente (p<0,05) maiores para
PMD, indicando uma maior sensac¢ao visual da quantidade de cor.

A diferenca global de cor (AE) de ambos os pés foram calculados para
investigar se o processo de secagem influenciou de forma global na cor inicial dos
pigmentos. Segundo (Obon et al., 2009), valores de (AE) localizados na faixa de 1,5
a 5, as amostras ja podem ser distinguidas, mas, a diferenca sO é evidente para
valores acima de 5. Segundo Silva et al. (2013), valores baixos de AE sao mais
desejaveis para a diferenca global de cor, indicando que o pigmento em p6 mantém
a cor do extrato do qual se originou ap0s a reconstituicao.

No geral, baseando-se no AE, a diferenca de cor dos dois tratamentos (PMD e
PGA), foram estatisticamente diferentes (p<0,05). Entretanto, a diferenca global da
cor, nao foi considerada evidente em comparacdo com as solucdes iniciais antes da
secagem, indicando uma boa conservagdo dos pigmentos microencapsulados,
mesmo apds a secagem em spray dryer. O maior AE foi obtido para PMD, quando
comparado a PGA (p<0,05). Neste caso, podemos concluir que a microencapsulagao
com goma ardbica, de certa forma, conservou melhor a coloragdo inicial dos

pigmentos apds a secagem.

3.2.2 Microestrutura dos microencapsulados

As caracteristicas tridimensionais dos p6s obtidos com diferentes agentes
carreadores na microencapsulacdo do extrato de jabuticaba foram obtidas pela
microscopia eletrénica de varredura (SEM), onde, através das fotomicrografias, foi
possivel avaliar as caracteristicas morfolégicas da superficie de cada tratamento. Foi
analisado a presenca de rachaduras, rugosidades, fraturas, ou possiveis defeitos que
pudessem expor o material, levando a sua degradacédo e oxidacdo (Guadarrama-
Lezama et al., 2012).

A andlise das micrografias (Fig.2) indica que ambos os pés (PMD e PGA)
apresentaram estruturas irregulares com tamanhos variaveis. Devido a répida
evaporacdo da &gua, e resfriamento, normalmente as particulas apresentam
concavidades e rugosidades (Cabral et al., 2018). Essas caracteristicas foram mais
evidenciadas para PMD, no qual as irregularidades foram mais visiveis. Em relacao

a PGA, foram observadas superficies mais lisas, menos rugosas, entretanto, assim
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como em PMD, foram obtidos tamanhos variados das particulas. As morfologias e
superficies irregulares das microparticulas podem estar relacionadas a diferencas na
taxa de alimentacao, tamanho de gota e temperatura durante o processo de secagem
(MAHDI et al., 2020).

Fig.2: Micrografias dos pds microencapsulados de maltodextrina (MD) e goma arabica
(GA). Ampliacéo: A) 1000x, B) 2000x, C) 4000 x.

Em comparacdo a morfologia dos pos, particulas lisas e com menores
rugosidades sdo mais recomendadas, pois possuem uma area de contato menor e
sd0 menos propensas a sofrer processos de oxidacdo, protegendo de forma mais
efetiva os compostos sensiveis de interesse (Tonon et al., 2010). Outro aspecto
importante € o tamanho das particulas obtidas, sendo que, particulas menores
possuem uma maior area de superficie exposta resultando em uma degradagédo mais
rapida de compostos sensiveis (Cabral et al., 2018).

Contrario ao presente estudo, Silva et al. (2013), ap6s avaliarem as
fotomicrografias de pds microencapsulados do extrato de jabuticaba, observaram
melhores caracteristicas utilizando o material encapsulante maltodextrina, que
permitiu a formagdo de capsulas mais homogéneas, em comparacdo com 0s poés
onde a goma arabica e maltodextrina estavam associadas (25% GA e 5% MD).

Pela analise das fotomicrografias de ambos os poés, pode-se observar que PGA

obteve os melhores resultados apds a microencapsulacdo, em comparacao a PMD,
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justamente por apresentar uma morfologia com menos concavidades, rugosidades e
reentrancias, o que protegeria de forma mais eficiente o material de interesse contra

as potenciais fontes de degradacao, principalmente a oxidagao.

3.2.3 Anélises térmicas

A analise do comportamento térmico dos sistemas microencapsulados é
importante para determinar suas condigbes de armazenamento, além de estimar a
estabilidade das microcapsulas frente a varios processos de aquecimento (Mansour;
Salah; Xu, 2020). O comportamento térmico do extrato da jabuticaba (EJB), dos
sistemas microencapsulados (PMD e PGA) e dos materiais de parede isolados (MD
e GA), avaliado por calorimetria diferencial de varredura é apresentado na Fig.3 (A e
B). O EJB apresentou dois picos térmicos na temperatura de 105,6 °C e outro a 158,1
°C. O primeiro pico esta relacionado a perda de umidade do extrato, jA o segundo,
possivelmente a fusdo dos compostos fendlicos. Estes valores estdo abaixo da
temperatura de degradacdo ja observada para compostos fendlicos antioxidantes
(180 - 256°C) (Reda, 2011), e para a mistura liofilizada de antocianinas do extrato de
jabuticaba (Pereira Souza et al., 2017).

O material de parede isolado (MD), obteve o pico maximo em 234,8 °C. Ja a
combinacéo do extrato/material de parede, PMD, apresentou o maior evento térmico
em torno 206,2 °C (Fig.3A). Outros autores relataram, picos endotérmicos para a MD
entre 193°C a 211°C, associados ao ponto de fusdo do material, podendo a variagao
estar associada principalmente aos diferentes equivalentes de dextrose (DE) da

maltodextrina (Pereira Souza et al., 2017; Yazdi et al., 2021).
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A Fig.3B, descreve o comportamento térmico da microencapsulagéo realizada
utilizando a goma ardabica, no qual, o material de parede isolado GA, apresentou o
maior evento térmico em torno 211,8°C, e ap6s a microencapsulacdo (PGA), em
217,9 °C. Ballesteros et al. (2017), relataram que a microencapsulacao por spray
drying de compostos fendlicos da borra do café, utilizando a goma ardbica como
material de parede, apresentou temperatura de fusédo térmica acima de 225 °C. Os
mesmos autores, relataram temperaturas de fusdo acima de 190°C para o0s

compostos encapsulados com MD.
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Fig.3: Calorimetria exploratoria diferencial (A,B) e analise termogravimétrica (C,D).
EJB (extrato da jabuticaba); PMD (microencapsulados de maltodextrina); MD (agente

carreador maltodextrina isolado); PGA (microencapsulado de goma ardbica) e GA

(agente carreador goma arabica isolado).
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A reducdo na temperatura de fusédo observada para PMD, quando comparada
a MD e o leve aumento na temperatura de fusdo de PGA, comparada a GA, indicam
uma possivel interacdo entre o material de parede e os compostos encapsulados, que
levou consequentemente, a mudancas nas propriedades fisicas e a formacdo de
complexo, como foi proposto também, por Naidu et al. (2004) e Pereira Souza et al.
(2017), levando a mudancas nas propriedades fisicas e quimicas dos carreadores,
interferindo no ponto de fus@o térmica comumente observado para os materiais
isolados.

De modo geral, independente do material de parede, o EJB atinge maiores
resisténcias térmicas apos seu encapsulamento, sendo a goma arabica, o agente
encapsulante com maior estabilidade em comparacdo a maltodextrina. Nos dois
casos estabilidade térmica (>200°C), foi alcancada pelas amostras encapsuladas,
associadas aos materiais utilizados como revestimento.

Os primeiros eventos térmicos <100 °C, observados, tanto para O0s
microencapsulados quando para os materiais de parede isolados, estdo associados
principalmente a temperatura de transicéo vitrea (Tg) desses materiais. Para a goma
arabica e maltodextrina, ja foram obtidos valores de Tg de 52,83 °C e 39,96 °C,
respectivamente (Yousefi et al., 2011). A associagdo dos dois materiais de parede
(MD-GA) para a microencapsulacdo de antocianinas do chokeberry
(Aronia menalocarpa), originou valores de Tg de 69,65 °C(Pleczykolan; Kurek, 2019).
Quanto maior a Tg, mais estavel € o produto em p6 durante a producdo e
armazenamento (Tonon et al., 2009) Na Fig.3A, a Tg observada para o PMD e MD
foram de 69°C e 46 °C, respectivamente. Ja para PGA e GA, 55 °C e 66°C
respectivamente (Fig.3B). Os sistemas microencapsulados apresentaram valores de
TG semelhantes, demostrando que ambos os tratamentos possibilitam adequada
estabilidade ao armazenamento potencial uso na incorporacéo de alimentos.

A perda de massa provocada pelo aumento da temperatura em EJB, dos
microencapsulados e dos materiais de parede isolados, foram descritas pela analise
de termogravimetria (TGA). O aumento da temperatura levou a perdas na massa no
EJB, j& em 94,1°C, nas temperaturas proximas a 200 °C, restavam 68% da massa
total do extrato. Ja para os sistemas microencapsulados (PMD e PGA), (Fig, 3C e
Fig.3D), respectivamente, foi observado que a encapsulacdo provocou menores
perdas iniciais de massa do material encapsulado. As perdas iniciais de massa estéo

relacionadas principalmente a evaporacdo da agua (umidade), em temperaturas
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abaixo de 120 °C (Karaaslan et al., 2021). Em 200°C, os dois sistemas
microencapsulados, PMD e PGA ainda apresentam, 92 e 89%, respectivamente, da
massa total. Os resultados demostram que, a perda de massa do EJB, foi reduzida
apos a microencapsulacgéo, reforcando a importancia de se encapsular os polifendis,

aumentando a resisténcia térmica desses compostos.

3.2.4 Cristalinidade

A cristalinidade das microcapsulas relaciona-se diretamente a sua
estabilidade, sendo assim, € importante determinar pela DRX, se as microcapsulas
tém estruturas cristalinas ou amorfas (Mahdi et al., 2020Db).

Para os PMD (Fig.4A), foi observado uma sobreposi¢cao sobre MD, indicando
gue, mesmo com a microencapsulagcéo do extrato da jabuticaba, estruturalmente, o
material de parede ainda permaneceu com as caracteristicas originais, propria da
maltodextrina. Assim como observado em PGA (Fig.4B), mesmo com pequenas
variacbes de angulo, ainda assim, os microencapsulados de goma ardbica,
permaneceram com as caracteristicas estruturais semelhantes ao seu controle GA.
Esses resultados indicam que, mesmo com a presenca dos compostos do extrato, a
estrutura do material de parede néo foi afetada, corroborando com os resultados da
termogravimétria, onde foi possivel observar, que o comportamento térmico (DSC) e
a perda de massa (TGA) de PMD e PGA, assemelhou-se com seus respectivos
controles MD e GA. Neste sentido, a DRX reforgou que a maltodextrina e a goma
arabica sao bons agentes encapsulantes, e mesmo com a presenca do material de
nacleo (extrato), as propriedades térmicas dos encapulantes permanecem estaveis,

oferecendo também maior protecdo térmica aos bioativos microencapsulados.
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Fig.4: Difratometria de raio x. EJB (extrato da jabuticaba); PMD (microencapsulados
de maltodextrina); MD (material de parede maltodextrina isolado); PGA
(microencapsulado de goma ardbica) e GA (material de parede goma arabica
isolado).

Em ambos os casos, percebe-se que a PMD e PGA, apresentam estruturas
semicristalinas. Isso pode ser observado pelos picos caracteristicos em ambos os
microencapsulados, proximo ao angulo de 20°, indicando uma estrutura cristalina e
outra variagdo menos acentuada proxima a 40°, indicando uma estrutura amorfa.
Quando se observa um perfil de difracdo de raios X, a presenca de picos difusos e
grandes é um indicativo de materiais amorfos. Em contraste, materiais cristalinos
apresentam picos agudos e bem definidos, pois estdo em um estado altamente
ordenado (Wang & Zhou, 2015). O EJB, obteve um comportamento semelhante aos
microencapsulados, com estrutura que pode ser caracterizada como semicristalina.

No geral os pés secos por pulverizacdo com propriedades cristalinas séo
preferidos para melhor estabilidade de armazenamento (Wang & Zhou, 2015). As
amostras amorfas apresentam uma alta capacidade de absor¢do de agua, o que pode
ocasionar problemas durante o armazenamento. Com a absor¢cdo de umidade, 0s
acucares amorfos se convertem em acucares cristalinos, fazendo com que as
amostras formem aglomerados. Essa caracteristica € prejudicial, pois o ganho de
peso e a degradacdo de nutrientes podem ocorrer, bem como o colapso da
microestrutura, levando também a instabilidade microbiolégica dos pds (Borrmann et
al.,, 2013). Entretanto, este estado € o preferido para microencapsulacdo de
compostos bioativos, por possuir alta viscosidade, reduz a mobilidade das moléculas,

impedindo as reacBes quimicas e bioquimicas, preservando 0s componentes
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bioativos dentro das particulas de pd, podendo assim aglomerar de forma mais
eficiente o material ativo na matriz da microcéapsula (Leyva-Porras et al., 2021).

