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RESUMO

OLIVEIRA, Isadora Rebougas Nolasco de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2011. Antocianinas extraidas de capim-gordura (Melinis minutiflora): atividade
antioxidante, microencapsulamento por atomizacédo e estabilidade. Orientador: Paulo
Cesar Stringheta. Coorientadores: Afonso Mota Ramos e Reinaldo Francisco Teofilo.

As antocianinas sdo pigmentos bastante instaveis, presente em vegetais como uva,
amora, morango, jabuticaba, repolho roxo e outros. Apesar de existirem varias fontes, poucos
vegetais se apresentam como fonte comercial, sendo assim, a busca de novas fontes, que
apresentem um baixo custo, bem como formas de estabilizar este pigmento tem estimulado o
desenvolvimento de pesquisas. O capim-gordura (Melinis minutiflora) é uma graminea que
por apresentar alto teor de antocianinas, muitas vezes superiores ao de fontes comerciais,
apresenta-se como uma fonte viavel. As antocianinas por serem pigmentos bastante instaveis
necessitam de métodos de conservagdo, e atualmente o que mais se utiliza ¢ adicdo de
antioxidantes e o encapsulamento empregando secagem por atomizagéo (spray dryer), por ser
um processo mais econdmico, flexivel e continuo. Diante disto objetivou-se caracterizar a
inflorescéncia de capim-gordura e avaliar as antocianinas extraidas quanto ao ser teor,
atividade antioxidante e a estabilidade de microcapsulas produzidas em diferentes condicdes
de atomizacdo. A anatomia vegetal mostrou que a antocianina esta presente nas células
epidérmicas das glumas e do lema aristado. A extracdo com os diferentes sistemas mostrou
gue o solvente de extracdo ndo influenciou a atividade antioxidante, porém foi um fator
decisivo para a extracdo de antocianinas e polifendis, onde o etanol 70% foi preferido devido
a sua eficiéncia e baixa toxicidade. A producéo dos extratos em po foi realizada por secagem
por atomizacdo em mini spray dryer e os resultados indicaram que a temperatura de secagem
exerceu pouca influéncia significativa sobre as respostas estudadas, enquanto que a
concentragdo de maltodextrina apresentou efeito significativo sobre todas as respostas
avaliadas: a medida que se aumentou a temperatura observou-se diminui¢do nos teores de
umidade, atividade de &gua, retencdo de antocianinas e atividade antioxidante (TEACagTs); €
a aumentar a concentracdo de maltodextrina ocorreu diminuicdo de todas as respostas
estudadas, exceto para determinacdo de cor, onde o aumento de maltodextrina tornou os pos
mais claros. Uma analise simultanea de todas as respostas foi realizada e observou-se que a
condicdo Otima de secagem foi temperatura de 175 °C e uma concentracdo de 5,5 % de

maltodextrina, para se obter particulas com 6timo poder corante, alto teor de antocianinas e
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atividade antioxidante e baixa higroscopicidade e umidade. As microcapsulas de antocianinas
com 3 %, 5,5 % e 8 % de maltodextrina foram secas a 175 °C e submetidas a anélise de
estabilidade a luz. Durante o estudo de estabilidade, a concentragdo de maltodextrina
apresentou bom efeito protetor do pigmento, pois ndo se observou perda significativa no teor
de antocianina (perda média de 15,19 %) e cor (AE*<10) quando submetidas a estocagem sob
luz e escuro. A concentracdo de maltodextrina e o tempo apresentaram efeito significativo
sobre a atividade antioxidante, mostrando que quanto maior o teor de maltodextrina mais se
mantem o potencial protetor da amostra, sendo que a luz ndo apresentou influencia na reducéo

da atividade antioxidante.



XiX

ABSTRACT

OLIVEIRA, Isadora Rebougas Nolasco de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2011. Anthocyanin extracted of Molassesgrass (Melinis minutiflora): antioxidant activity,
micro-encapsulation by atomization and stability. Adviser: Paulo Cesar Stringheta.
Co-advisers: Afonso Mota Ramos and Reinaldo Francisco Tedfilo.

Anthocyanins are unstable pigments which are present in vegetables such as grape,
blueberry, strawberry, jabuticaba, red cabbage and others. Although there are many sources of
anthocyanins, only few vegetables can be considered a commercial source. Therefore, the
search for new sources with a low cost of extraction, as well as ways for stabilizing this
pigment, has motivated the development of related researches. Molassesgrass (Melinis
minutiflora) is a perennial mat grass viewed as a viable source of anthocyanins since it
presents high content of this pigment, often superior than available commercial sources. Due
to the instability of anthocyanins, conservation methods have been used to preserve the
integrity of the pigment. The addition of antioxidants and encapsulation, using drying by
atomization (spray dryer), are the most currently used conservation processes for their
economical, flexible and continuous aspects. Thus, this study aimed to characterize the
inflorescence of molassesgrass and evaluate the anthocyanins extracted as for the being tenor,
antioxidant activity and stability of anthocyanins micro-encapsulate produced by different
conditions of atomization. The plant anatomy showed that anthocyanin is present in the
epidermal cells of glumes and lemma. The antioxidant activity was not influenced by the
extraction solvent, however was a decisive factor when extracting anthocyanins and
polyphenols, that the ethanol 70% was preterit due to were the most efficient and less toxic. In
the production of powder extracts by spray dryer, the results indicated that the drying
temperature exerted little significant influence on the observed responses, however the
concentration of maltodextrin showed a significant effect on all studied responses: increased
the temperature decrease was observed in the moisture content, water activity, anthocyanin
retention and antioxidant activity (TEACagTs); increased the concentration of maltodextrin
showed decrease all studied responses, except in the determination of color, in which the
increase of maltodextrin produced lighter powders. A simultaneous analysis of all responses
was performed and it was observed that the optimal atomization condition was reached with a
temperature 170 °C and a maltodextrin concentration ranging from 5.5 %, under such

conditions, particles with great coloring strength, high contents of anthocyanins and
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antioxidant activity, low hygroscopicity and moisture content were obtained. The
anthocianins micro-encapsulate with 3%, 5.5% and 8% of maltodextrin dried 170 °C was
submitted stability of light. During the stability study, the concentration of maltodextrin
showed a good protective effect on the pigment since no significant loss in the anthocyanin
content (average of 15.19%) and color (AE* < 10) were observed when the samples were
subjected to storage under light and dark. Time and concentration of maltodextrin had a
significant effect on the antioxidant activity, showing that the higher the content of
maltodextrin, the longer its protective potential. The light did not have any influence in the

reduction of the antioxidant activity.



INTRODUCAO GERAL

I.  INTRODUCAO

E fato conhecido que a cor é um atributo que influencia de forma decisiva na
preferéncia do consumidor ao adquirir determinado alimento. Geralmente, afeta o julgamento,
sendo utilizada como forte indicador de qualidade. Assim, o desenvolvimento de produtos
com aparéncia atrativa € importante para a industria de alimentos.

A prética de colorir os alimentos é muito antiga e 0s pigmentos naturais encontrados
em especiarias e condimentos foram os primeiros a serem estudados para esse fim, dando
depois lugar aos pigmentos sintéticos, os quais muitas vezes sdo considerados prejudiciais a
salde (OZELA, et al., 2007). Existe um interesse crescente no desenvolvimento de corantes
alimentares provenientes de fontes naturais como alternativas para os corantes sintéticos,
tanto por medidas legislativas como de preocupagdo com o consumo (GIUSTI &
WROLSTAD, 1996). Este fato levou os pesquisadores a investigar toda a biosfera da matéria-
prima para a producdo de corantes naturais com propriedades adequadas para uso na industria
de alimentos (OZELA, et al., 2007).

Estudos tém investigado a presenca das antocianinas, substancias altamente coloridas
encontradas em plantas e que sdo passiveis de uso em alimentos, produtos farmacéuticos e
nutracéuticos (DOUGHALL et al., 1998), possuindo elevado potencial como corante, devido
a sua baixa toxicidade (BROUILLARD, 1982). As antocianinas pertencem ao grupo dos
compostos fendlicos e sdo responsaveis pela cor laranja, vermelho, rosa e azul na maioria das
frutas, flores e legumes. Ao lado das propriedades de cor, 0 interesse em antocianinas
aumentou devido aos seus possiveis beneficios a satide (KONG et al., 2003).

S&o poucas as fontes de antocianinas comercialmente utilizadas. Apesar de existirem
aproximadamente 400 tipos de antocianinas (KONG et al., 2003) presentes em diversas frutas
e hortalicas como uva, cereja, morango, amora, maca, azeitona, figo, marmelo, jabuticaba,
cacau, repolho roxo, rabanete, berinjela, feijdo, entre outras, (MALACRIDA & MOTTA,
2006) poucas delas apresentam-se como fonte comercial desse pigmento, onde apenas a uva e
o repolho roxo sd@o empregados comercialmente (CONSTANT, 2003). Torna-se evidente,
portanto, a necessidade de avaliar novas fontes de antocianinas, buscando vegetais de menor

valor agregado e de facil disponibilidade. A descoberta de melhores e novas fontes de



antocianinas podera levar esses corantes a niveis de maior aplicacgdo como corante natural
(STRINGHETA, 1991).

A pesquisa sobre novas fontes vidveis de antocianinas e de novos métodos de
estabilizacdo e formulacdo é necessaria para que se possam desenvolver corantes com a
estabilidade desejavel, baixo custo e alta resisténcia tintorial (GONZALEZ-PARAMAS et al.,
2006; GIUSTI & WROLSTAD, 2003; CEVALLOS-CASALS & CISNEROS-ZEVALLOS,
2003; PAZMINO-DURAN, et al. 2001).

O capim-gordura (Melinis minutiflora) é uma graminea de origem africana, perene que
se reproduz tanto por semente como vegetativamente, tem sido introduzida em muitos paises
tropicais como forrageira, podendo ser considerada atualmente como uma espécie
naturalizada. Essa graminea ndo requer solos férteis e de acordo com Costa (2002), o capim-
gordura esta amplamente distribuido ao longo das estradas. Devido a sua alta agressividade,
essa graminea dificulta o estabelecimento das gramineas nativas do cerrado em areas
degradadas pela extracdo de cascalho (MARTINS et al., 2001), sendo, portanto, considerada
uma “praga vegetativa” para os produtores rurais, tornando-se necessario um controle de seu
desenvolvimento para permitir o estabelecimento de um maior nimero de espécies nativas do
Cerrado.

O capim-gordura ndo tem beneficios diretos na agricultura, ndo apresenta
aplicabilidade industrial atualmente conhecida, mas por apresentar uma inflorescéncia de cor
roxa cor teor de antocianinas de 84,62 mg-100g™, relatado por Teixeira et al. (2008),
apresenta-se como uma fonte importante destes pigmentos.

Como as antocianinas sdo moléculas instaveis (a luz, ao oxigénio, entre outras) é
imprescindivel a utilizacdo da técnica de microencapsulacdo visando a protecao dos referidos
pigmentos. O método mais econdmico usado atualmente é o spray dryer, que é um método
econdmico e versatil para a preservacdo dos corantes naturais, protegendo o ingrediente em
um material de revestimento (CAI & CORKE, 2000).

Dessa forma, o estudo de diferentes solventes de extracdo, o efeito das varidveis do
processo de microencapsulamento por atomizagdo sob as caracteristicas das amostras apos a
secagem e durante a estocagem torna-se importante, uma vez que este produto representa um

potencial corante natural.



Il.  OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar as inflorescéncia de capim-gordura (Melinis minutiflora) e avaliar as
caracteristicas e a estabilidade das antocianinas microencapsuladas com maltodextrina

produzidas pelo processo de secagem por atomizacao.

Objetivos especificos

Caracterizar as inflorescéncias de capim-gordura.

Investigar a porgdo da inflorescéncia que apresenta a antocianina.

Avaliar o efeito de varios solventes sob a extracdo de antocianinas de capim-gordura.

Desenvolver formulagbes de extratos antocianicos, com concentracbes de
maltodextrina abaixo de 10 %.

Estudar a influéncia da temperatura do ar de secagem (160 — 180°C) e da
concentracdo de maltodextrina (2 — 9 %) nas propriedades dos extratos em po.

Selecionar a melhor temperatura de secagem e concentracdo de maltodextrina, visando
principalmente, a obtenc&o de um produto rico em antocianinas.

Avaliar o efeito da concentragdo de maltodextrina e da luz branca durante o

armazenamento na estabilidade dos extratos antocianicos de capim-gordura.



I11.  DESENHO DOS EXPERIMENTOS

A Figura 1 apresenta o desenho esquematico do experimento realizado nesse trabalho,

indicando as andlises e o delineamento experimental usado em cada etapa.
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Figura 1 — Desenho dos experimentos da dissertacéo
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

I. CAPIM - GORDURA

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades mundial, e grande parte dela
encontra-se no bioma cerrado. A invasao de espécies exoticas representa um grave problema
para o funcionamento dos ecossistemas e ameacga a diversidade vegetal nas unidades de
conservacdo (MARTINS et al., 2004).

Gramineas de origem africana foram introduzidas no Brasil, acidentalmente ou para
fins comerciais, e se espalharam por grandes extensdes de ecossistemas naturais, deslocando
espécies nativas gracas a sua agressividade e ao seu grande poder competitivo (BARUCH et
al., 1985; PIVELLO et al., 1999). Hoje, essas espécies encontram-se bastante disseminadas
no Brasil. No Distrito Federal, segundo Filgueiras (1991), ja foram identificadas 305 espécies
de gramineas, e as espécies exoticas representam cerca de 20% do total.

O capim-gordura (Melinis minutiflora) € uma graminea perene, reproduz-se tanto por
semente como vegetativamente e foi introduzida em muitos paises tropicais como forrageira
(MARTINS et al., 2004). Ja é considerada como uma espécie naturalizada que ocorre com
muita frequéncia nas areas de pastagens da maioria dos estados da regido Sudeste e Centro-
Oeste do Brasil (ANDRADE, 1983). E uma graminea muito sensivel a geada e estd bem
adaptada as regiGes tropicais e subtropicais desenvolvendo-se, inclusive, em solos de baixa
fertilidade (PRATES et al., 1993).

Essa graminea apresenta folha e talos cobertos por tricomas glandulares, que
produzem uma secre¢do Vviscosa, e possui ramos caracterizados por inflorescéncia roxa
(Figura 2).

Figura 2— Capim-gordura (Melinis minutiflora)



1 MORFOANATOMIA DE GRAMINEAS

A morfologia tipica de uma graminea
(Figura 3) é muito semelhante em todas as
espécies: um caule geralmente oco, com nos
engrossados, no qual se inserem as folhas
com uma forma tendencialmente linear, e de
nervagdo paralela. Estas folhas tém uma
morfologia muito tipica: a parte proximal
forma uma bainha que envolve parte do
caule, a qual termina no limbo foliar. Na
articulacdo entre estas duas partes existe um
prolongamento — a ligula — em forma de
membrana ou de uma fiada de pelos
(PORTO, 2011).

Inflorescéncia Espigueta
Ligula 55 \
Auricula %
L&“lna \‘(’ - Né
J ({ |
Nervur +., Bainha
\ Y7
I f
Estoldo __, Tox# |/ ~{/ZLBrotagdo
~L | 4-./‘
— A AT
= Rizoma

Figura 3 - Partes de uma graminea

As inflorescéncias de gramineas sdo demasiadamente pequenas para serem

observadas a olho nu, portanto é necessario o uso de lentes de aumento, onde é possivel

observar varias estruturas. A espigueta (Figura 4) é a unidade béasica da inflorescéncia de uma

graminea e é de grande importancia na identificacdo das espécies.

Figura 4 — Esquema geral de uma espigueta.

Arista

Flor

As flores das gramineas ndo existem pétalas nem sépalas como comumente ocorrem

nas flores, j& que estas plantas ndo precisam delas para atracdo de insetos: a polinizagéo é feita



pelo vento (polinizagdo anemofila). Todas as outras pecas — lema, palea e glumas — séo
bracteas, isto €, folhas modificadas que, para além de servirem para a protecdo das flores
como geralmente acontece, neste caso tém também uma fungdo bastante importante na
dispersdo da semente. Esta funcdo € complementada pela presenca, em muitos géneros, da
arista — um prolongamento rigido do lema (ou das glumas) provido de diminutos “ganchos”
que se ancoram em qualquer superficie minimamente rugosa ou pilosa (PORTO, 2011).

A inflorescéncia do capim-gordura é denominada panicula, que é uma inflorescéncia
composta por espiguetas. Cada espigueta contém duas flores denominadas flésculos. Cada
flésculo € protegido por duas bracteas estéreis, lema (2) e palea (2). Uma das flores é fértil e
hermafrodita, apresentando trés estames e um pistilo na mesma flor. A outra flor é estéril,
composta apenas por um lema aristado. As flores séo protandricas, o que significa que a parte
masculina (estames) diferencia-se, libera gréos de pdlen e cai antes da parte feminina (pistilo)
se tornar receptiva (CHASE, 1991).

Il. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os vegetais fornecem ndo somente nutrientes essenciais necessarios para a vida, mas
também compostos bioativos que promovem beneficios a saude e reduzem o risco de
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveis. Esse efeito protetor tem sido
atribuido, em grande parte, as propriedades bioldgicas ditas promotoras da salde, tais como
atividade antioxidante, anti-inflamatéria e hipocolesterolémica de nutrientes como as

vitaminas C, A e E, e de compostos fenolicos como os flavonoides e as antocianinas.

1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos representam a principal classe de metabdlitos secundarios
presentes nas plantas e encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo
importante na determinag&o da cor e sabor, além de serem importantes sinalizadores quimicos
(FIGUEIREDO, 2000). Eles sdo derivados das vias do acido xiquimico ou via das pentoses
(Figura 5) e podem ser definidos como substancias que possuem um anel aromatico com um
ou mais grupos hidroxilas, podendo estar presentes na forma livre ou ligados a acgucares

(glicosideos) e proteinas.
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. L Hexoses Via das Pentoses
Via da Glicélise (actcar)
Piruvato J_ — | Eritrose 4P
l PEP____
T ->V v
Acetil CoA Ac. Xiquimico
Manonil CoA l
A4 Fenilalanina Crescimento
Chalcona l
(precursor comum) A
Ac cinamico Proteinas
[ | PAL----- > v
Taninos Antocianinas Ac Fenol Cinamico | Reserva
¥ v
Flavonoides Ac Fenol Benzénico Lignina

PEP — Fosfoenolpiruvato, proveniente da glicélise.
PAL - Fenilalanina-amonialiase, enzima ligada ao aparecimento da coloracdo dos frutos.
FONTE: ROSIER, 2003.

Figura 5 — Vias de biossintese dos compostos fendlicos.

Os trés maiores grupos de fendlicos da dieta sdo os flavonoides, os acidos fendlicos
(&cido clorogénico), e os taninos (SHAHIDI & NACZK, 2004).

Os flavonoides (Figura 6) sdo o maior e mais estudado dentre esses, possuindo mais de
8.000 compostos identificados em plantas, sendo constituidos por 15 atomos de carbono
arranjados em trés anéis, caracterizados estruturalmente como difenilpropanos (C6-C3-C6).
No grupo dos flavonoides encontram-se as antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonais e,
com menor frequéncia, as auronas, chalconas e isoflavonas, dependendo da posi¢éo, nimero e

combinacdo dos grupamentos participantes da molécula (SOARES, 2002; LIMA et al., 2005).
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FONTE: GONCALVES, 2008

Figura 6 — Estrutura quimica das principais classes de flavonoides distribuidas na natureza.

Os flavondis possuem coloracdo branca ou amarela clara e geralmente acompanham as
antocianinas em frutos, provavelmente porque apresentam rotas de biossintese semelhantes,

além de atuarem na co-pigmentacao das antocianinas (MELO et al., 2006).
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As propriedades benéficas desses compostos podem ser atribuidas a capacidade de
abstrair o elétron desemparelhado dos radicais livres, devido as propriedades de oxidacéo-
reducdo, desempenhando importante papel na eliminacdo e desativacdo desses radicais,
tornando as espécies quimicas mais estaveis e, assim, menos reativas (BIANCHI &
ANTUNES, 1999; DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004).

Estudos epidemiologicos tém demonstrado uma associagdo entre o consumo de
alimentos e bebidas ricos em compostos fenolicos e a prevencao de doengas, tais como cancer
e doencas coronérias (STEINMETZ & POTTER, 1996), embora as propriedades bioldgicas
desses compostos dependam muito da sua biodisponibilidade (SCALBERT &
WILLIAMSON, 2000).

O interesse em compostos fendlicos presentes em alimentos alcangou novo patamar
nos Ultimos anos. Subtraindo o interesse académico usual na biologia e quimica de descoberta
e identificacdo de compostos fenolicos na natureza, tem-se notado um crescente interesse
comercial incentivando novos estudos e trabalhos sobre estes compostos, a fim de agregar
maior valor ao alimento, além de proporcionar efeitos que tragam beneficios a satde (SILVA,
2003).

Para a quantificacdo de polifendis totais, o método Folin-Denis é o mais indicado em
materiais vegetais e bebidas, pois ndo ha influéncia de interferentes como proteinas, actcares
ou outras substancias redutoras que ndo sejam polifendis e, portanto, os resultados sdo mais
exatos. Este método é baseado na reducdo do reagente &cido fomolibidico-fosfotungstico
(reagente Folin-Denis) para um complexo de coloracdo azul em solucdo alcalina, pelos
compostos fendlicos. E também um método referencial usado para a determinacdo de
compostos fenolicos totais pela AOAC (SHAHIDI & NACZK, 1995).

1.1 Antocianinas

Antocianinas (do grego: anthos, flor e kyanos, azul) (MANHITA et al., 2006) sdo um
grupo de pigmentos vegetais hidrossoltveis (DEGASPARI & WASZCZYNSKYJ, 2004). Sdo
pertencentes ao grupo flavonoides dos compostos fendlicos, e estdo amplamente distribuidos
na natureza, sdo responsaveis por varias nuances entre laranja, vermelho e azul, exibidos pelas
frutas, hortalicas, flores, folhas e raizes (CHITARRA & CHITARRA, 2005; LIMA et al.,
2006).
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De acordo com Mazza (2007), quimicamente estes compostos sdo glicosideos

polihidroxilados ou polimetoxilados ou acilglicosideos de antocianidinas, que sdo derivados

oxigenados do 2-fenilbenzopirilum (Figura 7).

A \—/
N F

FONTE: VOLP et al. 2008.

Figura 7 — Estrutura do cation 2-fenilbenzopirilum (flavilium)

Geralmente estdo localizadas nos vacutolos epidérmicos das células vegetais, que sdo
genuinos “bolsos” d’agua (BROUILLARD, 1983); também podem ser encontradas em raizes,
hastes, folhas e sementes (RODRIGUEZ - SAONA, et al., 1998).

A estrutura das antocianinas é baseada em um esqueleto Cys, consistindo de um anel
aromatico ligado a um segundo anel na posicdo de C,. Sdo heteroglicosideos, isto €, sua
estrutura é completada por uma ou mais moléculas de agucar ligadas em diferentes posi¢oes
hidroxiladas da estrutura basica (DELGADO-VARGAS & PAREDES-LOPEZ, 2003);
quando estdo livres de moléculas de agucar sdo denominadas antocianidinas (agliconas).

A Figura 8 mostra os grupos ligantes das seis antocianidinas mais frequentemente

encontradas nos pigmentos naturais.

Aglicona Ry
Pelargonidina H
Cianidina H
Peonidina Pe OMe H
Delfinidina Dp OH OH
Petunidina Pt OMe OH
Malvidina Mv OMe OMe

FONTE: GIUSTI & WROLSTAD (2003).
Figura 8 — Estrutura de uma antocianidina genérica e antocianidinas mais encontradas na
natureza.
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A metoxilacdo (substituicdo dos radicais R1e R3) é mais frequente nas posigdes 3’ e 5’
e menos comum nas 5 e 7 (Figura 8). E importante salientar que a antocianina natural nunca
apresenta as hidroxilas das posi¢des 5, 7 e 4’ substituidas ao mesmo tempo, pois um dos
grupos hidroxila deve permanecer livre numa dessas posi¢cdes para a formacdo da estrutura
quinoidal responsavel pela cor (BROUILLARD, 1982).

As antocianinas sdo potentes antioxidantes, superiores aos antioxidantes classicos
como butilhidroxianol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT) e a-tocoferol (MAZZA, 2007). A
atividade antioxidante esta relacionada a presenca de grupos hidroxila nas posi¢des 3' e 4' do
anel B (Figura 8), os quais conferem estabilidade ao radical formado (KUSKOSKI et al.,
2005).

Antocianinas livres sdo raramente encontradas em plantas, ocorrendo comumente
glicosiladas que estabilizam a molécula. Diferentes monossacarideos (glicose, galactose,
ramanose, arabinose), dissacarideos e trissacarideos podem compor as antocianinas, sendo a
forma diglicosidica mais estdvel ao aquecimento e a luz do que a monoglicosidica
(BROUILLARD, 1982). Segundo Cooper-Driver (2001), a maioria das antocianinas €
substituida nas posicoes de hidroxila 3 e 5 e menos frequente, na posicao 7 (Figura 9a). Os
carboidratos mais encontrados ligados a estes compostos sdo D-glicose, L-raminose,
glicoraminose, galactose e arabinose (SCALBERT et al., 2005; RICE-EVANS et al., 1996).

