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RESUMO

SILVA, Pollyanna Ibrahim. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Otimizac¢io da extracdo e microencapsulamento de polifendis e antocianinas
de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba). Orientador: Paulo Cesar Stringheta.
Coorientadores: Jane Selia dos Reis Coimbra e Reinaldo Francisco Teofilo.

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides e sdo responsaveis por
grande parte das cores em flores, frutas, folhas, caules e raizes de plantas. Uma das
propriedades mais importantes destes pigmentos ¢ a sua atividade antioxidante, que
esta envolvida na prevengdo de diversas doencas. A jabuticaba ¢ uma fruta nativa do
estado de Minas Gerais, e, apesar de largamente consumida no Brasil, seus aspectos
fitoquimicos sdo pouco estudados. Sabe-se que suas cascas sdo fontes de
antocianinas e de importantes compostos fenolicos, de elevada acdo antioxidante. O
estudo de compostos bioativos em extratos de frutos tropicais e exdticos, como a
jabuticaba, ¢ importante, uma vez que podera se tornar vidvel na adi¢do em alimentos
formulados e bebidas. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo otimizar a
extracdo de compostos bioativos de jabuticaba, avaliando seu comportamento em
diferentes condi¢des extratoras e estudar o microencapsulamento por spray dryer das
antocianinas da jabuticaba. Nos estudos de extragdo, os compostos bioativos da
jabuticaba foram extraidos com solventes organicos (etanol, metanol e acetona) e
com solug¢des aquosas sulfuradas. Foi utilizada a metodologia de superficie de
resposta com planejamentos compostos centrais, avaliando-se, no estudo com os
solventes organicos, o efeito do pH (2,9 a 7,1) e da concentragdo de solvente (39,6 a
100%) no teor de antocianinas, conteudo fenolico total, na atividade antioxidante e
nas coordenadas colorimétricas L*, a*, b*, h e C*. No estudo com solucdes aquosas
sulfuradas, avaliou-se o efeito da concentragdo de SO, (93 a 1607 ppm), da relagao
solvente:casca (5 a 15 mL.g") e do tempo de extragdo (3 a 12 h) sobre as mesmas
respostas. No microencapsulamento das antocianinas de jabuticaba, foi realizada
otimizacdo usando a metodologia de superficie de respostas com planejamento
composto central no efeito de diferentes fluxos de alimentacio do spray dryer (324 a
414 mL.h™"), definido por prévio estudo de triagem (avaliagio de fluxos de 180, 360
e 540 mL.h™"), e de temperaturas de entrada do ar de secagem (144 a 180 °C) nas
respostas retencdo de antocianinas, teor de umidade, higroscopicidade, diferenca

global de cor, atividade antioxidante e microestrutura. Foram obtidas isotermas de
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sorcado dos poOs provenientes do estudo de triagem. Em outro estudo de
microencapsulamento de antocianinas de jabuticaba avaliou-se o efeito de diferentes
encapsulantes (maltodextrina 30%, mistura de goma arabica 25% com maltodextrina
5% e mistura de Capsul® 25% com maltodextrina 5%) e de diferentes temperaturas
de entrada do ar de secagem (140, 160 e¢ 180 °C) na retencdo de antocianinas,
umidade, higroscopicidade, diferen¢a global de cor, microestrutura e solubilidade em
sistema-modelo de bebida isotonica. Foi realizada a otimizacdo simultinea das
respostas utilizando-se a funcdo estatistica desejabilidade. Os resultados obtidos nos
estudos de extracdo com solventes organicos mostraram que a extracdo de
antocianinas ¢ mais eficiente com metanol ou etanol a 70%, em pH menor que 2,5,
havendo a alternativa de extra¢do eficaz utilizando solventes puros (100%) e pH
neutro. O metanol 70% mostrou-se o melhor extrator. Na extracdo com solucdes
sulfuradas, verificou-se que a melhor condigdo para se obter o maximo de
antocianinas e de agdo antioxidante foi 900 ppm de SO,, durante 9 horas de extragao.
No estudo de otimiza¢do do microencapsulamento, verificou-se que a associacdo de
temperaturas de entrada elevadas (> 170 °C) com fluxos de alimentacdo mais baixos
(< 340 mL.h™"), e de fluxos elevados (> 360 mL.h™") com temperaturas mais baixas
(150 °C) promoveram maior reten¢ao de antocianinas ¢ menor diferenca global de
cor. O modelo de GAB foi o que melhor descreveu as isotermas de sor¢do dos pos
dos experimentos de triagem. No estudo do microencapsulamento com diferentes
carreadores e temperaturas de entrada, com otimiza¢do simultdnea por
desejabilidade, encontrou-se como condicao ideal de microencapsulamento o uso do
carreador maltodextrina 30% e temperatura de entrada de 180 °C para a obtenc¢ao de
pigmentos em pd de jabuticaba apresentando, a0 mesmo tempo, maior retengdao de
antocianinas, menor diferenca de cor, e menor teor de umidade e higroscopicidade. A
solubilidade em sistema-modelo de bebida isotonica ndo apresentou variagao entre os

diferentes carreadores.



ABSTRACT

SILVA, Pollyanna Ibrahim. D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2011.
Extraction optimization and microencapsulation of polyphenols and
anthocyanins from jabuticaba (Myrciaria jaboticaba). Adviser: Paulo Cesar
Stringheta. Co-Advisers: Jane Selia dos Reis Coimbra and Reinaldo Francisco
Teofilo.