Nos dois casos, a estrutura semicristalina dos microencapsulados pode
oferecer maior estabilidade ao armazenamento devido a cristalinidade parcial, e ainda
assim, serem bons agentes encapsulantes de bioativos, devido as caracteristicas

amorfas.

3.2.5 Compostos bioativos, capacidade antioxidante e eficiéncia de

encapsulamento

O conteudo de fendlicos totais (CFT) dos po6s microencapsulados foi
significativamente diferente (p<0,05) para os tratamentos, sendo que, o PGA
apresentou maior teor em comparacado a PMD (Tabela 4). Do contrario, em estudo
sobre a microencapsulacao do extrato da casca de berinjela, os autores observaram
gque, o conteudo de fendlicos microencapsulados com o agente carreador
maltodextrina apresentou, mesmo que pequena (5,22 mg. g?'), quantidades
significativamente (p<0,05) maiores quando comparados a goma arabica (4,57 mg. g
1), associando os resultados ao melhor aprisionamento de polifendis na estrutura da
MD do que da GA (Sarabandi et al., 2019). Estudos associam uma relacdo positiva
entre os polifendis e a atividade antioxidante (Fujita et al., 2013; Rocha et al., 2019;
Tolun et al., 2016b). Em relacdo ao conteldo de antocianinas totais (AT)
microencapsuladas, ndo foi observada diferencgas significativas (p> 0,05) entre PMD
e PGA, mostrando que o0s agentes carreadores se comportaram de forma

semelhando na microencapsulacédo do material de interesse.
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Tabela 4. Compostos fendlicos, antocianinas e capacidade antioxidante dos pos

microencapsulados

P6s microencapsulados
Compostos bioativos

Maltodextrina Goma arabica
Fendlicos Totais (mg AGE.100 g?) 172,73 = 3,412 232,63 + 9,04
Antocianinas Totais (mg cy-3-gli.100 g™ 53,85 + 1,842 50,20 + 2,502
ABTS (umol Trolox.g?) 20,94 £ 1,322 33,21 +1,68°
DPPH (umol Trolox.g™) 19,19 + 0,062 25,71 +£0,25°
FRAP (umol sulfato ferroso/g) 39,85 £ 3,212 86,69 * 4,40°
EE Fendlicos Totais (%) 82,64+ 0,342 76,62 + 0,90°
EE Antocianinas Totais (%) 61,71 £ 0,812 64,39 + 0,79°

*Valores expressos como média + desvio padrdo (n=3) para as duas formulacdes de pos
microencapsulados. Maltodextrina (PMD) e goma arabica (PGA), em base seca. Letras diferentes na
mesma linha indicam diferenca estatistica pelo teste t (p < 0,05). AGE: Acido gélico equivalente; cy-3-
gli: cyanidina-3-glicosidio; ABTS: capacidade de eliminacao do cation ABTS, DPPH: capacidade de
eliminagdo do radical DPPH, FRAP: poder antioxidante de reducdo do ferro; EE: Eficiéncia de
encapsulamento expressa em porcentagem.

A quantidade de fendlicos totais e antocianinas presentes nas microcapsulas
de ambos o0s agentes carreadores, demostram potencial utilizagdo para a
incorporacdo em matrizes alimentares diversas, reafirmando que a secagem em
spray dryer € um importante método para a estabilizacdo e valorizacdo desses
compostos. A microencapsulacdo dos polifendis, principalmente das antocianinas,
facilita sua aplicacdo como corante natural em alimentos (de Céassia Gomes da Rocha
et al., 2023)

Os resultados da capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP) das
microcépsulas, também estdo descritos na Tabela 4. Para todos os ensaios, 0
tratamento PGA obteve significativamente (p<0,05) a maior capacidade antioxidante
em comparacdo a PMD. Estes resultados podem estar associados ao maior contetdo
de fendlicos totais, com capacidade redutora, no PGA.

A capacidade antioxidante dos microencapsulados de extratos vegetais, pode
variar conforme a proporcao de agente carreador e material de nucleo, temperatura
de secagem utilizada, diferentes valores de DE (para a maltodextrina), ou a
diminuicdo do conteudo de polifendis apés a secagem (Mishra et al., 2014; Nguyen
et al., 2022; Tolun et al., 2016b).

A obtencdo de bioativos microencapsulados com elevada atividade
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antioxidante extraidos da casca fruto da jabuticaba e a incorporacdo em matrizes

alimentares, podem prevenir, retardar e até mesmo inibir reacdes oxidativas e

melhorar a qualidade microbiolégica do produto (Baldin et al., 2016, 2018). Vale
destacar também, os beneficios in vivo dos fitoquimicos antioxidantes do fruto, como
efeitos antidiarreicos (Souza-Moreira et al., 2011), efeito protetor contra danos
hepéticos (Santos et al., 2010) ), anti-inflamatério (Zhao et al., 2019) resisténcia a
insulina (Lenquiste et al., 2012)), antiproliferativo (Reynertson et al., 2006)) entre
outros. Esses estudos reforcam a importancia da utilizacdo dos compostos
antioxidantes, com potencial aplicagcdo em alimentos.

A eficiéncia de encapsulamento (EE) indica o quanto o método de
encapsulacdo foi eficiente, e depende principalmente da relacdo material de
parede/nicleo. A EE refere-se ao potencial dos materiais da parede para encapsular
ou reter o material do nucleo dentro da microcdpsula (Akhavan Mahdavi et al., 2016).
No presente estudo, a eficiéncia de encapsulamento obtida para os fendlicos totais
dos PMD, comparado a PGA, foram estatisticamente (p<0,05) maiores, demostrando
gue a maltodextrina permitiu uma maior retencdo dos bioativos. Entretanto, ao
analisar os teores de antocianinas, mesmo que pequena, 0 agente carreador goma
ardbica demostrou estatisticamente (p<0,05) maiores porcentagens de
encapsulamento.

A microencapsulacdo por atomizacdo utilizando a maltodextrina e goma
arabica com agentes encapsulantes, (Akhavan Mahdavi et al., 2016) obteve eficiéncia
de encapsulamento que variou de 89,06 a 96,21% para as antocianinas de extrato de
bérberis ( Berberis vulgaris ). Ja a maltodextrina 20 DE e o hi-maize, apresentaram
eficiéncia de encapsulamento para as antocianinas obtidas do mirtilo (Vaccinium
spp.), que variou entre 74,40 e 85,22% (Righi da Rosa et al., 2019). Na
microencapsulagdo do extrato da jabuticaba utilizando a associacdo MD/GA, a EE
variou de 83,21 a 99,02%. Segundo 0s autores, mesmo em temperaturas elevadas,
o teor de antocianinas se manteve estaveis, devido a maior protecdo dos agentes
encapsulantes (Silva et al., 2013).

De modo geral, para este estudo, a eficiéncia de encapsulamento do contetdo
de fendlicos totais e antocianinas, utilizando os dois agentes encapsulantes, foi
satisfatéria. Vale destacar que os menores valores de EE das antocianinas
encontrados, comparados aos estudos citados acima, deve-se principalmente as

diferentes propriedades dos agentes encapsulantes e suas interacées com o material

34


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/aerobic-metabolism

de interesse, juntamente com as caracteristicas de emulsdo e método de secagem.
Na secagem por spray dryer, as condicdes como a temperatura de entrada e saida,
vazao de alimentacéo, fluxo de ar, morfologia das particulas, entre outros, influenciam
nos resultados da eficiéncia de encapsulamento (Akhavan Mahdavi et al., 2016; Jafari
et al., 2008; Nguyen et al., 2022).

4. CONCLUSAO

A utilizacao da maltodextrina e goma ardbica como agentes carreadores
mostrou-se eficiente para a microencapsulacdo dos polifendis da jabuticaba. Os
compostos bioativos encapsulados, demostraram potencial capacidade antioxidante
e caracteristicas fisico-quimicas adequadas, como valores elevados de solubilidade,
menos higroscopicos, parametros atrativos de cor e resisténcia térmica, atributos
desejaveis em alimentos em pé e para utilizacdo na industria de alimentos. A goma
arabica destacou-se pelas melhores caracteristicas dos pds obtidos. Ademais, 0s
polifendis da jabuticaba microencapsulados podem ser utilizados em matrizes
alimentares diversas, na substituicdo de corantes artificiais, contribuindo também

para os aspectos funcionais dos alimentos incorporados.
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ARTIGO 2
Incorporacgéo dos polifénois microencapsulados extraidos da casca da
jabuticaba (Plinia spp.) em bebida lactea: estabilidade, bioacessibilidade in

vitro e resposta glicémica

RESUMO
O objetivo deste trabalho foi incorporar compostos bioativos extraidos de casca de
jabuticaba na forma de extrato concentrado (EJB) e pOs microencapsulados com
maltodextrina (PMD) e goma arébica (PGA), em sistema modelo de bebida lactea,
avaliando sua estabilidade, bioacessibilidade e resposta glicémica. Caracteristicas
fisico-quimicas como pH, acidez, colorimetria, fenélicos totais e antocianinas totais,
capacidade antioxidante, cinética de degradacdo e tempo de meia vida das
antocianinas, bioacessibilidade in vitro e a resposta glicémica pds-prandial em
individuos saudaveis foram avaliadas. As formulagcfes de bebidas incorporadas com
polifendis (PMD, PGA e EJB) e a bebida controle (BLC) mantiveram seu pH e acidez
estaveis ao longo de 28 dias de armazenamento. Em relacdo a cor, o parametro a*,
considerado o mais relevante para o estudo, reduziu significativamente (p<0,05), para
todas as formulacdes de bebida, relacionando-se diretamente com degradacéo
significativa (p<0,05) das antocianinas incorporadas, avaliadas ao longo do
armazenamento. O conteudo de fendlicos totais foi constante durante todo o
armazenamento, assim como a capacidade antioxidante. No ensaio da
bioacessibilidade dos polifenéis incorporados houve aumento dos fendlicos e
antocianinas (p<0,05) em todas as formulacdes, apés a simulagdo da digestédo
gastrointestinal. A resposta glicémica demonstrou que as menores areas
incrementais da glicose, em comparacao a bebida controle (BLC) foram obtidas para
PGA e EJB, demostrando que os polifendis apresentam potencial para a reducéo da
absorcao pdés-prandial da glicose. Os polifendis extraidos da casca da jabuticaba,
incorporados em bebida lactea, apresentam boa estabilidade ao armazenamento,

além de contribuir para os aspectos funcionais do produto.
Palavras-chave: atividade antioxidante, antocianinas, biorresiduo, colorimetria,

resposta glicémica
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1. INTRODUCAO

A jabuticaba (Plinia spp.) pertence a familia Myrtaceae e, € uma fruta brasileira
encontrada principalmente na Mata Atlantica, mas é amplamente cultivada em todo o
pais. O fruto maduro possui caracteristicas como polpa esbranquicada com sabor
doce e adstringente devido ao seu alto teor de acucares e acidos (Neves et al., 2018).
Diferentemente da polpa, as cascas e sementes da jabuticaba ndo sdo comumente
consumidas, sendo considerados residuos do processamento, em que ocorrem
perdas de até 50% (Morales et al., 2016). Apenas a casca equivale a 30% do peso
total do fruto, destacando-se por concentrar a maior parte dos fitoquimicos da
jabuticaba (Quatrin et al., 2020).

O residuo do epicarpo, principalmente as cascas do fruto, tem se mostrado
uma excelente fonte de compostos fendlicos, como antocianinas (cianidina-3-O-
glicosideo e delfinidina-3-O-glicosideo) e derivados do acido elagico, tocoferdis e
taninos(Albuquerque et al., 2020; Quatrin et al., 2019).

Os fitoquimicos extraidos da jabuticaba apresentam grande potencial
tecnoldgico tanto na substituicdo de corantes sintéticos, quanto na promocédo da
saude. No entanto, seu uso se torna limitado principalmente pela instabilidade destes
compostos, frente aos fatores degradativos, como diferentes condicbes de
processamento e armazenamento, temperatura, luz, e oxigénio (Cabral et al., 2018).

A tecnologia de microencapsulacédo em spray drying pode contribuir para uma
maior estabilidade desses compostos. Nesse método, o material de interesse
(nucleo), é encapsulado por um material circundante (material de parede), garantindo
uma maior protecdo dos compostos de interesse (Céassia et al., 2019). Neste sentido,
microencapsulacdo garante uma liberacao direcionada dos compostos bioativos de
interesse durante a digestdo gastrointestinal, oferecendo maior protecdo aos
fitoquimicos, permitindo a maior absorcdo destes pelo trato gastrointestinal e obtendo-
se o efeito desejado (Heidebach et al., 2012).