Os acucares das antocianinas podem aparecer acilados pelos &cidos p-cumérico,
ferulico, caféico, p-hidroxibenzdico, sinapico, malénico, acético, succinico, oxalico e malico
(FRANCIS, 1989). Os substituintes acila encontram-se usualmente ligados a hidroxila do

acucar na posic¢édo 3 (Figura 9b) e com menor frequéncia nas posicdes 4 e 6.

OH

OH
Substituigédo acila

Substituicdo glicosidea a b
FONTE: adaptado de MALACRIDA & MOTTA (2006).

Figura 9 — Estrutura quimica de antocianina glicosilada (a) e acilada (b).
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Diferencas de cor entre antocianinas sdo largamente determinadas pelo padrdo de
substituicdo do anel de aglicona, padréo de glicosilacdo, bem como pelo grau e a natureza da
esterificacdo dos agucares com os acidos alifaticos ou aromaticos, pH, temperatura, tipo de
solvente e a presenca de co-pigmentos (MAZZA, 2007).

As antocianinas, como 0s demais corantes naturais, apresentam problemas de
estabilidade. A degradacdo pode ocorrer desde a extragdo, purificagdo dos pigmentos até o
processamento e estocagem, sendo os fatores que afetam a estabilidade: a estrutura e
concentracdo, pH, temperatura, luz, presenca de co-pigmentos, associacdo independente, ions
metalico, enzimas, oxigénio, &cido ascorbico, acUcares e produtos de sua degradacéo,
proteinas e didxido de enxofre (FRANCIS, 1989; MAZZA & MINIATI, 1993; RODRIGUEZ
- SAONA, et al., 1999).

OH
-H,0
Cétion Flavilico (AH*) % Anidrobase Quinoidal (A) lonizagéo das anidrobases
- +HL0O
2

P,

o—aclcar

OH
Pseudobase Carbinol (B) / Cis-Chalcona ( \Anldrobase Quinoidal lonizada (A )

Trans-Chalcona (C; ) Trans-Chalcona lonizada (Ct) Cis-Chalcona lonizada (C¢ )

FONTE: MARCO et al., 2008.

Figura 10 — Possiveis transformagdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em funcéo
do pH.

Conforme Aguiar (2001), o pH é o fator que afeta de forma mais significativa a cor

das antocianinas, pois em diferentes valores de pH, esses pigmentos encontram-se em formas
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variadas, apresentando cores diferentes. Em meio acido, as antocianinas apresentam-se na
forma de sais de 0zénio e sdo geralmente de coloracdo vermelha brilhante. Com o aumento do
pH até a neutralidade elas passam a ter uma estrutura quinoidal com coloragéo parpura. E em
meio alcalino a sua tonalidade passa para azul. Desta forma, as antocianinas e antocianidinas
estdo sujeitas a transformacgdes quimicas em meio aquoso no estado fundamental, envolvendo
uma série de equilibrios reversiveis e dependentes do pH do meio, que estdo representadas na
Figura 10.

Todas estas transformacdes provocam profundas mudancas na coloracdo das
antocianinas. A desprotonacdo do cation flavilico (HA") resulta na formacgdo da base
quinoidal (A) que, dependendo do namero de grupos OH presentes na molécula, pode estar
em equilibrio de tautomerizacdo com as demais formas. O cation flavilico e a base quinoidal
sd0 as Unicas espécies que absorvem na regido visivel, sendo que o cation sempre absorve em
comprimentos de onda menores que a base (FREITAS, 2005).

A exigéncia do consumidor quanto a qualidade dos alimentos, bem como acdes
legislativas que frequentemente proibem ou limitam o uso de corantes sintéticos como
aditivos em alimentos, tém aumentado o interesse no desenvolvimento de corantes de fontes
naturais visando a substituicdo dos artificiais (RODRIGUEZ - SAONA, et al., 1998). Para o
suprimento da cor vermelha, as antocianinas sao uma alternativa atrativa.

Entretanto, a utilizagdo de antocianinas na inddstria de alimentos ainda € restrita
devido a sua baixa estabilidade em meios aquosos, a luz e ao pH acima de 2,0, sendo, isso
considerado uma desvantagem para aplicacdo de antocianinas em produtos levemente acidos a
neutros (FALCAO, 2003). De acordo com Dyrby et al. (2001), a elevacdo da temperatura
provoca aumento logaritmico na degradacdo das antocianinas, com aparecimento da forma
molecular chalcona.

O corante antocianico é encontrado em diversas fontes vegetais, sendo as principais:
morango, uva, jabuticaba, cereja, berinjela e repolho roxo. As antocianinas s&o
comercialmente usadas em solucdes acidas como em refrigerantes (pH entre 2,5 e 3,8, em que
se apresentam na cor vermelha). S&o ainda usadas em doces, produtos de confeitaria,
refrescos, pos para refrescos, coberturas de bolo, gelatinas e geleias. Para aplica¢do geral, o
pH entre 1,0 e 3,5 confere maior estabilidade ao pigmento (BARROS & STRINGHETA,
2006).

Como as antocianinas estdo localizadas nos vacuolos das células hipodérmicas,
proximas a superficie (JACKMAN et al., 1987; BROUILLARD, 1982), o procedimento de
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extracdo geralmente envolve o uso de solucGes acidas que desnaturam a membrana do tecido
celular e simultaneamente dissolvem os pigmentos (WROLSTAD & GIUSTI, 2001).

O etanol, apesar de seu potencial de extracéo ser levemente inferior ao metanol, pode
ser preferido para extracdo de antocianinas em alimentos, pois pode evitar a toxicidade das
solugdes metandlicas (METIVIER et al., 1980; MARKAKIS, 1982). Os solventes podem ser
parcialmente ou totalmente eliminados em evaporador rotacional a vacuo em temperaturas
que variam de 30 & 40 °C. Temperaturas mais elevadas podem degradar as antocianinas
durante a concentragédo do extrato (WROLSTAD & GIUSTI, 2001).

A quantificacdo de antocianinas envolve diferentes técnicas, podendo-se avaliar o
conteddo das antocianinas totais ou individualmente. O teor de antocianinas totais &
determinado em extratos brutos contendo outros compostos fendlicos naturalmente presentes,
pela medida da absorbancia da solugdo em um comprimento de onda (nm) especifico
(FULEKI & FRANCIS, 1968). Isso é possivel porque as antocianinas possuem absor¢éo
maxima na regido visivel entre 500 e 535 nm (MARKAKIS, 1982).

O método espectrofotométrico de quantificacdo das antocianinas totais, proposto por
Lees & Francis (1972), utiliza etanol: HCI 1,5 N (85:15) como solvente extrator e o
coeficiente de absortividade de 98,2 L-cm™-g™ (FULEKI & FRANCIS, 1968).

1.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante pode ser definida como a capacidade de um composto em
inibir a degradacdo oxidativa. Pode ser avaliada pelo potencial antioxidante, que é
determinado pela composicdo e propriedades dos constituintes e, ainda, pela atividade
bioldgica, que depende da biodisponibilidade do antioxidante (SANTOS et al., 2007).

Quando ha limitagéo na disponibilidade de antioxidantes no organismo podem ocorrer
lesbes oxidativas de carater cumulativo, entdo, os antioxidantes exogenos sdo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataguem os alvos bioldgicos nas células
(SOUSA et al., 2007).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e frequentemente
encontrados sdo 0s compostos fenolicos, tais como os acidos fenodlicos e flavonoides
(SOARES, 2002).

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer atomo ou

molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais mais externos, o que
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torna estas moléculas altamente reativas, capazes de reagir com qualquer composto que esteja
préximo, possuindo papel oxidante (HALLIWEL & GUTTERIDGE, 1999).

Os métodos para avaliacdo da atividade antioxidante total propostos na literatura séo
diversos, porém alguns sdo mais apropriados que outros dependendo da natureza dos
compostos presentes na constituicdo de cada amostra. Deste modo, existem métodos para
amostras ricas em compostos hidrofilicos e métodos para amostras ricas em compostos
lipofilicos.

Uma das maiores dificuldades na comparacéo de resultados é a falta de padronizacéo
das metodologias usadas, bem como na apresentacdo e/ou expressdo dos resultados.

Dentre os métodos mais utilizados para determinacdo da atividade antioxidante em
alimentos estdo: DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazina), FRAP (Poder Antioxidante de
Reducéo do Ferro), ORAC (Capacidade de Absorcdo de Radicais de Oxigénio), Sistema [3-
caroteno/acido linoléico e o ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado).
Verifica-se que os mais usados atualmente sdo o ABTS e o0 DPPH (LEONG & SHUI, 2001;
NENADIS et al., 2004; WU et al., 2006; MELO et al., 2006; DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006). Os métodos mais empregados sdo descritos de forma mais detalhada nas secOes

seguintes.

1.2.1 DPPH

De acordo com Brand-Williams et al.(1995), o método do DPPH® (radical livre que
pode ser obtido diretamente por dissolucdo do reagente em meio organico) é baseado na
inativacédo ou estabilizacdo do radical DPPH®(2,2-difenil-1-picril hidrazina) por antioxidantes,
0 qual produz um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Este método foi modificado por

Sanchez-Moreno et al.(1998) para medir 0s parametros cinéticos.
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FONTE: RUFINO et. al, 2007b.

Figura 11 - Estabilizagéo do radical livre DPPH.
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A reacdo do DPPH com um antioxidante (AH) ou um radial livre (R") (Figura 11),
promove um decaimento de absorcdo, e 0 DPPH é reduzido, modificando a coloracdo inicial
violeta-escuro para violeta-claro, sendo possivel monitord-la pela leitura da absorbancia a
515 nm.

A partir da reducdo da absorbancia, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH" remanescente
no meio reacional, em um determinado tempo (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
SANCHEZ-MORENO et al., 1998).

1.2.2 ABTS

O ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado) ¢ um método baseado na
habilidade dos antioxidantes de inativar o radical catibnico ABTS®", que é gerado ap6s uma
reacdo eletroquimica, enzimética ou quimica, sendo essa podendo ser com o persulfato de
potéssio (Figura 12) ou diéxido de manganés (KUSKOSKI et al., 2005). O radical catiénico
ABTS™ (de cor esverdeada) quando em um meio contendo antioxidantes (Figura 12), sofre
decréscimo na absorbancia, o que permite avaliar a capacidade antioxidante do mesmo
(PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006).
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llustragdo: By Sousa de Brito
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FONTE: RUFINO et al., 2007a.

Figura 12 — Estabilizacdo do radical ABTS ™ por um antioxidante e sua formac&o pela reagéo
com persulfato de potassio.

Com o ABTS pode-se medir a atividade dos compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica. O radical ABTS™ apresenta picos de absorbancia a 414, 654, 734 e 815 nm, em
meio alcoolico (Figura 13), o que é considerado uma vantagem quando comparado a outros

radicais, como o DPPH, que possui apenas um pico de absor¢do maxima a 515 nm
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(KUSKOSKI et al., 2005). Outra vantagem do método esta na sua relativa simplicidade, o que
permite sua aplicacdo em rotinas de laboratério (SURVESWARAN et al., 2007).
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FONTE: RE et al., 1999.

Figura 13 — Espectro de Absorcdo do radical cation ABTS®", formado pelo persulfato de
potassio.

O ensaio TEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao trolox) foi relatado
primeiramente por Miller et al. (1993) e foi mais tarde melhorado (RE et al., 1999). O ensaio
avalia espectrofotometricamente a habilidade relativa das substancias antioxidantes em
capturar o cation ABTS®", quando comparada com a do padrdo do antioxidante sintético
Trolox (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetra metil cromano), um analogo hidrossoluvel
da vitamina E. A atividade dos compostos é expressa em valores de TEAC, que é definido

como a concentracao equivalente de trolox por grama de amostra.

1. SECAGEM

A necessidade de conservacdo dos pigmentos tem incentivado o desenvolvimento de
novas pesquisas neste setor, sendo que as formas mais comumente relatadas de conservagéo

do pigmento sdo o encapsulamento e a adi¢do de antioxidantes (VALDUGA et al., 2008).
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Nas Ultimas décadas, a producédo de fitoterapicos tem explorado novas possibilidades
tecnoldgicas para a obtencéo de extratos secos. Isso decorre das vantagens apresentadas pelos
extratos secos, quando comparados aos extratos fluidos. Os extratos secos vegetais séo muito
mais adaptados a necessidade moderna, dada a facilidade de padronizacdo e de manuseio, 0
que contribui para a garantia da homogeneidade de preparacdes.

O extrato seco ¢ considerado tecnologicamente viavel para fins de producdo em larga
escala, devido a sua estabilidade fisica, quimica e microbioldgica, além da facilidade de
padronizacdo dos principios ativos. Entre outras vantagens, apresenta maior estabilidade e
distribuicdo granulométrica homogénea dos constituintes da preparacdo (CORDEIRO, 2000).

Estes extratos podem ser preparados a partir de uma solugdo extrativa vegetal,
submetida a técnicas de secagem como a liofilizacéo, a secagem por atomizagdo (spray dryer)
e leito fluidizado (DE PAULA, 1996; TEIXEIRA, 1996; CORDEIRO, 2000).

Entre os diferentes métodos, o secador por atomizacdo é o0 método de
microencapslamento mais comum usado por ser econdmico, flexivel e continuo (DEL-
VALLE, 2004).

1 SECAGEM POR ATOMIZACAO

A secagem por atomizacdo teve seus primeiros passos na metade do século XVIII,
quando foi patenteada a primeira operacao de secagem de ovos (1865). Porém, o inicio de sua
utilizagdo como processo em escala industrial data da década de 1920, com leite e sabdo em
po. A partir de entdo, seu uso disseminou-se pela industria de processos em geral, sendo hoje,
especialmente aplicado para a secagem de produtos alimenticios e farmacéuticos. Sua eficacia
estd baseada na area de contato entre o material a ser seco e o0 agente dessecante, ou seja, 0 ar
quente (ROSA et al., 2010).

A secagem por atomizagdo &€ um processo continuo, onde o liquido ou pasta é
transformado em um produto seco, na forma de pd, caracterizando-se por um tempo de
secagem relativamente curto. O processo consiste basicamente em introduzir a amostra na
forma liquida (em forma de névoa ou spray) em um compartimento que recebe um fluxo de ar
guente, de modo que pequenas gotas perdem a umidade devido ao contato intimo com o ar
quente e essa rapida evaporacdo da agua permite manter baixa a temperatura das particulas. O
ar quente torna-se Umido, sendo retirado da cadmara através de um sistema de exaustdo
(Figura 14).
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Figura 14 — Diagrama esquematico de spray dryer

Dada sua versatilidade e o pequeno tempo de residéncia dos produtos na camara de
secagem, tornou-se o principal equipamento para a secagem de materiais que apresentam
sensibilidade ao calor, como alimentos e materiais de origem biol6gica. Dentre estes: extratos
e produtos oriundos de plantas, corantes, microrganismos, produtos com leveduras, enzimas e
proteinas (ROSA et al., 2010).

O tipo de contato liquido — ar quente e a evaporacdo influenciam ndo s6 essas
caracteristicas, como também a capacidade de retencdo de aroma e sabor, enquanto a técnica
de separacdo do pd do ar seco influencia a granulometria do produto desejado. Dessa forma,
as principais variaveis que afetam as caracteristicas dos produtos obtidos em spray dryer sdo
(TONON, 2009):

e Propriedades do liquido atomizado (concentracdo, temperatura, vazdo massica,
propriedades fisico-quimicas);

e Atomizador (tipo e mecanismo de funcionamento);

e Ar de secagem (velocidade, temperatura de entrada e de saida, pressao).

Os pés produzidos por secagem por atomizacdo (spray dryer) rednem padrdes
elevados de qualidade com respeito a granulometria do produto, umidade final,
homogeneidade, densidade e forma, sendo que estas caracteristicas podem ser alteradas por

modificagdes nos parametros do processo (SOUZA, 2003).
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IV. MICROENCAPSULAMENTO

Microencapsulamento € um processo no qual mindsculas particulas de ingredientes
ativos de gas, liquidos ou sélidos sdo empacotados dentro de um segundo material (RISCH &
REINECCIUS, 1995).

Em funcdo dos tamanhos das capsulas formadas pode-se classificar o processo como:
macro (> 5000 um), micro (0,2 — 5000 um) e nano (< 0,2 um). Quanto & forma, as capsulas
sdo idealmente esféricas, embora seu formato seja influenciado pela estrutura original do
ingrediente encapsulado (RISCH & REINECCIUS, 1995).

A finalidade bésica da microencapsula¢do na industria de alimentos € proteger os
ingredientes encapsulados contra oxidacdo quimica ou de fatores do ambiente como no caso
de algumas vitaminas, polipeptidios, pigmentos e compostos bioativos como a luteina e o
licopeno. Este processo contribui preservar a substancia ativa, evitar perdas nutricionais,
inibir reacBes com outros agentes, mascarar cor e sabores, aumentar a vida Gtil na prateleira,
reduzir o risco de toxicidade na manipulacdo de produtos e diminuir os riscos de
contaminacdo. Também tem como objetivo o retardamento da evaporacédo de nicleos volateis
como alguns 6leos essenciais. Em algumas técnicas, a capsula pode ser também projetada
para liberar lentamente o produto com o passar do tempo ou até que determinada condi¢do
fisico-quimica seja alcancada (THIES, 1994).

O primeiro passo para efetuar o microencapsulamento é selecionar o agente
encapsulante adequado. O encapsulante ideal deve ter propriedades emulsificantes, ser capaz
de formar filmes, ser biodegradavel, resistente ao trato gastrintestinal, ter baixa viscosidade a
altos niveis de solidos, exibir baixa higroscopicidade e ser de baixo custo (CONSTANT,
1999).

A técnica de microencapsulagdo mais utilizada na industria de alimentos é a de
secagem por atomizacdo (spray dryer), por ser considerada um processo econdémico e
flexivel, realizado em um equipamento de facil acesso e resultando em particulas de qualidade
(DZIEZAK, 1988).

Os principais agentes carreadores utilizados em alimentos s@&o os amidos e seus
derivados, algumas gomas, lipideos e proteinas, que sdo também utilizados nos processos de
microencapsulacdo de alimentos e ingredientes por spray dryer (Tabela 1). Goma arabica,
amidos modificados e amidos hidrolisados sdo os agentes encapsulantes mais frequentemente
usados (CONSTANT, 1999).
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Tabela 1- Tipos de agentes encapsulantes.

Classe Agente encapsulantes / carreadores
Gomas Goma-arabica, carragena, agar, alginato de sddio
Carboidratos Amido, maltodextrina, amido modificado, ciclodextrina
Celulose Carboximetil celulose, metil celulose, acetilcelulose, nitrocelulose.
Lipideos Cera, parafina, acido esteérico, gorduras monoglicerideos.
Proteinas Gluten, caseina, gelatina, aloumina, hemoglobina.

FONTE: SHAHIDI & HAN (1993).

Ao longo da dltima década, tém aparecido na literatura varios trabalhos que utilizam a
maltodextrina e a goma arabica como agentes carreadores utilizados na secagem por
atomizacdo de sucos de frutas, como por exemplo, suco de camu-camu (DIB TAXI, 2001),
acerola (RIGHETTO, 2003), manga (CANO-CHAUCA et al., 2005), suco de figo da India
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2005), antocianinas de cenoura roxa (ERSUS &
YURDAGEL, 2007), antocianinas de mirtilo (ROCHA, 2009), suco de acai (TONON et al.,

2010), entre outros.

V. ISOTERMAS

As isotermas de sorcdo sdo utilizadas para a expressao grafica da relacdo funcional
entre o contedo de umidade de uma substancia e a atividade de agua da mesma substancia,
medidas a uma temperatura constante.

As isotermas de sor¢do podem ser obtidas em duas dire¢cdes: durante a hidratacdo do
material (adsor¢@o) ou durante a sua secagem (dessorcdo). Segundo Labuza (1968), essas
curvas, que teoricamente sdo idénticas, ndo se sobrepbem na pratica, sendo comum haver
diferencas entre as isotermas de dessorcdo e adsor¢cdo com os valores obtidos por
determinagOes experimentais, esse fendmeno € denominado de histerese.

Cada alimento possui um conjunto particular de isotermas de sorcédo sob diferentes
temperaturas. A forma precisa dessas isotermas € resultado de diferencas na estrutura fisica,
composi¢do quimica e quantidade de &dgua ligada ao alimento, apesar disso elas possuem uma

forma caracteristica, similar a mostrada na Figura 15.
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Figura 15 — Isotermas de sorcao de agua.

A primeira parte da curva, até o ponto A, representa a agua da monocamada, que é
muito estavel, ndo-congelavel e ndo-removivel por secagem ou desidratacdo. A segunda (AB)
representa a agua adsorvida nas multiplas camadas dentro do alimento e solugdes de
componentes soluveis. A terceira por¢ao (acima do ponto B) ¢ dgua “livre” condensada dentro
da estrutura capilar ou nas células do alimento. Ela estd mecanicamente presa dentro do
alimento e é mantida apenas por forcas fracas, sendo facilmente congelada ou removida pela
secagem, como indicado pela inclinacdo acentuada da curva. A agua livre esta disponivel para
0 crescimento microbiano e atividade enzimatica, e o alimento que possui em teor de umidade
acima do ponto B na curva estdo propensos a deterioracdo (FELLOWS, 2006).

A isoterma de sorc¢do indica a a, na qual o alimento é estavel e permite previsdes do
efeito de alteracbes do teor de umidade na a, e, como consequéncia, na estabilidade da
armazenagem. Ela é utilizada para determinar a taxa e a capacidade de secagem, as
temperaturas ideais de armazenagem congelada e as propriedades de barreira a umidade
necessaria para 0os materiais de embalagem (FELLOWS, 2006).

As isotermas podem ser classificadas de acordo com os formatos, que podem ser de
cinco tipos, apresentados na Figura 16. No caso de alimentos, as isotermas de maior interesse
sdo as do tipo Il e 111 (BRUNAUER, et al. 1938).
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Figura 16 — Tipos de isotermas de sorcdo (BRUNAUER, et al. 1938).

Materiais como farinha de trigo, amidos, amidos modificados, etc. apresentam
isotermas de sorcédo do tipo Il, cuja forma é sigmoidal. A forma dessas curvas indica o tipo de
forcas existentes na ligacdo de &gua com a superficie do material higroscopico e permite
avaliar a estrutura superficial do material.

Os alimentos que possuem elevadas concentracGes de agtcar, como a maior parte das
frutas, apresentam isotermas de sor¢do que se assemelham tanto as isotermas do tipo Il, com
baixo valor da constante Cger, quanto as isotermas do tipo Ill. Nas isotermas do tipo I, a
primeira inflexdo da curva depende do valor numérico do pardmetro Cger, € 0 angulo se torna
menos agudo quando o valor da constante diminui. Quando Cgegr tem um valor positivo
menor que 2, o resultado é uma curva com formato de isoterma tipo Il (GREGG e SING,
1967); a curva agora é inteiramente convexa em relagdo ao eixo de atividade de agua. De
acordo com Nogueira (2001), nestes alimentos, os solidos sollveis (na maioria aglcares)
adsorvem pouca agua sob baixas umidades relativas e a sorcdo é principalmente devida aos
polimeros que geralmente acompanham os acucares. Com o aumento da umidade relativa, a
sorcdo se aumenta consideravelmente levando a dissolucéo dos agucares. Conforme BET, as
isotermas do tipo I, IV e V néo séo de interesse para a area de alimentos.

Existem varios modelos matematicos para descrever o comportamento das isotermas
de sorcdo de umidade de alimentos, sendo alguns desses baseados em teoria de sor¢do, como
BET (BRUNAUER et al., 1938) e GAB (BERG, 1981); e outros puramente empiricos ou
semiempiricos: OSWIN (OSWIN, 1946) e PELEG (PELEG, 1993). A Tabela 2 mostra o

modelo matematico de alguns modelos.
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Tabela 2 — Modelos utilizados para ajuste das isotermas de adsor¢do de umidade da amostras
em po.

Modelo Equacéo
. n n+1
BET X =X Ca, ||1-(n+Da, Jrn(aw)n :
1-a, | 1-(2-C)a, -C(a,)™
X,.CKa,,
GAB X =
[A-Ka,)1—Ka, +CKa,)]
b
OSWIN X, =a( ot ]
1-a,
PELEG X,=K,a,™ +Kga,™

Legenda:

X = conteido de umidade de equilibrio (g de agua/g de sélidos secos);

X = contetdo de umidade na monocamada (g de agua/g de sélidos secos);
a,, = atividade de agua (adimensional);

a, b, n, K e C = constantes das Equagdes (adimensional).

Equacdo de BET (BRUNAUER, et al. 1938): é provavelmente a Equacdo mais
utilizada, sendo baseada no conceito de LANGMUIR (1918) de adsorcdo de agua na
monocamada molecular.

Equacédo de GAB (Guggenheim-Anderson-De Boer): constitui em uma extenséo do
modelo BET, sendo introduzida por BERG (1984) para padronizar a descricdo e comparagao
do material bioldgico. A Equacdo de GAB é uma Equacao de trés parametros. Em que Cgag €
Keag S80 constantes de adsorcdo relacionadas com as interagGes energéticas entre moléculas
da monocamada e as subsequentes, em um dado sitio de sor¢do. As vantagens da utilizacdo do
modelo GAB sdo a descri¢do da sor¢do de alimentos em uma faixa de atividade de agua de
0,1 a0,9; é uma Equacdo matematica de trés parametros simples; é capaz de descrever algum
efeito da temperatura no processo de sor¢éo; e de possuir base tedrica fundamentada.