Anthocyanins belong to the flavonoids family and are responsible for most of
the colors in flowers, fruits, leaves, stems and roots of plants. One of the most
important properties of these pigments is their antioxidant activity, which is related
to the prevention of several diseases. The jabuticaba is a fruit native from Minas
Gerais state and, although widely consumed in Brazil, its phytochemical aspects are
little studied. It is known that their skins are a source of anthocyanins and important
phenolic compounds, which have high antioxidant activity. The study of bioactive
compounds present in extracts of tropical and exotic fruits such as jabuticaba is
important, since it could be feasible in addition to formulated foods and beverages.
Therefore, this study aimed to optimize the extraction of bioactive compounds from
jabuticaba, by assessing their behavior under different extraction conditions and to
study the microencapsulation by spray-drying of anthocyanins from this fruit. In
extraction studies, the bioactive compounds from jabuticaba were extracted with
organic solvents (ethanol, methanol and acetone) and with aqueous sulfured
solutions, using response surface methodology and central composite designs and, to
evaluate, in the study of organic solvents, the effect of pH (2.9 to 7.1) and solvent
concentration (39.6 to 100%) in total anthocyanins, total phenolic content,
antioxidant activity and colorimetric coordinates L*, a*, b*, C* and h. In the study of
aqueous sulfured solutions, the effect of SO, concentration (93 to 1607 ppm), ratio
solvent:skin (5 to 15 mL.g") and extraction time (3 to 12 h) were evaluated on the
same responses. On the microencapsulation of anthocyanins from jabuticaba,
optimization was performed using response surface methodology and a central
composite design, analyzing the effect of different spray dryer feed flow (324 to 414
mL.h™"), defined by a previous screening study (evaluation of feed flows of 180, 360
and 540 mL.h™), and the effect of inlet temperatures (144 to 180 °C) on the responses
anthocyanins retention, moisture content, hygroscopicity, overall difference of color,

antioxidant activity and microstructure. Sorption isotherms were obtained using the
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powders from the screening study. In another study of microencapsulation of
jabuticaba anthocyanins, the effect of different carrier agents (30% maltodextrin, a
mixture of arabic gum 25% with 5% maltodextrin and a mixture of Capsul® 25%
with 5% maltodextrin), and the effect of different inlet temperatures (140, 160 and
180 °C) were evaluated. The responses analyzed were anthocyanins retention,
moisture content, hygroscopicity, overall difference of color, microstructure and
solubility in model-systems of isotonic drinks. It was performed simultaneous
optimization of the responses using the statistical function desirability. The results
obtained on the extraction studies using organic solvents showed that the extraction
of anthocyanins was more efficient when using methanol or ethanol 70%, at pH
lower than 2.5, with the alternative of using pure solvents (100%) and neutral pH.
Methanol 70%, in the conditions of this study, was the best extraction solvent. In the
extraction study using aqueous sulfured solutions, it was found that the best
condition to obtain the maximum of anthocyanins content and antioxidant activity
was employing 900 ppm of SO,, during nine hours of extraction. In the study of
optimization of microencapsulation by central composite design, it was found that
the combination of higher inlet temperatures (> 170 °C) with lower feed flows (< 340
mL.h™"), and the association of higher feed flows (> 360 mL.h') with lower
temperatures (150 °C), promoted higher anthocyanins retention and lower overall
difference in color. The GAB model was the best on the description of the sorption
isotherms from the powders of screening experiments. In the study of
microencapsulation employing various carriers agents and various inlet temperatures,
using simultaneous optimization by desirability, it was found as an ideal condition of
microencapsulation the use of carrier agent maltodextrin 30% and inlet temperature
of 180 °C, in order to obtain powder pigments from jabuticaba that present,
simultaneously, greater anthocyanins retention, minor difference in color, lower
moisture content and lower hygroscopicity. The solubility of the powders in model-

systems of isotonic drinks did not vary between different carriers.
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1. INTRODUCAO

1.1. Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo definidos como substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Estes possuem estrutura varidvel, o que confere a eles certo carater
multifuncional. Existem pelo menos cinco mil fendis distintos na natureza,
destacando-se os flavondides, acidos fenodlicos, fendis simples e taninos, dentre
outros (Angelo & Jorge, 2007). O grupo dos compostos fenolicos engloba desde
moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacdo, que podem estar
presentes nos vegetais em sua forma livre ou ligados a acucares e a proteinas
(Angelo & Jorge, 2007).

A propriedade mais marcante dos compostos fenolicos € a acao antioxidante.
Eles atuam como antioxidantes em concentragdes relativamente baixas, visto que s@o
suscetiveis a oxidagdo (Robards, 2003), e contribuem para a redugdo do risco de
doengcas como catarata, cancer, aterosclerose, isquemia, alteracdes no sistema
nervoso, dentre outras (Temple, 2000).

Cada composto fendlico tem um poder antioxidante diferente em fungao de
sua estrutura quimica, o que significa que os compostos fenolicos presentes em
maiores concentracdes em uma amostra ndo sdao necessariamente aqueles que
possuem o maior potencial antioxidante (Alonso et al., 2002; Alonso et al., 2004).

A atividade quimica dos polifendis em termos de seu potencial antioxidante
ocorre por meio da doacdo de elétrons ou atomos de hidrogénio aos radicais livres,
ou como quelantes de metais, inibindo a formacdo de radicais livres catalisados por
metais de transi¢do. Os radicais fendxido formados siao intermediarios bastante
estaveis e dificilmente iniciam uma nova reacdo em cadeia, pois reagem com outros
radicais livres, interrompendo as reagdes de propagagdo (Pietta, 2000). A atividade
antioxidante ¢ determinada, entdo, pelo seu potencial de reducdo, pela habilidade de
estabilizacao e deslocalizacao do elétron desemparelhado, pela reatividade e efeito
sinergista com outros compostos, pelo seu potencial de quelar metais de transicao,

como ferro e cobre, e por rearranjos estruturais (Rice-Evans et al., 1997).



Os principais grupos de compostos fenolicos de maior importancia sdo os
flavonoides, acidos fenolicos, taninos e antocianinas, € serdo brevemente descritos a

seguir.

1.1.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos naturalmente presentes em frutas, vegetais e
bebidas como chas e vinho, e exercem efeitos protetores no organismo contra os
danos produzidos por agentes oxidantes (Martinez-Florez et al, 2002). Os
flavonodides podem ser divididos em classes, baseadas na sua estrutura molecular
(Nijveldt et al., 2001; Martinez-Florez et al., 2002). A estrutura basica destes
compostos consiste de 15 carbonos distribuidos em dois anéis aromaticos (A ¢ B —
Figura 1) interligados via carbono heterociclico do pirano. Conforme o estado de
oxidacdo da cadeia heterociclica do pirano, encontram-se diferentes classes de
flavonoides: antocianinas, flavonois, flavanas, isoflavonas, flavononas e flavonas. Os
grupos de flavonoides de maior importincia, juntamente com suas fontes
alimentares, sdo mostrados na Tabela 1 (Nijveldt ez al., 2001). A estrutura molecular
de cada grupo pode ser vista na Figura 5 (Martinez-Florez et al., 2002).