Os compostos encontrados na casca da jabuticaba estdo associados a
beneficios a saude, como anti-inflamatorios, hipoglicemiantes , moduladores lipidicos
e cardioprotetores (Moura et al., 2018; Roméo et al., 2019; Trindade et al., 2022),
melhora da sensibilidade a insulina (Dragano et al., 2013; Lenquiste et al., 2012),
inibicdo das enzimas digestivas (Borges et al., 2022) e propriedades

guimiopreventivas (Holkem et al., 2021). Os polifendis, comumente encontrados na
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jabuticaba, estdo envolvidos na diminuicdo da glicemia plasmatica, e seu efeito
hipoglicemiante também é relatado em varios estudos in vitro e in vivo. A inibicdo da
a-amilase e a-glicosidase, enzimas envolvidas no metabolismo de carboidratos,
contribuindo para a reducdo do exacerbado da glicose plasmética pos-prandial
(Annunziata et al., 2020; Fidelis et al., 2021), inibicdo do transporte de glicose para
0s enterocitos (Kim et al., 2016; Mrabti et al., 2019), reducdo da secrecao de insulina
(Szkudelski, 2008), e diminuindo a absorcdo de glicose (Manzano & Williamson,
2010). Além disso, sao relatadas aplicacdes dos polifendis da jabuticaba na industria
de alimentos, como em produtos carneos (de Almeida et al. 2015; Baldin et al. 2018),
em panificados (Marquetti et al., 2018) e produtos lacteos (Fidelis et al. 2021; Freitas-
Sa et al. 2018; Di Maio et al. 2019; Pinto et al. 2023; Rocha et al. 2019; de S& et al.
2014; Saito et al., 2019).

Ha grande interesse em incorporar polifendis em produtos lacteos, como forma
de torna-los mais atrativos. A bebida lactea, apresenta caracteristicas sensoriais
semelhantes as do iogurte, além de demonstrarem potencial de utilizacdo do soro de
leite, considerado um subproduto da producdo do queijo, sua utilizacdo reduz e até
elimina seu impacto ambiental gerado pelo seu descarte incorreto, além disso, pode
originar diferentes formulac¢des alimenticias, sensorialmente agradaveis, nutritivas e
de baixo custo ao consumidor (Silva et al., 2017).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi incorporar compostos bioativos
extraidos de casca de jabuticaba na forma de extrato concentrado e pos
microencapsulados com maltodextrina e goma arabica, em sistema modelo de bebida

lactea, avaliando sua estabilidade, bioacessibilidade e resposta glicémica.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material

Os frutos da jabuticaba (Plinia spp.) produzidas na zona rural do municipio de
Sabara - MG, Brasil (19° 53' 21" Sul, Longitude: 43° 48' 17" Oeste), foram adquiridos
em novembro de 2021. O fruto inteiro foi recebido in natura, higienizado e a obtencéao
das cascas foi feita por despolpamento manual. As cascas foram armazenadas a -18
+ 2 °C, até a obtencédo dos extratos e a realizacdo das analises.

Os reagentes, 2,2'azinobis-(3etilbenzotiazolin-6sulphonic) acid (ABTS), 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), &acido 6-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox), sais biliares, as enzimas alfa-amilase,
pepsina, pancreatina, foram obtidos da Sigma-Adrich (Germany). Acido gaélico,
carbonato de sodio, cloreto de sodio, 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). Para o controle de glicemia capilar
foi utilizado o aparelho glicosimetro (Accu-Chek Active) e lancetas e fitas (Accu-Chek
Softclix). Todos os reagentes foram de grau analitico ou HPLC. Os agentes
carreadores utilizados foram goma arabica (Labsynth, Brasil) e a maltodextrina 10 DE
(Absolut Industria, Brasil).

Para a formulagdo das bebidas lacteas foram utilizados leite UHT (Selita, Brasil),
acucar cristal (Delta, Brasil), cultura lactea liofilizada para iogurte (Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) (Rica Nata,
Brasil), aroma artificial de morango (Adicel, Brasil). O soro de leite foi adquirido do

setor de laticinios do Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), campus Alegre-ES.

2.2 Obtencéao do extrato concentrado de jabuticaba e dos microencapsulados

O extrato rico em fitoquimicos (EJB), foi obtido a partir da metodologia proposta
por (Lima et al. (2019). As cascas da jabuticaba foram previamente trituradas com o
auxilio de mixer (Britania, Ultra Mixer), e foram adicionadas ao solvente extrator etanol
80% (v/v), na proporcao de residuo:solvente de 1:10 (m/v). Apds, o extrato foi levado
ao ultrassom de banho (Ultrassonic Power IGBT, CTA do Brasil), a poténcia de 900W
e temperatura de 35°C/30min. O extrato foi filtrado a vacuo em papel Whatman 1. Em
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seguida, concentrado, utilizando um evaporador rotatorio a vacuo (Fisatom 801, Sao
Paulo, Brasil), para a remocéo de todo o etanol residual. O teor de solidos soluveis
(SST), expresso em °Brix, foi medido durante a evaporacao rotativa, para verificar a
finalizagdo do processo. Ao final, o extrato concentrado foi acondicionado em frasco
ambar e armazenado em freezer (-18 £ 2 °C) para posterior realizacdo das analises.
A extracdo foi repetida até a obtencdo de volume suficiente de extrato para o

experimento.

2.3 Microencapsulacéo do extrato em secagem por spray dryer

A goma arabica e a maltodextrina 10 DE foram utilizados como os agentes
carreadores da microencapsulagéo. A concentracao final das solu¢des de material de
parede foi de 30% (m/v). O extrato concentrado do residuo de jabuticaba obtido (EJB)
no item 2.2, foi adicionado ao agente carreador com proporcéo de 1.3, ou seja, uma
parte de extrato, para trés partes de agente encapsulante.

Para homogeneizacao das misturas de extratos e agentes encapsulantes, foi
utilizado agitador (KASVI, K40-1810H, Brasil), a 30 °C. O pH das solugdes antes da
secagem, foi ajustado utilizando o acido citrico saturado até pH 3. A secagem ocorreu
em spray dryer (YAMATO, Modelo ADL 3115, China) (SILVA et al.,, 2013). A
temperatura de entrada foi de 180 °C e a de saida variando entre 70 £ 5°C, a pressao
manomeétrica maxima do ar comprimido de 0,1 MPa, vazédo de alimentacdo de 3,7
mL/min e fluxo do ar de secagem igual a 0,21 m3min. ApGs a secagem, 0s pos
microencapsulados com goma arabica (PGA) e maltodextrina (PMD) foram
armazenados sob refrigeracao (-18 + 2°C) em embalagens de polietileno revestidas
com camada laminada. A secagem foi repetida até a obtencao de volume suficiente

de microencapsulados para o experimento.

2.4 Formulacao do sistema modelo de bebida lactea fermentada

A formulacédo da bebida lactea fermentada foi conduzida segundo o método
proposto por Lima et al. (2019). Utilizou-se 60% de leite UHT e 40% de soro de leite
constituindo a base lactea. A proporgéo de acucar foi 12% e aromatizante comercial
de morango 0,1%, calculados de acordo com a base lactea, segundo as
recomendagdes do fabricante. Para a incorporacao da cultura lactea, 2 g do fermento

em po6 foram previamente diluidos em 500 mL de leite UHT, em seguida, fracionado
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em tubos Falcon de 50 mL, conforme orientado pelo fabricante e armazenados em
congelador a -18 + 2°C.

O soro de leite utilizado, foi filtrado e aquecido a 65 °C, para promover a
remocao de impurezas e para inativagéo do coalho residual proveniente da fabricagao
do queijo, evitando interferéncias no processo. Posteriormente, o acuUcar foi
incorporado no soro, e a mistura pasteurizada em banho-térmico a 65 °C por 30
minutos. Em seguida a mistura pasteurizada foi resfriada a 40 °C em banho de gelo,
e realizada a adicao do leite UHT e de 100 mL da cultura latica diluida. A fermentacéo
ocorreu em estufa (Solab SL 101), a 42 £ 1 °C por 9 horas, até atingir a acidez entre
60 a 80 °Dornic.

Apés a fermentacdo, foi realizada a quebra do coagulo e a adicdo do
aromatizante comercial de morango. O extrato concentrado de jabuticaba (EJB), e os
pos microencapsulados com maltodextrina (PMD) e goma arabica (PGA) foram
incorporados na proporcdo de 5% (m/m) na bebida (Lima et al., 2019). A
homogeneizacédo para a completa solubilizacdo dos pds e extrato foi realizada em
agitador magnético (KASVI, K40-1810H, Brasil).

No total, obtiveram-se quatro formulag@es de bebida lactea fermentada, sendo
a BLC (bebida lactea controle, sem a adi¢do dos extratos e pés), EJB (bebida lactea
com incorporacdo do extrato concentrado de jabuticaba), PMD (bebida lactea com
incorporacao dos microencapsulados com maltodextrina) e PGA (bebida lactea com
incorporacao de microencapsulados com goma arabica).

As formulacdes foram entdo envasadas em embalagens opacas de polietileno
de 100 mL, previamente sanitizadas em solucéo de hipoclorito de sddio a 200 mg/L,

e mantidas em BOD sob refrigeracéo (10 + 2 °C), até o momento das analises.

2.5 Estabilidade do sistema modelo de bebida lactea

A estabilidade das formulacbes das bebidas lacteas, foi avaliada durante os
tempos zero, 7, 14, 21 e 28 dias de armazenamento, baseando-se no prazo de
validade comumente observado para os produtos comerciais. (Lima et al. 2019). As
bebidas foram analisadas conforme descrito a seguir, em triplicata e os dados

expressos em média + desvio padrdo, em base seca.
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2.5.1. Acidez total titulavel e potencial hidrogenidnico

A determinacdo da acidez e do pH, seguiu os padrfes analiticos do Instituto
Adolfo Lutz (2004), sendo que para a acidez foi utilizado a solucdo de NaOH 0,1 mol/L
e os resultados foram expressos em g de &cido latico por 100 g de bebida. Ja o pH,
foi determinado em potenciémetro digital (PHS-3E, Satra) previamente calibrado, por
meio da dissolugcédo de 10 mL da amostra em 100 mL de agua destilada.

2.5.2. Anélises colorimétricas

O colorimetro (Konica Minolta, CR-5, Japé&o) foi utilizado para medir os
parametros colorimétricos, no sistema CIELAB com iluminante Des € angulo de
observacdo de 10°, com o objetivo de verificar a perda de cor das formulacbes de
bebidas lacteas ao longo de 28 dias de armazenamento. Foram realizadas leituras
diretas no modo reflectéancia 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 cromatica (h) e saturacao de cor ou chroma (C*)
foram calculados pelas Equacodes (1) e (2).
h°=tan! (b*/a*) (Eq.1)

C=/(a*)%+ (b *)? (Eq.2)
A variagao global de cor (AE), foi calculada para verificar as perdas de

coloracdo da bebida durante o armazenamento, segundo a Equacéo 4:

AE=\/(AL%)2 + (Aax)2 + (Ab*)2 (Eq.3)

Em que: AE é a diferenga global de cor; AL é a variagdo da coordenada L*; Aa € a

variagao da coordenada a*; Ab é a variagao da coordenada b*.

2.5.3 Compostos bioativos e capacidade antioxidante da bebida

Na bebida lactea, durante todo o periodo de armazenamento, 0s pigmentos e
compostos bioativos foram extraidos conforme proposto por Prudéncio et al. (2008) e
Lima et al. (2019b), com pequenas modificagdes, onde utilizou-se uma solucdo de
etanol: HCI 1,5 N (85:15 v/v), a pH 1, na proporcéo bebida: solugdo extrativa de 3:4
(v/v). ApGs, a amostra com a solucdo extrativa de etanol foi centrifugada (Z326K,

Herme, Alemanha) por 45 min em tubos Falcon, a 5000 g a 11 °C e, posteriormente
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os extratos foram filtrados a vacuo. Os extratos filtrados foram armazenados sob

refrigeracéo (-18 + 2°C), até o momento das analises.

2.5.3.1 Contelido de fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais (CFT), das formulacdes de bebida lactea foram
determinados pelo método colorimétrico utilizando o reativo Folin Ciocalteau,
baseado Singleton, Rossi e Jr (1965). Inicialmente, foi adicionada uma aliquota de 0,6
mL de cada extrato em 3,0 mL de reagente Folin Ciocalteau previamente diluido em
agua destilada (1:10; v/v). Apés 3 minutos de repouso ao abrigo da luz, foram
adicionados 2,4 mL de solugdo saturada de Na2COs. A absorbancia utilizada na
determinacao foi de 760 nm pelo espectrofotdmetro (Multiskan GO, Thermo Scientific,
Finlandia) apos 1 hora de repouso em auséncia de luz. A curva padrao de acido galico
(0-150 mg/L) foi utilizada para a determinacédo e os resultados expressos em acido

gdlico equivalente (mg AGE.100g™1), em base seca.