Equacédo de Oswin: ajusta cerca de 57 % das isotermas de alimentos, segundo
LOMAURO, et al. (1985).

Equacdo de Peleg: representa um modelo com quatro pardmetros para ajustar oS

dados de isotermas de sorcao. A restri¢do para esta Equacdo é na<1leng> 1.

VI. COLORIMETRIA
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Antes de saber 0 que € a cor, € necessario saber 0 que € a luz, pois as cores ndo podem
ser vistas no escuro. A parte do espectro que chamamos de luz sdo ondas eletromagnéticas
visiveis pelos seres humanos (LUCAS et al., 1996). Conforme Tornquist (2008), estas
ocupam uma pequena parte do espectro, que se iniciam entre 380- 400 nm e segue até os 700-
780 nm (Figura 17).

400 500 600 700
Wavelength (nanometers)

Visible Light
Wavelength (meters)
<4 o = = E -4 - 4
10 4 10 12 10 9 108 10 = 10 10 2 1 102 10
Gamma X-Rays Ultraviolet Infrared Radar FM| TV |Shortwave|AM
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Figura 17 — Espectro de luz visivel

Um objeto qualquer possui um poder individual de absorcéo, que Ihe permite captar e
absorver determinadas faixas do espectro de luz. A luz que ndo é absorvida é refletida. Estes
mesmos raios de luz refletida ndo possuem cor, eles possuem apenas as informacOes de
composigdo espectral. A cor somente existe quando os raios de luz refletidos de um objeto
chegam ao sistema visual de um observador e este produz a sensacéo de cor (KUPPERS,
1995), onde as ondas de luz nos diferentes comprimentos de onda, ao chegarem aos cones da
retina produzem a sensacéo de cor (SACHS, 2007).

Newton (1704) interceptou um raio de luz utilizando-se de um prisma de cristal e
decompds a luz solar, obtendo uma faixa colorida a qual deu o nome de “Espectro Solar”,
formado por seis cores divididas em cores primarias e secundarias (Figura 18). As cores
primarias sdo cada uma das trés cores indecomponiveis que misturadas, em proporgoes
variaveis, produzem todas as cores do espectro. As cores primarias sdo o azul-violeta, o verde
e 0 vermelho-alaranjado. A decomposi¢édo da luz branca (mistura de todas as cores primarias)
pelo prisma permitiu-lhe deduzir que a separagdo das cores simples é obtida gragas ao grau
diferente de refragdo de cada cor, revelado ao atravessar corpos transparentes. Essa refracdo é
caracterizada por certa grandeza, denominada indice de refragcdo. Essas aferi¢cbes permitiram

que Newton iniciasse o caminho das medidas e verificacbes matematicas das cores.
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Figura 18 — Representacao da decomposicdo da luz branca por prisma de cristal

Segundo Guimardes (2004), a cor é definida por trés caracteristicas: a matiz ou
tonalidade, o brilho ou luminosidade e a saturacdo ou croma. A matiz é a cor definida pelo
comprimento de onda. O brilho é a luminosidade da cor, referente a proximidade do branco
ou preto. A croma é definida como sendo o grau de pureza da cor.

Como a observacdo do olho humano é muito subjetiva, teve-se a necessidade de se
criar métodos quantitativos de medicdo da cor. Com a evolucdo da ciéncia ja foram criados
varios e métodos e escalas, aqui mostraremos 0s principais e atuais métodos empregados.

Munsell (1905) publicou um livro, no qual descreveu os principais dados de seu
trabalho e afirmou que a cor torna-se perceptivel quando estad numa porcéo visivel do espectro
eletromagnético. Com a finalidade de ordenar os valores cromaticos da cor, dez anos mais
tarde publicou o Atlas do Sistema Munsell. Munsell criou o sistema espacial de ordenacao de
cores denominado de HVC, que é uma técnica visual que corresponde aos parametros de
cores em trés dimensdes e que determinam as propriedades da cor. A letra H significa o matiz,
ou seja, a coloragdo de um objeto (amarelo, azul, etc.). A letra V significa o valor
(luminosidade ou brilho), e a letra C, o croma (grau de saturacéo).

As matizes sdo organizadas verticalmente em sequéncia ao redor desse eixo
(Figura 19). As diferencas de matizes sdo organizadas ao redor do eixo do valor, ficando as
cores mais escuras em dire¢do a base e as mais claras na dire¢cdo do topo. As cores ficam
gradualmente mais saturadas em direcdo a periferia da arvore, e progressivamente menos
intensas a medida que se aproximam do eixo central.
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Fugura 19 — Representacao espacial do modelo de Munsell

Em 1931, a Comissao Internacional de L’Eclairage (CIE) desenvolveu um sistema
para especificacdo de sinais de cor e recomendou-o para ser utilizado em larga escala. Os trés
atributos da cor poderiam ser expressos como uma esfera tridimensional, expressos
numericamente por um sistema de ordens de cores podendo a cor ser quantificada e expressa
de maneira objetiva e precisa. Pelo principio da sintese de cores aditivas, todas as tonalidades
partem da combinacdo das cores primarias (o vermelho, o verde e o azul). Por suas
caracteristicas de capacidade analitica e objetividade é muito usado para 0 método de anélise
espectral da luz refletida, reemitida ou absorvida de um objeto, que é feita com a utilizagdo de
um espectrofotdmetro (BERTOLINI, 2010).

O sistema CIE (Figura 20), como é atualmente conhecido, baseia-se na transformacao
de funcbes das cores originérias das cores primarias conhecidas como X (vermelho), Y
(verde) e Z (azul). Onde os trés valores especificam as quantidades de cores para se descrever
uma cor do espectro de luz visivel. Para o sistema CIE XYZ, existem trés condi¢cdes que

definem a existéncia da cor, 0 objeto, o iluminante e o observador.
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Figura 20 — Modelo de cor CIE XYZ

O CIELAB (Figura 21) determina um espago de cor tridimensional onde o eixo do a*
e 0 de b* formam um plano ortogonal ao eixo do L*. O CIELAB representa o estimulo de cor
como um sinal acromatico (L*) e dois canais cromaticos representando o amarelo — azul (b*)

e vermelho — verde (a*).

+b

+a

FONTE: LEITE, 2006
Figura 21 — Modelo de cor CIELAB

Conforme Minolta (2007) o modelo de cor CIE LCH (Figura 22) é muito semelhante
ao modelo de cor CIE LAB, porém ao invés de utilizar coordenadas retangulares, ele utiliza
coordenadas cilindricas, onde L* indica a luminosidade exatamente como no modelo CIE

LAB, o valor C* indica o croma e h o &ngulo de tonalidade.
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Figura 22 — Modelo de cor CIE LCH

Schanda (2007) define que as coordenadas do sistema CIE LCH séo obtidas através do
modelo CIE LAB com equagdes 1 e 2, sendo os valores a * e * b obtidos do modelo CIE

LAB, e o valor de L * € 0 mesmo nos dois modelos.

h* = arctan( b *j (eq. 1) c*=+a** +b*? (eq. 2)

a*

Com o desenvolvimento de técnicas de medicdo Optica e os varios padrdes definidos
pelas CIE, os olhos foram substituidos por aparelhos e fungdes matematicas para calcularem
as cores e suas diferencas (SCHANDA, 2007). Conforme Schanda (2007) um dos métodos
mais utilizados para calculo de diferencas de cor € Delta E — AE — (CIE 1976), que usa 0S

valores numéricos do modelo CIE LAB, conforme a equagéo 3.

AE* = J(AL%)? + (Aa¥)” + (Ab¥)? (eq. 3)

Assim como no sistema CIE XYZ, o sistema CIELAB, também precisa especificar o
iluminante e o &ngulo de observagé&o.

Os iluminantes séo a fonte de luz que estd sendo utilizada na medicdo do objeto. A

CIE definiu os valores espectrais de cada comprimento de onda para os varios tipos de

iluminantes como a luz do dia, luz incandescente e outros (SHEVELL, 2003).
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A CIE em conjunto com a ISO, definiram dois iluminantes padrbées usados na
colorimetria, que sdo o iluminante A e o iluminante D65, e como qualquer padrédo iluminante
sdo representados por uma tabela de média espectrofotométrica de dados, e qualquer fonte de
luz que estatisticamente tem a mesma relacdo de distribuicdo de energia espectral pode ser
considerado uma fonte de luz correspondente.

O iluminante A (Figura 23a) tem a intencdo de representar a lampada domestica de
tungsténio, cuja temperatura é de aproximadamente 2856 K (2583 °C). Este iluminante deve
ser usado em todas as aplicacfes de colorimetria que envolvem a utilizagdo de lampadas
incandescentes, a ndo ser que haja razGes especificas para a utilizacdo de outros iluminantes
(INTERNATIONAL COMMISSION ON ILLUMINATION, 2010).

O iluminante D65 (Figura 23b) corresponde aproximadamente a um sol do meio-dia
na Europa Ocidental, por isso é também chamado de luz iluminante, por isso destina-se a
representar a luz do dia e tem uma temperatura de cor correlacionada de cerca de 6500 K
(6227 °C). Este iluminante deve ser usado em todos os calculos colorimétricos que requerem a
representacdo da luz do dia, a menos que haja razGes especificas para a utilizacdo de um
iluminante diferente (SCHANDA, 2007; INTERNATIONAL COMMISSION ON
ILLUMINATION, 2010).

b
FONTE: BERTOLINI, 2010

Figura 23 — Cabine de luz simulando iluminante A (a) e iluminante D65(b)

Os observadores padrao CIE 1931 (2 °) e CIE 1964 (10 °) (Figura 24) foram definidos
pela CIE nas respectivas datas e possuem seus valores espectrais para cada comprimento de
onda. Como a sensibilidade da cor nos olhos muda de acordo com o angulo de visdo, o
observador definido em 1931 utiliza um campo de visdo de 2 ° para visualizacdo do objeto,
sendo que este é recomendado para angulos de visualizacdo de objetos de 1° até 4°. O
observador definido em 1964 usa um campo de visdo de 10 ° para visualizacdo e deve ser
utilizado para visualizagdo de angulos com mais de 4 ° (SHEVELL, 2003).


http://en.wikipedia.org/wiki/Mean
http://en.wikipedia.org/wiki/Mean
http://en.wikipedia.org/wiki/Spectral_power_distribution
http://en.wikipedia.org/wiki/Western_Europe
http://en.wikipedia.org/wiki/Daylight
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FONTE: MINOLTA, 2007
Figura 24 — Observadores padrao CIE

As coordenadas de cores do sistema CIELAB permanecem constantes onde o
L* =100, e 0 a* = b* = 0 para uma perfeita superficie branca, esse sistema também permite a
representacdo dos estimulos de cor pelas dimensdes de Croma e Matiz. Por isso o sistema
CIELAB pode ser descrito como um sistema para aparéncia da cor no espago. Uma boa

representacdo desse sistema pode ser observada na Figura 25.

Branco
L=100

Figura 25 — Modelo CIELAB tridimensional.

A coordenada L* representa quanto mais clara ou mais escura € a amostra, com
valores variando de O (totalmente preta) a 100 (totalmente branca). A coordenada a* pode
assumir valores de —80 (verde) a +100 (vermelho) e a coordenada de cromaticidade b* pode
variar de —50 (azul) a +70 (amarelo) (ALVES et al., 2008).

Os dados referentes ao parametro h* (tonalidade) demonstraram que o aumento do

teor de antocianinas indica uma cor vermelha mais intensa, pois quanto menor o angulo h*,
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mais proximo estard do eixo a* e com isso, mais vermelha serd a coloracdo
(LIMA, et al. 2007).

A saturagéo (c*) representa a intensidade de uma cor particular, indicando a pureza da
cor em relacdo ao branco, sendo definida pela quantidade de cinza que contém uma cor:
guanto mais cinza ou mais neutra for, menos brilhante ou menos "saturada” é a cor. Um maior

valor de c* indica uma maior pureza ou intensidade da cor.
VII. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
1 METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma técnica que tem sido aplicada
com sucesso na otimizacdo de processos alimenticios, e consiste em um grupo de
procedimentos matematicos e estatisticos que sdo usados para estudar a relacdo entre uma ou
mais respostas (variaveis dependentes) e um nimero de fatores (variaveis independentes).

A metodologia de superficie a resposta (MSR), pode ser aplicada usando o
delineamento Composto Central (DCC), que possui as seguintes vantagens: rotabilidade,
blocos ortogonais e a exigéncia de menos ensaios devido a presenca de:

(1) planejamento fatorial completo;

(2) experimentos no ponto central; e

(3) experimentos nos pontos axiais, que se situam no centro do sistema com distancias
axiais iguais a = o a partir da origem, que compde a regido estrela do planejamento, onde
a =1,4142 para as duas variaveis (MYERS & MONTGOMERY, 2002).

Esta metodologia gera um modelo matematico que descreve o processo em estudo e 0s
resultados sdo apresentados pelos efeitos e coeficientes do modelo. O modelo quadratico é

dado por:
K K )
Y= Bot D BixX 2D Bixx + 2 ByX + & (eq. 4),
=1 i<j =1
onde:
Xi= representa 0S fatores;

B = coeficiente do modelo;

€ = erro experimental
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Os valores dos coeficientes estimados indicam quanto cada variavel influencia na
resposta estudada. Quanto maior é o seu valor (em mddulo), maior € a sua influéncia, e um
efeito positivo indica que ao passar de um valor um nivel menor para um nivel maior da
variavel, a resposta aumenta. Um efeito negativo indica o contrario, ou seja, ao passar de um
nivel minimo para o nivel maximo, a resposta diminui.

A qualidade do modelo foi avaliada pelo uso de Anélise de Variancia (ANOVA),
estimando a soma quadratica da regressao, soma de quadrado do residuo, a falta de ajuste e

coeficiente de correlagdo (R?). Uma analise dos valores medidos ('y,) contra os preditos pelo
modelo (¥,), e avaliacdo da parcela residual (y, —Y,vsy;) foram também realizadas. Esses

pardmetros indicam se toda a varidncia dos dados em torno da média foi explicada pelo
modelo de regressdo. Uma parcela dos residuos com distribui¢do aleatdria indica que o
modelo foi bem ajustado.

O valor de R? pode ser interpretado como a proporcdo da variabilidade em torno da
média para a variavel dependente que pode ser explicado por cada modelo.

O erro dos coeficientes ou os efeitos podem ser estimados usando vérias abordagens,
sendo comumente empregado o erro puro ou o quadrado médio dos residuos (SQr). O erro da
SQr esta associando ao erro do modelo ajustado, ao contrario do erro puro, que esta
associando aos erros aleatorios do experimento.

O erro padrédo e as avaliagbes do efeito dos coeficientes podem ser obtidos pelo
quadrado médio residual (SQr), conforme a Equacéo 5.

m r )
iél jél(yij - ¥i)

Qresidual = n—q (eq.: 5)

onde:

m é 0 numero de niveis (pontos totais do delineamento experimental),
r € o numero total de repeticoes;

n - q € o numero de graus de liberdade dos residuos,

n € 0 numero de ensaios; e

g é o numero de pardmetros calculados (coeficientes ou efeitos).

O erro puro ¢ calculado utilizando as Equagdes 6 — 8.
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>3-y
S%= Ile (eq.: 6)
v(b) = (xX'X) 152 (eq.: 7)
Erro padréo:i\/m =12 ..,k (eq.: 8)

A Equacdo 3 fornece o célculo de variancia e Equacdo 4 fornece a matriz V(b)
(variancia-covariancia da matriz). Esta matriz € simétrica e seus elementos na diagonal,
vii=1, 2, ..., n, sdo as varia¢Oes dos parametros de regressao dada na mesma ordem em que
estdo na Equacdo de regressdo. A raiz quadrada de v(b); determina o correspondente erro
padrdo dos coeficientes e é calculados pela Equacao 8.

Quando o erro puro apresenta um valor muito baixo devido a alta precisdo dos valores
obtidos experimentalmente, ndo é indicada para avaliacdo dos efeitos e coeficientes. Caso
contrério, ele deve ser usado. Quando se deseja calcula o erro padrdo a partir da soma
quadratica dos residuos, utiliza-se as EquacBes 7 e 8, onde na Equacdo 7 substitui-se a
variancia (S°) pela soma de quadrados residual (SQresidual).

As avaliagOes significativas na decisdo estatisticas sdo realizadas pelo teste t por meio
do valor p. O valor p representa a probabilidade da validade do erro envolvido no resultado
observado; como representativo da populacdo. O valor p do teste de amostra da populacéo
estatistica € o menor nivel de significancia necessaria para rejeitar a hipdtese nula Hy (as
médias sdo iguais). Desta forma, é necessario comparar o valor p com a e, quando p < a, a Ho
é rejeitada, e afirmamos que as médias sdo significativamente diferentes; caso contrario a Ho €

aceita.

2  OTIMIZACAO SIMULTANEA DE RESPOSTAS

Quando se trabalha com muitas respostas (variaveis dependentes) fica dificil de
selecionar a combinacao ideal das varidveis independentes (fatores) que gere 6timas respostas
para todas as variaveis, diante disso se utiliza o método desejabilidade, o qual otimiza

simultaneamente todas as respostas, em uma resposta global.
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O Método Desirability (ou desejabilidade) é um algoritmo criado originalmente por
Harrington (1965) e, posteriormente aprimorado por Derringer & Suich (1980), para tratar da
otimizacgdo simultanea dos modelos de multiplas respostas.

Segundo Van Gyseghem et al. (2004), o Desirability é um método multicritério
capaz de avaliar um conjunto de respostas simultaneamente, e que permite a determinacao do
conjunto de condi¢bes mais desejavel para as propriedades estudadas. Este método condensa
um problema de otimizagdo multivariada em um problema univariado.

A otimizacdo simultdnea de respostas é obtida através de uma funcdo de

desejabilidade (Derringer & Suich, 1980), onde cada variavel resposta estimada ¥, (calculada

pela superficie de resposta) é transformada em um valor desejado d;, a seguinte Equacéo:

0 yi < yimin
d = {M} Yimin < Vi < Vimae , Parai=1,2, .. K (eq.: 9)
Yimax = Yimin
1 yi 2 yimax

em que 0S valores Vimin € Yimax S80 respectivamente: os valores de ¥, minimo e maximo

aceitaveis. Os valores de d; variam no intervalo 0 < d; < 1, aumentando a medida que a
desejabilidade de uma resposta correspondente aumenta.

As desejabilidades individuais de cada resposta sdo entdo combinadas usando a média
geométrica para fornecer uma desejabilidade global, D. (Equacéo 10).

D=(d,xd,xxd, ) (eq.: 10)

A utilizacdo da média geométrica tem a vantagem de fazer com que a solucéo global

seja alcancada de maneira balanceada, permitindo que todas as respostas atinjam os valores
esperados e forgando o algoritmo a se aproximar das especificacdes impostas. O valor D E um

indice também pertencente ao intervalo [0, 1] e serd maximizado quando todas as respostas se

aproximarem o maximo possivel de suas especificacdes anteriormente determinadas.
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CAPITULO |

Extracdo de antocianinas e caracterizacéo da Inflorescéncia de capim-

gordura (Melinis minutiflora)

RESUMO

Para a determinacdo de antocianinas o primeiro passo € a adequada extracdao do pigmento, que
depende de uma série de fatores, tais como: relacdo volume de solvente/massa de matéria-
prima, tipo de solvente, pH e acido empregado. Diante disto e da necessidade de se avaliar
novas fontes de antocianinas, buscando vegetais de menor valor agregado e de facil
disponibilidade objetivou-se estudar o efeito e a eficiéncia dos solventes de extragdo sobre 0s
compostos antioxidantes da inflorescéncia de capim-gordura (Melinis minutiflora). A
anatomia vegetal foi realizada através de visualizacdo da inflorescéncia em lupas de aumento
e em microscépio 6tico. Avaliou-se trés sistemas extratores (etanol:agua 70%, metanol p.a e
metanol: &gua 70%) para se determinar a caracterizagdo colorimétrica, o teor de antocianinas,
polifendis e a atividade antioxidante (pelo cation ABTS). A anatomia vegetal mostrou que a
antocianina esta presente nas células epidérmicas das glumas e do lema aristado, incluindo os
pelos que revestem tais partes. O solvente de extracdo foi um fator decisivo para a extracdo de
antocianinas e polifendis, onde os solventes com concentracdo de 70% foram mais eficientes,
e gque guando bem escolhido é necessario apenas uma extracdo. O extrato de capim-gordura
apresentou valores positivos de a* e b*, mostrando tendéncia a cor vermelha, sendo 0s
extratos com solventes na concentracdo de 70% o que tiveram maior coloragéo vermelha, e
por consequéncia maior valor do parametro a* e maior teor de antocianinas. O extrato obtido
com solvente puro apresentou-se com maior tendéncia a coloragdo amarela, apresentando
valores mais altos do parametro b* e menor teor de antocianinas. A atividade antioxidante ndo
foi influenciada pelo solvente de extragdo, o que motiva estudos de investigacdo, para
determinar como cada composto influencia nessa atividade.

Palavras- chaves: antocianinas, polifendis, atividade antioxidante, ABTS, solvente, capim-

gordura.
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I.  INTRODUCAO

A prética de colorir os alimentos € muito antiga e os pigmentos naturais encontrados
em especiarias e condimentos foram os primeiros a ser estudados, dando lugar posteriormente
aos corantes sintéticos os quais ainda hoje sdo contestados quanto a eventuais problemas de
salde que podem causar (OZELA et al., 2007). Diante do exposto, existe um interesse
crescente no desenvolvimento de corantes naturais como alternativas aos corantes sintéticos
na industria de alimentos, tanto por medidas legislativas, como de preocupacdo com 0
consumo (GIUSTI & WROLSTAD, 1996).

Estudos recentes tém investigado a utilizacdo das antocianinas como corante natural
em alimentos devido, entre vérios fatores, a baixa toxicidade destes compostos. As
antocianinas pertencem a classe dos compostos fendlicos e sdo responsaveis pela cor laranja,
vermelho, rosa e azul da maioria das frutas, flores e legumes. Ao lado das propriedades de
cor, o interesse nas antocianinas também tem aumentado devido aos seus possiveis beneficios
a salde (KONG et al., 2003).

As antocianinas sdao moléculas polares, sendo que essa polaridade ocorre
principalmente em funcdo dos grupos substituintes polares presentes na sua estrutura
(hidroxilas, carboxilas e metoxilas), assim como de glicosilas residuais ligadas aos seus anéis
aromaticos. Em funcdo desses fatores, elas sdo mais solGveis em agua do que em solventes
apolares, caracteristicas que ajudam na extracdo e separacdo das antocianinas (HARBORNE,
1988).

Para a identificacdo e quantificacdo de antocianinas o primeiro passo é a adequada
extracdo do pigmento. Segundo FRANCIS (1982), na maioria das frutas e demais vegetais, 0S
pigmentos se encontram localizados em células proximas a superficie. Uma vez que o
pigmento esta dissolvido na seiva das células, a sua extracdo geralmente envolve o uso de
solventes acidos, os quais desnaturam a membrana das células do tecido e simultaneamente
dissolvem os pigmentos (JACKMAN et al., 1987).

O grau de extracdo depende de uma série de fatores, entre eles da relacdo volume da
solucdo extratora/massa de matéria-prima, do tipo de solvente e do acido empregado. Os
métodos convencionais de extracdo de pigmentos usualmente empregam solugdo metandlica
na presenca de &cido cloridrico diluido. Entretanto, como o metanol apresenta problemas de

toxicidade, os pesquisadores que trabalham com alimentos preferem outras solucdes de
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extracdo (LOPES et al., 2000). Dentre os solventes mais adequados, encontra-se a mistura
etanol:agua, que é tdo eficiente quanto o metanol. Em relacdo aos &cidos, para as extracoes
aquosas os melhores sdo o acético, citrico, tartarico e o cloridrico. Em um trabalho de
extracdo de antocianinas de uva, 0 metanol mostrou-se mais eficiente que o etanol e a agua
(METIVIER et al., 1980). O acido cloridrico foi o que levou a melhores resultados, sendo, no
entanto, muitas vezes evitado devido a sua alta corrosividade.

Apesar de existirem aproximadamente 400 tipos de antocianinas (KONG et al., 2003)
presentes em diversos vegetais como uva, cereja, morango, jabuticaba, repolho roxo e outros
(MALACRIDA & MOTTA, 2006), poucos se apresentam como fonte comercial desse
pigmento, sendo que apenas a uva e o repolho roxo sdo empregados comercialmente
(CONSTANT, 2003). Torna-se evidente, portanto, a necessidade de se avaliar novas fontes de
antocianinas, buscando vegetais de menor custo e de maior disponibilidade para que com isso
esse pigmento apresente maior aplicacdo como corante natural (STRINGHETA, 1991). O
capim-gordura (Melinis minutiflora) é uma graminea de origem africana, perene, que se
reproduz tanto por semente como vegetativamente e que apresenta inflorescéncias de
coloracdo roxa, podendo ser uma fonte viavel de antocianinas.

Diante do exposto, nesse capitulo objetivou-se estudar o efeito de diversas solugdes
sobre a extracdo de antocianinas, polifendis totais, atividade antioxidante e cor; bem como

caracterizar a inflorescéncia de capim-gordura quanto as caracteristicas morfoanatémica.