Pelo fato de as antocianinas representarem um grupo polifendlico de grande

importancia e destaque, este grupo sera descrito como um item a parte (item 1.2).



Tabela 1 - Grupos de flavondides, seus componentes individuais e fontes alimentares

(Nijveldt et al., 2001; Tapiero et al., 2002a)

Grupos Componentes Principais Fonte alimentar

Flavonas Apigenina Cascas de magas
Chrisina Berries
Kaempferol Brocolis
Luteolina Peles de frutas
Miricetina Cranberries
Rutina Uvas
Sibelina Alfaces
Quercetina Oliva

Alho

Isoflavonas Daidzeina Soja
Genisteina
Biochanina A

Flavanonas Fisetina Frutas citricas
Hesperetina Peles de frutas citricas
Narigina
Naringenina
Taxifolina

Catequinas Catequina Vinho tinto
Epicatequina Cha
Epigalocatequina galato

Antocianinas Cianidina Berries
Delfinidina Cerejas
Malvidina Uvas
Pelargonidina Raspberries
Peonidina Uvas, jabuticaba
Petunidina Morangos

Cha

Peles de frutas com pigmentos escuros

As flavonas sdo representadas principalmente pela miricetina, kaempferol,

quercetina e rutina. Quercetina encontra-se particularmente abundante em cebola e

cha (Tapiero et al., 2002b). Flavonas menos comuns sao a luteolina, identificada em

flores, e a apigenina, identificada em camomila (Tapiero et al., 2002b).

Isoflavonas sdo principalmente representadas pela daidzeina e pela genisteina,

cuja fonte principal é a soja. Estas duas isoflavonas tém recebido aten¢do

consideravel devido a suas propriedades estrogénicas e a seu papel na reducdo do

risco de cancer de mama e osteoporose (Tapiero et al., 2002a).

Catequinas s3o os principais flavanois abundantes em cha verde e cha preto.

Estdo presentes também em vinho tinto e chocolate (Tapiero et al., 2002b).

As flavanonas sdo representadas principalmente por taxifolina, naringenina e

hesperitina. As principais fontes de flavanona sao frutas citricas e a mais consumida

¢ a hesperitina de laranjas (Tapiero et al., 2002b).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos principais grupos de flavonodides ndo antocianicos.

Adaptado: Pietta (2000).

1.1.2. Acidos fendlicos

Os 4cidos fenolicos consistem em dois grupos, um deles derivado do acido

hidroxibenzoico e outro derivado do acido hidroxicindmico (Figura 2). Os &cidos

hidroxibenzodicos incluem os acidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatectico,

vanilico e siringico, que tém estrutura comum, Ce—C;, enquanto os acidos

hidroxicindmicos sdo compostos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral, e

os acidos caféico, fertlico, p-cumérico e sinaptico sdo os mais comuns (Angelo &

Jorge, 2007).
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Figura 2 — Estrutura quimica dos acidos fenoélicos.

Adaptado: Pietta (2000).

1.1.3. Taninos

Sao uma classe de polifendis que possuem maior massa molecular. Os taninos
condensaveis, denominados proantocianidinas, sdo oligdmeros e polimeros de
flavan-3-ol (catequina) e/ou flavan-3,4-diol (leucocianidina) (Figura 1). As
proantocianidinas sdo assim denominadas provavelmente pelo fato de apresentarem
pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e delfinidina,
e apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de diferentes padrdes de
substitui¢do, da diversidade de posi¢des entre suas ligacdes e também da

estereoquimica de seus compostos (Angelo & Jorge, 2007).

1.2. Antocianinas

As antocianinas sao compostos da familia dos flavondides e constituem grupo
de pigmentos responsaveis por grande parte das cores em flores, frutas, folhas, caules
e raizes de plantas (Markakis, 1982). Seu espectro de cor varia do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons
purpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa colora¢do a
esses pigmentos que se encontram dispersos nos vacuolos celulares (Volp et al.,
2008; Castafieda-Ovando et al., 2009).

As antocianinas sao compostos soluveis em agua e sensiveis ao calor (Shahidi
& Naczk, 1995). Tém como estrutura basica o cation 2-fenilbenzopirilium, também
denominado cdtion flavilium (Figura 3). Apresentam-se, na maior parte das vezes,

ligadas a agucares, que auxiliam na estabilizacdo da molécula (Francis, 1982). As



antocianinas, entdo, apresentam em sua estrutura quimica um residuo de agucar
geralmente na posi¢do 3 (Figura 4), facilmente hidrolisado por aquecimento em meio
acido. Como produtos desta hidrdlise obtém-se os componentes glicidicos e as
agliconas, as quais sdo denominadas antocianidinas (Konczak & Zhang, 2004;

Castafieda-Ovando et al., 2009).

Cation Benzopirilium

Cation 2-fenilbenzopirilium (flavilium)

Figura 3 — Estrutura basica das antocianinas.
Adaptado: Bobbio & Bobbio (1995).

A distribui¢ao das seis mais comuns antocianidinas em frutas e vegetais ¢é:
cianidina — 50%, delfinidina — 12%, pelargonidina — 12%, peonidina — 12%,
petunidina — 7% e malvidina — 7%. Os derivados glicosidicos mais frequentes na
natureza s3o 3-monosideos, 3-biosideos, 3,5- e 3,7-diglicosideos. A presenga dos
derivados 3-glicosideo ¢ 2,5 vezes mais freqiiente que os derivados 3,5-diglicosideos

e, por conseguinte, a antocianina mais comum ¢ a cianidina-3-glicosideo (Kong et

al., 2003) (Figura 4).



Antocianidinas R, R, R;
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Pelargonidina H OH H
Petunidina OMe OH OH
Malvidina OMe OMe OMe
Peonidina OMe OH H

Figura 4 — Estrutura geral das antocianidinas mais comuns.