2.5.3.2 Antocianinas totais

Utilizou-se a metodologia proposta por Fuleki & Francis (1968) para a
determinacdo do teor de antocianinas totais. As bebidas lacteas previamente
extraidas descritas no item 2.5.3, foram diluidas em agua destilada em um balédo de
10 mL, e a leitura realizada em espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos) a 535 nm (coeficiente de extingdo molar: 26.900 L/mol.cm; peso molecular:
449,2 g/mol). O teor de antocianinas totais foi expresso em mg de cianidina-3-

glicosideo/100 g de amostra (mg ¢-3-¢g.100 g1), em base seca.

2.5.3.3 Capacidade antioxidante — ABTS

O método de ensaio do radical ABTS (acido 2,2'-azinobis- (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfénico)) para a quantificacéo da capacidade antioxidante das bebidas lacteas, foi
conduzido de acordo com Re et al. (1999). Foram adicionados 3,5 mL da solucdo
radical ABTSe<+, (absorbancia corrigida para 0,700 (£ 0,05) com adigédo de etanol 80%)
com 0,5 mL da amostra, ao abrigo da luz. A realizacédo da leitura foi feita a 734 nm
apos 6 minutos de reacdo em espectrofotdmetro (Thermo Fisher Scientific, Evolution
300 UV-Vis, Estados Unidos). O Trolox foi utilizado como padréo (0-150 umol/L) e os

resultados expressos em equivalente de Trolox (umol Trolox.g?), em base seca.
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2.5.3.4 Capacidade antioxidante — DPPH
O ensaio DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) seguiu o método proposto por

Brand-Williams et al. (1995). Adicionou-se 3,5 mL da solucdo de DPPH (absorbancia
corrigida para 0,700 (x 0,05) com adicédo de etanol 80%) em 0,5 mL. As amostras
foram abrigadas da luz e as medidas de absorbancia realizadas em espectrofotbmetro
a 515 nm. O Trolox foi utilizado como padréo (0-150 umol/L) e os resultados foram

expressos em equivalente de Trolox (umol Trolox.gt), em base seca.

2.5.3.5 Capacidade antioxidante — FRAP

A capacidade antioxidante avaliada pelo potencial de reducéo do ferro, seguiu
a metodologia proposta de Morais et al. (2013). Foram adicionados 0,90 mL das
amostras, 0,27 mL de agua destilada e 2,70 mL de reagente FRAP previamente
preparado, em tubo de ensaio. Apés 30 min de incubacéo a 37 °C, os valores de
absorbancia foram determinados por espectrofotometria a 595 nm. A capacidade
antioxidante das amostras foi determinada com base em curva de calibragao, tracada
usando FeS04.7H20 (0-2000 pmol/L). Os resultados foram expressos em pmol de

sulfato ferroso equivalente. g1, em base seca.

2.5.3.6 Cinética de degradacéo

A constante de degradacao (k) foi determinada usando um modelo cinético de
primeira ordem de acordo com a Equacédo (4), e a meia-vida das antocianinas
incorporadas na bebida lactea, foi determinada de acordo com a Equacéo (5), como
sugere Righi da Rosa et al. (2019).

C=Cyekt (Eq.4)
Onde: C = concentragdo de antocianinas no tempo t (mg/ 100 g1); C, = concentragdo

inicial de antocianinas (mg/ 100 g1); t = tempo de armazenamento (dias).

In (2
b2 = n,g ) (Eq.5)

Onde: t;,, = tempo de meia-vida em dias; k = constante de degradagdo; ¢t = tempo

em dias.

2.6 Bioacessibilidade in vitro do sistema-modelo de bebida lactea

As formulagbes, descritas no item 2.4, foram submetidas aos ensaios de

digestédo in vitro, contemplando as seguintes etapas: oral, gastrica e intestinal,
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realizadas em triplicata. O protocolo de Brodkorb et al. (2019) e Minekus et al. (2014)
foi utilizado como referéncia no estudo.

Para a fase oral, 5 mL da amostra de bebida lactea foi misturada a 5 mL de
solucgéo salivar (dgua ultrapura e 75 U/mL de alfa-amilase), obtendo a proporcéo final
de 50:50 (v/v) para alimentos liquidos, como sugere o protocolo. Ajustou-se o pH para
7, e as amostras foram mantidas sob agitacdo durante 2 minutos a 37 °C (tempo e
temperatura recomendados para contato com a enzima).

Na fase gastrica foram utilizados 10 mL da fase salivar a qual foi misturada
com 10 mL de solucgéo gastrica (pepsina suina 2000 U/mL e agua ultrapura), o pH foi
ajustado para 3, e a digestéo realizada em 2 horas a 37°C, sob agitacao.

No ensaio intestinal, 20 mL da fase gastrica foi misturada em 20 mL de solucao
intestinal (tripsina suina 100 U/mL, 10 mM de sais biliares e 4gua pura), o pH foi entdo
reajustado para 7, seguindo para a digestdo sob agitacao, durante 2 horas a 37°C.
Os valores de pH de todas as fases foram ajustados com NaOH e HCIl, ambos 1 M e
a agitacao realizada no equipamento BOD (SP, Labor) a 110 rpm.

Para interromper a hidrélise, as amostras foram mergulhadas em banho de
gelo por 10 min e o pH ajustado para 2,0, com HCL 1 M, com o objetivo de manter a
estabilidade dos polifendis. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5400 g a
4 °C por 60 min para separar as fragcbes bioacessiveis e residuais (Kosinska-
Cagnazzo et al., 2015; Tagliazucchi et al., 2010). Os teores brutos de antocianinas e
fendlicos totais, de ambas as fragfes coletadas, foram determinados de acordo com
os itens 2.5.3.1 e 2.5.3.2 respectivamente.

2.7 Resposta glicémica do sistema-modelo de bebida lactea

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), campus Alegre sob o parecer n°
5.458.305. O consentimento foi obtido de cada voluntario da pesquisa, através da
assinatura do termo de consentimento livre esclarecido (TCLE).

2.7.1 Tamanho da amostra

A metodologia de referéncia utilizada foi proposta por Dos Reis Gallo et al.

(2021), o tamanho amostral obtido através do calculo para a estimativa de amostra
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para o ensaio clinico proposto por Rohrig et al. (2010), baseado em estudo anterior
de resposta pos-prandial que relatou uma mudanca significativa na AUC para glicose
plasmatica com um poder de estudo de 80% e alfa de 0,05, apds a ingestao dos
polifendis do fruto pertencente as Myrtaceas, assim como a jabuticaba (Balisteiro et
al., 2013). O tamanho da amostra de 9 sujeitos foi calculado com nivel de confianga
de 95% (a = 2,5%) e poder de 90%. Considerando a desisténcia de 30%, o tamanho

da amostra final foi aumentado para 12 voluntarios.

2.7.2 Critérios de selecdo e orientacdo dos individuos

Foram recrutados individuos com idade entre 20-31 anos, que néo fizessem
uso de medicamentos que afetassem a glicemia; IMC 18,9 — 24,9; com flutuagéo de
peso corporal < 5 kg nos ultimos trés meses; que nao fossem tabagistas; que nao
apresentassem reacdes alérgicas aos ingredientes das formulacdes; que néo
relatassem doencas cardiovasculares, gastrointestinais e metabdlicas (diabetes,
hipotireoidismo e hipertireoidismo); e que tivessem glicemia capilar em jejum 70-100
mg/dL. Na triagem, os participantes responderam aos questionarios com base nos
critérios de recrutamento. Todos os individuos completaram o estudo. O estudo foi
caracterizado como um ensaio clinico, em que cada voluntéario fez o consumo de cada
uma das bebidas formuladas, respeitando um intervalo de 3 a 7 dias entre as sessfes
experimentais. Os individuos foram orientados a ndo consumirem alcool e a nao
praticarem atividades fisicas intensas 24 horas antes dos testes, além de evitarem
alimentos e bebidas ricas em polifendis (chocolate, vinho, frutas vermelhas, café e

cha), no mesmo periodo (Balisteiro et al., 2013).

2.7.3 Resposta glicémica das formulacdes

No total, 4 formulacSes de bebidas lacteas, a saber: bebida lactea sem adicédo
de extrato concentrado de jabuticaba e p6s microencapsulados (controle BLC);
bebida lactea com a adicdo do extrato concentrado de jabuticaba (EJB); bebida lactea
com a adi¢cdo dos pdés microencapsulados de maltodextrina (PMD) e goma arabica
(PGA). Todas as formulac6es de bebidas lacteas foram produzidas como descrito no
item 2.4, no dia antecedente a ingestdo e coleta da glicemia dos voluntérios. As

bebidas foram envasadas em frasco de polietiieno de 200 mL e mantidas sob
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refrigeracdo (4 £ 1 °C). Cada formulacdo continha 25 g de carboidrato disponivel
(FAO, 1998).

Apds o jejum de 12 horas, foi oferecido a cada participante 200 mL da
formulacao teste estabelecida para o dia. O tempo para ingestao da bebida foi de 10
minutos. Nos tempos zero (imediatamente antes do consumo da bebida teste), 15,
30, 45, 60, 90 e 120 minutos, contados imediatamente apds o consumo da bebida
teste, foram avaliadas as alteracdes glicémicas resultantes do consumo das bebidas
lacteas, por meio da determinacao da glicemia capilar, usando-se um glicosimetro
digital (Accu-check Performa) (Dos Reis Gallo et al., 2021). Durante o periodo de
teste, os participantes ndo consumiram nenhum tipo de alimento ou bebida, exceto
agua. Os voluntarios permaneceram no laboratorio, executando atividades leves,
como leitura, uso de computadores ou celulares, assistindo televisdo ou ouvindo

musica.

2.8 Andlises estatisticas

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com
quatro tratamentos (PMD, PGA, EJB e BLC), em triplicata. No estudo da estabilidade
fisico-quimica da bebida lactea, modelos matematicos foram ajustados a partir de
analises de regressao, e a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram
utilizados para a comparacdo entre médias dos 4 tratamentos, com nivel de
significancia de 5%, através do programa SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc). Os
graficos foram elaborados através do software GraphPad PRISM® (versédo 9.0.2).

No estudo da bioacessibilidade, foi empregado teste de Tukey a 5% de
significancia para comparacao das médias dos tratamentos. No estudo da resposta
glicémica, a area incremental sob a curva (IAUC) para glicose pos-prandial, foi
calculada usando a regra trapezoidal integrada de areas de contagem acima e abaixo
da concentracéo basal em jejum, subtraindo pelo valor basal de glicemia. O teste de
Tukey a 5% de significancia foi utilizado para confirmar as diferencas significativas
nos resultados de iIAUC, através do software GraphPad PRISM® (versédo 9.0.2).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As bebidas lacteas, logo apos a incorporacdo do extrato concentrado (EJB) e
pos microencapsulados de maltodextrina e goma arabica (PMD e PGA), foram
avaliadas quanto a sua estabilidade no pH, acidez total titulavel e cor, além do estudo
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da degradacéo e atividade antioxidante dos compostos bioativos incorporados no
sistema alimentar, ao longo de 28 dias de armazenamento. Foram ajustados os
modelos mateméticos que melhor se aplicavam a cada variavel analisada, avaliando
0 comportamento e interagdo dos compostos bioativos com a matriz onde foram

incorporados.
3.1 pH e acidez

Logo apds a incorporacdo do extrato concentrado e pds microencapsulados
(tempo zero), foram observadas mudancas nos valores de pH e acidez da bebida,
(Tabela 1). De acordo com a ANOVA, o fator tempo néo foi significativo para a variavel
pH e acidez, ao longo do armazenamento, em todas as formulacées, mas o fator
tratamento foi significativo (p<0,05). Diante disso, optou-se pelo teste de
comparacdes multiplas de Tukey, o qual demostrou que, a menor média de pH foi
registrada para o tratamento PGA (p<0,05). Todos os tratamentos diferenciaram-se

estatisticamente entre si (p<0,05).

Tabela 1: pH e acidez das bebidas lacteas ao longo de 28 dias de armazenamento

Tratamento pH Acidez
PMD 4,26 + 0,02° 0,70 £ 0,00¢
PGA 3,91 £ 0,022 1,33 + 0,02¢
EJB 4,34 + 0,05°¢ 0,62 + 0,01°
BLC 4,42 + 0,054 0,58 + 0,012

*Valores expressos como média + desvio padrédo (n=3). Médias seguidas por uma mesma letra, em
uma mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). BLC (bebida lactea controle);
PMD (bebida incorporada com microencapsulados de maltodextrina; PGA (bebida incorporada com
microencapsulados de goma arabica e EJB (bebida incorporada de extrato)*g acido lactico/100g
amostra.

Em relagéo a acidez total titulavel, foi constatado que as médias, considerando
os 28 dias de armazenamento, de todos os tratamentos se diferenciaram (p <0,05).
Os maiores valores médios de acidez, foram verificados para PGA, seguidos por
PMD, EJB e BLC respectivamente.