Il.  MATERIAIS E METODOS

1. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A caracterizagdo de umidade e lipideos das inflorescéncias foram realizadas em trés
repeticdes e os resultados expressos como média + desvio-padréo.

A avaliacdo da solucdo extratora foi realizado segundo o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC) com 3 repeticdes, em trés niveis: metanol P.A, metanol: agua 70 % (v/v) e
etanol:agua 70 % (v/v). Os dados das andlises de antocianinas totais, polifendis, atividade
antioxidante e cor foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias comparadas
entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05), sendo os resultados expressos pela média + desvio-
padrdo. Os testes de média foram realizados no programa estatistico SAS (Statistical Analyses
System), versdo 9.1 (SAS, 2006).
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2. MATERIA-PRIMA

Foram utilizadas inflorescéncias de capim-gordura (Melinis minutiflora) provenientes
de Vigosa — Minas Gerais, colhidos no periodo de junho e julho de 2010.

Logo Apos a colheita, as flores presentes na inflorescéncia dos ramos de capim-
gordura foram retiradas e armazenadas em embalagens escuras sob temperatura de -18 °C até

0 momento da analise.

3. CARACTERIZACAO DA INFLORESCENCIA DE CAPIM-GORDURA

3.1 Teor de gordura e umidade

A umidade foi realizada em estufa a vacuo (TE 395-1, Tecnal) a 70 °C, até peso
constante e o teor de lipideos foi determinado a quente em aparelho de Soxhlet usando como
solvente extrator o éter de petr6leo por 8 h (AOAC, 1997).

3.2 Morfoanatomia Vegetal

A descricdo morfoanatomica das inflorescéncias de capim-gordura foi realizada no
laboratério de Anatomia Vegetal de Universidade Federal de Vicosa — MG.

As inflorescéncias de gramineas sdo demasiadamente pequenas para serem observadas
a olho nu, portanto é necessario o0 uso de lentes de aumento, onde € possivel observar varias
estruturas. As inflorescéncias foram fragmentadas e seccionadas & mao livre e a observacao
detalhada das estruturas e dos 6rgdos das inflorescéncias foi realizada com auxilio de uma
lupa (escala em cm ou mm), sendo fotografadas para posterior indicacdo das estruturas.

Com o auxilio de uma lamina cortante, a mao livre, foram realizadas diferentes cortes
da inflorescéncia, sendo algumas estruturas montadas em ldminas de observacdo com
glicerina 50 % (v/v) em agua purificada. As laminas preparadas foram observadas e
fotografadas em microscépio otico (AX 70TRF, Olympus optical) com sistema U-photo e

camara digital acoplada (Spt insight colour 3.2.0, diagnostits instruments).
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3.3 Quantificacdo dos Compostos Antioxidantes

Obtencéo dos extratos

Para a determinacdo do teor dos compostos antioxidantes foi realizada extragdo com
diferentes solucdes extratoras: etanol:agua 70 % (v/v) (mais utilizado para alimentos, segundo
Teixeira, et al. 2008), metanol P.A e metanol: dgua 70 % (v/v) (métodos convencionais,
segundo Lopes et al., 2000), todos acidificados com HCI 1,5 mol-L™ a pH 2,0, lidos em
pHmentro digital (DM 20, Digimed).

O extrato foi obtido a partir de 59 de inflorescéncia de capim-gordura,
homogeneizados com volume suficiente de solvente para cobrir todo o material solido
(aproximadamente 70 mL). Essa suspensdo foi deixada em repouso em auséncia de luz e sob
refrigeracdo (7 °C = 1 °C) por 24 h. Apos 24 h, as amostras foram filtradas em papel Whatman
n° 1 a vacuo, em funil de Bilchner, e 0 volume completado para 100 mL com a solucao
extratora. Do material sélido retido no papel de filtro, foram realizadas mais duas extracfes
subsequentes, nas mesmas condicOes anteriores, e o teor de antocianinas analisado a fim de se
verificar a eficiéncia da extracdo. A Figura 1.1 representa esquematicamente 0s passos da

obtencdo dos extratos.

Figura 1.1 — Esquema das extragdes sucessivas.

A — inflorescéncia de capim-gordura. B — Inflorescéncias de capim-gordura homogeneizadas com solucéo
extratora. C — Filtrag8o, sendo o material retido seguido para nova extracdo e o filtrado (extrato) reservado. D —
lustragdo dos extratos sequenciados (12, 22 e 32 extracdo).

3.3.1 Antocianinas Totais

O teor de antocianinas totais dos extratos foi determinado por absor¢do molecular na
regido do visivel de acordo com Lees & Francis (1972), brevemente detalhada a seguir.

Para a determinacdo da concentracdo de antocianinas uma aliquota do extrato foi
diluida em etanol: HCI 1,5 N (85:15) v/v e absorbancia lida no comprimento de onda de

535 nm em espectrofotdmetro (UV-1601 PC, Shimadzu). A diluicdo foi adotada de tal modo
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que se obtivesse um valor de absorbancia entre 0,200 — 0,800, respeitando a Lei de Lambert-
Beer. O espectrofotdmetro foi calibrado com a solucéo etanol: HCI 1,5 N (85:15).

O teor de antocianinas foi obtido pela Equacgéo 1.1 e o resultado final expresso em mg
de cianidina-3-glucosideo por 100 g de inflorescéncia.

A=gm. b.C (eq. 1.1);

em que:

A = Absorbancia (Abs) em 535 nm

e1em = Coeficiente de absortividade (98,2 L-cm™-g™)
C’ = Concentragdo (g-L™)

b = espessura da cubeta (1 cm)

3.3.2 Polifendis totais

A analise de polifendis totais dos extratos foi realizada segundo metodologia citada
por SHAHIDI & NACZK (1995) descrita a seguir, utilizando o reagente de Folin-Denis.

Para essa determinacdo € necessario que se proceda a reacdo colorimétrica, que
envolve os polifendis da amostra e o reagente Folin-Denis. A leitura da absorbancia da
solucdo final (apds estabilizacdo da reacdo) foi realizada a 725 nm em espectrofotometro
(UV-1601 PC, Shimadzu). O equipamento foi calibrado com agua destilada.

A quantidade de polifendis totais foi calculada com base na curva padrdo de acido
galico P.A. variando entre 0 e 200 mg-L™. O contetdo fendlico total foi obtido por regresséo
linear dos padrbes de &cido galico, e o valor final expresso em mg AGE (acido galico
equivalente) por 100 g de inflorescéncia (peso umido).

Para se processar a rea¢do, em tubos de ensaios foram adicionados: 1,0 mL da amostra
(devidamente diluida, para cair na faixa da curva padrdo), 7,5 mL de &gua destilada e 0,5 mL
do reativo de Folin-Denis, sendo o tubo agitado vigorosamente. Os tubos foram deixados em
repouso por 3 minutos, quando foram adicionados 1,0 mL de solucéo de bicarbonato de sodio
saturada (catalizador da reacdo). Os tubos permaneceram em repouso por mais uma hora (1 h)
ao abrigo da luz, a temperatura ambiente (25 + 1 °C). A solugdo “branco” foi preparada nas
mesmas condi¢fes que a amostra, sendo o volume da amostra substituido por 1,0 mL do

solvente de extracdo. A curva padrdo também seguiu 0 mesmo procedimento, sendo o volume



56

da amostra substituido por 1,0 mL de cada concentracdo de acido galico (previamente

preparada em agua destilada).

3.3.3 Atividade Antioxidante pelo ensaio TEAC (Capacidade antioxidante

equivalente ao trolox)

O ensaio TEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao trolox) foi realizado com o
radical catiénico ABTS™, segundo metodologia descrita por Re et al., (1999), detalhada por
Rufino (2007), com modificacdes.

O cation ABTS™ (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado), foi formado a
partir da reacdo de solucdes aquosas de 7 mmol-L™ de ABTS e 2,45 mmol-L™* de persulfato
de potassio (1:1), incubada a temperatura ambiente (25 £ 1 °C) e na auséncia de luz, por 12 —
16 horas. Transcorrido esse tempo, a solucédo foi diluida em etanol:agua 80 % (v/v) até obter
uma solucdo com absorbéncia de 0,700 (x 0,05), a 734 nm (comprimento de onda de maxima
absorcdo). Foi utilizado alcool etilico: agua 80% (v/v) para calibrar o espectrofotdmetro (UV-
1601 PC, Shimadzu).

Foi realizada a construcdo de uma curva analitica com o antioxidante padrdo trolox
variando de 0 — 200 pM. A reacdo entre o antioxidante e o radical (ABTS™) foi realizada
através da homogeneizacdo de 0,5 mL de cada concentragdo do antioxidante e 3,5 mL da
solucdo do radical (ABTS™) em tubos, os quais foram mantidos ao abrigo de luz até
estabilizacdo da reacdo, em torno de 6 minutos (Re et al., 1999).

Foi construida uma curva de amostra, com pelo menos trés dilui¢des sequenciais (de
modo a obter, ap0s reacdo, absorbancia na faixa da curva padrdo). Uma aliquota de 0,5 mL de
cada diluicdo foi misturada com 3,5 mL da solucéo do radical ABTS™ e ap0s estabilizaco da
reacdo (6 min) a absorbancia foi medida a 734 nm. A partir desse dado foi construido um
gréfico de amostra: concentracdo (g de amostra-L™) vs absorbancia.

Para determinacdo da TEAC, foi obtida a absorbancia equivalente a 100 pmol-L™
(ABS100 pmo..L'l) da Equacdo da curva padrdo do trolox. O valor de ABSip umm.L'l foi
substituido na Equacdo da reta da curva da amostra, sendo encontrada a massa de amostra (g)
equivalente a 100 pmol-L™. Esse dado foi corrigido em pmol-L™ equivalente de trolox por

grama de amostra (TEAC).
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3.4 Caracterizacéao colorimétrica

Uma porc¢éo de cada extrato foi lida diretamente em colorimetro Color Quest Il Spera
(Hunter Lab, Reston), com leitura direta dos valores de L* (luminosidade), a* (vermelho vs
verde) e b* (amarelo vs azul), sendo os parametros de tonalidade (h*) e saturagdo (c*)

calculados a partir dos valores de a* e b*, conforme as Equaces 1.2 e 1.3.

h* = arctan[b*j (eq. 1.2) c*=+a** +b** (eqg. 1.3)

ax
I11.  RESULTADOS
1 CARACTERIZACAO DA INFLORESCENCIA DE CAPIM-GORDURA

1.1 Teor de gordura e umidade

As inflorescéncias de capim-gordura (Melinis minutiflora) apresentaram teor de

gordura e umidade, em base Umida, de 1,33 % + 0,55 e 7,64 % + 0,27, respectivamente.
1.2 Morfoanatomia Vegetal

A Figura 1.2 mostra a morfoanatomia da inflorescéncia do capim-gordura. No
guadrante A tém-se varios ramos recém-colhidos. Na Figura 1.2B observam-se os detalhes da
panicula e a longa arista presente nos flésculos (flores). Pode-se notar também que os
flosculos sdo hermafroditas, sendo os que estdo na parte superior da panicula encontram-se na
fase feminina, enquanto os na parte inferior encontram-se na fase masculina. Na Figura 1.2C
notaram-se com detalhe as estruturas de uma espigueta jovem contendo todas as estruturas
internas, incluindo os estames (parte masculina) que cai precocemente. Na Figura 1.2D pdde
ser observado a flor em uma fase mais madura, onde a parte masculina caiu e o floésculo se
encontra em sua fase feminina. A Figura 1.2E mostra o lema em microscdpico ético com
aumento de 20x2. No detalhe (Figura 1.2F), com aumento de 40x20, observou-se que 0
pigmento roxo-avermelhado (antocianina) estd presente em quase todas as ceélulas

epidérmicas.
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Figura 1.2 — Morfoanatomia de inflorescéncias de capim-gordura (Melinis minutiflora).

A: Aspecto geral das inflorescéncias (paniculas). B: Detalhe de uma panicula. C: espigueta com flésculos
(flores) jovem ainda na fase masculina, com a presenca de estames. D: flosculo mais velho ja na fase feminina,
onde os estames ja cairam. E: Distribuicdo da antocianina nas células epidérmicas da gluma. F: Detalhe da
Figura anterior. A, arista; e, estame; es, estigma; et, estilete; g, gluma; le, lema do flosculo estéril; If, lema do
flésculo fértil; o, ovario; p, pistilo; pa, palea. Barra =1 mm (D); 50 um (E-F).

Pela morfoanatomia, podemos verificar que a antocianina estd localizada
principalmente nas células epidérmicas das duas glumas e do lema aristado, das

inflorescéncias do capim-gordura.

1.3 Quantificagdo dos Compostos Antioxidantes

O método de extracdo foi um fator decisivo para a extracdo dos compostos
antioxidantes da inflorescéncia do capim-gordura, j& que as caracteristicas do sistema extrator,
como polaridade da solugdo utilizada, determinaram a eficiéncia e o tipo de compostos
presentes no extrato. Isto pode ser demonstrado pela variacdo nos resultados do conteudo
fendlico e antocianico da inflorescéncia do capim-gordura em resposta aos diferentes sistemas

extratores.
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1.3.1 Antocianinas Totais

A Tabela 1.1 mostra os resultados da quantificacdo da antocianina do capim-gordura

em sucessivas extracdes, acompanhada da sua eficiéncia (em porcentagem).

Tabela 1.1 — Teor de antocianinas do capim-gordura (Melinis minutiflora) e sua respectiva
eficiéncia de extracdo.

Antocianinas* (mg de cianidina /100g de capim-gordura)

Solucdo extratora

12 Extragéo 2% Extracéo 32 Extracéo Total
140,69 + 8,25° 19,17+2,15° 3,80+0,08°
L 0, l 1 1 1 l ) a
Etanol:agua 70% 85 64 % 11.75 % 232 % 163,65 £ 6,95
94,12 +3,25°" 32,48 +2,14° 16,05 +0,91° b
+
Metanol P.A 65.97 % 22.78 % 11.24 % 142,65 + 2,68
149,85 +5,15° 19,43+2,08° 344+£040°

Metanol: 4gua 70% 172,72 + 7,502

91,34 % 11,84 % 2,10 %

*Qs valores representam a média de 3 repeticOes + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
entre si, pelo teste de Duncan a probabilidade de 5 %.

O valor de antocianinas totais foi estatisticamente igual (p <0,05) para 0s solventes
com concentracdo de 70%, que apresentaram maior eficiéncia de extracdo que o metanol P.A.
Esse resultado difere de estudos encontrados na literatura, que mostram que o metanol foi o
solvente de maior poder de extracdo. Segundo os dados apresentados na Tabela 1.1 0 metanol
puro foi menos eficiente; este na concentracdo de 70% apresentou-se com a mesma eficiéncia
que o etanol:dgua 70 % (v/v). Esse resultado nos da seguranca de optar por trabalhar com o
etanol:dgua 70%, por ele apresentar eficiéncia similar e ainda pelo fato de apresentar
toxicidade muito inferior.

Os teores de antocianinas totais encontrados no capim-gordura foram maiores que o
descrito por Teixeira, et al. (2008), que encontraram valores de 84,62 mg-100 g Estes
valores também sdo superior ao de fontes como acai (21,23 mg-100 g*), morango
(21,69 mg-100 g*), repolho roxo (24,36 mg-100 g*) e berinjela (64,06 mg-100 g™), que s&o
reconhecidos como alimentos ricos nesse pigmento (TEIXEIRA, et al. 2008). Esse resultado
sugere o aproveitamento do capim-gordura como fonte de antocianina comercial, uma vez que
0 produto contém teor superior ao do repolho roxo, uma das fontes atualmente empregada na
extracdo do pigmento pela a industria de alimentos.

Com relagdo a eficiéncia das extragOes, observou-se que ndo se faz necessario varias
extracdes consecutivas, pois dependendo do sistema extrator, a maior parcela do corante ja é
extraido na primeira porcdo (mais de 85 %). Portanto, apenas o extrato referente a primeira

extracao foi utilizado nas demais determinacdes.



60

1.3.2 Polifendis Totais

A Tabela 1.2 mostra os resultados da quantificacdo de polifendis totais do capim-

gordura.
Tabela 1.2 — Teor de polifendis totais do capim-gordura (Melinis minutiflora).
Solug&o extratora Fendlicos Totais* (mg AGE-100 g'l)
Etanol:agua 70% 519,79+ 22,172
Metanol P.A 369,08 + 22,54 °
Metanol: agua 70% 578,21 + 18,54 ¢

AGE = Acido galico equivalente. *Os valores representam a média de 3 repeticdes + desvio padrdo. Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a probabilidade de 5 %.

Em geral, solventes mais polares extraem maior quantidade de fendlicos. Entretanto, a
utilizacdo de solventes puros, que apresentam faixa de solubilidade limitada, ndo contribui
efetivamente para extracdo de fendlicos (BERTOLDI, 2006). Isso péde ser corroborado no
presente estudo, onde a extracdo com metanol puro apresentou o menor teor de fendlicos.
Misturas aquosas de solventes polares aumentaram o poder de extracdo de compostos
fendlicos, pois ampliam sua faixa de solubilidade. Nesse trabalho, as misturas aquosas foram
os sistemas de solventes mais eficientes, apresentando diferenca estatistica significativa
(p < 0,05) na extracdo do contetddo fendlico total de capim-gordura, sendo o metanol: dgua

70 % (v/v) a solucdo mais eficiente.

1.3.3 Atividade Antioxidante

A Tabela 1.3 mostra os resultados da determinacdo da atividade antioxidante

equivalente ao trolox, para as amostras do capim-gordura.

Tabela 1.3 — Atividade antioxidante do capim-gordura (Melinis minutiflora).

Solug&o extratora TEAC * (uM trolox-g™)
Etanol:agua 70% 35,32+2,43%
Metanol P.A 31,68+1,69°
Metanol: 4gua 70% 31,05+0,65%

TEAC = Capacidade antioxidante equivalente ao trolox. *Os valores representam a média de 2 repeticbes +
desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a
probabilidade de 5%.

Apesar das solugdes de extracdo terem influenciado significativamente (p < 0,05) nas
determinacfes de antocianinas e polifendis, a atividade antioxidante ndo foi influenciada

(p > 0,05), tendo os solventes apresentado potencial antioxidante médio de 32,69 uM
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equivalente de trolox por g de capim-gordura. Esse valor é bem superior aos encontrados por
Sousa et al. (2007) ao trabalhar com frutas como abacaxi, ata, graviola e mamao, que
apresentaram respectivamente 3,78; 6,21; 6,09 e 7,60 uM-g. A atividade antioxidante do
capim-gordura também foi maior do que os relatados por Kuskoski et al. (2005), que
trabalhou com diferentes polpas de frutas fontes de antocianinas, tais como acaf (9,4 pM-g™),
uva (9,2 uM-g-Y), (7,1 uM-g?), sendo
acerola (67,6 pM-g™).

amora inferior apenas para polpa de

Em razdo dos compostos antocianicos ndo serem maioria no capim-gordura (cerca de
25 % do total de compostos fendlicos), pode-se presumir que a atividade antioxidante desse
vegetal seja influenciada em partes pelas antocianinas presentes, sendo provavelmente os
outros compostos fendlicos 0s maiores responsaveis por esta atividade. Isso indica que é
necessaria a investigacdo dos demais compostos fenolicos presentes, a fim de se designar o

percentual de importancia dos mesmos para a atividade antioxidante.

1.4 Caracterizagdo colorimétrica

A tabela 1.4 apresenta os dados da caracterizacdo colorimétrica dos extratos de capim-

gordura.

Tabela 1.4 —Efeito do tipo de extracdo nos parametros de cor do extrato de capim-gordura
(Melinis minutiflora).

Solucdes de extracdo**

Pardmetros Etanol:agua Metanol: agua
20% Metanol P.A 20%
L* — luminosidade 30,24 +0,92° 41,68 +0,11° 32,91+0,82°
a* — vermelho vs verde 23,14+0,10°  557+1,40° 26,99 +0,37
b* — amarelo vs azul 8,19+0,16° 23,70+0,18*  10,57+0,18°
C* — saturacdo de cor (choma) 24,54 +0,05° 24,37 +0,17° 28,99+0,41°
h* — angulo de tonalidade (radianos) 0,34+0,01° 1,34 + 0,06 2 0,37 +0,01°

**Qs valores representam a média de 3 repeticdes + desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra, na linha,
ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a probabilidade de 5 %.

Como a luminosidade representa o brilho, numa escala que varia de O (preto) a 100

(branco), os valores mais baixos de L* apresentam baixa luminosidade, contribuindo para uma
coloracdo mais intensa, o que pode ser observado ao se comparar os dados da Tabela 1.4 e da
Figura 1.3. A amostra que apresentou cor mais intensa foi a extraida com etanol:agua 70 % (v/v),

sendo a menos intensa a que utilizou metanol P.A.
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Com relacdo a analise colorimétrica (Tabela 1.4), mesmo apresentando variacfes
significativas entre os solventes (p <0,05), todos se localizaram dentro do primeiro
quadrante, apresentando valores positivos de a* e b*, ou seja, cores vermelha e amarela,
sendo que os extratos com solventes na concentracdo de 70 % os que tiveram coloragéo
vermelha mais intensa (maiores valores do parametro a*) e o extrato obtido com solvente
puro apresentou-se com maior tendéncia a coloracdo amarela (maiores valores do parametro
b*). As diferencas de coloracdo entre os solventes de extracdo podem ser observadas na
Figura 1.3.

[

Figura 1.3 — Extratos oriundos da primeira extracao.

A — Etanol:agua 70 %. B — Metanol P.A. C — Metanol: agua 70 %.

Um valor alto de c* indica uma cor fortemente saturada, indicando a pureza da cor em
relagdo ao branco. Os dados referentes ao parametro h* (tonalidade) demonstraram que o
aumento do teor de antocianinas indica uma cor vermelha mais intensa, pois quanto menor o
angulo h*, mais proximo estara do eixo a* e com isso, mais vermelha sera a coloracao
(LIMA, et al. 2007). Logo, quanto maior o valor de a*, maior o teor de antocianinas, podendo
ser verificada alta correlacdo positiva entre os teores de antocianinas e os valores de a*
(R?=0,93).

A coloragdo vermelha intensa é afetada pelo conteudo total de antocianinas e sua
distribuicéo, pela quantidade de cromoplastos que armazenam tais pigmentos pela formacao
de complexos antocianinas-metais e pelo pH (CHITARRA & CHITARRA, 2005).

IV. CONCLUSAO

Através da microscopia Otica nota-se que as antocianinas estd restrita as celulas

epidérmicas das glumas e do lema aristado.
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O solvente de extracdo foi um fator decisivo para a extracdo do contetdo antioxidante
da inflorescéncia do capim-gordura, onde as solugdes com concentracdo de 70 %
apresentaram coloracdo mais vermelha, maior teor de antocianinas e polifenois. O sistema
empregando etanol é preferido, por ser menos tdxico e por sua eficiéncia ser comparavel ao
metanol.

A atividade antioxidante ndo foi influenciada pelo solvente de extracdo, o que motiva
estudos de investigacdo, para determinar como cada composto (antocianinas e demais
fendlicos) influencia nessa atividade.

A atividade antioxidante e o teor de antocianinas foram superiores ao de fontes

usualmente consumidas.
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CAPITULO 11

Estudo de fatores que influenciam os extratos antocianico de inflorescéncia

de capim-gordura (Melinis minutiflora) secos por atomizacao

RESUMO

As antocianinas sdo pigmentos bastante instaveis, presente em vegetais como uva, cereja,
morango, jabuticaba, repolho roxo e outros. Apesar de existirem varias fontes, poucos se
apresentam como fonte comercial, sendo assim, se busca novas fontes, que sejam mais
estaveis e apresentem um baixo custo. O capim-gordura (Melinis minutiflora) € uma graminea
que por apresentar alto teor de antocianinas, muitas vezes superiores ao de fontes comerciais,
apresenta-se como uma fonte vidvel. As formas mais importantes de conservacdo do
pigmento sdo adicdo de antioxidantes e o encapsulamento, sendo empregado também a
secagem por atomizacdo (Spray dryer), por ser um método mais econémico, flexivel e
continuo. A partir desse contexto avaliou-se o efeito da temperatura do ar de secagem e da
concentracdo de maltodextrina sobre as caracteristicas fisicas e a composicao antioxidante do
po antocianico gerado por atomizagdo. O objetivo foi obter a melhor condicdo de atomizacéo
para producdo de pbé com boas caracteristicas fisicas, potencial corante e antioxidante. Foi
aplicada a metodologia de superficie a resposta (MSR), usando o delineamento Composto
Central (DCC), com duas variaveis: temperatura de entrado do ar de secagem (160 — 180 °C)
e concentracdo de maltodextrina (2 — 9%). Os resultados indicam que a temperatura de
secagem exerceu pouca influéncia significativa sobre as respostas estudadas, exercendo
influéncia negativa sobre umidade, atividade de agua, retencdo de antocianinas € TEAC agrs.
A concentracdo de maltodextrina apresentou negativo para a maioria das respostas, exceto
para determinacdo de cor. Observou-se que a condigdo Otima seria a temperatura de 170 °C e
a concentracdo de maltodextrina 5,5 %, onde se obtém a producdo de particulas com 6timo
poder corante, alto teor de antocianinas e atividade antioxidante e baixa higroscopicidade e
umidade.