Alternativamente, as antocianinas podem se apresentar com um dacido
organico (alifatico ou aromatico) ligado a molécula do agticar, se tornando, portanto,
antocianinas aciladas (Figura 5). De acordo com Bakowska-Barczac (2005), estes
pigmentos sdo mais estaveis, pelo empilhamento dos grupos acil com o anel pirilium
do cation flavilium, reduzindo a possibilidade de ataque nucleofilico da dgua e a

subseqiiente forma¢do de compostos sem cor.

HO

OH

OH
o

Figura 5 — Estrutura quimica da delfinidina-3-malonilglicosideo-5-glicosideo.



A propriedade mais importante das antocianinas ¢ sua atividade antioxidante,
que desempenha um papel fundamental na prevencdo de doencas cardiovasculares,
neuroldgicas, cancer e diabetes (Konczak & Zhang, 2004). Desta forma, h4 varios
estudos sobre o efeito das antocianinas no tratamento de cancer (Lule & Xia, 2005;
Nichenametla et al., 2006; Hogan et al., 2010), na nutricdo humana (Stintzing &
Carle, 2004), doencas neuroldgicas (Shukitt-Hale er al, 2008) e atividades
bioldgicas, como acdo antioxidante e antiinflamatéria (Kong ef al., 2003; Schauss et
al., 2006; Jensen et al., 2008; Nisha et al., 2009).

Em razdo do enorme potencial das antocianinas atuarem como pigmentos
com efeitos benéficos a satde, tem havido um aumento no niumero de relatos na
literatura em diversas areas, como: desenvolvimento de técnicas analiticas para
quantificag¢do, separagdo e purificacdo destes pigmentos (Antolovich et al., 2000;
Teixeira et al., 2008), aplicagdes em alimentos (Giusti & Wrolstad, 2003; de Rosso
& Mercadante, 2007), metabolismo dos pigmentos (Mertens-Talcott et al., 2008),
analises quantitativas usando técnicas cromatograficas (Maitta et al., 2003) e estudos
de extragdo e estabilidade dos pigmentos (Ayed et al., 1999; Montes et al., 2005;
Pompeu et al., 2009).

As antocianinas sao amplamente usadas como pigmentos naturais em
alimentos, e as fontes utilizadas comercialmente sdo as cascas de uvas e o repolho-
roxo. Paralelamente, diversas frutas de coloracdo escura sdo fontes destes pigmentos,
como as jabuticabas (Reynertson et al., 2008) e groselhas (Cacace & Mazza, 2002).
Também estao presentes em pétalas de flores, como zinia (Rosa et al., 2003) e rosele
(Andrade & Flores, 2004), na inflorescéncia de capim-gordura (Stringheta, 1991), no
acai (Constant, 2003; Hogan et al., 2010), berinjela (Azevedo et al., 2007), feijao-
preto (Azevedo et al., 2003), batata-doce roxa (Ahmed et al, 2010) e em frutos
exoticos como camu-camu (Méétti et al., 2003) e maria-pretinha (Nachtigall et al.,
2010).

Em relagdo a estabilidade, o pH ¢ certamente o fator mais importante no que
diz respeito a coloragdo das antocianinas. As solugdes de antocianinas apresentam
uma coloracao vermelha mais intensa, em pH abaixo de 2,0. Quando se eleva o pH
para a faixa de 5,0 a 6,0, a coloracdo vermelha tende a desaparecer. Aumentos
adicionais de pH levam as antocianinas a apresentarem uma coloragdo azulada, as
quais, apos estocagem ou aquecimento, tornam-se amareladas (Mazza & Brouillard,

1987). As antocianinas estdo sujeitas a mudanga de cor com a variacdo do pH devido
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a formacao da estrutura hemiacetélica incolor em pH proximo a 5,0, de acordo com
as reagdes mostradas na Figura 6. Em meio acido, a 25 °C, quatro estruturas
coexistem em equilibrio: o cation flavilium, a base quinoidal, a pseudo base ou
carbinol e a chalcona. As estruturas reponsaveis pela coloracdo das antocianinas sao

o cation flavilium e a base quinoidal, sendo o carbinol e a chalcona incolores (Figura
0).

AH+: cation flavilium (vermelho) Pseudo-base carbinol (incolor)
pH1

Base quinoidal (azul) Chalcona (incolor)

pH24

Figura 6 — Transformagdes estruturais das antocianinas com as mudangas de pH.

Adaptado: Constant (2003).

As antocianinas sao rapidamente destruidas pelo calor durante o
processamento e estocagem dos alimentos. Os mecanismos de degradacdo térmica
estdo relacionados com a clivagem do anel heterociclico da pseudo-base com
formagao da chalcona, e posterior formagdo de produtos derivados de coloragdo
marrom (Schwartz et al., 2010).

A luz exerce efeito duplo sobre as antocianinas: favorece sua biossintese, mas

acelera sua degradagdo. O oxigénio também pode apresentar efeito deletério sob as



antocianinas, acelerando sua degradacao (Schwartz et al., 2010). Segundo De Rosso
e Mercadante (2007), em presencga de acido ascorbico a degradagdo do pigmento ¢é
acelerada, tanto em presenga quanto em auséncia de oxigé€nio. Alguns autores
consideram que a presen¢a de agucares também promove a degradacdo mais rapida

da antocianina (Sadilova et al., 2009; Nachtigall et al., 2010).

1.3. Jabuticaba
1.3.1. Informacdes gerais

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.) O.Berg [Myrtaceae]) € um arbusto
nativo do estado de Minas Gerais. Seus frutos t€ém coloragdo arroxeada quando
maduros e as cascas sdo ricas em antocianinas, dentre elas a cianidina-3-glicosideo
(Einbond et al., 2004; Reynertson et al., 2006).

Seus frutos pequenos, de casca negra e polpa branca aderida a unica semente,
crescem no tronco e ramos, dando uma caracteristica peculiar a arvore. Além de
consumidos in natura, deles se faz licor, geléia e aguardente. Por isso, a espécie €
cultivada em pomares domésticos, florescendo duas vezes por ano.

A jabuticaba ¢ utilizada para varios fins, tanto culinarios, como medicinais.
Entre estes ¢ mencionada a cocgdo da casca seca ao sol como fitoterapico para a
asma. Por sua semelhanca a uva, muitos produtos, como o vinho, suco, geléia, licor e
vinagre podem ser feitos com a jabuticaba. Comuns em mercados brasileiros,
jabuticabas s3o largamente consumidas frescas, e sua popularidade tém sido ligada as
das uvas nos EUA. As frutas frescas podem comecar a fermentar de 3 a 4 dias ap6s a
colheita (Reynertson ef al., 2006).