As diminuicdes nos valores de pH e aumento da acidez da bebida,
especialmente para os tratamentos PGA e PMD, devem-se principalmente ao carater
acido dos po6s produzidos. A acidez mais elevada dos microencapsulados, esta

relacionada a extracdo dos proprios acidos organicos da casca da jabuticaba e a
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etapa de acidificacdo com &cido citrico, até pH 3, das solucdes antes da secagem por
pulverizacao (descrita no item 2.3), que teve o intuito de preservar a estabilidade dos
polifendis. Lima et al. (2019), também observaram a mudanca desses parametros
com a incorporacdo de 6% de antocianinas microencapsuladas produzidos da polpa
de jucara (Euterpe edulis). Os autores atribuiram a diminui¢cdo do pH & acidez natural
da fruta utilizada, a base lactea e a etapa de acidificacao para elaboracéo de extratos

etanodlicos do fruto.

3.2 Colorimetria

E descrito que a cor tem grande influéncia e é decisiva para os consumidores
na compra de alimentos, sendo que, geralmente este aspecto se sobrepde aos
demais atributos do produto (Zorenc et al., 2017). Ao longo do armazenamento, as
antocianinas podem sofrer um processo de degradacao provocando modificacdes
nos parametros colorimétricos, como saturacdo e mudancas na tonalidade, podendo
modificar a aparéncia do produto (Borges et al., 2022).

Na bebida lactea, logo apdés a incorporacdo do extrato concentrado de
jabuticaba (EJB), dos microencapsulados de maltodextrina (PMD) e dos
microencapsulados de goma arabica (PGA), foram observados diferentes parametros

colorimétricos para os tratamentos, como pode ser observado na Fig. 2.
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Fig. 2: Fotografias das bebidas lacteas incorporadas de extrato concentrado de
jabuticaba (EJB), dos microencapsulados de maltodextrina (PMD) e dos
microencapsulados de goma arabica (PGA), e da bebida lactea controle (BLC) ao

longo de 28 dias de armazenamento.

A bebida lactea controle (BLC) apresentou valores de L* em torno de 90,41,
entretanto, com a adicdo dos microencapsulados e do extrato concentrado, houve
reducdo da luminosidade de todas as amostras, enquanto foi observado que, o
parametro a* aumentou significativamente (p<0,05) ap6s as incorporacdes. As
alteracdes iniciais da coloracdo da bebida, deve-se ao aspecto de cor dos pos
microencapsulados e do extrato incorporado, elevando principalmente a
caracteristica avermelhada das amostras. Este aspecto de cor é caracteristico dos
polifendis extraidos da jabuticaba, principalmente das antocianinas presentes no
extrato. A ANOVA demostrou que a variavel tempo nao foi significativa, logo, os

valores de L* de todos os tratamentos, puderam ser considerados estaveis ao longo
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dos 28 dias de armazenamento (Fig. 3A). Pelo teste Tukey, todos os tratamentos se
diferenciaram (p<0,05) entre si, sendo os menores valores de L*, obtidos para PMD
e PGA, respectivamente, indicando que os microencapsulados e o extrato (EJB)
reduziram (p<0,05), a luminosidade da bebida lactea.

Os valores obtidos para o aspecto de cor do parametro a*, sdo considerados
0S mais relevantes para o estudo, relacionado principalmente com a presenca das
antocianinas, contribuindo para os tons mais avermelhados na bebida lactea. Através
do Tukey, foi verificado diferencas significativas (p< 0,05) entre todos os tratamentos.
Sendo que, PGA obteve os maiores valores a*, seguidos por PMD e EJB
respectivamente. Os valores de a* mais elevados para PGA, podem estar
relacionados ao seu menor pH, sendo que, em meios &cidos, ha uma maior
conservacao de estabilidade das antocianinas e a predominéncia do cation flavilium
(Giusti & Wrolstad, 2003). Na BLC, nao foram quantificadas antocianinas totais. A
bebida lactea controle (BLC) obteve valores negativos do parametro a* (-3,48 + 0,13),
como era esperado, ja que nessa formulacdo ndo houve qualquer incorporacéao apos
sua formulacdo. Na analise de regressao do parametro a*, o0 modelo matematico de
decaimento exponencial, mostrou-se significativo (p< 0,05) para todos os tratamentos
ao longo do tempo, exceto o BLC o qual foi ndo significativo, sendo as equacgdes
obtidas para PMD (§ = 11,8512 + 2,1351e¢ 729849t R2 = (,98), PGA (§ = 15,6555 +
3,4662 e~%0720t 'R2 = 099) e EJB (y = 7,7867 + 1,4212 ¢~%0886t R2 = (0,99). O
decaimento exponencial mostrou a queda dos valores de a* (Fig. 3B), sendo estas,
maiores nos primeiros dias de armazenamento (0, 7 e 14 dias), como pode ser
observado na Fig. 3B.

O mesmo comportamento relacionado a diminuicdo dos valores de a*, foi
encontrado para iogurte incorporado com extrato de jabuticaba em diferentes
concentracdes, ao longo de 28 dias de armazenamento, atribuido & degradacéo das
antocianinas (Pinto et al.,, 2023). Estes resultados estdo relacionados aqueles
encontrados para as antocianinas na bebida lactea (Fig. 4B), em que foi possivel
observar a degradacédo desses compostos, ao longo do armazenamento, podendo
assim, interferir diretamente no parametro de cor a*. Uma correlagao positiva entre a
reducdo do pardmetro a* e a degradacdo das antocianinas ao longo de 28 dias foi
obtida para este estudo, sendo para PMD (R? = 0,94), PGA (R?=0,85) e EJB (R? =
0,98).

Observou-se que as bebidas EJB e PMD apresentaram aumento na
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coordenada b* (p< 0,05) ao longo do armazenamento (Fig. 3C). O modelo de
crescimento exponencial foi utilizado para explicar este comportamento. As equacdes
obtidas para PMD (9 = 1,0861 + 1,7805(1 — ¢%9633t) 'R2=0,97) e EJB (y = 2,6574 +
1,3847 (1 — %0620ty ' R2 = 0,99), demostram que, o aspecto de cor amarelado das
amostras, aumentaram no inicio, e permaneceram constantes ao final do
armazenamento. Para PGA, a regressao linear foi a que melhor se ajustou, sendo
gue a equacdo (¥ = 2,5200 + 0,0377, R? 0,94) demostrou o aumento da magnitude
do parametro b*, ao longo do tempo. Para BLC, a ANOVA demostrou que a variavel
tempo nao foi significativa, logo, os valores de b*, podem ser considerados estaveis
ao longo dos 28 dias de armazenamento. Além disso, verificou-se, todas as bebidas
se diferenciaram entre si, para o parametro b* (p<0,05).

A cromaticidade (C*) esta ligada a expressao quantitativa ou “quantidade de
cor”’, o parametro permite avaliar a sensacao visual da amostra estudada (Pinto et al.,
2023). No presente estudo, todos os tratamentos foram significativamente diferentes
(p<0,05). Os maiores valores de C* foram encontrados para PGA, seguidos por PMD,
BLC e EJB, respectivamente. A analise de regressdo (Fig. 3D) de todos os
tratamentos ao longo do armazenamento, demostrou um decaimento significativo
(p<0,05) da cromaticidade, para PGA, PMD e EJB, até 14 dias de armazenamento.
Apos, a cromaticidade permaneceu constante até o tempo de 28 dias. A diminuicao
de C*, assim como foi observado para o parametro a*, relaciona-se principalmente a
degradacéo das antocianinas (Pinto et al., 2023). As equacdes obtidas foram, para
PMD (§ = 12,1908 + 1,8401 e~%0945t R2 = 0,99); PGA (y = 16,1673 + 3,1382¢700797 ¢,
R? = 0,99) e EJB ( 9 = 8,7355 + 0,8481¢701167t R2 = 0,99). Para BLC, a ANOVA,
demostrou que a variavel tempo néo foi significativa, logo, os valores de C*, podem
ser considerados estaveis ao longo dos 28 dias de armazenamento.

O angulo de tonalidade cromatica (h°), situa-se na faixa entre o vermelho e o
amarelo (0° a 90°), neste caso, quanto mais proximo a 0° mais amostra se aproxima
da coloracédo vermelha, caracteristica de extratos e pés ricos em antocianinas. Os
valores de h° para PMD e PGA ndao diferiram estatisticamente (p>0,05). Porém, as
bebidas incorporadas apenas de EJB, apresentaram valores significativamente
(p<0,05) maiores, quando comparadas as bebidas incorporadas das microcapsulas,
indicando uma tonalidade mais amarelada. Quanto a bebida PMD e PGA, os tons
amarelados podem associar-se a influéncia dos agentes carreadores, podendo estes
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contribuir para as caracteristicas mais amareladas da bebida, afastando o angulo da
regidao vermelha (0°), e aproximando-o cada vez mais da coloracdo amarela (90°).
Neste caso, a tonalidade das bebidas incorporadas das microcapsulas, apresentaram
tonalidades mais avermelhas que a bebida incorporada de extrato, indicando uma
maior presenga das antocianinas. Através do modelo de crescimento exponencial,
foi possivel observar que o angulo de tonalidade cromética, aumentou
significativamente (p<0,05) para as bebidas adicionadas de extrato ou microcépsulas
(Fig. 3E). As equacdes obtidas foram, para PMD (§ = 4,4633 + 9,7724 (1 — e~%0538)
,R?=0,97), PGA (§ = 7,5112 + 20,6663 (1 — e*009°%) 'R20,97) e EJB (§ = 16,0893 +
11,5570 (1 — %0632ty R2=0,99). Para BLC, os maiores angulos de tonalidade foram
obtidos, sendo esta caracteristica, atribuida a prépria base lactea e sua composicao,
elevando os tons amarelados da bebida. A ANOVA, demostrou que a variavel tempo
nao foi significativa para BLC, logo, os valores de h®° podem ser considerados estaveis
ao longo dos 28 dias de armazenamento.

Na variacdo global de cor (AE) os valores foram obtidos comparando as
amostras do tempo zero com 28 dias, com o objetivo de avaliar se 0 armazenamento
influenciou de maneira global, nos aspectos de cor do produto, em comparagcao com
o primeiro dia de incorporacdo dos microencapsulados e do extrato concentrado.
Todos os tratamentos diferiram estatisticamente (p< 0,05) entre si, sendo que, 0S
maiores valores de AE, foram encontrados para PGA (3,58 £ 0,04), seguidos por PMD
(2,80 + 0,03) e EJB (1,93 + 0,01), respectivamente. Segundo Obdn et al. (2009), para
o AE situado entre 1,5 e 5 (o limiar de discriminacéo visual), a diferenca de cor ja pode
ser distinguida, mas so6 se torna evidente, para valores acima de 5.

No presente estudo, os valores de AE das bebidas lacteas incorporados de
microencapsulados e extrato concentrado, ficaram abaixo da faixa considerada
evidente. Assim, € possivel observar que, de maneira global, mesmo com o
decaimento significativo dos parametros a* e C*, e o aumento de b* e h°, a cor das
bebidas permaneceu com as caracteristicas colorimétricas desejadas até o final do

tempo de armazenamento.
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Fig. 3: Colorimetria da bebida lactea ao longo de 28 dias de armazenamento. BLC
(bebida lactea controle); PMD (bebida incorporada com microencapsulados de
maltodextrina; PGA (bebida incorporada com microencapsulados de goma arabica e
EJB (bebida incorporada de extrato). L*: luminosidade; a* intensidade de vermelho
(+) e verde (-); b*: intensidade de amarelo (+) e azul (+); h°: angulo de tonalidade

cromatica; C*: Chroma;
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3.3 Estabilidade dos compostos bioativos

O contetdo de fendlicos totais (CFT) das formulagdes de bebida lactea foi
avaliado ao longo de 28 dias de armazenamento (Fig. 4A), com o objetivo de verificar
sua estabilidade e seu comportamento apds a incorporacdo na matriz alimentar. Foi
observado que, a variavel tempo nédo foi significativa, logo, o CFT podem ser
considerados estaveis ao longo dos 28 dias de armazenamento. Todas as
formulacdes se diferenciaram estatisticamente (p< 0,05), sendo que, PMD apresentou
0 maior conteudo de fendlicos totais, seguidos por EJB, PGA e BLC, respectivamente.
Mesmo sem incorporacdo do extrato concentrado ou pds microencapsulados, foi
observado na BLC uma fracdo consideravel de fendlicos. Este fato pode ter ocorrido
devido a presenca de interferentes que reagiram com o reagente de Folin-Ciocalteu
nas formulacbes (Rocha et al., 2019). Entre os fatores limitantes desse método,
destaca-se, a capacidade que o reagente Folin-Ciocalteu tem de reagir com todas as
substancias redutoras presentes, como proteinas, aminoacidos e agucares (frutose e
glicose), que sdo contabilizados como fendis totais podendo levar a uma
superestimacao dos resultados obtidos (Naczk & Shahidi, 2004; Rover & Brown,
2013).
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Fig. 4. Conteudo fendlico total (A) e antocianinas totais (B); atividade antioxidante
ABTS (C), DPPH (D) e FRAP (E) das bebidas lacteas ao longo de 28 dias de
armazenamento. BLC (bebida lactea controle); PMD (bebida incorporada com
microencapsulados de maltodextrina; PGA (bebida incorporada com
microencapsulados de goma arabica e EJB (bebida incorporada de extrato). Os
resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). AGE: Acido gélico
equivalente; FSE: Sulfato ferroso equivalente. ABTS: capacidade de eliminacdo do
cation ABTS, DPPH: capacidade de eliminacdo do radical DPPH, FRAP: poder
antioxidante de reducéo do ferro.