Palavras- chaves: Otimizacdo, retencdo de antocianinas, corante em p6 antocianico, trolox,

coadjuvante de secagem.



67

I.  INTRODUCAO

As antocianinas sdo pigmentos instaveis ao processamento e armazenamento, sendo
assim, a inddstria alimenticia esta constantemente em busca de novas fontes destes pigmentos,
que sejam mais estaveis e apresentem baixo custo (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004).
Apesar de existir diversas fontes de antocianinas, como uva, cereja, morango, jabuticaba,
repolho roxo entre outros (MALACRIDA & MOTTA, 2006), poucas apresentam viabilidade
comercial. O capim-gordura (Melinis minutiflora) sendo uma graminea que se reproduz tanto
por semente como vegetativamente e por apresentar alto teor de antocianinas (TEIXEIRA et
al. 2008), muitas vezes superiores ao de fontes ja comerciais, mostra-se como uma fonte
comercialmente promissora.

A necessidade de conservacdo dos pigmentos tem incentivado o desenvolvimento de
novas pesquisas neste setor. As formas mais importantes de conservagdo do pigmento séo o
encapsulamento e a adicdo de antioxidantes. Entre os diferentes métodos de encapsulamento,
a secagem por atomizacdo (spray dryer), € o método de secagem mais comum usado na
indUstria alimenticia por ser econémico, flexivel e continuo (DEL-VALLE, 2004).

Nos Ultimos anos sdo encontrados na literatura varios trabalhos que apresentam a
maltodextrina e a goma arabica como agentes carreadores utilizados na secagem por
atomizacdo de produtos com componentes antioxidantes, como por exemplo, suco de camu-
camu (DIB TAXI, 2001), manga (CANO-CHAUCA et al., 2005), suco de figo da India
(RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2005), suco de acerola em p6 (RIGHETTO & NETTO,
2005), antocianinas de cenoura preta (ERSUS & YURDAGEL, 2007), antocianinas de mirtilo
(ROCHA, 2009), suco de agai (TONON, HUBINGER & BRABET, 2010), entre outros.

As propriedades fisico-quimicas dos produtos obtidos pela secagem por atomizacao
dependem de algumas variaveis de processo, tais como as caracteristicas do liquido de
alimentacdo (viscosidade, teor de sélidos, tamanho das gotas, taxa de alimentacdo), do ar de
secagem (temperatura, pressao), assim como do tipo e mecanismo de funcionamento do
atomizador (TONON, 2009).

Neste capitulo avaliou-se o efeito da temperatura do ar de secagem e da concentragédo
de maltodextrina sobre as caracteristicas fisicas (umidade, higroscopicidade, atividade de
agua e cor) e a composicdo antioxidante (antocianinas e atividade antioxidante) do p6 gerado
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por atomizacdo. O objetivo foi obter a melhor condicdo de atomizagdo para producdo de po

com baixa higroscopicidade, alto potencial corante e atividade antioxidante.
II. MATERIAIS E METODOS
1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para descrever a natureza da superficie de resposta na regido experimental, foi
aplicada a metodologia de superficie a resposta (MSR), usando o delineamento Composto
Central (DCC), com quatro repeticbes no ponto central (para estimativa do erro puro). O

delineamento espacial pode ser observado na Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Desenho espacial do delineamento composto central (DCC), para 2 fatores e
o = 1,4142. O - Pontos do planejamento fatorial. /A - Pontos axiais. O - Ponto central.

Para a construgdo do DCC duas variaveis foram definidas: temperatura do ar de
secagem na atomizacdo (160 — 180 °C) e concentragdo de maltodextrina (2 — 9 %). Definidos
os niveis decodificados (valores experimentais) dos pontos fatoriais e central, os niveis
axiais (o) necessitam ser codificados. Para isso foi utilizada a Equagéo 2.1:
xi= S5

2

(eq. 2.1)

em que:
Xi = Valor codificado do DCC.

Zi = Valor experimental do nivel

Zi= Valor médio entre os niveis decodificados (+) e (-)

AZ = Diferenca entre os niveis decodificados (+) e (-)
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As variaveis independentes, codificadas e decodificadas, estdo descritas na Tabela

2.1. Os ensaios foram aleatorizados antes de serem executados.

Tabela 2.1 — Delineamento experimental.

i Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Ensaio - -
Maltodextrina  Temperatura Maltodextrina (%) Temperatura (°C)
1 -1 -1 2,4 160
2 +1 -1 8,7 160
3 -1 +1 2,4 180
4 +1 +1 8,7 180
5 -a (-1,414) 0 1,1 170
6 +a(+1,414) 0 10,0 170
7 0 - o (-1,414) 55 156
8 0 +o(+1,414) 5,5 184
9 0 0 55 170
10 0 0 55 170
11 0 0 55 170
12 0 0 55 170

OBS.: -1 = nivel inferior; +1 = nivel superior; 0 = ponto central; o = nivel axial.

Os resultados foram apresentados pelos efeitos e coeficientes do modelo. O método
de quadrados minimos foi usado para ajustar o modelo linear ou quadratico. O modelo

quadratico é dado por:

K K
y=25 +Zﬂjxj +22ﬂijxixj +ZIBHX12 T € (eq. 2.7),
j=1 =l

i<j
onde:
Xi = representa os fatores;
B = coeficiente do modelo;
€ = erro experimental

A qualidade do modelo foi avaliada pelo uso de Anélise de Variancia (ANOVA),
estimando a soma quadratica da regressdo, soma de quadrado do residuo, a falta de ajuste e

coeficiente de correlagdo (R?). Uma analise dos valores medidos ('y;) contra os preditos pelo
modelo (y,), e avaliagdo da parcela residual (y, —¥,vsy,) foram também realizadas. O erro

dos coeficientes ou dos efeitos foram estimados empregado o erro puro.
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Para os modelos que apresentaram regressdo significativa e falta de ajuste nédo
significativa ao nivel de significancia pré-estabelecido, foi mostrado a referida superficie de
resposta.

Cada teste foi realizado com seus respectivos graus de liberdade e a um nivel de
significancia (o)) variando de 0,01 a 0,1. Os célculos e graficos neste trabalho foram realizados
utilizando planilhas eletronicas do Microsoft Excel® (2003) de acordo com Te6filo & Ferreira
(2006) e o programa computacional Statistica 7® (STATSOFT, 2004).

Para a otimizagdo simultaneas das respostas foi empregada a funcdo Desirability,
usando o programa computacional Statistica 7® (STATSOFT, 2004).

Apds a otimizacdo simultanea das respostas foi realizado um ensaio, com a condicao
otima determinada. A partir do valor experimental (Mexp) € tedrico (Mieor) foi calculado o erro
relativo (E), para cada resposta, pela Equacédo 2.13.

‘Mexp - Mteor|

x100 (eq. 2.13)

teor

2 MATERIA-PRIMA

Foram utilizados extratos antocianicos obtidos de inflorescéncias de capim-gordura
(Melinis minutiflora) provenientes de Vigcosa — Minas Gerais, colhidas no periodo de junho e
julho de 2010. Logo apo6s a colheita, as flores presentes na inflorescéncia dos ramos de capim-

gordura foram retiradas e armazenadas em embalagens escuras sob temperatura de -18 °C.

3 PREPARO DO EXTRATO
3.1 Obtencao do extrato

Para a obtencéo do extrato foram realizadas extracdes em bateladas, que ao final foram
misturadas, resultando em apenas um extrato (Figura 2.2). A partir de estudos preliminares, o
etanol:agua 70 % (v/v) foi escolhido por ser potencialmente menos toxico e por apresentar

boa eficiéncia na extracdo dos compostos antocianicos.
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Figura 2.2 — Etapas de extracao.

A — inflorescéncia de capim-gordura. B — Inflorescéncias de capim-gordura homogeneizadas com solugéo
extratora. C — Extrato antocianico apos filtragéo.

Para a extracdo foram pesados 20 g de inflorescéncia de capim-gordura e misturados
com 200 mL de etanol:agua 70 % (v/v), sendo a mistura acidificada com HCI (1,5 mol-L™)
até pH 2,0. Essa suspensdo foi deixada em repouso em auséncia de luz por 24 h e sob
refrigeracdo (7°C £ 1°C). Apés 24 h, as amostras foram filtradas a vacuo em papel
Whatman n° 1, com funil de Bichner. O extrato foi concentrado até eliminacdo total do
solvente em evaporador rotativo (MA 120, Marconi) a 40 °C e em seguida em impregnador de

glébulos (Figura 2.3), para uma maior concentracdo (até atingir 4 °Brix).

Figura 2.3 — Impregnador de glébulos.

3.2 Solidos Soluveis Totais

O teor dos solidos solUveis totais (SST) foi determinado por leitura direta em
refratdmetro digital (Digital Hand-Held Refractometer AR200, Leica) previamente calibrado

com &gua destilada, e o resultado expresso em °Brix.
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3.3 Preparo das amostras

O agente carreador utilizado foi a maltodextrina 10 DE (Corns Products Brasil, Mor
REX®), que é hidrossoltvel. A maltodextrina (MD) previamente hidratada foi adicionada ao
extrato (descrito no item 3.1), na proporcdo 1:1, sendo a mistura mantida sob agitacdo até a
completa dissolucdo. A hidratacdo da MD foi realizada de modo que ap0s sua adi¢do ao
extrato, a solugdo final (extrato: MD) obtivesse a porcentagem de MD estimada pelo DCC
(Tabela 2.1).

3.4 Caracterizagao dos extratos

3.4.1 Antocianinas Totais

O teor de antocianinas totais dos extratos foi determinado por absorgdo molecular na
regido do visivel de acordo com Lees & Francis (1972), brevemente detalhada a seguir.

Para a determinacdo da concentracdo de antocianinas uma aliquota do extrato foi
diluida em etanol: HCI 1,5 N (85:15) v/v. Antes da leitura no espectrofotémetro as amostras
foram centrifugadas (5804 R, Eppendof) a 4800 x g por 10 minutos, a fim de se eliminar a
turvacdo proveniente da incompleta solubilizacdo da maltodextrina na solucdo etandlica
(solvente de leitura etanol: HCI 1,5 N). A absorbancia da amostra foi lida no comprimento de
onda de 535 nm em espectrofotémetro (UV-1601 PC, Shimadzu). A diluicdo foi adotada de
tal modo que se obtivesse um valor de absorbancia entre 0,200 — 0,800, respeitando a Lei de
Lambert-Beer. O espectrofotdmetro foi calibrado com a solugdo etanol: HCI 1,5 N (85:15).

O teor de antocianinas foi determinado pela Equacdo 2.2 e o resultado final expresso
em mg de cianidina-3-glucosideo por 100 g (mL) de extrato.

A=¢giem. b. C (eq. 2.2),
em que:
A = Absorbancia (Abs) em 535 nm
e1em = Coeficiente de absortividade (98,2-L-cm™.g™)
C’ = Concentracdo (g-L™)

b = espessura da cubeta (1 cm)
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3.4.2 Caracterizacdo colorimétrica
Uma porc¢do de cada formulacdo foi lida diretamente em colorimetro Color Quest 1l
Spera (Hunter Lab, Reston), equipado com iluminante D65 e angulo de observacdo 10°.
Foram realizadas leituras diretas das coordenadas L* (luminosidade), a* (vermelho vs verde)

e b* (amarelo vs azul). Os parametros de tonalidade (h*) e saturagdo (c*) foram calculados a
partir dos valores de a* e b*, conforme as Equacdes 2.3 e 2.4.

h*= arctan(b—*J (eq. 2.3) c*=va*’ +h* (eq. 2.4)
a

3.4.3 Umidade

A umidade foi determinada por gravimetria, em estufa a vacuo (TE 395-1, Tecnal) a
70 °C, até peso constante (AOAC, 1997).

4 SECAGEM DOS EXTRATOS POR ATOMIZACAO

A secagem por atomizacdo foi realizada em

g‘”;! secador laboratorial com sistema de atomizacdo em

bicos — mini spray dryer — BUCHI, modelo B-191
(Labortechnik, Suica), com bico injetor com orificio de
1,5 mm de diametro, vazdo de ar de 73 m*/h e pressdo do
ar de 600 mBar (=~ 0,6 atm). A alimentagdo do secador
foi realizada através de uma bomba peristaltica, com
velocidade de rotacdo ajustada a 20 % de bombeamento
(3 mL-min™). As temperaturas do ar de entrada foram
definidas de acordo com 0 DCC (Tabela 2.1) e a de saida
monitorada no painel digital.

Figura 2.4 — Mini spray dryer
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5 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS EM POS

5.1 Caracterizacdo dos compostos antioxidante

Uma porcédo de cada extrato em p6 (de aproximadamente 0,2 g) foi diluida em 10 mL
de &gua destilada. Apos completa solubilizacdo, a amostra solubilizada foi utilizada nas

analises da caracterizacdo antioxidante.
5.1.1 Quantificacdo das antocianinas totais

Partindo das amostras solubilizadas no item 5.1, uma aliquota foi diluida em etanol:

HCI 1,5 N, para determinacdo de antocianinas conforme descrito no item 3.4.1.
5.1.2 Determinagdo da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada por trés diferentes métodos,
que sdo brevemente detalhados a seguir.

A partir das amostras solubilizadas no item 5.1, foram obtidas diferentes dilui¢cGes das
amostras em etanol:agua 80 %. Antes das diluicGes serem reagidas com o radical DPPH ou
ABTS, estas foram centrifugadas a 4800 x g por 10 minutos, a fim de se eliminar a turvagéo

proveniente da incompleta solubilizacdo da maltodextrina em solucéo alcodlica (etanol 80%).
5.1.2.1 Porcentagem antioxidante

Foi analisada a porcentagem de moléculas do radical DPPH sequestrado apés
determinado tempo, de acordo com a metodologia da avaliacdo da capacidade sequestrante de
radicais 2,2-difenil-1- picril hidrazina (DPPH"), descrita por Espin et al.. (2000) e Pukalskas
et al. (2002) com modificacGes.

Foi previamente preparada uma solucdo de 0,1 mmol-L™ de DPPH em etanol:4gua
80% (v/v). Em um tubo de ensaio foi adicionado uma aliquota de 0,5 mL da fracdo das
amostras (devidamente diluida, para que ocorra redugdo parcial do DPPH) e 3,5 mL da
solucdo etanolica de DPPH, a temperatura ambiente (25 + 1 °C).

Foram realizadas leituras de absorbancia no comprimento de onda de 517 nm em

espectrofotdbmetro UV-1601 PC Shimadzu, no tempo zero e no final da reacéo (estabilizacao
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do valor da absorbancia). Um estudo cinético foi previamente realizado para determinar o
tempo de estabilizacdo da reacdo (2 h). O resultado foi expresso em porcentagem de

moléculas do radical DPPH sequestrado, a uma determinada dilui¢do, pela Equagéo 2.5.

_(DPPH")'

% Atividade sequestrante =|1 5
(DPPH*)

}100 (eq.2.5),

em que:

(DPPH") °~Absorbancia no inicio da reacdo;  (DPPH")" — Absorbancia no final da reacéo
5.1.2.2 Ensaio TEAC (Capacidade antioxidante equivalente ao trolox)

O ensaio TEAC (capacidade antioxidante equivalente ao trolox) foi realizado com o
radical cationico ABTS (segundo Re, et al. 1999, detalhada por Rufino, et al. 2007) e DPPH
(segundo Kim, et al. 2002 com modificacdes).

A leitura das reac6es com ABTS foi realizada a 734 nm e com o DPPH a 517 nm em
espectrofotometro (UV-1601 PC Shimadzu). Em ambas as determinacGes, foram utilizadas
alcool etilico: agua 80% (v/v) para calibrar o espectrofotémetro. Para 0 ABTS, o tempo de
reacao foi de 6 min, segundo Re et al., 1999, e para 0 DPPH o tempo foi de 2 h, determinado
a partir da cinética realizada no item 5.5.2.1 (porcentagem antioxidante).

Preparo dos radicais: O céation ABTS® (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-

sulfonado), foi formado a partir da reacéo de solucdes aquosas de 7 mmol-L™* de ABTS e
2,45 mmol-L™* de persulfato de potassio (1:1), incubada & temperatura ambiente (25 + 1 °C) e
na auséncia de luz, por 12 — 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solucdo foi diluida em
etanol:agua 80% (v/v) até obter uma solu¢do com absorbancia de 0,700 (+ 0,05), a 734 nm
(comprimento de onda de maxima absorcdo). Para o ensaio TEAC com o DPPH (2,2-difenil-
1- picril hidrazina), foi previamente preparada uma solucéo 0,1 mmol-L™ de DPPH dissolvido

em etanol:agua 80% (v/v).

Construcdo da curva padrdo: Para as determinacbes de TEAC foi realizada a
construcdo de uma curva analitica com o antioxidante padréo (antioxidante sintético: Trolox),
nas concentragdes de 0 — 200 umol-L™. A reacéo entre o antioxidante e o radical foi realizada
através da homogeneizacdo de 0,5 mL de cada concentragdo do antioxidante e 3,5 mL da
solucdo do radical em tubos, os quais foram mantidos ao abrigo de luz até estabilizacdo da

reacao.
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Construcdo da curva de amostra: Foi construida uma curva de amostra, com pelo

menos trés diluicbes sequenciais (de modo a obter, apos reacdo, absorbancia na faixa da curva
padrdo). Uma aliquota de 0,5 mL de cada dilui¢do foi homogeneizada com 3,5 mL da solugédo
do radical e ap0s estabilizagdo da reacdo a absorbancia foi medida. A partir desse dado foi
construido um gréfico de amostra: concentracéo (g de amostra L™) vs absorbancia.

O procedimento utilizado na curva padréo e na curva de amostra para o radical ABTS
foi empregado para o radical DPPH.

Para determinacdo da TEAC, foi obtida a absorbancia equivalente a 100 umol-L™*
(ABS109 umo..L'l) da equacdo da curva padrdo do trolox. O valor de ABSig umo..L'l foi
substituido na equacdo da reta da curva da amostra, sendo encontrada a massa de amostra (g)
equivalente a 100 umol-L™. Esse dado foi corrigido em umol-L™ equivalente de trolox por
grama de amostra, e o resultado expresso em TEACagts (quando usando o cation ABTS) e em
TEACoppH (a0 usar o radical DPPH).

5.2 Caracterizacdo colorimétrica

Foi realizada leitura das amostras em pé e da amostra solubilizada (na proporgéo 0,2 g
para 10 mL). As amostras foram lidas diretamente em colorimetro Color Quest Il Spera
(Hunter Lab, Reston, VA). Os parametros avaliados foram os descritos no item 3.4.2.

Para se calcular a diferenga global de cor (AE*), foi realizada a reconstituicdo do
extrato: solubilizando-se certa massa de extrato em pd em agua, a fim de se obter o mesmo
teor de sélidos do extrato antes da atomizacdo. A diferenca de cor total entre o extrato antes

da atomizacéo e o po reconstituido foi obtida pela Equacdo 2.6.

AE* = J(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (eq. 2.6)

5.3 Determinac0es fisicas dos extratos em pé

5.3.1 Umidade

Conforme descrito no item 3.4.3.
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5.3.2 Atividade de 4gua

Foi realizada por leitura direta em aparelho medidor de atividade de agua (Testo 650,

marca: Testo), a temperatura de 21 + 1 °C.
5.3.3 Higroscopicidade

Foi empregado o método gravimétrico estatico, utilizando-se solucdo saturada de
cloreto de sodio (NaCl), obtendo umidade relativa de 75,3 %, a temperatura ambiente
(25+1°C) (TAYLOR, 1961). No dessecador, contendo a solucdo saturada, foram colocadas
capsulas com uma porcdo de aproximadamente 0,5 g de amostra seca, que permaneceu nesse
ambiente até atingir o equilibrio higroscopico (5 dias), ou seja, até peso constante. A
higroscopicidade foi definida como a umidade de equilibrio atingida pelo produto, quando
exposto a 75,3 % de umidade relativa. O resultado foi expresso em g de agua absorvida por
100 g de amostra (g-100 g™).

I11.  RESULTADOS

As variaveis independentes e os resultados, na ordem que foram executadas, se

encontra na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Variaveis independentes, caracterizacao fisica, colorimétrica e composi¢do antioxidante para 0s extratos em pé de capim-gordura.

Variaveis Caracterizagédo - I . o

. P Composigéo antioxidante Caracterizacdo colorimétrica

independentes fisica

3 SRS , A
— © o~ S TEAC (UM-g-1) Amostras em pé Amostras em po solubilizadas
e ¥ A< T 2 of Be
s < 9 « J : 28 QB TS AE
e 0 T2 E © g2 g8 :z4%#
W= o 35 S3 © 3 &% DPPH ABTS L a b C H L a b C H
T © n

10 55 170 67 3,81 0,37 20,00 101,72 71,77 91,04 18591 58,00 27,85 -0,46 27,85 -0,02 33,49 28,07 9,61 29,67 0,33 1,67
7 55 156 62 4,31 0,39 19,55 99,45 71,71 89,78 182,77 57,96 27,41 -0,67 27,42 -0,02 33,89 29,28 10,30 31,04 0,34 0,28
4 87 180 78 2,75 0,31 1822 103,04 68,92 80,99 131,57 61,98 28,71 0,43 28,71 0,01 35,95 34,17 13,09 36,59 0,37 0,97
5 11 170 62 332 0,32 31,13 106,55 76,30 519,96 477,51 36,27 4,46 0,26 4,47 0,06 29,21 12,63 2,75 12,93 0,21 1,20
2 87 160 70 3,74 0,38 18,16 101,15 61,52 77,67 151,26 58,92 28,63 0,49 28,63 0,02 35,62 33,44 12,73 35,78 0,36 2,49
9 55 170 74 343 0,35 19,64 101,53 70,46 84,72 181,51 57,48 28,55 0,83 28,56 0,03 33,52 28,25 9,75 29,89 0,33 0,49
1 24 160 57 559 0,38 26,53 107,98 89,36 92,79 319,48 40,89 20,52 1,59 20,58 0,08 30,55 18,10 4,81 18,73 0,26 0,90
3 24 180 65 6,40 0,44 26,00 104,36 88,06 252,94 303,98 36,64 7,14 095 7,20 0,13 30,29 17,02 4,40 17,58 0,25 2,17
11 55 170 63 3,92 0,36 19,87 100,45 83,07 171,13 173,81 56,79 28,20 -0,29 28,20 -0,01 33,38 27,90 9,52 29,48 0,33 0,87
12 55 170 70 3,97 0,37 19,65 104,30 81,55 203,78 186,13 26,89 27,38 -0,46 27,38 -0,02 33,73 28,82 10,01 30,51 0,33 0,78
6 10 170 72 285 0,31 16,99 96,06 66,16 149,52 123,38 61,35 28,36 0,58 28,37 0,02 37,06 36,05 13,97 38,66 0,37 0,28
8 55 184 80 2,21 0,28 19,66 88,95 77,68 178,64 178,44 57,70 29,61 0,83 29,62 0,03 33,66 28,56 9,93 30,24 0,33 1,08

MD — Maltodextrina / T — Temperatura / a,, — Atividade de agua.

* (9/100g) = g de agua absorvida por 100g de amostra seca.
TEAC = Capacidade antioxidante equivalente ao trolox. / DPPH — 2,2-difenil-1- picril hidrazina / ABTS —2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado

AE = Diferenca Global de cor, entre o extrato antes de atomizar e 0 pd reconstituido



1 CARACTERIZACAO FISICA

1.1 Teor de umidade

De acordo com a Tabela 2.2, a umidade dos pds obtidos no processo variou entre 2,21
e 5,29%.
Os resultados da anélise estatistica, aplicados aos dados experimentais de umidade

obtidos na secagem dos extratos de capim-gordura sdo apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e valor de probabilidade estatistica (p)
para cada fator sobre a umidade do pé de antocianina extraida de capim-gordura.

Fatores Efeito Erro Padréo® t (3) p
Intersecéo 3,76* 0,12 30,56 7,7x107
MD -0,77* 0,17 -8,82 0,003
MD? 0,02 0,19 0,23 0,83
Te -0,40* 0,17 -4,53 0,02
T 0,11 0,20 1,15 0,33

Tex MD -0,44* 0,25 -3,59 0,04

Te = Temperatura do ar de entrada (°C). MD = Concentracdo de maltodextrina (%). *significativo a o < 0,05.
*Erro puro

A temperatura do ar e a concentracdo de maltodextrina, bem como a interacdo desses
fatores, foram inversamente proporcionais a umidade final do produto, ou seja, maiores
temperaturas e maiores concentracfes de maltodextrina levaram a producdo de p6s com
menor teor de umidade (Tabela 2.3). O uso de temperaturas mais altas implica em um maior
gradiente de temperaturas entre o produto atomizado e o ar de secagem, acarretando uma
maior transferéncia de calor, e consequentemente, uma maior evaporacao de agua do produto,
resultando em umidades mais baixas (TONON, 2009). Tonon (2009), trabalhando com
secagem de suco de acai em po, também observou uma diminui¢do da umidade das particulas,
com o0 aumento da temperatura de secagem.

Como os efeitos quadraticos foram ndo significativos (p > 0,05), estes foram retirados
do modelo, e a analise realizada usando o modelo linear.