A jabuticaba, originaria do Centro-sul, pode ser encontrada desde o estado do
Paré até o Rio Grande do Sul, mas € nos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais e Espirito Santo que ocorrem as maiores produgdes. Dentre as espécies
conhecidas destacam-se a Myrciaria cauliflora (DC) Berg (jabuticaba paulista ou
jabuticaba acu) e a Myrciaria jabuticaba (Vell) Berg (jabuticaba sabard) que
produzem frutos apropriados tanto para a industria como para consumo in natura

devido as suas caracteristicas (Silva et al., 2008).

1.3.2. Composicao quimica
A jabuticaba apresenta em sua composi¢ao vitamina C com valores médios de

23 mg/100 g de polpa e minerais, em que se destacam o ferro, célcio, fosforo e
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potassio (Silva er al., 2008). A Tabela 2 mostra a composi¢ao centesimal da

jabuticaba.

Tabela 2 — Composi¢ao da jabuticaba por 100 g de parte comestivel (Silva et al.,
2008)

Composicio Quantidade
Umidade 83,6
Energia (Kcal) 58
(KJ) 243
Proteina (g) 0,6
Lipideos (g) 0,1
Colesterol (mg) NA*
Carboidrato (g) 15,3
Fibra alimentar (g) 2,3
Cinzas (g) 0,4
Célcio (mg) 8

* NA — ndo se aplica

Os aspectos fitoquimicos da jabuticaba ainda nao tém sido devidamente
relatados na literatura. E reportado que a jabuticaba contém taninos e cianidina-3-
glicosideo em M. cauliflora (Einbond et al., 2004; Reynertson et al, 2006;
Reynertson et al., 2008). M. jaboticaba contém peonidina-3-glicosideo e sua
aglicona (Reynertson et al., 2006). Apesar de ser uma fruta largamente consumida no
Brasil, ha poucos estudos abordando sua composi¢do quimica. Sdo principalmente
relatados a presenca de carboidratos ndo estruturais, estruturais, de pigmentos, de
seus acidos organicos (Gulab et al., 2007) e de taninos (Reynertson et al., 2006).

Em estudos de compostos antioxidantes e anti-cancer presentes em frutas
tropicais, o extrato metanolico de jabuticaba apresentou forte atividade antioxidante
no ensaio DPPH (ICso = 35 pg/mL) (Reynertson et al., 2006) e em outro estudo, no
mesmo ensaio, apresentou ICsyde 19,4 ng/mL (Reynertson et al., 2008).

Realizou-se, também, o isolamento de um novo depsideo da jabuticaba, a
jaboticabina (Reynertson et al., 2006). Os depsideos (Figura 7) sdo compostos
fenolicos compostos por duas ou mais unidades aromaticas unidas por uma ligagdo
éster, muito comuns em liquens, e ainda ndo tinham sido encontrados em Myrtaceae.
Em geral, depsideos apresentam atividade antibiotica, anti-HIV, antiproliferativa e

antiinflamatéria (Reynertson et al., 2006; Reynertson et al., 2008).
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Figura 7 — Depsideos de jabuticaba.
Fonte: Reynertson et al. (2006)

Piranocianina B, quercetina, isoquercetina, quercimeritrina, quercitrina,
rutina, miricitrina, 4acido cindmico, &4cido O-cumadrico, 4acido galico, 4acido
protocatectiico, metil protocatecuato e acido eldgico foram identificados em
Myrtaceae (Reynertson et al., 2006). Em outro estudo, foram identificados e
quantificados em jabuticaba a cianidina-3-glicosideo (4,33 mg/g), delfinidina-3-
glicosideo (0,81 mg/g), acido elagico (0,52 mg/g), miricetina (0,02 mg/g), quercetina
(0,04 mg/g), quercitrina (0,11 mg/g) e rutina (0,21 mg/g) (Reynertson et al., 2008).
Quercetina e seus glicosideos quercitrina e rutina prevalecem em Myrtaceae. Estes
flavonoides sdo importantes constituintes da dieta, apresentando atividades
quimiopreventivas (Formica & Regelson, 1995; Reynertson et al., 2008). Segundo
Reynertson et al. (2008), o teor de 4cido elagico encontrado em jabuticaba contribui
com sua atividade anti-radical.

Para um melhor aproveitamento do potencial dos compostos fendlicos
biologicamente ativos de frutas sdo imprescindiveis maiores estudos nesta area na
busca de solugdes para questdes como novas fontes e beneficios. O estudo de
compostos fendlicos e antocianinas presentes em extratos de frutos tropicais e
exoéticos, como a jabuticaba, assume importancia consideravel, uma vez que podera
ser potencialmente viavel na adicdo em alimentos formulados e bebidas, na forma de

p6 ou na forma liquida.

1.4. Extracao de antocianinas por solventes
A extragdo dos fitoquimicos de vegetais constitui um importante passo na
manufatura de produtos bioativos. A aplicagdo de diferentes tecnologias para a

obtencdo de moléculas para serem usadas como aditivos em alimentos ou como
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nutracéuticos pode se tornar uma estratégia racional para a exploragdo de uma
enorme gama de vegetais (frutas e hortalicas).

O método de extracdo mais utilizado para a obtencdo de antocianinas de
frutas e hortalicas é a extracdo usando solventes organicos. Entretanto, outros
métodos como o uso de alta pressdao hidrostatica e campos elétricos pulsados vem
surgindo recentemente como alternativas para se extrair ou auxiliar na extracdo do
pigmento da matriz vegetal, associados ou ndo aos solventes tradicionais (Corrales et
al., 2008; Lopez et al., 2008; Corrales et al., 2009; Puértolas et al., 2010).

A escolha do método para extracdo de antocianinas depende do proposito da
extragdo e também da natureza das antocianinas. E igualmente importante que a
extragdo e seus procedimentos posteriores, quando necessarios (p.ex.: concentragdo
do extrato, separacdo e purificacdo) ndo sejam complexos, demorados ou de alto
custo (Garcia-Viguera ef al., 1998).