A incorporagdo de polifendis em matrizes alimentares pode agregar
funcionalidade ao produto, porém, em matrizes complexas, a adicdo destes
compostos resulta em uma série de interacbes com distintos constituintes. Em
produtos lacteos, ricos em proteinas, como a bebida lactea, essas interacfes
demostram uma maior relevancia, devido a elevada afinidade polifendis-proteinas,
podendo afetar principalmente, a biodisponibilidade desses compostos (Anders
Bennick, 2016; S. Silva et al., 2018).

Quanto as antocianinas totais (AT), observou-se que estas foram degradadas

ao longo do tempo de armazenamento para todos os tratamentos, entretanto, PMD
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se destacou por apresentar um contetdo de AT significativamente (p<0,05) maior que
PGA e EJB, até o ultimo dia de armazenamento. Pela analise de regressao, equacoes
de decaimento exponencial foram significativas (p<0,05) para todos os tratamentos,
como apresentado na Tabela 4. Comparando-se apenas entre as bebidas
incorporadas dos p6s microencapsulados (PMD e PGA), pode-se observar uma maior
concentracdo de antocianinas para a microencapsulacdo utilizando o agente
carreador maltodextrina, sendo o0 mesmo observado para o contetdo de fendlicos
totais.

As bebidas incorporadas de PGA e EJB, ndo se diferiram estatisticamente
(p>0,05), podendo o conteudo de AT entre os dois tratamentos, serem considerados
iguais ao longo de 28 dias. A Fig. 4B, demostra o comportamento do conteudo de
antocianinas totais analisados durante todo o periodo de armazenamento da bebida.

Em estudo semelhante, sobre a incorporacdo de antocianinas do extrato seco,
extraido da casca da jabuticaba (Myrciaria cauliflora Mart.) em sistema alimentar de
iogurte, os autores também observaram a degradacédo do contetudo de antocianinas
do produto ao longo de 28 dias de armazenamento refrigerado, levando alteracdes
da cor na bebida (Pinto et al., 2023).

Os modelos matematicos de primeira ordem foram ajustados com o intuito de
estudar a constante de degradacao (k) e o tempo de meia vida (t »») das antocianinas
incorporadas na bebida lactea, ao longo de 28 dias de armazenamento, como descrita
na Tabela 4.

Tabela 4: Constante de degradacdo e tempos de meia vida das antocianinas

incorporadas na bebida lactea durante 28 dias de armazenamento

Tratamento Modelo ajustado (K) R? Meia-vida (dias)
PMD y = 19,3982 ¢~001746t  0,0174 0,88 39,68
PGA y = 12,1030 ¢~%013%t  0,0139 0,77 49,86
EJB y = 13,4780 ¢~00186t  (0,0186 0,90 37,26

A meia-vida foi utilizada para estimar o tempo que as antocianinas
microencapsuladas ou do extrato, incorporados na bebida, levariam para atingir 50%
de sua concentracdo inicial. Como era esperado, a meia-vida mais longa foi
observada para PGA (49,86 dias) e PMD (39,68 dias), quando comparado a EJB
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(37,26 dias). Esses resultados demostram que a microencapsulacéo das antocianinas
aumentou a vida de prateleira desses compostos sensiveis, em comparacdo ao
extrato. Scibisz et al. (2012) encontraram resultados semelhantes para o iogurte
enriquecido de antocianinas do mirtilo. Segundo os autores, a meia-vida desses
compostos chegaram a valores proximos a 40 dias. Vale ressaltar que geralmente
produtos lacteos como bebidas lacteas ou iogurte, apresentam validade comercial de
25 a 35 dias (Wallace & Giusti, 2008), indicando que, mesmo com a degradacéao
desses pigmentos, boa parte da concentracao inicial das antocianinas prevalecem no
produto, durante sua vida de prateleira.

A incorporacdo dos pdés microencapsulados (PMD e PGA) e extrato
concentrado (EJB), aumentou significativamente (p>0,05) a capacidade antioxidante
das bebidas quando comparadas a bebida controle (BLC) nos diferentes ensaios
(ABTS, DPPH e FRAP), pelo teste de Tukey, como apresentado na Fig. 4. Para os
ensaios ABTS e DPPH (Fig. 4C e 4D, respectivamente) os tratamentos PGA e PMD,
demostraram as maiores capacidades antioxidantes (p<0,05), quando comparado ao
EJB, ao longo do armazenamento, indicando que a microencapsulacdo promoveu
uma maior retencdo dos compostos antioxidantes.

Pela ANOVA, a variavel tempo nédo foi significativa, em nenhum dos
tratamentos, logo, a capacidade antioxidante (ABTS), da bebida lactea, pode ser
considerada estavel ao longo dos 28 dias de armazenamento.

A capacidade antioxidante medida pela eliminacdo do radical DPPH, foi maior
(p<0,05) para as bebidas incorporadas das microcdpsulas (PMD e PGA),
consideradas estatisticamente (p>0,05) iguais. Enquanto a menor capacidade
antioxidante foi obtida para EJB e a amostra controle (BLC), iguais estatisticamente
(p>0,05), ao longo de 28 dias de armazenamento. Além disso, verificou-se que, a
variavel tempo nao foi significativa, em nenhum dos tratamentos, logo, a capacidade
antioxidante (DPPH), da bebida lactea, pode ser considerada estavel ao longo dos 28
dias de armazenamento.

O poder antioxidante de reducédo férrica (FRAP), demostra que o tratamento
PMD obteve a maior capacidade antioxidante (p<0,05) entre as demais (Fig. 4E). Para
PGA e EJB, ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0,05) pelo teste
Tukey. A capacidade antioxidante de ambos os tratamentos, foram estatisticamente
maiores (p<0,05) comparados a amostra controle (BLC), da qual ndo houve a
incorporacao dos polifendis. A andlise de regressao demostrou através do modelo de
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decaimento exponencial que o tratamento PMD obteve uma diminui¢do significativa
(p<0,05) do potencial antioxidante (§ = 1566,0671 + 355,8080e~ 1943; R2(,98). Pela
ANOVA, a variavel tempo nao foi significativa, nos tratamentos PGA, EJB e BLC, logo,
a capacidade antioxidante (FRAP), pode ser considerada estavel ao longo dos 28
dias de armazenamento para esses trés tratamentos.

Em todos os ensaios, foi verificada, mesmo que significativamente menor
(p<0,05), certa atividade antioxidante para a BLC, podendo estar relacionado,
principalmente aos compostos redutores presentes na propria base lactea como, os
aminoé&cidos contendo enxofre, além do fosfato, vitaminas A e E, carotendides,
selénio, zinco, sistemas enziméticos e oligossacarideos do leite. A prépria
fermentacdo da bebida lactea pode ter contribuido para a presenca de antioxidantes
na matriz, relacionando-se a formacao de peptideos bioativos durante o processo
(Khan et al., 2019). Em todos os casos, ainda assim o potencial antioxidante dos
produtos lacteos ainda é baixo, necessitando da incorporacdo dos compostos
bioativos, como foi realizado neste estudo. Outros estudos demostraram que a
incorporacdo de polifendis em lacteos aumentou significativamente (p<0,05) o
potencial antioxidante dos produtos. Como o iogurte suplementado com bagaco de
amora (Du et al., 2022), concentrado de cenoura preta (Pandey et al., 2021), p6 de
cha verde (Jeong et al., 2018) e sementes de jabuticaba (Fidelis et al., 2021) e em
bebida lactea, com a incorporacdo da polpa de jucara microencapsulada por spray
drying (Lima, Madaldo, dos Santos, et al., 2019). Desta forma, foi possivel observar
uma contribuic&o positiva com a incorporacao dos polifendis da jabuticaba na bebida
lactea, ou seja, um aumento significativo (p<0,05) do potencial antioxidante e certa

estabilidade ao longo do armazenamento.

3.4 Bioacessibilidade dos compostos bioativos na bebida

Apos a simulagéo gastrointestinal in vitro (SGI) em todas as formulaces, foi
verificado um aumento significativo (p<0,05) no contetdo de fendlicos totais e
antocianinas da bebida lactea em comparacdo com as quantidades iniciais
encontradas na bebida ap0s sua formulacdo e incorporacdo dos pos e extrato
concentrado (tempo zero).

Na Fig. 5A, referente aos compostos fendlicos, antes e apds a digestado, é
possivel observar a magnitude desse aumento, baseando-se nos valores brutos dos

compostos ao final da simulacéo. Foram verificadas diferencas significativas (p<0,05),
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entre os tratamentos antes da digestdo gastrointestinal , sendo que, somente PGA e
EJB nao se diferiram (p>0,05). O maior conteudo inicial de CFT, foi atribuido ao

tratamento PMD, e o menor contetdo, a BLC.
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Fig. 5: Bioacessibilidade dos compostos fendlicos totais antes e depois da simulacéo

gastrointestinal na bebida lactea no tempo zero.

Dados expressos em média + desvio padrdo. Médias seguidas por uma mesma letra mindscula para
analise de CFT, antes da digestdo, ndo se diferem entre si a (p>0,05) pelo teste de Tukey, e médias
seguidas por uma mesma letra mailscula para anélise de CFT apoés a digestdo, ndo diferem entre si
(p>0,05) pelo teste de Tukey. Medias seguidas por uma mesma letra minUscula para a digestdo sem
a enzima, para CFT, nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey. J& médias seguidas pela mesma
letra mailscula na digestdo com enzimas, para o CFT ndo se diferem entre si (p>0,05). Médias
seguidas por uma mesma letra mindscula para analise de AT antes da digestéo, nao diferem entre si
a (p>0,05) pelo teste de Tukey, e médias seguidas por uma mesma letra mailscula para andlise depois
da digestéo para AT néo diferem entre si a (p>0,05) pelo teste de Tukey. * Significativo (p<0,05) pelo
teste Tukey. PMD: bebida lactea incorporada de pés microencapsulados com maltodextrina; PGA:
bebida lactea incorporada de pés microencapsulados com goma arabica; EJB: bebida lactea
incorporada de extrato concentrado de jabuticaba; BLC: Bebida lactea controle, sem incorporagédo de
polifendis.

Apo6s a digestéo, verificou-se que houve diferencas significativas (p<0,05)
apenas para PGA e EJB, sendo que, neste caso, a bebida incorporada do extrato
concentrado (EJB), em comparacdo a PGA, apresentou o maior contetudo de
fendlicos totais. A BLC, mesmo ausente de qualquer incorporacdo de compostos
fendlicos relacionados a jabuticaba, apresentou quantidades significativas (p< 0,05)
desses compostos, antes e ap0s a digestdo. Como ja discutido, o método de

guantificacdo com o reagente de Folin-Ciocalteu apresenta inimeros interferentes
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relativos a matriz alimentar, que podem superestimar os resultados de fendlicos das
formulacdes, principalmente acuUcares, aminoacidos ou substancias redutoras
presentes no alimento (Rocha et al., 2019; Rover & Brown, 2013).

Para a BLC, apos a digestdo, o CFT foi estatisticamente igual as demais
formulacdes (p>0,05). Os resultados demonstram que, a quantidade de fendlicos
incorporados nas bebidas lacteas (PMD, PGA e EJB) podem néao ter contribuido para
um aumento significativo do seu contetdo ap6s a digestao, sendo necessario estudar
maiores porcentagens de incorporacdo de bioativos do extrato e pos
microencapsulados para o produto elaborado. Mesmo que, PMD apresentou valores
de fendlicos significativamente (p<0,05) maiores em seu conteudo antes da digestao
simulada, ndo foi possivel descrever se a microencapsulacdo promoveu maior
protecédo e liberacdo controlada desses compostos apds a simulacgao.