O modelo adotado apresentou regressao nédo significativa (p > 0,05) e falta de ajuste
significativa (p <0,05), apresentando baixo coeficiente de determinacdo (R: = 0,4443),

indicando que o modelo explicou apenas 44,43% da variacdo dos dados observados. Como o
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modelo ndo apresentou ajuste significativo, sua superficie de resposta e seu modelo

matematico ndo puderam ser utilizados para analise.

1.2 Higroscopicidade

De acordo com a Tabela 2.2, a higroscopicidade dos pds obtidos no processo variou
entre 17,00 e 31,12 g de 4gua absorvida por 100 g de amostra seca.

Os resultados da andlise estatistica, aplicados aos dados experimentais da
higroscopicidade dos extratos de capim-gordura obtidos pela secagem por atomizacdo estdo

apresentados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e valor de probabilidade estatistica (p)
para cada fator sobre a higroscopicidade do p6 de antocianina extraida de capim-gordura.

Fatores Efeito Erro Padréo® t (3) p
Intersecéo 19,72* 0,09 224,10 <0,0001
MD -4,52* 0,12 72,62 6,00 x 10°
MD? 2,28* 0,14 32,79 6,20 x 10°
Te -0,04 0,13 -0,66 0,56
T2 0,02 0,14 0,23 0,83
Tex MD 0,15 0,18 1,67 0,19

Te = Temperatura do ar de entrada (°C). MD = Concentragio de maltodextrina (%). *significativo a a < 0,05.
*Erro puro

De acordo com estes resultados o Unico fator que apresentou influéncia significativa
(p < 0,05) sobre a higroscopicidade foi a concentragdo de maltodextrina, tanto o efeito linear
como quadratico. Apo6s observado o efeito dos fatores, verificou-se a significancia da

regressao e a falta de ajuste (p < 0,01), através do teste F, na analise de variancia (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Resumo da analise de variancia (ANOVA) para higroscopicidade.

Fatores SQ GL F p
Regresséo 196,46> 2 361,57 2,53 x 107
Residuo 2,45 9
Falta de ajuste 2,35 6 12,66 0,039
Erro puro 0,09 3
Total 198,91 11

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade. *significativo a a < 0,01.

O modelo proposto, apos a retirada dos efeitos ndo significativos, apresentou regressao
significativa ao nivel de 99 % de confianca e falta de ajuste ndo significativa no mesmo nivel
de confianca. Sendo assim, 0 modelo ajustado para o teor de higroscopicidade no processo de

secagem do extrato antocianico de capim-gordura por atomizacao foi considerado preditivo.



A Equacdo 2.14 e a Figura 2.5 representar a variacdo da higroscopicidade das particul
obtidas, considerando-se a concentragdo de maltodextrina e a temperatura do ar.
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as

higroscopicidade = 19,73-4,52 MD + 2,28 MD? (eq.: 2.14)

O coeficiente de determinagdo (R?) para o0 modelo ajustado foi de 0,9877, indicando

que o modelo explicou 98,77 % da variacdo dos dados observados.
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Figura 2.5 - Superficies de resposta para higroscopicidade, relacionando: temperatura do ar
de entrada (T, °C) vs concentracdo de maltodextrina (MD %).

A concentragdo de maltodextrina foi a Unica variavel que influenciou a
higroscopicidade do produto final (Tabela 2.4 e Figura 2.5). Menores valores de
higroscopicidade foram obtidos quando se utilizaram as maiores concentragcdes de
maltodextrina. Resultado semelhante foi obtido por Tonon (2009) ao trabalhar com secagem
de polpa de acai, Cai & Corke (2000) e Rodriguez-Hernandez et al. (2005), também
observaram este efeito da maltodextrina em seus trabalhos com microencapsulacdo de
betacianinas e suco de figo-da-india, respectivamente. Isso se deve ao fato de a maltodextrina

ser um material com baixa higroscopicidade e confirmar a eficiéncia de seu uso como agente
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carreador, no sentido de reduzir a higroscopicidade de produtos secos por atomizagéo
(TONON, 2009).

1.3 Atividade de agua

A atividade de agua (ay,) dos produtos variou de 0,282 a 0,442, a uma temperatura
média de 21,3 °C (Tabela 2.2). A atividade de agua foi positivamente correlacionada com a
higroscopicidade (R® = 0,91), assegurando que s&o linearmente dependentes.

As amostras apresentaram atividade de agua proximos de 0,3, o que € favoravel a
estabilidade do pd obtido, uma vez que ndo permite a multiplicacdo de microrganismos e
retarda o escurecimento ndo enzimatico, uma das principais reacGes de deterioracdo
(FENNEMA, 1996). Valores de atividade de 4gua semelhantes foram observados por Tonon
(2009), ao trabalhar com de suco de acai, e por Quek et al. (2007) para o suco de melancia,
ambos secos por atomizacdo utilizando maltodextrina como coadjuvantes de secagem.

Os resultados da analise estatistica, aplicados aos dados experimentais da atividade de
agua dos extratos de capim-gordura obtidos pela secagem por atomizacdo sdo apresentados na
Tabela 2.6.

Tabela 2.6 Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p) para
cada fator sobre a determinagdo da atividade de agua.

Fatores Efeito Erro Padréo® t(3) p
Interseco 0,36* 4,3 x107 84,02 4,00 x10°®
MD -0,01* 6,1 x10° -5,86 0,099
MD? -0,01 6,8 x10° -2,81 0,063

Te -0,02* 6,1 x10° -6,72 0,007
T 5,7 x10™ 6,9 x10° 0,17 0,88
Tex MD -0,03* 8,6 x10® -7,60 0,005

Te = Temperatura do ar de entrada (°C). MD = Concentracio de maltodextrina (%). *significativo a p< 0,05.
*Erro puro

De acordo com a Tabela 2.6 os efeitos quadraticos dos fatores ndo apresentou
influéncia significativa (p > 0,05) sobre a atividade de &gua, sendo retirados do modelo.
Todos os efeitos significativos foram negativos, indicado que quanto maior o teor de
maltodextrina e da temperatura, menores sdo os valores de a,. Isso se deve ao fato de altas
temperaturas tornar o produto mais seco e da alta concentracdo de maltodextrina deixar a &gua

menos disponivel e facilitar a secagem (p6 mais secos).
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Apos a retirada dos efeitos ndo significativos verificou-se a significAncia da regressao
e a falta de ajuste a 90 % de confianca (p < 0,10), através do teste F, na analise de variancia.

O modelo adotado apresentou falta de ajuste e regressdo nao significativa (p > 0,05),
apresentando baixo coeficiente de determinacdo (R®> = 0,5131), indicando que o modelo
explicou apenas 51,31 % da variagdo dos dados observados. Como o modelo ndo foi ajustado

a superficie de resposta ndo pode ser analisada.

2 COMPOSICAO ANTIOXIDANTE

2.1 Retencao de antocianinas

A retencdo do teor de antocianinas variou entre 88,95 a 107,98 % (Tabela 2.2). Os
resultados da analise estatistica, aplicados aos dados experimentais da retencdo de
antocianinas dos extratos de capim-gordura obtidos por secagem por atomizacdo sdo
apresentados na Tabela 2.7.

Tabela 2.7 Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p) para
cada fator sobre a determinacéo da retencdo de antocianinas.

Fatores Efeito Erro Padréo® t(3) p
Intersecao 101,92* 0,82 124,96 1x10°
MD -2,86* 1,15 -4,96 0,016
MD? 1,30 1,29 2,02 0,12
Te -2,06* 1,16 -3,56 0,04
Te -2,29* 1,31 -3,50 0,04
Te x MD 1,40 1,63 1,72 0,18

Te = Temperatura do ar de entrada (°C). MD = Concentracdo de maltodextrina (%). *significativo a p< 0,05.
*Erro puro

De acordo com a Tabela 2.7 os fatores que apresentaram influéncia significativa
(p < 0,05) sobre a retencdo de antocianinas foram a concentragdo de maltodextrina (efeito
linear) e a temperatura do ar de entrada (efeitos quadratico e linear).

O aumento da temperatura levou as maiores perdas de antocianinas, e isso pode ser
observando a partir do sinal do efeito da temperatura. Quando a temperatura aumenta, a
retencdo de antocianinas diminui. Isso pode ser explicado pela sensibilidade da antocianina a
temperaturas elevadas.

Cai & Corke (2000) e Tonon (2009) trabalhando com secagem de betacianina e suco

de acai, respectivamente, também verificaram uma maior perda de antocianina com o0
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aumento da temperatura, onde Cai & Corke (2000) concluiram que temperaturas superiores a
180°C ndo séo indicadas para secagem de betacianinas.

A analise de variancia do modelo foi realizada apos a retirada das variaveis nao
significativas (p > 0,05).

O modelo apresentou regressdo ndo significativa (p < 0,05), falta de ajuste
significativa (p < 0,05) e baixo coeficiente de determinacdo (R*> = 0,5072), sendo o modelo

ndo considerado preditivo. Assim a superficie resposta ndo pode ser usada para analise.

2.2 Atividade antioxidante

A atividade sequestrante das amostras em p6 variou de 66,16 a 89,36 % (Tabela 2.2).
A atividade equivalente ao trolox, pelo método do radical ABTS apresentou valores maiores e
menor variagdo que os obtidos pelo método DPPH. A atividade equivalente ao trolox, nas
amostras variou entre 123,38 — 477,51 puM trolox-g™ e 80,99 — 519,96 pM trolox-g™, pelo
método ABTS e DPPH, respectivamente (Tabela 2.2).

A determinacdo da capacidade antioxidante equivalente ao trolox pelo método ABTS
(TEACagTs) foi positivamente correlacionada com a TEAC pelo método DPPH (TEACppp),
apresentando coeficiente de correlacdo de 0,80; portanto, a medida que a TEACagts aumenta,
a TEACpppy também aumenta. Como se obteve uma boa correlagdo entre os métodos,
evidencia-se que um método pode ser substituido pelo outro sem causar grandes perdas sobre
as inferéncias dos resultados.

Os resultados da andlise estatistica, aplicados aos dados experimentais da atividade
antioxidante dos extratos de capim-gordura obtidos por secagem por atomizagdo estdo
apresentados na Tabela 2.8. Estes resultados indicam que a maltodextrina apresentou efeito
linear significativo sobre todos os métodos realizados. De acordo com o sinal do efeito,
quanto maior o teor de maltodextrina, menor serd a atividade antioxidante. 1sso &€ comprovado
pelo fato de que a maltodextrina ndo possuir atividade antioxidante e pelo fato de que, quanto
maior o teor de maltodextrina, menor é a concentracdo do pigmento antociénico, que é o

componente da amostra que possui potencial antioxidante.
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Tabela 2.8 Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p) para
cada fator sobre a determinacdo da atividade antioxidante, pelos diferentes métodos.

Metodo Fatores Efeito Erro Padréo® t(3) p
@ Intersecéo 76,57* 3,26 23,50 1,69 x 10
g MD -7,67* 4,60 -3,32 0,045
S MD? 1,66 5,15 0,64 0,57
ﬁ Te 1,84 4,63 0,80 0,48
% Te 0,03 5,23 0,01 0,99
"<; Te x MD 2,17 6,51 0,67 0,55
Intersecdo  180,23** 2,88 62,58 9,00 x 10°
MD -105,25** 4,07 -51,67 1,60 x 10°
é MD? 56,96** 4,56 25,00 1,40 x 10
Sﬁ Te -5,22** 4,09 -2,55 0,084
= TeLC?C -4,07 4,62 -1,76 0,18
Tex MD -1,10 6,51 0,67 0,55
Intersecdo  136,82** 29,54 4,63 0,019
MD -89,10** 41,79 -4,26 0,024
% MD? 72,40%* 46,74 3,10 0,053
Sﬁ Te 36,04 41,98 1,72 0,18
= T -29,82 47,40 -1,26 0,30
Te X MD -39,13 59,06 -1,33 0,28

Te = Temperatura do ar de entrada (°C). MD = Concentragdo de maltodextrina (%). TEAC = Capacidade

antioxidante equivalente ao trolox. *significativo a p< 0,05. **significativo a a < 0,10. *Erro puro

A maltodextrina apresentou efeito quadratico significativo em dois dos métodos,

sendo estas mantidas em seus respectivos modelos. A temperatura do ar de secagem

influenciou a TEACagTs, mostrando que a medida que a temperatura aumenta, a atividade

antioxidante diminui. De fato temperaturas mais elevadas pode-se acelerar a degradacdo do

pigmento (antocianina) e, assim, diminuir o potencial antioxidante da amostra produzida a

altas temperaturas.

resumo da analise de variancia (ANOVA) ¢ apresentado na Tabela 2.9.

Os efeitos ndo significativos para cada determinacdo foram retirados do modelo e o
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Tabela 2.9. Resumo da analise de variancia (ANOVA) do modelo ajustado para a atividade
antioxidante, pelos diferentes métodos.

Métodos Fatores SQ GL F p
® Regressao 471,24* 1 13,17 0,0046
E5 Resfduo 357,74 10
29 Falta de ajuste 230,45 7 0,78 0,65
Z qg; Erro puro 127,29 3
@ Total 828,99 11
Regressao 110133,56* 3 75,65 3,26 x 10°
; Residuo 388222 8
2 Falta de ajuste 3782,73 5 22,81 0,014
E Erro puro 99,49 3
Total 114015,78 11
Regressao 103176,2** 2 6,64 0,017
% Residuo 69979,83 9
2 Falta de ajuste 59511,35 6 2,84 0,21
L Erro puro 10468,48 3
Total 173156,1 11

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade. TEAC = Capacidade antioxidante equivalente ao
trolox.*significativo a p < 0,10. **significativo a p < 0,05.

Todos os modelos apresentaram regressdo significativa e falta de ajuste nao
significativa, sendo, pois, considerados preditivos. Os modelos, para cada método, da

atividade antioxidante pode ser observado pelas Equagfes 2.15 a 2.17

Atividade Sequestrante (%) = 75,48— 7,68 MD - R2=0,6031 (2.15)
TEACagts = 177,02 — 105,26 MD + 57,74 MD*~521 T, - Re=0, 9669 (2.16)
TEACpppn= 113,34 — 89,15MD + 78,12MD? - R2=0,5959 (2.17)

O modelo que melhor se ajustou a atividade antioxidante foi 0 método TEACagTs, que
foi considerado mais preditivo por apresentar um alto coeficiente de determinagéo
(R*=0,9669), indicando que o modelo explicou 96,69 % da variacdo dos dados observados.
Os demais modelos apresentaram ajuste, porém a porcentagem de explicacao foi baixa. Como
0 modelo melhor ajustado foi 0 TEACagTs, podemos propor que ele seja utilizado em
substituicdo ao DPPH, sendo empregado para as anélises posteriores.

A Figura 2.6 mostra as superficies de respostas geradas para atividade antioxidante

dos diferentes métodos, considerando a concentragdo de maltodextrina e a temperatura do ar.
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A — Atividade sequestrante. B — TEACagts. C — TEACpppH

Figura 2.6 — Superficies de resposta para atividade antioxidante relacionando: temperatura do
ar de entrada (T, °C) vs concentracdo de maltodextrina (MD %).

3 CARACTERIZACAO COLORIMETRICA

Pela analise da Tabela 2.2 a Luminosidade das amostras em po e das amostras
solubilizadas variou entre 26,89-61,98 e 29,21-37,06, respectivamente. J& 0 parametro a* das
amostras em p6é e das amostras solubilizadas variou entre 7,14-28,63 e 12,63-36,05,
respectivamente. Valores positivos de a* mostraram tendéncia a coloracdo vermelha. O
parametro C* das amostras em po e das amostras solubilizadas variou entre 4,47-29,62 e
12,93-38,66, respectivamente. O parametro H* das amostras em pd e das amostras
solubilizadas variou entre 7,14-28,63 e 12,63-36,05, respectivamente (Tabela 2.2).

87
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Os resultados da andlise estatistica, para as amostras em de p6 solubilizadas, aplicados
aos dados experimentais dos extratos de capim-gordura obtidos por secagem por atomizagéo

sdo apresentados na Tabela 2.10.

Tabela 2.10 Efeito estimado, erro puro, coeficiente t e grau de significancia estatistica (p)
para cada fator sobre a coloragdo das amostras em p6 solubilizadas.

Fatores Efeito Erro Padréo® t(3) p
Intersecéo 33,58* 0,07 458,96 2,29 x 10°®
MD 2,72% 0,10 52,75 1,5x 10®
| * MD? -0,31* 0,12 -5,43 0,012
Te -0,03 0,10 -0,59 0,60
Te 0,03 0,12 0,46 0,68
Te X MD 0,15 0,15 2,03 0,14
Intersecéo 28,39* 0,20 141,39 7,80 x 10”7
MD 8,20* 0,14 58,01 1,13x 107
- MD? -2,28* 0,16 -14,45 7,19x 10
Te -0,17 0,14 -1,18 0,32
Te 0,07 0,16 0,45 0,68
Te X MD 0,45 0,20 2,27 0,11
Intersecéo 30,04* 0,22 134,29 9,25x 10’
MD 9,06* 0,31 57,27 1,18 x 10”
- MD? -2,40% 0,35 -13,59 8,62 x 10"
Te -0,18 0,32 -1,14 0,34
Te 0,09 0,36 0,51 0,64
Te X MD 0,49 0,45 2,20 0,12
Intersecdo 0,33* 1,23 x 107 269,59 1,13x 10"
MD 0,05* 1,74 x 107 62,61 8,97 x 10°®
o MD? -0,02* 1,95 x 107 -21,70 2,33x 10
Te -1,15x 107 1,75 x 107 -1,39 0,25
Te 1,54 x 107 1,98 x 10° 1,56 0,22
Te X MD 2,15 x 10 2,46 x 107 1,80 0,17

Te = Temperatura do ar de entrada (°C). MD = Concentracdo de maltodextrina (%). *significativo a p< 0,05.
*Erro puro

De acordo com estes resultados, o Unico fator que apresentou influéncia significativa
(p <0,05) sobre as coordenadas de cor foi a concentragcdo de maltodextrina (efeito linear e
quadrético). Observando-se o sinal do efeito & medida que a concentracdo de maltodextrina
aumenta, o valor de cada coordenada também aumenta.

Sabendo-se que a coordenada L*, varia de 0 a 100, e que quanto maior o valor de L*,
mais clara € amostra, temos, como esperado, que a medida que se aumenta a concentracdo de
maltodextrina, a amostra se torne mais clara, pois a maltodextrina por ser um produto branco,
torna a cor da amostra menos intensa. Isso também foi observado por Tonon (2009) ao
trabalhar com varias concentragdes de maltodextrina e goma arabica na atomizacao do suco

de acai.
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A coordenada a* varia de vermelho a verde, onde valores maiores e positivos,
representa coloracdo vermelha. A saturacdo (c*) representa a pureza ou intensidade de uma
cor particular, sendo definida pela quantidade de cinza que contém uma cor: quanto mais
cinza ou mais neutra for, menos brilhante ou menos "saturada” é a cor. Um maior valor indica
uma maior pureza ou intensidade da cor. Pela andlise dos efeitos desses dois parametros,
observou-se que a medida que se aumenta a concentracdo de maltodextrina, se tem um
aumento do valor de a* e de c*. Isso é contraditério ao esperado, ja que o aumento do
coadjuvante de secagem (MD) deveria resultar em uma menor concentracdo do pigmento, o
levaria a menores valores de a* e ¢* (coloracdo vermelho menos intensa).

O angulo Hue (h*) teve o efeito esperado, pois a medida que esse angulo aumenta, ele
se distancia do eixo da coordenada a*, mostrando que a cor esta menos vermelha. Com o
aumento de maltodextrina o efeito sobre h* foi positivo, mostrando que a medida que se
aumenta a concentracdo do agente carreador, maior é o angulo Hue, e menos vermelha se

torna a amostra.

Tabela 2.11. Resumo da analise de variancia (ANOVA) do modelo ajustado para
Luminosidade

Fatores SQ GL F p
Regressao 60,12* 2 561,58 3,56 x 1077
Residuo 0,48 9
L* Falta de ajuste 0,29 6 3,25 0,18
Erro puro 0,06 3
Total 60,60 11
Regresséo 570,60* 2 285,30 1,41 x 10
Residuo 3,71 9
a* Falta de ajuste 3,24 6 3,37 0,17
Erro puro 0,48 3
Total 574,31 11
Regressdo 696,26* 2 697,63 1,35 x 107
Residuo 4,47 9
c* Falta de ajuste 3,87 6 3,22 0,18
Erro puro 0,60 3
Total 696,73 11
Regress&o 2,67x10%* 2 1213,28 1,13x10™
Residuo 99x10° 9
h* Falta de ajuste  8,1x10° 6 2,22 0,27
Erro puro 1,8x10° 3
Total 2,67x10° 11

SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade. *significativo a p< 0,05.
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Foram retirados os fatores ndo significativos do modelo para se verificar a
significancia da regressdo e da falta de ajuste a 95 % de confianca (p < 0,05), através do teste
F, na analise de variancia (Tabela 2.11).

Todos o0os modelos apresentaram regressdo significativa e falta de ajuste ndo
significativa ao nivel de 95 % de confianca, podendo cada modelo ser considerado preditivo.
O modelo, para cada coordenada de cor, dentro dos limites de temperatura e concentracédo de

maltodextrina estudados, pode ser descrito pelas EquagOes 2.18 a 2.21.

L*= 33,60 + 2,73 MD — 0,32 MD? - R2= 0,9963 (2.18)
a*= 28,45 + 8,20 MD — 2,30 MD? - R?= 0, 9935 (2.19)
C*=30,11 + 9,06MD — 2,42 MD? - R2= 0, 9936 (2.20)
h*= 0,33 + 0,05MD — 0,02 MD? - R = 0, 9963 (2.21)

Todos os modelos apresentaram elevados coeficiente de determinacdo (R*>0,99),
indicando que os modelos explicaram mais de 99% da variacdo dos dados observados.
Como todas as superficies tiveram 0 mesmo comportamento, apenas a superficie de

resposta para a tonalidade (h*) sera apresentada (Figura 2.7).

Figura 2.7 — Superficies de resposta para h* (tonalidade) das amostras em p6 solubilizadas,
relacionando: temperatura do ar de entrada (T, °C) vs concentracdo de maltodextrina (MD%).
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A Tabela 2.12 mostra um resumo das respostas com seus respectivos efeitos.

Tabela 2.12. Resumo dos efeitos sobre as variaveis respostas

Respostas MD MD? Te T MDxT. Regr. Fy
Umidade 0,77~ 002  -040% 0,11 044k <+
Higroscopicidade -4,52* 2,28* -0,04 0,02 0,15 folaia B
Alvidadede 01« 0o1x  -002%  57x10%  -0,08% -
4gua
Retencaode  pger 130 2,060 -2,20¢ 1,40 *
antoclaninas
Atividade 5 o7 66 1,84 0,03 2,17 xx e
sequestrante
TEACasts  -105,25%% 56,96%*  -520%% 4,07 110 e
TEACoeen  -89,10%* 7240%* 36,04 2982 3913  *
L* 272 031*  -0,03 0,03 0,15 x e
a* 820  -228* 017 0,07 0,45 x e
c* 9,06  -240%  -018 0,09 0,49 x e
H* 0,05  -0,02* -1,15x10° 154x10° 215x10° *  °°

MD — Maltodextrina / T, — Temperatura de entrada / F,; — Falta de ajuste

TEAC = Capacidade antioxidante equivalente ao trolox.

DPPH - 2,2-difenil-1- picril hidrazina / ABTS -2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado

*significativo a a < 0,05 / **significativo a « < 0,10

® ndo significativo a a < 0,01 / ** ndo significativo a « < 0,05 / ***ndo significativo a « < 0,10
A partir do resumo dos efeitos observou-se que a maltodextrina apresentou efeito

significativo para todas as repostas avaliadas e que a temperatura apresentou efeito apenas

sobre a umidade, atividade de agua, retencdo de antocianinas e atividade antioxidante pelo

método ABTS. A maioria dos modelos foram ajustados, apresentaram falta de ajuste nédo

significativa e regressdo significativa, onde apenas a umidade, a retengdo de antocianinas e

atividade de agua ndo apresentou modelo com bons ajustes.

4  OTIMIZACAO SIMULTANEAS DAS RESPOSTAS

Com o0 objetivo de se obter a melhor condicdo de atomizagdo, uma otimizacao
simultanea das respostas foi realizada utilizando as respostas consideradas mais importantes
na secagem dos extratos por atomizagdo. As respostas utilizadas para esta analise, bem como

o0 efeito desejado sobre estas respostas, se encontram na Tabela 2.13.
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Tabela 2.13 — Respostas utilizadas para otimiza¢do simultéanea

Respostas Desejabilidade

Retencdo de Antocianinas Maximizar

Atividade Antioxidante : Atividade sequestrante, TEACagts € TEACpppH Maximizar

Atividade de agua Minimizar
Higroscopicidade Minimizar
Umidade Minimizar
Coordenada de cor: a* Maximizar

A partir da andlise de desejabilidade podemos observa pela Figura 2.8, que a
otimizacdo simultdnea das principais respostas deste experimento ocorreu quando se
combinou 0s niveis intermediarios, ou seja, a temperatura variou 165 — 180°C e a

concentracdo de maltodextrina 3,5 — 8 %.

190

185
180
175
170
165
160

T, (°0)

155

150 il
0 2 4 6 8 10 12

MD%
Figura 2.8 — Curvas de niveis para a otimizacdo simultanea das respostas, relacionando:
temperatura do ar de entrada x concentragao de maltodextrina.