A extragdo com solventes ¢ 0 método mais comum para extra¢ao de diversos
compostos encontrados em frutas, incluindo os flavondides. As antocianinas das
frutas e vegetais estdo localizadas nos vactolos celulares. Os procedimentos de
extragdo geralmente envolvem o uso de solventes acidificados, que desnaturam as
membranas celulares e simultaneamente solubilizam os pigmentos. O acido tende a
estabilizar as antocianinas, mas também pode mudar a forma nativa do pigmento no
tecido pela quebra das associagdes com metais, co-pigmentos e/ou outros compostos
(Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). As antocianinas sdo moléculas polares,
portanto os solventes mais comuns usados nas extracdes sao misturas aquosas de
etanol, metanol ou acetona (Ké&hkonen et al, 2001; Dai et al., 2009). Fuleki &
Francis (1968) sugerem que o uso de agua adicionada ao solvente facilita a extracdo
das antocianinas mais hidrofilicas.

Muitos fatores, como a composicao da solugdo extratora, tempo de extracgao,
temperatura, pH, relagdo solido/liquido e tamanho da particula influenciam a
extragdo solido-liquido (Cacace & Mazza, 2002; Cacace & Mazza, 2003a;
Castafieda-Ovando et al., 2009; Pompeu et al., 2009). A polaridade da solugdo
extratora exerce um importante papel na extracao seletiva das diferentes familias de
flavonodides (Shahidi & Naczk, 1995), bem como no rendimento da extragdo de
antocianinas.

Com base na intensificagdo da cor das antocianinas em pH acido, um método

usado comumente para extracdo destas ¢ a maceracao do material triturado, desde
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poucas horas até overnight, a 4°C em metanol, contendo pequenas quantidades de
acido cloridrico (<1%) (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). Este, certamente, ¢ o
método mais utilizado na extragdo desses pigmentos. Entretanto, em muitos casos o
uso do etanol ¢ vantajoso em relagdo ao metanol acidificado, por sua ndo-toxicidade
e por ser mais barato (Fuleki & Francis, 1968; Lapornik et al., 2005). Embora muitos
autores prefiram utilizar o etanol (Cacace & Mazza, 2003b; Fan ef al., 2008; Valduga
et al., 2008; Dai et al., 2009; Patil et al., 2009; Karacabey & Mazza, 2010) ao
metanol, Metivier ef al. (1980) verificaram que o metanol foi 20% mais efetivo que o
etanol e 73% mais eficiente que a 4gua na extragdo e recuperagdo de antocianinas de
casca de uva. Da mesma forma, Bridgers et al. (2010) avaliaram o uso de metanol e
etanol, tanto acidificados quanto neutros na extra¢do de antocianinas de batata-doce.
Os autores verificaram que o metanol acidificado foi o solvente mais eficiente para a
extragdo, quando comparado ao etanol acidificado. J4& Montes et al. (2005) ndo
encontraram diferenca significativa entre o uso de etanol e metanol na extragdo de
antocianinas de jabuticaba. Para estes autores o efeito mais importante foi o da
concentracdo das solugdes extratoras, sendo o metanol a 80% menos efetivo que o
metanol puro.

Paralelamente, ha relatos de extracdes de antocianinas eficientes com agua
pura (Jing & Giusti, 2007), com acetona (Wrolstad & Durst, 1998) e com solucdes
sulfuradas (Mok & Hettiarachchy, 1991; Gao & Mazza, 1996; Bakker et al., 1998;
Ayed et al., 1999; Cacace & Mazza, 2002). Nos estudos de extragdo com solugdes
sulfuradas observam-se elevados rendimentos de extragdo ¢ a obtencdo de extratos
mais puros. O mecanismo exato pelo qual o SO, melhoraria a extra¢dao ainda nao ¢
conhecido, mas uma possivel hipotese ¢ a interacdo das antocianinas e flavondides
com o anion HSO3', que levaria a uma melhora da difusdo dos compostos através da
parede celular da matriz vegetal, ¢ a um aumento da solubilidade dos pigmentos
(Gao & Mazza, 1996). De acordo com Langston (1985) e Timberlake & Bridle
(1967), o didxido de enxofre em concentracdes de 0,05% até 0,2% reage apenas com
antocianinas monomeéricas, sais flavilium e antocianidinas, formando um complexo
com o anion HSOj5". O anion HSO;™ se liga prontamente a grupos flavilium, como o
das antocianinas, na posi¢do 4 (Figura 4), para formar um complexo sem carga,
incolor e estavel. A reacdo para a formagdo do complexo ¢ rapida e sua reagdo
inversa ¢ igualmente rapida se o SO, ¢ removido do sistema, ou se ha acidificacdo da

solucao (Timberlake & Bridle, 1967; Schwartz et al., 2010).
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Na extra¢ao com solugdes sulfuradas, ndo ha consenso em relagdo ao teor de
SO, a ser utilizado. H4 relatos de extracdo 6tima de pigmentos a aproximadamente
1000 ppm (Cacace & Mazza, 2002), outros a niveis ainda maiores, como 2000 ppm
(Ayed et al., 1999), e ainda, resultados em menor magnitude, como os encontrados
por Bakker et al.(1998), que ao avaliarem diferentes niveis de SO, na extragao de
antocianinas (0, 75 e 150 ppm) verificaram que a melhor extracdo foi realizada a 150
ppm, mas indicando que um aumento no teor de SO, extrairia mais antocianinas.

Quanto ao tempo de extracdo, na literatura encontram-se desde periodos
curtos de extracdo, como uma hora (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001), até¢ 24
horas (Teixeira et al., 2008). Lapornik et al. (2005) estudaram o efeito do tempo de
extrag@o (1 hora, 12 horas e 24 horas) das antocianinas de residuos de uva, groselha
preta e groselha vermelha com os solventes dgua, etanol 70% e metanol 70%.
Verificou-se que quando se utilizou agua, em tempos acima de 12 horas ja havia
degradacao das antocianinas. Em contrapartida, quando se utilizou as solugdes
organicas, a extracdo foi favorecida pelos maiores tempos, entre 12 e 24 horas.
Valduga et al. (2008) na extracdo de antocianinas de uva “Isabel” verificaram que o
tempo que possibilitou maior rendimento em pigmentos foi de 3 horas, a pH 1, com
etanol acidificado.