Souzaetal., (2021), apds simulac&o da digestéo in vitro de suco misto de frutas
tropicais microencapsuladas, verificaram um aumento tanto no conteudo de
compostos fendlicos, com excecao da quercetina, quanto na atividade antioxidante
pelo método ORAC. Segundo os autores, os niveis de acido galico aumentaram
109,43% ap0s a simulacdo da digestdo. Dutra et al. (2017) também observaram no
estudo da bioacessibilidade de polpas de frutas exoticas brasileiras, 0 aumento do
conteudo de rutina, acido galico, quercetina e acido p -cumarico no umbu-caja apos
a digestao intestinal em comparacdo a fracdo gastrica. Os autores relataram o
aumento de até 127,58% nos teores de acido trans-cindmico. Tagliazucchi et al.
(2010) no estudo da bioacessibilidade dos polifendis da casca da uva, também
observaram aumento desses compostos apos duas horas de digestéao gastrica, sendo
21,9% para a catequina.

Os rearranjos quimicos de alguns compostos, também podem aumentar a
bioacessibilidade de alguns acidos fendlicos, sendo que, em condi¢cdes &cidas e
alcalinas, semelhantes a digestao in vitro, pode ocorrer hidrélise das ligacdes éster
dos elagitaninos por exemplo, provocando seu rearranjo estrutural como acido elagico
(Alminger et al., 2014).

Os aumentos aparentes dos compostos fendlicos apés a digestéo intestinal
(Fig. 5A) podem também, estar associados a acdo de enzimas intestinais e digestivas,
como a pancreatina, que faciltam a liberacdo de fendlicos ligados a matriz do
alimento, isto é, a hidrélise enzimatica das proteinas em peptideos demonstra

interromper os complexos de proteina e polifendis e liberando os polifendis da matriz
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alimentar(Lamothe et al., 2019; Xie et al., 2013). Neste sentido, o trato gastrointestinal
pode ser também um dispositivo de extracdo de compostos fendlicos das matrizes
alimentares muito eficiente, disponibilizando-os para absor¢do no intestino
(Tagliazucchi et al., 2010). Assim, com o intuito de avaliar a presenga das enzimas
digestivas (pepsina e pancreatina) sobre o aumento dos polifendis apos a digestao,
as amostras BLC e PGA, foram submetidas a SGI nas mesmas condicOes
anteriormente descritas, entretanto, apenas as enzimas digestivas nao foram
inoculadas nas amostras. O contetdo fendlico total encontra-se na Fig. 5B.

Os valores brutos de polifendis totais encontrados nas amostras BLC e PGA,
apresentaram uma diminuicao significativa (p<0,05), em comparacao com os valores
desses compostos, utilizando as enzimas no processo da digestdo. Os resultados
demonstram que, a presenca dessas enzimas afetou significativamente (p<0,05) a
guantificacdo dos polifendis incorporados em PGA. Como descreveu Xie et al.,
(2013), a presenca das enzimas digestivas recuperou 56% da catequina do chéa verde,
adicionado ao leite, sugerindo que, houve quebra da associacao entre os complexos
proteina-catequina. O conteudo de polifendis totais encontrados na BLC, mesmo que,
neste tratamento, ndo houvesse qualquer incorporacédo desses compostos, sugerem
uma reatividade do reagente Folin-Ciocalteu a presenga de compostos presentes no
alimento, diferentes dos polifendis, como antioxidantes de baixo peso molecular,
aminoacidos livres, peptideos e proteinas, caracteristicos da bebida lactea (Helal &
Tagliazucchi, 2018).

A escolha da bebida incorporada com microencapsulados de goma arabica
(PGA), para o teste da SGI, como e sem a presenca das enzimas digestivas, baseou-
se na quantidade superior de proteinas presentes no préprio agente carreador, depois
da bebida controle (BLC), ja que a prépria goma arabica pode apresentar em sua
estrutura uma pequena fragdo de proteina (1,5% - 2,6%) (Gashua et al., 2015). Além
disso, ja foi relatado que a goma arabica pode interagir principalmente com polifendis
e proteinas, através de pontes de hidrogénio e interacdes hidrofébicas (Mateus et al.,
2004), podendo dificultar a quantificacdo desses polifenodis extraidos por métodos
quimicos.

Mesmo que, os demais tratamentos PMD e EJB, ndo tenham sido submetidos
ao teste da SGI, com e sem a presenca das enzimas, € esperado um comportamento
semelhante, uma vez que, na PGA e BLC, bebidas com maior teor de proteinas, a

auséncia das enzimas digestivas diminuiram significantemente (p<0,05) o teor de
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CFT quantificados ao final da simulacdo, sugerindo que, parte desses compostos
podem estar associados as proteinas do agente carreador e da matriz alimentar.

Em relacdo ao teor de antocianinas totais (Fig. 5C), foi observado, assim como
em CFT, o aumento significativo (p<0,05) de seu conteudo ao final da simulagéo
gastrointestinal. As formulacbes PGA e EJB foram estatisticamente diferentes
(p<0,05). Este aumento no conteldo de antocianinas ao final da digestdo pode estar
também atribuido a presenca das enzimas digestivas, facilitando a liberacdo desses
compostos da matriz alimentar.

O leite (a-, B- e k-caseina) e as proteinas do soro (B-lactoglobulina e a-
lactalbumina) podem interagir com as antocianinas, essa interacdo ocorre por meio
de grupos hidrofilicos e hidrofobicos, e essa associagcdo € vantajosa, aumentando a
estabilidade das antocianinas. A matriz alimentar pode de forma efetiva, proteger as
antocianinas durante o processamento e armazenamento (Arruda et al., 2021). A
molécula de antocianina apresenta regides hidrofilicas, caracterizados por grupos
hidroxila, estas formam pontes de hidrogénio com os grupos carbonila e amina das
proteinas. Por outro lado, a regido hidrofébica da molécula de antocianinas, pode
interagir com as regifes apolares de grupos de aminoacidos, conferindo também,
maior estabilidade a antocianina (Khalifa, Li, et al., 2019; Wang et al., 2021).

A interacdo das antocianinas extraidas da cenoura roxa, com as proteinas do
isolado de proteina de soro de leite desnaturado, conferiram maior estabilidade a
molécula. O desdobramento da proteina causado pela desnaturacdo pode ter
aumentado as interagBes com a antocianina, possivelmente devido a maior exposi¢ao
dos grupos hidrofébicos (Chung et al., 2015).

E importante ressaltar que, tanto o contetido de polifendis totais e antocianinas,
apos simulacdo gastrointestinal, foi quantificado no sobrenadante dos diferentes
tratamentos de bebida lactea, sendo assim, apenas polifendis livres ou ilimitados séo
determinados (Helal & Tagliazucchi, 2018). Nesse sentido, a metodologia de extracao
guimica dos polifendis da bebida lactea proposta neste estudo, pode nao ter sido tdo
eficiente, mantendo parte desses compostos ligados a matriz alimentar, através das
interacdes proteina-polifendis. A baixa extracdo desses compostos na bebida antes
da digestdo, pode ter contribuido para as diferencas e os aumentos significativos
(p<0,05) dos polifendis apos a digestao gastrointestinal. A simulacéo gastrointestinal,
promoveu uma maior extracdo dos compostos de interesse, sugerindo que o proprio

processo de digestdo pode ser um aliado para o aumento da bioacessibilidade e
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possivelmente da absorcdo desses compostos pelo intestino (Tagliazucchi et al.,
2010).

3.5 Resposta glicémica das bebidas lacteas fermentadas

Observou-se que, 0s maiores picos da glicose plasmatica ocorreram nos
tempos de 15 e 30 minutos, para todas as formulacdes. Foi observado que PMD
obteve o maior pico (p<0,05) no tempo 15 min, sendo a Unica no tempo, que se
diferenciou comparada as demais formulagdes. No tempo de 30 min, PMD néo se
diferenciou (p>0,05) apenas de BLC, sendo a glicose incremental plasmatica,

considerada igual entre os dois tratamentos (Fig. 6A).
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Fig. 6: Alteracfes incrementais na concentracdo de glicose plasmatica pés-prandial
(A) e a area incremental sob a curva (iIAUC) para glicose plasmatica pos-prandial (B)
em voluntarios saudaveis ap6s consumir a BLC (bebida lactea controle); PMD (bebida
lactea incorporada com microencapsulados de maltodextrina; PGA (bebida lactea
incorporada com microencapsulados de goma arabica e EJB (bebida lactea

incorporada de extrato).

Médias seguidas por letras diferentes para a area incremental sob a curva (IAUC) da glicose plasmatica
pbés-prandial, indica diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey. Os dados expressos em média
+ desvio padréo, n = 12.

Os maiores picos de glicose observado para PMD nos tempos de 15 e 30 min,
deve-se principalmente a composi¢cdo da maltodextrina, que apresenta de 2—-3% de
glicose e 5-7% de maltose. Neste sentido, 0 aumento da glicemia nos primeiros
minutos, pode estar ligado diretamente ao material de parede utilizado e sua
composicao (Du et al., 2021; Xiao et al., 2022). Ap6s o tempo de 30 min, nenhuma

das formulacdes diferenciaram-se entre si (p>0,05), sendo as altera¢des da glicose
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plasmatica, considerada igual até 120 min de coleta.

Ao analisar a area incremental sob a curva (IAUC) da glicose plasmética pos-
prandial nos individuos saudaveis (Fig. 6B), verificou-se diminui¢cdes significativas
(p<0,05) na bebida lactea incorporada dos polifendis microencapsulados com goma
arabica (PGA) e do extrato concentrado de jabuticaba (EJB), rico em polifendis, em
relacdo a bebida controle (BLC). A PMD obteve a maior area incremental da glicose,
podendo esses resultados estarem associados a propria composi¢do de material de
parede maltodextrina, como ja discutido. As formulacdes PGA e EJB, demostraram
gue tanto os fitoquimicos microencapsulados (PGA) quanto a incorporacéo do extrato
de jabuticaba (EJB) na bebida lactea, podem contribuir para a diminuicdo da area
incremental da glicose apds seu consumo, reforcando o papel importante dos
polifendis na reducdo da glicemia. Os principais mecanismos para a diminuicdo da
glicose plasmatica, associada ao consumo de polifendis, estdo relacionados
principalmente a inibicdo da a-amilase e a-glicosidase, enzimas envolvidas na
digestdo de carboidratos na dieta, reducdo dos picos de insulina, diminuicdo da
peroxidacao lipidica, aumento da capacidade antioxidante e reducdo de marcadores
de estresse oxidativo plasmatico (Annunziata et al., 2020; Ferreira et al., 2016;
Seyyedebrahimi et al., 2018).

Resultados semelhantes foram encontrados para o iogurte enriquecido de
antocianinas de arroz Riceberry (Oryza sativa L.), em que os autores observaram a
diminuicao significativa (p<0,05) da iAUC de glicose para iogurte enriquecido como
polifendis, em relagdo ao controle, além do aumento do conteudo fendlico total,
cianidina-3-glicosideo e peonidina-3-glicosideo e melhora na capacidade antioxidante
plasmatica (Anuyahong et al., 2020).

Mesmo que os polifendis microencapsulados com maltodextrina (PMD) néo
contribuiram para a reducao da area incremental sob a curva (IAUC) da glicose pés-
prandial, ainda assim, os polifendis presentes na bebida podem contribuir
principalmente para aumento das caracteristicas antioxidantes do produto. Neste
estudo, foi possivel observar que o agente carreador, utilizado na microencapsulagéo
também pode influenciar nas alteragdes glicémicas dos produtos incorporados, sendo

a escolha do material encapsulante, um dos aspectos importantes a serem avaliados.
4. CONCLUSAO

A incorporagdo de polifendis de jabuticaba em bebidas lacteas na forma de
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microencapsulados com maltodextrina e goma arabica e de extrato concentrado
contribui para elevacdo dos compostos bioativos, elevacdo da capacidade
antioxidante e melhores aspectos de cor do produto, sendo associados a presenca
de fitoquimicos, principalmente a antocianina. Além disso, observou-se que a propria
digestéo gastrointestinal pode ser um veiculo de extracéo dos polifendis incorporados
na bebida lactea, podendo levar a uma maior absorcdo desses compostos, através
de quebra das associacdes, principalmente a polifenol-proteina.

Tal fato pode relacionar-se a reducao da resposta glicémica, verificada pela
area incremental sob a curva (IAUC) na glicemia poés-prandial em individuos
saudaveis, para as formulacbes incorporadas dos microencapsulados de goma
arabica e do extrato concentrado de jabuticaba, quando comparada a bebida lactea
controle. Assim, de modo geral, os bioativos extraidos da casca da jabuticaba, tanto
0S microencapsulados como o0 extrato, mostram-se como potencial uso na
substituicdo de corantes artificias, apresentam boa estabilidade durante o
armazenamento e possibilitam a elevacao das caracteristicas funcionais dos produtos

alimenticios.
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CONCLUSAO GERAL

A maltodextrina e a goma arabica podem ser eficientes agentes
carreadores para a microencapsulacdo por spray drying dos polifendis da
jabuticaba, apresentando boa retencdo dos compostos bioativos e alta
capacidade antioxidante nos pés produzidos. Os microencapsulados
demostraram alta solubilidade, baixa higroscopicidade, parametros atrativos de
cor, termoresisténcia, e sdo caracterizados como semicristalinos, atributos
desejaveis em alimentos em po e para utilizacdo na indUstria de alimentos.