Para validar os modelos obtidos no planejamento experimental, foram realizados dois
ensaios utilizando a combinacdo central 6tima: 55 % de maltodextrina e 170 °C de
temperatura de atomizacdo. Os resultados experimentais obtido nesse ensaio, para as
principais respostas de interesse, bem como os valores preditos pelos modelos e a diferenca

entre eles se encontra na Tabela 2.14.
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Tabela 2.14. Respostas obtidas apds a otimizagdo simultanea, usando temperatura de entrada
de 170 °C e 5,5 % de maltodextrina.

Respostas Valor obtido Valor estimado Erro relativo
Retencdo de antocianinas (%) 100,58 £ 1,61 103,00 2,35
TEACagts (Umol-g™) 180,45 + 0,54 178,70 0,98
Atividade de 4gua 0,43 +£0,09 0,36 19,44
Higroscopicidade (g-100g™) 16,90 £ 0,17 19,80 14,34
Umidade (%) 5,06 £1,45 3,86 31,09
Coordenada de cor: a* 19,45 + 9,60 28,32 31,32

O modelo conseguiu prever com relativa precisdo a retengdo de antocianinas e a
TEACasTs (erro < 10 %). Para a anélise de higroscopicidade o erro obtido foi pouco superior
a 10 %, o que pode indicar baixa capacidade de predicdo do modelo. Para as demais
determinacbes o erro foi muito superior a 10 %, mostrando que esses modelos ndo sdo

adequados como ferramenta preditiva.

IV. CONCLUSAO

A temperatura de secagem exerceu influéncia significativa apenas sobre algumas
respostas estudadas, onde a medida que se aumenta a temperatura a umidade, atividade de
agua, retencdo de antocianinas e TEACagrs foram reduzidas. J& a concentracdo de
maltodextrina apresentou influéncia significativa sobre todas as respostas estudadas: o
aumento da concentracdo de maltodextrina resultou em maiores valores dos parametros de cor
e menores valores das demais respostas (higroscopicidade, atividade de &gua, retengdo de
antocianinas e todos os métodos da atividade antioxidantes).

A otimizacdo simultaneamente das respostas forneceu a combinacdo de 55 % de
maltodextrina e 170 °C de temperatura do ar de secagem, em que se obteve a producdo de
particulas com 6timo poder corante, alto teor de antocianinas e atividade antioxidante e baixa

higroscopicidade e umidade.
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CAPITULO I

Caracterizacéo e estabilidade dos extratos de antocianina em pé

RESUMO

A busca de fontes alternativas de pigmentos naturais que sejam mais estaveis e apresentem
um baixo custo e formas de estabiliza-los tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas. O
capim-gordura (Melinis minutiflora) € uma graminea que por apresentar alto teor de
antocianinas, muitas vezes superiores ao de fontes comerciais, apresenta-se uma fonte viavel,
sendo essa graminea uma potencial fonte do referido pigmento. Porém, as antocianinas por
serem pigmentos bastante instaveis necessita de métodos de conservacao, e atualmente o que
mais se utiliza sdo adicdo de antioxidantes e o encapsulamento, sendo empregado também a
secagem por atomizacdo (spray dryer), por ser mais econémico,flexivel e continuo. Assim, o
objetivo desse trabalho foi caracterizar e avaliar a estabilidade de pigmentos antocianicos
associados a trés concentracdes de maltodextrina, como coadjuvante de secagem, submetidos
ao processo de atomizacao e expostos a luz a uma temperatura de 30 £ 2°C, comparando-se
com amostras ndo expostas a luz, armazenadas a mesma temperatura. As amostras foram
caracterizadas quanto a higroscopicidade, umidade, isoterma de sorcdo e micrografia, sendo a
estabilidade avaliada através de andlises de antocianinas totais, atividade antioxidante e
avaliacdo colorimétrica, durante 42 dias. A Concentracdo de maltodextrina ndo afetou a
umidade nem tdo pouco a atividade de agua das amostras, porém afetou a higroscopicidade. A
umidade de estocagem ideal (3,57-4,96%.) foi determinada pela Equacdo de BET, que foi a
que melhor explicou a comportamento da isoterma de sor¢do das amostras. As apresentaram
formato esférico, sendo as amostras com 3 e 5,5 % de maltodextrina apresentando superficie
mais rugosa e as amostras com 8% apresentou superficie mais lisa. A concentragdo de
maltodextrina apresentou bom efeito protetor do pigmento, pois ndo se observou perda
significativa no teor de antocianina (média de 15,19%) e cor (AE*<10) ao final da estocagem.
A concentracdo de maltodextrina acima de 5,5% foi considerada ideal para proteger o
pigmento antocianico da incidéncia de luz.

Palavras-chaves: luz fluorescente, TEAC, micrografia, capim-gordura, antocianinas.
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I.  INTRODUCAO

Em estudos recentes, tém-se investigado a utilizagdo das antocianinas como corantes
naturais em alimentos devido, entre varios fatores, a sua maior seguranca quando comparada
aos sintéticos. Esses compostos pertencem a classe dos compostos fenolicos e sdo
responsaveis pela cor laranja, vermelho, rosa e azul da maioria das frutas, flores e legumes
(KONG et al., 2003).

As antocianinas sdo pigmentos instaveis ao processamento e armazenamento. Sendo
assim, a industria alimenticia esta constantemente em busca de novas fontes destes pigmentos,
que sejam mais estaveis e apresentem um baixo custo (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004). O
capim-gordura (Melinis minutiflora), uma graminea que se reproduz tanto por semente como
vegetativamente, apresentar alto teor de antocianinas (TEIXEIRA et al., 2008), muitas vezes
superiores ao de fontes ja comerciais, apresenta-se uma fonte viadvel, apresentando-se como
uma fonte promissora destes pigmentos para a industria de alimentos.

O microencapsulamento é uma técnica relativamente recente, que tem a funcdo de
proteger o material encapsulado de fatores que possam vir a causar a sua deterioracdo, tais
como oxigénio, luz ou umidade. Ela favorece o aumento da vida dtil, da manutencéo do sabor
e da cor, além de reduzir a volatilidade, a higroscopicidade e a reatividade, aumentando a
estabilidade do produto em condices adversas (RE, 1998). A técnica de
microencapsulamento mais utilizada na industria de alimentos é a de secagem por atomizacdo
(spray dryer), por ser considerada um processo econémico e flexivel, e que resulta em
particulas de boa qualidade (GHARSALLAOUI et al., 2007).

O objetivo desse trabalho foi caracterizar e avaliar a estabilidade de pigmentos
antocianicos associados a trés concentracfes de maltodextrina (3; 55 e 8 %), como
coadjuvante de secagem, submetidos ao processo de secagem por atomizagédo e expostos a luz
a uma temperatura de 30 + 2°C, comparando-se com amostras ndo expostas a luz,

armazenadas a mesma temperatura.
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Il.  MATERIAIS E METODOS

1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A caracterizacdo dos extratos em pé seguiu o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com um fator (concentracdo de maltodextrina) em trés niveis (3, 5,5 e 8 %). O
experimento da estabilidade foi realizado em planejamento fatorial, sendo avaliados trés
fatores: condicdo de estocagem (em dois niveis: luz e escuro), tempo (em sete niveis: 0, 7, 14,
21, 28, 35, 42 dias) e concentracdo de maltodextrina (em trés niveis: 3, 5,5 e 8%). Todos 0s
experimentos foram realizados em duas repeticoes.

Os dados da caracterizacao fisica foram submetidos a analise de variancia (teste F) e
as médias comparadas entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05), sendo 0s resultados expressos
pela média £ desvio-padrdo. Os resultados da estabilidade foram submetidos a analise de
variancia fatorial, verificando a significancia de cada fator e a interacdo entre os fatores, e
quando conveniente, foi realizado teste de Duncan para comparacdo de médias, ao nivel de
5% de probabilidade. Os testes de média foram realizados no programa estatistico SAS
(Statistical Analyses System), versdo 9.1 (SAS, 2006) e as analises de regressdo e interacao
utilizando o programa Statistica 7® (STATSOFT, 2004).

2 MATERIA-PRIMA

Foram utilizados extratos antocianicos obtidos de inflorescéncias de capim-gordura
(Melinis minutiflora) provenientes de Vigcosa — Minas Gerais, colhidos no periodo de junho e
julho de 2010. Logo apos a colheita as flores presentes na inflorescéncia dos ramos de capim-

gordura foram retiradas e armazenadas em embalagens escuras sob temperatura de -18 °C.

3 PREPARO DO EXTRATO PARA ATOMIZACAO

3.1 Obtencao do extrato

Para a obtencédo do extrato foram realizadas extracdes em bateladas, que ao final foram

misturadas. A partir de estudos preliminares, o etanol:agua 70 % (v/v) foi escolhido por
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apresntar menor toxicidade e apresentar boa eficiéncia na extragdo dos compostos
antocianicos.

Para isto, 20 g de inflorescéncia de capim-gordura foram pesados e misturados com
200 mL de etanol 70 % (v/v), sendo a mistura acidificada com HCI (1,5 mol-L™) até pH 2,0.
Essa suspensdo foi deixada em repouso em auséncia de luz por 24 h e sob refrigeracéo
(7°C + 1°C). Apos 24 h, as amostras foram filtradas a vdcuo com papel Whatman n° 1, em
funil de Buchner. O extrato foi concentrado até eliminacdo total do solvente em evaporador
rotativo (MA 120, Marconi) a 40 °C e em seguida no impregnador de globulos, até uma

concentragdo maior (4 °Brix).
3.1.1 Solidos Soluveis Totais

O teor dos solidos soltveis totais (SST) foi determinado por leitura direta do extrato
em um refratometro digital (Digital Hand-Held Refractometer AR200, Leica) previamente

calibrado com agua destilada, e o resultado expresso em °Brix.

3.2 Preparo das amostras para atomizacao

O agente carreador utilizado foi a maltodextrina 10 DE (Corns Products Brasil, Mor
REX®), que é hidrossoltvel. A maltodextrina (MD) previamente hidratada foi adicionada ao
extrato descrito no item 3.1., na proporcdo 1:1, sendo a mistura mantida sob agitacdo até a
completa dissolugdo. A hidratacdo da MD foi realizada de modo que ap6s sua adigdo ao
extrato, a solucdo final (extrato: MD) obtivesse a concentracdo de MD final de 3%, 5,5% e
8% (M/v).

4 SECAGEM DOS EXTRATOS POR ATOMIZACAO

A secagem por atomizacdo foi realizada em secador laboratorial com sistema de
atomizagdo em bicos — mini spray dryer — BUCHI, modelo B-191 (Labortechnik, Suica), com
bico injetor com orificio de 1,5 mm de diametro, vazdo de ar de 73 m®-h™ e pressio do ar de
600 mBar (= 0,6 atm). A alimentacdo do secador foi realizada através de uma bomba
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peristaltica, com velocidade de rotacdo ajustada a 20 % de bombeamento (3 mL-min™). A
temperatura do ar de entrada foi de 170 °C e a de saida monitorada no painel digital.

5 CARACTERIZACAO FiSICA DOS EXTRATOS EM PO

5.1 Umidade

A umidade foi determinada por gravimétrica, em estufa a vacuo (TE 395-1, Tecnal) a
70 °C, até peso constante (AOAC, 1997).

5.2 Atividade de agua

Foi realizada por meio de leitura direta em aparelho medidor de atividade de &gua
(Testo 650, Testo), a temperatura de 21 + 1 °C.

5.3 Higroscopicidade

Foi empregado o método gravimétrico estatico, utilizando-se solucdo saturada de
cloreto de sodio (NaCl), obtendo umidade relativa de 75,3 %, a temperatura ambiente
(25+1°C) (TAYLOR, 1961). No dessecador, contendo a solucdo saturada, foram colocadas
capsulas com uma porcdo de aproximadamente 0,5 g de amostra seca, que permaneceu nesse
ambiente até atingir o equilibrio higroscopico, ou seja, até peso constante (que ocorreu
em 5dias). A higroscopicidade foi definida como a umidade de equilibrio atingida pelo
produto, quando exposto a 75,3 % de umidade relativa. O resultado foi expresso em g de agua

absorvida por 100 g de amostra (g-100 g™

5.4 Isoterma de sorcao

Para a obtencdo da isoterma de adsor¢do de umidade foi empregado o método
gravimétrico estatico, utilizando-se solucGes saturadas de sais (TAYLOR, 1961), a

temperatura ambiente (25 + 1 °C).
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Na obtencéo dos dados de adsor¢do, amostras de 0,5 g foram inicialmente submetidas
a secagem a 70 °C, em estufa a vacuo (TE 395-1, Tecnal), e para retirada do calor, foram
colocadas em dessecador contendo silica gel, a temperatura ambiente. As amostras secas € a
temperatura ambiente foram acondicionadas em dessecadores de vidro hermeticamente
fechados, contendo solugdes salinas na agua na base.

As solugdes salinas foram colocadas em dessecadores de vidro hermeticamente
fechados, simulando diferentes niveis de umidade relativa. A hermeticidade dos recipientes
impediu a interferéncia da umidade relativa (UR) do ambiente sobre as amostras. As solucgdes
salinas que foram utilizadas e suas referidas umidade relativa de equilibrio encontram-se na
Tabela 3.1 A umidade relativa de equilibrio dentro dos recipientes € igual a atividade de agua

da solucéo vezes 100.

Tabela 3.1 — Atividade de agua (aw) € umidade relativa de equilibrio (Ue) das solucdes
saturadas de sais a 25 °C.

Sais

0,
Férmula Nome i e
MgClz.6H20 Cloreto de Magnésio hexahidratado 0,328 32,8
Mg(NO3),.6H,0 Nitrato de magnésio hexahidratado 0,529 52.9
NaCl Cloreto de sédio 0.753 75,3

KCI Cloreto de potassio 0,843 843
K,SO, Sulfato de potassio 0973 97.3

FONTE: ROSSI & ROA, 1980.

Em cada dessecador foi colocado capsulas com uma por¢do de amostra anteriormente
seca, que permaneceu nesses ambientes até atingir equilibrio higroscépico. A avaliagdo do
ganho de umidade, mediante pesagem das capsulas, foi realizada diariamente até que as
amostras atingissem o equilibrio higroscopico, ou seja, até peso constante, que ocorreu em
aproximadamente 5 dias.

Os teores de umidade de equilibrio foram determinados com base na diferenca de
massa das amostras em balanca analitica (Mark 210A, Bel engineering). O gréfico da
isoterma foi construido com peso de dgua absorvido vs umidade relativa a que foi submetida a
amostra (TEIXEIRA, 1983).
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5.4.1 Modelagem matematica

Foram testados dois modelos matematicos (Tabela 3.2) na predicdo dos dados das
isotermas de adsorcdo. Nos ajustes utilizou-se uma otimizacdo baseada no método Gauss-
Newton e critério de convergéncia de 107°, resolvidas pelo processador matematico
STATISTICA 7® (STATSOFT, 2004).

Tabela 3.2 - Modelos utilizados para ajuste das isotermas de adsorcdo de umidade da
amostras em po.

Modelo Equacéo

n n+l
BET* X, = Xm{ ca, }{1—(n+1)aw +n(a,) 1} (eq.: 3.1)
1-a, |1-(1-C)a,-C(a,)™
b
OSWIN** X, =a( it } (eq.: 3.2)
1-a,

Legenda: X, = contetido de umidade de equilibrio (g de 4gua/g de sdlidos secos); X, = conteido de umidade na
monocamada (g de agua/g de s6lidos secos); a,, = atividade de agua (adimensional); a, b, n, K e C = constantes
das Equaces (adimensional). * BRUNAUER, et al. 1938; ** OSWIN, 1946

Os critérios utilizados para avaliar os ajustes foram: coeficiente de determinacéo (R?),
erro () entre os valores de umidade, experimental e predito (Equacdo 3.3) e a média dos erros
(em) (Equacgdo 3.4). Valores da média dos erros menores que 10 % foram considerados por
Peng et al. (2007) como indicadores de bons ajustes para isotermas de sorc¢do, para propositos

préticos, e foram tomados como referéncia na analise dos ajustes.

N
E 8.
Mexp- - Mteor— i=1 :
g = ' ~x100 (eq.: 3.3) En = (eq.: 3.3)

expj

em que:
Mexp; = valores obtidos experimentalmente para cada amostra
Mteor; = valores preditos pelo modelo para cada amostra

&= Erro relativo para cada amostra

N = nUmero de amostra
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5.5 Caracterizacdo microscépica

A estrutura e o tamanho das microparticulas das formulagdes foram observados por
microscopia eletronica de varredura, segundo metodologia descrita por BARROS &
STRINGHETA (2006). A analise foi realizada no Ndcleo de Microscopia Eletrénica da UFV.

As amostras permaneceram em dessecadores durante trés dias, para retirada da
umidade excedente. As amostras foram fixadas em “szubs” com fita dupla fase e submetidas a
metalizacéo (SBU 010, Balzers®) por 120 segundos, formando uma camada de 15 — 20 nm de
ouro. Apos o banho de ouro, os “stubs” contendo as amostras, foram fixados no aparelho de
microscopia eletronica de varredura — MEV (LEO 1430VP, Zeiss®). As amostras foram
observadas e fotomicrografadas em varios aumentos (1000 — 10.000 vezes).

6 ESTUDO DA ESTABILIDADE

No teste de estabilidade a luz, as amostras foram acondicionadas em embalagens de
polietileno hermeticamente fechadas. Uma parte das amostras foi colocada em uma camara de

luz (TrueVue® 2, Data color), sob incidéncia de duas lampadas fluorescentes (correspondente

a luz do dia), com temperatura monitorada de (30 + 2 °C). A parte restante permaneceu na
mesma temperatura, em auséncia de luz (BARROS & STRINGHETA, 2006).

Figura 3.1 — Disposicéo das amostras na cAmara de luz fluorescente de 40 W (A) e no escuro
(B).

Para o estudo de estabilidade foram realizados determinagdes de cor e da composicéo
antioxidante (antocianinas e atividade antioxidante), durante 42 dias, com anélises a cada
7 dias.
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6.1 Caracterizacao colorimétrica

Foram realizadas leitura das amostras em po solubilizada em agua destilada (0,2 g em
10 mL). As amostras foram lidas diretamente em colorimetro Color Quest Il Spera (Hunter
Lab, Reston, VA), com leitura direta dos parametros L* (luminosidade), a* (vermelho vs
verde) e b* (amarelo vs azul). A tonalidade (h*) e a saturacdo (c*) foram calculadas a partir

dos valores de a* e b*, conforme as Equag0es 3.4 e 3.5.

h*=arctan(b j (eq. 3.4) c*=+va*® +b*? (eq. 3.5)

a*

A diferenga de cor total (AE*) entre os extratos em pd durante a armazenagem foi

obtida pela Equacéo 3.6.

AE*=J(AL¥)? + (Aa%)? + (Ab%)’ (eg. 3.6)

6.2 Caracterizacdo dos compostos antioxidantes

Uma porcédo de cada extrato em p6 (aproximadamente 0,2 g) foi diluida em 10 mL de
agua destilada. Apds completa solubilizacdo, essa amostra solubilizada foi utilizada nas

analises da caracterizacdo dos compostos antioxidantes.
6.2.1 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais dos extratos foi determinado por absor¢do molecular na
regido do visivel de acordo com Lees & Francis (1972), brevemente detalhada a seguir.

Para a determinacdo da concentragdo de antocianinas uma aliquota do extrato foi
diluida em etanol: HCI 1,5 N (85:15) v/v. Antes da leitura no espectrofotémetro as amostras
foram centrifugadas (5804 R, Eppendof) a 4800 x g por 10 minutos, a fim de se eliminar a
turvacdo proveniente da incompleta solubilizagdo da maltodextrina na solugdo etandlica
(solvente de leitura etanol: HCI 1,5 N). A absorbancia da amostra foi lida no comprimento de
onda de 535 nm em espectrofotdmetro (UV-1601 PC Shimadzu). A dilui¢éo foi adotada de tal
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modo que se obtivesse um valor de absorbéncia entre 0,200 — 0,800, respeitando a Lei de
Lambert-Beer. O espectrofotdometro foi calibrado com a solugéo etanol: HCI 1,5 N (85:15).
O teor de antocianinas foi determinado pela Equacéo 2.2 e o resultado final expresso

em mg de cianidina-3-glucosideo por 100 g (mL) de extrato.

A=giem. b . C’ (Eq. 3.7)
em que:
A = Absorbancia (Abs) em 535 nm
e1em = Coeficiente de absortividade (98,2-L-cm™-g™)
C’ = Concentragdo (g-L™)

b = espessura da cubeta (1 cm)

6.2.1.1 Tempo de meia vida e constante de degradacao.

As medidas de absorbancia dos sistemas foram usadas para construir graficos do
logaritmo neperiano da razdo absorbancia/absorbancia inicial (Ln A/A,) vs tempo de
estocagem. Considerado que a degradacdo de antocianina seguiu um comportamento linear, o
valor da constante de velocidade de degradacdo (kq) e o tempo de meia-vida (ty2), foram
obtido pela Equacdo 3.8 e 3.9, sendo esses usados como parametros para estimar a

estabilidade do pigmento ante a incidéncia da luz.

ABS, In2

—In =kt eq. 3.8 t,, =— eg. 3.9
ABS, d (eq ) vz T (eq )

em que:
Kq = constante de degradagéo

ABS; = Absorbancia no tempo final
ABS, = Absorbancia no tempo zero
t = tempo de estocagem

t12 = tempo de meia-vida
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6.2.2 Determinacado da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo ensaio da capacidade
antioxidante equivalente ao trolox (TEAC), pelo método do cation ABTS, segundo Re, et. al
(1999), detalhada por Rufino, et al. (2007).

A partir das amostras solubilizadas no item 6.2, foram obtidas diferentes diluigdes das
amostras em etanol 80% e antes das diluicbes serem reagidas com o ABTS, foram
centrifugadas (5804 R, Eppendof) a 4800 x g por 10 minutos, a fim de se eliminar a turvacédo
proveniente da incompleta solubilizacdo da maltodextrina em solugéo alcodlica (etanol 80%).

A leitura das reacbes com ABTS foi realizada a 734 nm e o tempo de reacgéo foi de 6
min, segundo Re et al., 1999.

O cétion ABTS" (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado), foi formado a partir
da reacdo de solucdes aquosas de 7 mmol-L™ de ABTS e 2,45 mmol-L™* de persulfato de
potéssio (1:1), incubada a temperatura ambiente (25 + 1 °C) e na auséncia de luz, por 12 — 16
horas. Transcorrido esse tempo, a solucédo foi diluida em etanol:agua 80% (v/v) até obter uma
solucdo com absorbancia de 0,700 (£ 0,05), a 734 nm (comprimento de onda de maxima
absorcdo).

Foi realizada a construcdo de uma curva analitica com o antioxidante padrdo
(antioxidante sintético: Trolox), nas concentracdes de 0 — 200 pmol-L™. A reacfo entre o
antioxidante e o radical foi realizada através da homogeneizacdo de 0,5mL de cada
concentracdo do antioxidante e 3,5 mL da solucdo do radical em tubos, os quais foram
mantidos ao abrigo de luz até estabilizacéo da reacao.

Foi construida uma curva de amostra, com pelo menos trés dilui¢des sequenciais (de
modo a obter, apds reagdo, absorbancia na faixa da curva padrdo). Uma aliquota de 0,5 mL de
cada diluicdo foi homogeneizada com 3,5 mL da solucdo do radical e apos estabilizacdo da
reacdo a absorbancia foi medida. A partir desse dado foi construido um grafico de amostra:
concentracdo (g de amostra L™) vs absorbancia.

Para determinacdo da TEAC, foi obtida a absorbancia equivalente a 100 pmol-L™
(ABSlooumm.L'l) da equacdo da curva padrdo do trolox. O valor de ABSin umo..L'l foi
substituido na equacdo da reta da curva da amostra, sendo encontrada a massa de amostra (g)
equivalente a 100 pmol-L™. Esse dado foi corrigido em pmol-L™ equivalente de trolox por

grama de amostra (TEAC).
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I1l.  RESULTADOS
1 CARACTERIZACAO FiSICA
1.1 Umidade, Atividade de agua e Higroscopicidade
A Tabela 3.3 resume as caracteristicas fisicas do p6 obtido com diferentes

concentragdes de maltodextrina obtidos por secagem por atomizacdo, a 170 °C.

Tabela 3.3 — Determinacéo fisica das amostras em po, obtidas por secagem por atomizacéo,
com diferentes concentracfes de Maltodextrina, como coadjuvante de secagem.

Amostra Umidade (%) Atividade de 4gua Higroscopicidade (g/100g)
3% MD 3,84+£0,29 a 0,33+£0,02a 24,24+ 0,81 a

5,5% MD 506+144a 0,43+£0,09 a 20,34 £0,24b

8% MD 4,06 £0,33a 0,42+ 0,04 a 16,75+ 1,27 ¢

Os valores representam a média de 2 repeticdes +desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna,
ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan (0<0,05). MD= maltodextrina.