No tocante a temperatura de extracdo, Cacace & Mazza (2003b) na extracao
de antocianinas de groselhas com etanol, verificaram que aumentos da temperatura
de extracdo além de 30-35°C resultaram na degrada¢dao dos pigmentos. Ja a
temperatura ideal de extracdo de antocianinas de acai para Pompeu et al. (2009) foi
de 58°C. Em contrapartida, a temperatura 6tima de extragdo de antocianinas de
batata-doce para Fan et al. (2008) foi de 80°C, por 60 minutos. Verifica-se, portanto,
que ndo hé consenso quanto a melhor temperatura a ser utilizada.

Observa-se, na extracdo de antocianinas, que ha varidveis como o tipo de
solvente, a concentragdo, o pH, a temperatura e o tempo de extragdo. Estas variaveis
ndo atuam isoladamente, e o efeito de cada uma delas deve ser avaliado em conjunto,
considerando as condi¢des de cada estudo e principalmente a fonte de antocianinas,
uma vez que a facilidade de extracdo nao ¢ a mesma para as diferentes matrizes

vegetais.

15



1.5. Microencapsulamento

Microencapsulamento ¢ um processo pelo qual mintsculas particulas de
ingredientes ativos de gas, liquidos ou solidos sdo empacotados dentro de um
segundo material. O material a ser encapsulado pode ser denominado nucleo,
material ativo ou fase interna. O material que forma o revestimento ¢ denominado
material de parede, carregador, membrana, casca ou revestimento (Favaro-Trindade
et al.,2008).

A principal finalidade do microencapsulamento na industria de alimentos ¢
promover prote¢ao aos ingredientes encapsulados. Em algumas técnicas, o produto
pode ser também projetado para liberar lentamente o material ativo ao longo do
tempo ou até que determinada condi¢do fisico-quimica seja alcangada. O
encapsulamento pode ser utilizado para prevenir a degradacdo de ingredientes pela
exposicdo a luz e ao oxigénio, além de facilitar a manipulacdo de alguns produtos e
mascarar aromas indesejaveis (Shahidi & Han, 1993).

Teoricamente qualquer material que necessite ser protegido, isolado ou
lentamente liberado pode ser encapsulado. Em alguns sistemas alimenticios isso
inclui &cidos, lipideos, enzimas, microorganismos, flavors, vitaminas, minerais, agua,
agentes de crescimento, sais e corantes (Favaro-Trindade et al., 2008).

Numerosos processos de encapsulamento tém sido empregados, e os mais
comuns sa0 a secagem por atomizagdo (spray drying), resfriamento por atomizagao
(spray cooling ou spray chiling), suspensdo em ar, encapsulamento/extrusdo,
extrusdo centrifuga, coacervacao, inclusdo/complexacao e separacao rotacional em
suspensdo (Favaro-Trindade ef al., 2008). Tradicionalmente o0 método mais comum
de encapsulamento de ingredientes alimenticios € o spray drying (Popplewell et al.,
1995; Constant, 1999; Gharsallaoui et al., 2007).

A primeira etapa do processo de microencapsulamento consiste na selegdao do
agente encapsulante adequado. O encapsulante ideal deve ter propriedades
emulsificantes, ser capaz de formar filmes, ter baixa viscosidade a altos niveis de
solidos, exibirem baixa higroscopicidade ¢ ser de baixo custo (Gharsallaoui et al.,
2007). Goma arabica, amidos modificados e amidos hidrolisados sdo os agentes
encapsulantes mais frequentemente usados no spray drying (Reineccius, 1991;
Constant, 1999). A escolha entre tais encapsulantes vai depender, entre outros
fatores, do objetivo desejado, ja que cada um apresenta propriedades e efeitos

distintos.
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As gomas sdo muito empregadas no microencapsulamento devido a sua
capacidade de formar filme e propriedades emulsificantes. Entre elas, a goma ardbica
e a maltodextrina tém sido as mais usadas no encapsulamento de extratos e sucos de
frutas (Constant, 1999; Cano-Chauca et al., 2005). A goma arabica ¢ um polimero
constituido principalmente por acido D-glucurdénico, L-rhamnose, D-galactose e L-
arabinose, com aproximadamente 5% de proteina. Esta fracdo protéica é responsavel
por suas propriedades emulsificantes (Reineccius, 1991). Apresenta alta solubilidade
em agua, baixa viscosidade, apresentando caracteristicas geleificantes e ¢ estavel
frente a diferentes pH. E a goma de origem vegetal de uso mais comum na industria
de alimentos. Entretanto, apresenta elevado custo e, as vezes, limitada oferta. Por
este motivo, ha uma busca crescente por agentes encapsulantes alternativos com
propriedades similares (Constant, 1999; Cano-Chauca et al., 2005).

As maltodextrinas sdo obtidas pela hidrolise acida de amidos de diferentes
fontes, por exemplo, de milho e de batata. Os polimeros parcialmente hidrolisados de
D-glucose possuem elevada solubilidade em agua, baixa viscosidade mesmo em
elevada concentragao de sélidos e formam solugdes incolores (Obon et al., 2009;
Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, no prelo). Sao usualmente classificados de
acordo com seu grau de hidrélise, expresso como dextrose equivalente (DE).
Maltodextrinas normalmente apresentam DE menor que 20. As mais usadas no
microencapsulamento de pigmentos possuem DE entre 10 e 20 (Obon et al., 2009).

Costuma-se empregar a goma arabica associada a outro agente de parede,
uma vez que, por ela formar filme semipermeavel ao oxigénio, ndo consegue conferir
suficiente protecdo contra a oxidagdo. Usualmente se emprega a maltodextrina nesta
associacdo, pois ela ¢ capaz de formar barreira impermedvel ao oxigénio,
melhorando a estabilidade do material encapsulado e diminuindo o custo do processo
(Desobry et al., 1997; Constant, 1999; Valduga et al., 2008).