A incorporagédo dos microencapulados e do extrato concentrado na
bebida lactea, elevou principalmente sua capacidade antioxidante, estavel
durante todo o armazenamento, assim como o conteudo de fendlicos totais, pH
e acidez. As bebidas obtiveram atributos desejaveis de cor, apds a incorporacéo
dos polifendis, até o ultimo dia de armazenamento, mesmo com a degradacao
das antocianinas, o que levou a uma discreta diminuicdo do parametro a*. A
simulacao gastrointestinal realizada nas bebidas, mostrou um aumento tanto nos
valores brutos do conteddo de fendlicos totais, quanto de antocianinas,
levantando a hipotese de que a simulagdo gastrointestinal promoveu uma maior
extracdo dos compostos da bebida, podendo estar associada a atividade das
enzimas proteoliticas, que promoveram uma dissociacdo entre a interacdo
polifenol-proteina, o que pode aumentar a biodisponibilidade desses compostos.
As bebidas lacteas incorporadas do extrato concentrado e dos micrencapsulados
de goma ardbica, obtiveram as menores respostas glicémicas em individuos
saudaveis, indicando que os polifendis da jabuticaba, podem reduzir a resposta
glicémica nesses produtos.

Os bioativos presentes na casca da jabuticaba podem ser uma
excelente fonte de compostos antioxidantes, e podem ser considerados
biorresiduos valiosos. A microencapsulagéo desses fitoquimicos pode aumentar
sua estabilidade e permitir a utilizacdo em diversas matrizes alimentares,

melhorando principalmente os aspectos de cor e funcionalidade dos alimentos.
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APENDICE A - FICHA DE RECRUTAMENTO DOS VOLUNTARIOS PARA A
RESPOSTA GLICEMICA

Nome Completo Sexo:F( YM( )

Idade Profissao Escolaridade

Endereco n°

Bairro Cidade
Complemento

Celular ( ) - Telefone Residencial ( ) -

E-mail

Peso kg Altura m IMC
kg/m-

Valor da glicemia - mg/dL (avaliada nho momento da entrevista):

Uso de medicamento/Suplemento: Sim ( ) Nao ( ) Qual

Pratica atividade fisica: Sim ( ) Nao ( ) Horario

Vocé manteve seu peso nos ultimos 3 meses? Sim () Néo ( )

Caso a resposta seja “nao”, quantos kg ganhou ou perdeu?

Possui alguma doenca crénica como doencas do coracao, hipotireoidismo,
hipertireoidismo, presséo alta, doencgas gastrointestinais: Sim () Nao ( )

Qual
Gestante: Sim ( ) Nao ( ) Lactante: Sim () Nao ( )

Diabético ou faz uso de medicamentos para o controle do diabetes?

Sim( )N&o ( ) Intolerante a lactose: Sim () N&o ( )
Fumante: Sim ( ) Nao ( ) Etilista: Sim ( ) Nao ( )
Possui alguma alergia alimentar: Sim () Nao ( ) Qual

Alergia a proteina do leite : Sim ( ) Nao ( )
Consome iogurte ou bebida Lactea: Sim ( ) Nao ( )
Frequéncia de consumo semanal

Orientacdes:

O voluntario ndo devera consumir bebidas alcodlicas, ou qualquer tipo de bebida 12
horas antes dos testes, (apenas agua é permitido) e ndo praticar atividades fisicas
intensas 24 horas antes dos testes, além de evitar alimentos e bebidas ricas em
polifendis (chocolate, vinho, frutas vermelhas, café e chd), evitando seu consumo no
dia e na noite anterior a manh& da analise.
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APENDICE B- FICHA INDIVIDUAL DE MONITORAMENTO DA GLICEMIA
CAPILAR

Nome do Voluntario:

Data: /
0 min 15min | 30 min | 45 min | 60 min 90 min 120 min
BLC
Data: /
0 min 15 min 30min | 45 min | 60 min | 90 min | 120 min
PMD
Data: /
Omin | 15min | 30 min | 45 min | 60 min | 90 min | 120 min
PGA
Data: /
Omin | 15min | 30 min 45 min | 60 min | 90 min 120 min
EJB
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APENDICE C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO

O(A) Sr.(a) , estd sendo

convidado(a) a participar da pesquisa intitulada “Microencapsulacdo de

polifendis extraidos da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) por spray drying e
aplicagdo em sistema-modelo de bebida lactea: aspectos fisico-quimicos,
estabilidade, bioacessibilidade e resposta glicémica”, sob a responsabilidade

da Prof2. Pollyanna Ibrahim Silva.

JUSTIFICATIVA

Os frutos da jabuticaba sdo muito ricos em compostos promotores de
saude, porém, por ser tratar de um fruto muito perecivel, ocorre um menor
consumo destes. A maioria dos compostos promotores de saude presentes na
jabuticaba estéo concentrados em sua casca, sendo essa parte, considerada
residuo, e geralmente descartada. E importante estudar o maior
aproveitamento da casca da jabuticaba e de seus compostos promotores de
saude, aplicando-as em alimentos como bebidas lacteas. Neste estudo, a
influéncia da ingestdo destas bebidas lacteas na glicemia de pessoas
saudaveis sera analisada, e espera-se que as bebidas lacteas incorporadas
dos produtos da jabuticaba apresentem menores respostasglicémicas.

OBJETIVO(S) DA PESQUISA

Analisar a incorporacéo de microencapsulados de extrato de casca de jabuticaba
em bebida lactea e seus efeitos sobre aresposta glicémica em individuos
saudaveis.

PROCEDIMENTOS

Para completar todo o estudo, sera necesséario que o Sr.(a) va ao
laboratério 6 (seis) vezes, e todas as vezes, em jejum de 10-12 horas antes

dos testes, de manha (07:00 horas). Assim, esta analise seréa realizada em 6
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(seis) sessbes, com umintervalo de 3 (trés) a 7 (sete) dias entre as sessodes.
Durante essas seis sessoes, o(a) Sr(a) ira ingerir 200 mL das formulagdes de
bebidas lacteas incorporadas com compostos extraidos da casca da
jabuticaba em até 10 minutos. Sua glicemia sera analisada usando um
glicosimetro digital, com pequenas picadas nos dedos das suas méos. A
glicemia sera medida imediatamente antes do consumo da bebida, e depois
nos tempos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos apds a ingestao, ou seja, 7 (sete
vezes). Durante o periodo do teste, o Sr.(a) deve permanecer nhas
dependéncias, apenas fazendo a ingestdo de agua, caso queira, lendo,
ouvindo musica ou acessando a internet. Todos os procedimentos seguirdo as
recomendacdes da Organizacdo Mundial da Saude para prevencdo da

disseminacgdo do coronavirus.
DURACAO E LOCAL DA PESQUISA

As andlises durarao cerca de duas horas e ocorrerdo no Laboratério de
Nutricdo Experimental da Universidade Federaldo Espirito Santo, em Alegre —
ES.

RISCOS E DESCONFORTOS

Os possiveis riscos do estudo séo: desconforto provocado pelo periodo
de jejum; a quantidade de bebida lactea a ser ingerida para o teste no tempo
de 10 minutos, uma leve ardéncia ou dor provocada pela picada da agulha no
dedo para a coleta do sangue em cada um dos dedos das méos. O individuo
sera orientado a deixar a mado pendente no momento da coleta do material
para melhorar o fluxo sanguineo e minimizar possiveis dores ou desconfortos,
o local da picada sera na polpa ou lateral do dedo (onde a sensibilidade é
reduzida) para diminuir a dor, sendo a coleta realizada em diferentes dedos.
Antes das coletas, os dedos serao higienizados com alcool 70%. O condutor
das coletas fard uso de luvas descartaveis, entre outros paramentos
necessarios para evitar possiveis contaminagdes ou infecgbes. As coletas
serdo conduzidas utilizando lancetas descartaveis, e 0s materiais serao
descartados conforme orientado pelo manual deboas praticas do laboratério.
O desconforto do jejum poderéa ser aliviado com o consumo da bebida teste,

sendo que o desconforto que eventualmente poderd ser provocado pela
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ingestdo da bebida teste, amenizado com ingestdo de pequenos goles de
agua. O participante (voluntario) tera liberdade de abandonar o experimento a

gualquer momento, caso este esteja lhe causando algum tipo de desconforto.

BENEFICIOS

Os beneficios que o estudo pode trazer incluem: A possibilidade de conhecer e
consumir alimentos inovadores, incorporados com 0s extratos e compostos em
pd da casca da jabuticaba, além do conhecimento sobre a resposta glicémica
provocada pelo consumo da bebida lactea incorporada com estes
componentes, contribuindo também para o conhecimento a respeito dos
beneficios dos compostos promotores da saude do fruto e seu efeito na reducéo

da glicemiapds-prandial (apés a refeicdo) de individuos saudaveis.
ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA

Se vocé apresentar algum efeito adverso relacionado diretamente a
pesquisa, vocé recebera acompanhamento, assisténcia e orientacao,

conforme o caso.

GARANTIA DE RECUSA EM PARTICIPAR DA PESQUISA E/OU RETIRADA
DE CONSENTIMENTO

Vocé ndo é obrigado(a) a participar da pesquisa, podendo deixar de
participar dela em qualquer momento de sua execucdo, sem que haja
penalidades ou prejuizos decorrentes de sua recusa. Caso decida retirar seu
consentimento, vocéndo mais sera contatado(a) pelos pesquisadores e todos

os dados coletados serao imediatamente excluidos dos bancos de dados.

GARANTIA DE MANUTENCAO DO SIGILO E PRIVACIDADE

Os pesquisadores se comprometem a resguardar sua identidade durante
todas as fases da pesquisa, inclusive apés a publicacdo. Ndo havera
compartilhamento de informacfes pessoais, assegurando 0s principios éticos

desta pesquisa.

GARANTIA DE RESSARCIMENTO FINANCEIRO

Caso haja alguma despesa com a participacdo da pesquisa, 0O
participante tem o direito de ser ressarcido. Entretanto, ndo havera nenhum

O6nus ou gasto envolvido em sua participacdo. Todos os custos diretos e
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indiretos da pesquisa, caso haja,serdo assumidos pelo pesquisador.

GARANTIA DE INDENIZACAO
O participante tem o direito resguardado de acionar a justica e solicitar

indenizacao, caso se sinta prejudicado ou sofra algum dano decorrente da sua

participacdo na pesquisa.
ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Em caso de duvidas sobre a pesquisa ou para relatar algum problema, o
(a) Sr.(a) pode contatar a pesquisadora Pollyannalbrahim Silva, nos telefones
28 35528638; 28 981119369, ou e-mail: pollyanna.silva@ufes.br ou no
Departamento de Engenharia de Alimentos - CCAE/UFES, Campus Alegre.

O(A) Sr.(a) também pode contatar o Comité de Etica em Pesquisa do Campus
de Alegre da Universidade Federal do Espirito Santo (CEP/Alegre/UFES), por
meio do telefone (28) 3552-8771, e-mail cep.alegre.ufes@gmail.com ou
correio: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, Prédio
Administrativo do Campus de Alegre, Alto Universitario, s/n, caixa postal 16,
Bairro Guararema, CEP 29.500-000, Alegre-ES, Brasil. O CEP/Alegre/UFES
tem afuncdo de analisar projetos de pesquisa visando a protecdo dos
participantes dentro de padrdes éticos nacionais e internacionais. Seu horario

de funcionamento é de segunda a sexta-feira, das 8h as 11h.

Declaro que fui verbalmente informado e esclarecido sobre o presente
documento, entendendo todos o0s termos acima expostos, e que
voluntariamente aceito participar deste estudo. Também declaro ter recebido
uma via deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de igual teor,
assinada pelo(a) pesquisador(a) principal ou seu representante, rubricada em

todas as péaginas.

Alegre, de de 2022.

Participante da pesquisa
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Na qualidade de pesquisador responsavel pela pesquisa “Microencapsulagao
de polifendis extraidos da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) por spray drying e
aplicacdo em sistema-modelo de bebida lactea: aspectos fisico-quimicos,
estabilidade, bioacessibilidade e resposta glicémica”, eu, Pollyanna lbrahim
Silva, declaro ter cumprido as exigéncias do(s) item(s) IV.3 e IV.4 (se
pertinente), da Resolucdo CNS 466/12, a qual estabelece diretrizes e normas

regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

Pollyanna Ibrahim Silva —

pesquisadora responsavel
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APENDICE D- MONITORAMENTO DAS ALTERACOES GLICEMICAS POR
TEMPO
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Fig. 7: AlteracBes incrementais na concentracdo de glicose plasmatica pos-
prandial por tempo. BLC (bebida lactea controle); PMD (bebida lactea
incorporada com microencapsulados de maltodextrina; PGA (bebida lactea
incorporada com microencapsulados de goma arabica e EJB (bebida lactea

incorporada de extrato).
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