A concentracdo de maltodextrina ndo afetou a umidade e a atividade de agua das
amostras. Porém, a medida que se aumenta o teor de maltodextrina, a higroscopicidade
diminui. Isso se deve ao fato de a maltodextrina ser um material com baixa higroscopicidade,
confirmando a eficiéncia de seu uso como agente carreador, no sentido de reduzir a
higroscopicidade de produtos secos por atomizacdo (TONON, 2009). Cai & Corke (2000);
Rodriguez-Hernandez et al.(2005) e Tonon (2009) também observaram este efeito sob a
higroscopicidade em seus trabalhos com microencapsulacéo de betacianinas, suco de figo-da-

India, e suco de acai, respectivamente.

1.2 Isoterma de adsor¢ao

Tem-se na Tabela 3.4 os resultados dos valores experimentais da umidade de
equilibrio das amostras em po e suas respectivas atividades de agua. Verifica-se que para uma
mesma amostra as umidades de equilibrio (Ue) aumentam com o aumento da atividade de
agua (aw) e que, para uma atividade de agua constante, entre as diferentes amostras, as
umidades de equilibrio diminuem com o aumento da concentracdo de maltodextrina,

indicando que a amostra em po torna-se menos higroscopica.
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Tabela 3.4 — Valores experimentais da umidade de equilibrio (Ue) das amostras em pd em
funcdo da atividade de agua (a,) submetida.

a Umidade de equilibrio para cada amostra (Ue)
W

3% MD 5,5% MD 8% MD
0,33 592+149a 4,47 +251a 4,11+259a
0,53 9,61+0,65a 7,85+0,06 b 6,55+0,18 ¢
0,75 19,51+ 0,52 a 16,90+ 0,17 b 14,34+ 0,93 c
0,84 26,93+0,37a 23,17+0,34b 21,01+0,11c
0,97 46,24+ 1,71 a 41,09 +0,68 b 38,84+191b

Os valores representam a média de 2 repetigdes +desvio padrdo. Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo
diferem entre si, pelo teste de Duncan (0<0,05). MD = maltodextrina.

Os valores dos pardmetros para os modelos testados ajustados as isotermas de
adsorcéo de umidade das amostras em pd, os coeficientes de determinacéo (R?) e os desvios

percentuais médios (en), estdo na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Parametros de ajuste dos modelos das isotermas de adsorcdo das amostras de
antocianinas em po, coeficientes de determinacio (R?) e desvios percentuais médios (gp).

Parametros e constantes

Modelo Amostra X c - R o]
3% MD 4,96 9,08 19,47 0,9995 0,09

BET 5,5 % MD 4,34 5,14 19,94 0,9990 0,33
8% MD 3,57 5,14 19,94 0,9998 0,04

a b R? |€m|

3% MD 11,19 0,40 0,9649 12,27

OSWIN 5,5 % MD 9,93 0,40 0,9650 15,51
8 % MD 8,55 0,43 0,9711 14,41

Observa-se que o modelo de BET apresenta valores de R?> 0,99 e os menores valores
€m, sendo esse modelo considerado melhor para predizer o comportamento das amostras.

O paré@metro Xm, calculado pela Equacéo de BET, representa a quantidade de agua que
estad fortemente adsorvida aos sitios especificos na superficie do alimento e é considerado
como o valor mais adequado para assegurar sua estabilidade (FENNEMA, 1996). Os valores
de X, obtidos para as amostras em po variavam entre 3,57 a 4,96%, sendo esse o teor de
umidade considerado seguro para conservar a estabilidade do produto desidratado ao
armazenamento. Pérez-Alonso et al. (2006) e Tonon (2009) determinando a isoterma de
maltodextrina 10 DE e suco de acai com maltodextrina, encontraram X, de 6,96 — 7,36% e
4,67 — 6,08%, respectivamente, semelhantes ao encontrado no presente trabalho.

Para 0 modelo de BET, os valores da constante de sorcdo (C) e o niUmero de camadas
moleculares (n) foram de 5,14 — 9,08 e 19,47 — 19,94, respectivamente. Tonon (2009), ao
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analisar polpa de acai em p0, encontrou valores semelhantes para os parametros C (3,45) e
n (21,47). J& Gomes et al. (2002), trabalhando com polpa de acerola em pd, encontraram
valores semelhantes para o parametro C (3,54), porém valores diferentes para o parametro
n (8,00).

Na Tabela 3.6, encontram-se 0s resultados experimentais e tedricos das umidades de
equilibrio das amostras nas diferentes concentragdes de maltodextrina, bem como os erros

relativos percentuais respectivos para cada modelo e cada ay,.

Tabela 3.6 - Valores experimentais e tedricos da umidade de equilibrio (%) e erros relativos
para as diferentes amostras e modelos.

N Ue., BET OSWIN
P Ueteo & (%) Ueteo & (%)
0,33 5,92 6,02 -1,66 8,99 51,74
a 0,53 9,61 9,59 0,19 12,41 -29,13
3 0,75 19,51 19,00 2,59 18,25 6,44
& 0,84 26,93 27,40 1,75 22,72 15,65
0,97 46,24 46,16 0,18 47,43 257
0,33 4,47 4,62 -3,27 7.43 66,21
2 0,53 7,85 7,85 -0,01 10,40 -32,46
< 0,75 16,90 16,23 4,00 15,56 7,96
o 0,84 23,17 23,78 2,61 19,55 15,65
0,97 41,09 40,99 0,24 42,12 -2,50
0,33 4,10 3,99 2,73 6,28 53,11
A 0,53 6,55 6,78 -3,58 8,98 -37,19
i 0,75 14,34 14,10 1,65 13,77 3,94
) 0,84 21,01 21,14 -0,64 17,55 16,46
0,97 38,84 38,82 0,04 39,67 2,14

Observa-se na Tabela 3.6 que os erros relativos entre os valores observados e preditos
pelas EquacOes de BET e OSWIN variaram de -3,58 % a 4,00 % e -66,21 % a 16,46 %
respectivamente, mostrando uma desuniformidade nos erros. Ressalta-se que o modelo de
BET apresentou menor variacdo que o modelo de OSWIN.

Considerando que o modelo de BET, apresentou os melhores ajustes, com coeficientes
de determinacdo (R?) acima de 0,99 e os desvios médios relativos (em) menores que 10%.
Assim, este modelo foi utilizado para a elaboracdo das curvas de ajuste aos pontos

experimentais, que estd apresentada na Figura 3.2.
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Figura 3.2 — Isoterma de adsor¢do das amostras em po, ajustada pelo modelo de BET.
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As isotermas de adsorcdo apresentaram uma forma sigmoidal, como a maioria dos
alimentos em po, e verificou-se que ndo existe grande influéncia da concentracdo de
maltodextrina no comportamento das umidades de equilibrio das amostras, mostrando apenas
gue quanto maior a concentragdo menor é adsorcao de agua, ou seja, menos higroscopica € a
amostra.

As curvas apresentaram formato tipo 111, de acordo com a classificagdo de Brunauer
(BRUNAUER, et al. 1938), onde em baixas a, a amostra absorve agua mais lentamente,
enguanto que em a,, mais elevadas a adsorcao de agua cresce exponencialmente. O tipo Il é a
mais comum e por isso é grande interesse na &rea de alimentos. Este mesmo comportamento
foi observado por Tonon (2009), ao trabalhar com polpa de acai; Dib Taxi (2001), em suco de
camu-camu microencapsulado com maltodextrina e goma arabica; e Barbosa (2010),

trabalhando com sucos de frutas e maltodextrina 10 e 20 DE.

1.3 Caracterizacdo morfoldgica

As Figuras de 3.3 a 3.5 representam as fotografias de algumas amostras de
microesferas obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) das particulas de

antocianinas microencapsuladas.
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Figura 3.3 — Micrografia eletronica de varredura (MEV) dos extratos em pd de antocianinas
com 3% de maltodextrina, com aumento de 1000 (A) e 10.000(B) vezes.

iy B .
Figura 3.4 — Micrografia eletrénica de varredura (MEV) dos extratos em p6 de antocianinas
com 5,5% de maltodextrina, com aumento de 1000 (A) e 10.000(B) vezes.

Figura 3.5 — Micrografia eletrénica de varredura (MEV) dos extratos em p6 de antocianinas
com 8% de maltodextrina, com aumento de 1000 (A) e 10.000 (B) vezes.

De acordo com as Figuras 3.3 a 3.5, as particulas apresentaram formato
aproximadamente esférico, caracteristico de materiais produzidos por secagem por
atomizacdo. As amostras com menor concentracdo de maltodextrina (3 e 5,5 %) apresentaram
particulas com superficies predominantemente rugosa, enquanto aquelas com 8 % de
maltodextrina apresentam superficie mais lisa. Resultados semelhantes foram obtidos por
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Tonon (2009), trabalhando com suco de acai em pd, empregado maltodextrina e goma
arébica, e Righetto (2003), para suco de acerola microencapsulado com maltodextrina 20 DE
e goma arabica.

Segundo Thies (2001), as depressdes que aparecem nas superficies sdo formadas
devido a contracdo das particulas durante a secagem e o resfriamento. Outro fator importante
que explica o formato e a caracteristica da estrutura, bem como a extensdo das depressdes é a
natureza do coadjuvante de secagem empregado. Pelos dados apresentado pdde-se observar
gue a concentracdo do coadjuvante de secagem influenciou a morfologia das particulas, onde
maiores concentracGes apresentam superficie menos rugosa.

Segundo Rosenberg, et al. (1985), a superficie rugosa das particulas pode representar
um efeito indesejavel para as propriedades de escoamento dos produtos em pd, de modo que
guanto menor o numero de depressdes, mais facil é o escoamento. Além disso, as particulas
com superficie rugosa apresentam maior superficie de contato do que aquelas com superficie
lisa, 0 que pode torna-las mais susceptiveis a reacGes de degradacdo como a oxidagdo, por
exemplo (TONON, 2009). Porém, ao observar o efeito degradativo das antocianinas, a
estrutura da particula parece nao ter influenciado, ja que as amostras com 55% e 8 %

apresentaram efeito protetor no estudo de estabilidade a luz.

2 ESTUDO DA ESTABILIDADE

21 Cor

Em um processo degradativo as antocianinas podem sofrer duas mudangas bésicas
quanto a sua coloracdo: a cor pode tornar-se gradativamente menos intensa, pela perda de
saturacdo, e/ou mudar de tonalidade, pela formacdo de compostos de degradagéo, resultando
em cores diferentes da original (CONSTANT, 2003). Assim, € importante considerar tanto as
variacdes de c* (saturacdo) quanto de h* (tonalidade).

As Tabelas 3.7 e 3.8 mostram o resumo da analise de variancia (ANOVA) para as

coordenadas c* e h*, respectivamente.
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Tabela 3.7 — Resumo da analise de variancia (ANOVA) para determinacdo da coordenada c*

(saturagéo).

Fatores SQ GL F p
Intersecao 51220,02** 1 5437,61 < 0.0001
MD 4152 ,87** 2 220,44 <0.0001
T 28,76 6 0,509 0,80
C 0,15 1 0,016 0,90
MDx T 8,05 12 0,071 0,99
MD x C 0,80 2 0,042 0,96
TxC 3,58 6 0,063 0,99
MDxTxC 5,69 12 0,050 0,99
Erro Padréo 395,62 42

MD = concentracdo de maltodextrina (%), T = Tempo de armazenagem (dias); C = condicdo de armazenagem

(escuro vs luz). SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade. **significativo a « < 0,05.

Tabela 3.8 — Resumo da anélise de variancia (ANOVA) para determinacdo da coordenada h*

(Tonalidade).

Fatores SQ GL F p
Intersecéo 7,900084** 1 5437,61 < 0.0001
MD 0,130230** 2 220,44 1,95x10™
T 0,064653 6 0,51 0,13
C 0,003329 1 0,016 0,47
MDxT 0,097067 12 0,071 0,25
MD x C 0,008050 2 0,042 0,53
TxC 0,022087 6 0,063 0,73
MDxTxC 0,044479 12 0,050 0,83
Erro Padréo 0,259525 42

MD = concentracdo de maltodextrina (%), T = Tempo de armazenagem (dias); C = condicdo de armazenagem

(escuro vs luz). SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade. **significativo a a < 0,05.

Pela ANOVA observa-se que a concentracdo de maltodextrina influenciou (p < 0,05) a

saturacdo (c*) e tonalidade (h*) e que a condicdo de armazenagem (luz e escuro) e o tempo

ndo apresentaram efeito significativo (p > 0,05) sob a saturagcdo e tonalidade das amostras.

Como a concentracdo de maltodextrina foi a Unica varidvel que influenciou esses parametros,

foram construido gréaficos que mostram a variacdo da tonalidade e da saturacdo sob essa

variavel (Figura 3.6).
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Figura 3.6 — Comportamento de c* (saturacdo) e h* (tonalidade) das amostras em po, obtidas
por secagem por atomizacdo com diferentes concentracfes de maltodextrina.

A saturacdo (c*) representa a pureza ou intensidade de uma cor particular, a
vivacidade ou palidez da mesma, sendo definida pela quantidade de cinza que contém uma
cor: quanto mais cinza ou mais neutra for, menos brilhante ou menos "saturada” é a cor. Um
maior valor de c* indica uma maior pureza ou intensidade da cor. Diferente do que se
esperava e do que se observou ao comprar esses dados com a Figura 3.6a, onde a amostra com
menor teor de maltodextrina apresentou menor saturagdo, que indicou uma menor intensidade
da cor, diferente do que se obteve pela analise visual da Figura 3.7.

A tonalidade (angulo h*) traduz a cor propriamente dita, e como os valores dessa
coordenada estdo proximos ao eixo (0°), pbéde-se afirmar que a coloracdo das amostras
apresentou coloracdo vermelha, e como o tempo foi ndo significativo as amostras
apresentaram coloracdo vermelha ao longo de toda estocagem. Quanto menor o angulo h*,
mais proxima do eixo a+ se encontra a amostra, e pode-se observar pela analise das
Figuras 3.6b e 3.7 que a amostras com menor concentracdo de maltodextrina apresentou cor

vermelha mais intensa e menores valores de h*.

A B

Figura 3.7 — Amostras com 3% (A), 5,5% (B) e 8% (C) de maltodextrina.
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Outro parametro importante é a diferenca global de cor, e o resultado da ANOVA para

essa variavel se encontra na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 — Resumo da analise de variancia (ANOVA) para determinacdo da diferenca
global de cor (AE*).

Fatores SQ GL F P
Intersecao 259,13** 1 132,53 1,42x10*
MD 69,15%* 2 17,68 2,68 x10°
T 70,29%* 6 5,99 1,37 x10™
C 54,67** 1 27,96 4,16 x10°®
MDx T 28,91 12 1,23 0,29
MD x C 67,17** 2 17,18 3,54 x10°
TxC 30,38** 6 2,59 0,032
MDxTxC 37,18 12 1,59 0,13
Erro Padrédo 82,12 42

MD = concentracdo de maltodextrina (%), T = Tempo de armazenagem (dias); C = condi¢do de armazenagem
(escuro vs luz). SQ = soma quadréatica, GL = grau de liberdade. **significativo a p< 0,05.

Observa-se que a diferenca global de cor foi afetada significativamente (p <0,05) por
todas as varidveis estudadas, sendo também influenciada pela interacdo entre a condicdo de
armazenagem com o tempo e com a concentracdo de maltodextrina. Como obtivemos
interacOes significativas, foi mantido uma das variaveis constante (condi¢do de armazenagem)
e um grafico comparando as demais varidveis foi construido. A Figura 3.8 apresenta a
diferenca global de cor (AE*) nas diferentes concentracdes de maltodextrina ao longo do

tempo de armazenagem, para cada condicdo de armazenagem (luz vs escuro).

ESCURO

10

et

ABE*

1 7 14 21 28 3542 1 7 14 21 28 35 42
Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Figura 3.8 — Comportamento de AE* (Diferen¢a global de cor) das amostras em pd, obtidas
por secagem por atomizacdo com diferentes concentragcbes de maltodextrina, ao longo do
tempo de armazenagem. 3%(..e..), 5,5%(-m—) € 8% (-- A --)
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Valores de AE* acima de 20 indicam que a degradacdo das antocianinas tem
influéncia na percepgao visual da cor (GONNET, 1998). Pela Figura 3.8 observa-se que o
AE* de todas as amostras estdo abaixo de 10, sendo assim ndo houve mudanca de cor
perceptivel ao longo da estocagem. Nota-se que a amostras que apresentou maior variacdo ao

longo da armazenagem foi a que possuia 8 % de maltodextrina sob incidéncia da luz.

2.2 Antocianinas

A Tabela 3.10 mostra a constante de degradacdo (kq), a meia-vida (t 1,2) e porcentagem

de antocianinas perdida durante 42 dias de estocagem com e sem incidéncia de luz.

Tabela 3.10 — Valores de constante de degradacdo (Kg), tempo de meia-vida (ti) e
antocianina perdida (%) ao longo de 1080 h de armazenagem das amostras em po, obtidas por
secagem por atomizacdo, com diferentes concentragdes de maltodextrina, como coadjuvante
de secagem.

Condicao de

Amostra Kg Meia-vida % perdida
armazenagem

3% MD ESC 1,1x10%+1,1x10°b 6033,59+83,06a 11,78+1,52a
5,5 % MD ESC 1,7 x10% + 9,1 x10°a,b 3995,01 + 210,03b 12,91+ 3,13 a
8 % MD ESC 1,8 x10™ +2,0x10°a,b 3968,36 + 440,30 b 15,76 +1,10a
3% MD LUZ 1,9x10% +3,1x10°a 3708,22 +606,05b 18,17 + 0,37 a
5,5 % MD LUZ 1,8 x10™* +2,9x10°a,b 3904,62 + 634,70 b 13,93+ 3,66 a
8 % MD LUZ 2,2x10*+49x10°a 3164,30 +696,81b 18,61+4,17a

MD = maltodextrina; ESC= escuro; *Os valores representam a média de 2 repeti¢cdes +desvio padrdo. Médias
seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan (a < 0,05).

Nas amostras em pé de antocianinas submetidas a luz e escuro ndo se observou perda
significativa do pigmento ao longo dos 42 dias (1080 h) de analises, apresentando perda
média de 15,19%. A velocidade de degradacdo, entre as condi¢Bes luz e escuro, foi
significativamente diferentes (p < 0,05) apenas para as amostras com 3 % de maltodextrina.
Este resultado mostra que essa concentracdo ndo foi suficiente para proteger o pigmento da
incidéncia de luz, evidenciando uma menor meia-vida desse material ao ser estocado na luz.
As demais concentracdes de maltodextrina mostraram-se eficiente na protecdo do pigmento,
sendo a meia-vida do pigmento (entre luz e escuro) ndo significativamente diferente
(p < 0,05). A diferenca da meia-vida da amostra com 3 % de maltodextrina, no escuro, ter
sido superior as demais pode esta relacionada ao efeito protetor das antocianinas, quando

estas se encontram em concentra¢des mais elevadas.
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2.3 Atividade Antioxidante

A Tabela 3.11 mostra o resumo da anélise de varidncia para atividade antioxidante no

experimento de estabilidade.

Tabela 3.11 — Resumo da analise de variancia (ANOVA) para determinacdo da atividade
antioxidante.

Fatores SQ GL F p
Intersecao 1013589* 1 6083,14 < 0.0001
MD 22799* 2 68,41 < 0.0001
T 115677* 6 115,71 < 0.0001
C 672 1 4,03 0,05
MDXxT 34606* 12 17,31 < 0.0001
MD x C 1527 2 4,58 0,016
TxC 1241 6 1,24 0,31
MDxTxC 1978 12 0,99 0,47
Erro Padréo 6998 42

MD = concentracdo de maltodextrina (%), T = Tempo de armazenagem (dias); C = condicdo de armazenagem
(escuro vs luz). SQ = soma quadratica, GL = grau de liberdade. *significativo a p< 0,01.

Pela ANOVA observa-se que os fatores tempo e concentracdo de maltodextrina, bem
como a interacdo entre esses fatores, foram significativos a probabilidade de 1%. A condicdo
de armazenagem, ou seja, a incidéncia ou ndo de luz, ndo apresentou efeito significativo
(p < 0,01) sob a atividade antioxidante das amostras. Como a condic¢do de armazenagem foi
ndo significativa (p < 0,01), sera mostrado o gréfico da atividade antioxidante ao logo do
tempo, independente da armazenagem.

350

1 7 14 21 28 35 42
Tempo (Dias)

Figura 3.9 — Comportamento da capacidade antioxidante equivalete ao trolox (TEAC) ao
longo do tempo.3%(..e..), 5,5% (-m—) € 8% (-- A--)
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Pelo comportamento do gréfico (Figura 3.9), pode-se comprovar que a atividade
antioxidante inicial foi influenciada pela concentracdo de maltodextrina, mostrando que a
menor concentracdo de maltodextrina resultou em maiores valores de atividade antioxidante,
isso se deve ao fato de que na amostra com maior concentracdo de agente carreador se tem um
efeito “diluido” do pigmento de antocianico.

Apesar das amostras apresentarem ao final o mesmo teor de atividade antioxidante,
uma queda inicial mais drastica é observada quanto se emprega menor concentracao de
maltodextrina. As amostras com 3, 5,5 e 8% de maltodextrina apresentaram respectivamente,
ao final da estocagem, uma reducgéo de 67,12 %, 48,24 % e 36,63 % da atividade antioxidante
inicial.

Silva et al. (2010), ao trabalhar com antocianina de jabuticaba encapsulada com 30%
de maltodextrina, encontraram efeito significativo da armazenagem durante 21 dias,
encontrando uma reducdo de atividade antioxidante superior a 80% para as amostras sob
incidéncia de luz e 17% de redugédo paras as amostras no escuro, diferente do encontrado
nesse trabalho.

Os resultados com incidéncia de luz, no presente trabalhou se comportou melhor que
os relatados por Silva et al. (2010), pois obtiveram uma menor reducdo ao longo de uma
maior armazenagem sob incidéncia de luz, mesmo tendo um menor teor de maltodextrina.
Esse resultado mostra que uma quantidade menor de maltodextrina promove um mesmo
efeito sob a luz. Porém ao escuro, a reducdo observada no presente trabalho foi maior que o
relatado por Silva et al. (2010), mostrando que o teor de maltodextrina e/ou outros fatores ndo
controlado no experimento (como oxigénio, umidade relativa, etc.) possam ter influenciado a

estabilidade do pigmento.

IV. CONCLUSAO

Todas as amostras apresentaram teores de umidade e atividade de agua préximos entre
si. A higroscopicidade foi afetada pela concentracdo de maltodextrina, onde amostras com
maior teor de maltodextrina apresentou menor higroscopicidade. As particulas apresentaram
formato esférico, onde menores concentragdes de maltodextrina apresentaram superficies
predominantemente rugosas e as amostras com 8 % de maltodextrina apresentaram superficie

mais lisa. Apesar da diferenca global de cor ter sido influenciada por varios fatores, ela
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apresentou AE*<10, indicando que a diferenca encontrada ndo é perceptivel visualmente. A
concentracdo de maltodextrina e o tempo apresentaram efeito significativo sobre a atividade
antioxidante, e a luz ndo apresentou influéncia na reducao da atividade antioxidante.

Com esses resultados pode-se concluir que a concentracdo de maltodextrina acima de
55 % é considerada ideal para proteger o pigmento antocidnico da incidéncia de luz,

mantendo-se o teor de antocianinas, o potencial antioxidante e a cor.
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CONCLUSAO GERAL

As avaliacdes realizadas nas inflorescéncias de capim-gordura indicaram que os teores
de antocianinas s@o superiores ao de fontes comerciais e que o pigmento se encontra presente
nas células epidérmicas das glumas e do lema aristado.

O sistema de extragdo foi um fator decisivo para a extragdo dos compostos
antioxidantes da inflorescéncia do capim-gordura. O etanol 70% foi o solvente preferido por
ser potencialmente menos toxico e ter apresentado boa eficiéncia de extracdo. A atividade
antioxidante n&o foi influenciada pelo sistema de extragéo.

Na etapa de secagem por atomizacdo, a temperatura exerceu influéncia significativa
apenas sobre algumas respostas estudadas e a concentracdo de maltodextrina apresentou
influéncia significativa sobre todas as respostas: 0 aumento da concentracdo de maltodextrina
resultou em maiores valores dos pardmetros de cor e menores valores das demais respostas
(higroscopicidade, atividade de agua, retencdo de antocianinas e todos os métodos da
atividade antioxidantes). A melhor condicdo de secagem foi obtida pela combinacdo de 5,5 %
de maltodextrina e 170 °C de temperatura do ar de secagem.

O estudo de estabilidade mostrou que uma concentracdo de maltodextrina acima de
5,5% ¢ considerada ideal para proteger o pigmento antocidnico da incidéncia de luz,

mantendo-se o teor de antocianinas, o potencial antioxidante e a cor.
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APENDICE

APENDICE A - CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO

Curva padrido - Ac. Galico
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APENDICE B — Curva padro do trolox para o radical ABTS
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APENDICE C - Curva padrao do trolox para o radical DPPH
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APENDICE D - Curva padrdo dos extratos para determinacdo da atividade

antioxidante com o radical ABTS
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APENDICE E - Curva padrio das amostras em pé para determinacdo da atividade

antioxidante com o radical DPPH
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APENDICE F — Curva padrdo das amostras em p6 para determinacdo da atividade

antioxidante com o radical ABTS
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APENDICE G - Amostras em pé com diferentes concentracbes de maltodextrina

armazenadas em diferentes umidades relativas, a 25 °C.
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