A avaliacdo da eficiéncia do encapsulamento ¢ feita normalmente verificando
a estabilidade do produto em determinadas condi¢des de armazenamento, o grau de
prote¢do provido pelo material de parede, observacao da superficie, forma e tamanho
das microcapsulas formadas por microscopia eletronica, entre outras determinagoes
(Favaro-Trindade et al., 2008).

Na literatura encontram-se alguns trabalhos com encapsulamento por spray
drying de pigmentos e de sucos de frutas, principalmente na avaliacdo de agentes

encapsulantes e da estabilidade dos pigmentos. De forma geral, ndo ha consenso
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sobre qual o melhor encapsulante, pois esta variavel ¢ dependente da matriz do
pigmento, do teor de sdlidos do extrato, das condig¢des operacionais do equipamento
(temperatura de entrada e fluxo de alimentacdo, dentre outras) e das condigdes de
acondicionamento dos po6s. Tonon et al. (2010) avaliaram a estabilidade de
antocianinas de suco de agai obtido por spray drying a diferentes temperaturas e
atividades de dgua. Os pesquisadores observaram que o uso de maltodextrina 10 DE
como agente carreador foi o que proporcionou melhor protecdo aos pigmentos. Ja
Valduga et al (2008) observaram que a melhor condicdo para o
microencapsulamento de antocianinas de uva “Isabel” foi quando se utilizou
proporcdes iguais de maltodextrina e goma ardbica. Em relacdo a vida util do
pigmento, Ersus & Yurdagel (2007) estudaram a estabilidade de microcapsulas
contendo antocianinas de black carrot e observaram perda de 33% apds 64 dias de

armazenamento a 25°C, enquanto a 4°C a perda foi de somente 11%.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Otimizar a extragdo de polifendis e antocianinas de jabuticaba, avaliando seu

comportamento em diferentes condigdes extratoras e estudar o microencapsulamento

por spray dryer dos compostos bioativos da jabuticaba.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar a extracdo solido-liquido dos compostos bioativos de jabuticaba,
analisando a influéncia de diferentes solventes e pH no teor de polifendis,
antocianinas e atividade antioxidante;

Otimizar a extracdo solido-liquido dos compostos bioativos da jabuticaba
usando solucdes sulfuradas, avaliando o efeito do tempo de extragdo, da
concentracdo das solucdes ¢ da relagdo solvente:casca na extragao de
fenolicos e antocianinas;

Otimizar o microencapsulamento de compostos bioativos do extrato de
jabuticaba, analisando a influéncia de diferentes fluxos de alimentacdo e
temperaturas de entrada no rendimento de antocianinas, nas caracteristicas de
cor ¢ na qualidade dos pos obtidos;

Avaliar os efeitos de diferentes matrizes encapsulantes sobre a qualidade dos
extratos em pd microencapsulados, verificando sua aplicacdo em sistema-
modelo alimenticio;

Realizar avaliagdes fisicas, quimicas e microscOpicas dos extratos em pod

microencapsulados.
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ARTIGO N° 1

OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS E POLIF ENOIS DE
JABUTICABA (Myrciaria jaboticaba) COM SOLUCOES ORGANICAS
USANDO A METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTAS

1. Introducao
As antocianinas sdo compostos da familia dos flavonoides e constituem grupo

de pigmentos responsaveis por grande parte das cores em flores, frutas, folhas, caules
e raizes de plantas (Markakis, 1982). Seu espectro de cor varia do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons
purpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa coloragdao a
esses pigmentos, que se encontram dispersos nos vacuolos celulares (Volp et al.,
2008; Castafieda-Ovando et al., 2009). Uma das propriedades mais importantes
destes pigmentos ¢ a sua atividade antioxidante, que ¢ fundamental na prevencao de
doengas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer e diabetes, entre outras (Konczak &
Zhang, 2004).

A jabuticaba (Myrciaria cauliflora e Myrciaria jaboticaba), fonte rica em
antocianinas, ¢ uma fruta nativa do estado de Minas Gerais, sendo largamente
consumida no Brasil. Apesar de seu elevado consumo, os aspectos fitoquimicos desta
fruta ainda ndo tém sido devidamente relatados na literatura. E reportado que a
jabuticaba contém taninos, flavonodides e cianidina-3-glicosideo em M. cauliflora
(Einbond et al., 2004; Reynertson et al., 2006; Reynertson et al., 2008). M.
Jjaboticaba contém peonidina-3-glicosideo e sua aglicona (Reynertson ef al., 2006).

O passo inicial dos estudos com antocianinas e polifenois consiste na extragao
destes compostos de sua matriz, quer sejam frutas, flores, sementes ou hortaligas. O
tempo e a facilidade da extracdo dos pigmentos dependera da matriz utilizada, e a
qualidade da extracdo, em termos de teor total e individual de antocianinas,
dependera da escolha da solugdo extratora e da técnica adequada de extracdo. Desta
forma, a extracdo ¢ uma etapa comum de grande importancia para estudos com
diferentes finalidades.

Conhecer o comportamento dos fatores que influenciam as condi¢des do
processo de extragdo € necessario para aumentar a eficiéncia extratora dos compostos

bioativos. O equilibrio e a taxa de transferéncia de massa sdo conceitos fundamentais
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que governam o processo de extragdo (Cacace & Mazza, 2002; Cacace & Mazza,
2003a). Muitos fatores, tais como a composicao e polaridade da solucdo extratora,
tempo de extragdo, temperatura, pH, relagdo solido:liquido e tamanho de particula
podem influenciar na extragdo sélido-liquido (Pompeu et al., 2009). As antocianinas
sao moléculas polares, portanto, os solventes mais comuns usados nas extracdes sao
misturas aquosas de etanol, metanol ou acetona (K&hkonen et al., 2001; Dai et al.,
2009).

A metodologia de superficie de respostas (RSM) ¢ uma técnica estatistica util
para desenvolver, melhorar e otimizar processos (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005;
Karacabey & Mazza, 2010). Tém sido utilizada com sucesso na otimizacdo da
extracdo de antocianinas ¢ fenodlicos de diferentes fontes (Gao & Mazza, 1996;
Cacace & Mazza, 2002; Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005; Fan et al., 2008; Pompeu
et al., 2009).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi otimizar a extracdo de
antocianinas e polifendis de jabuticaba com diferentes solu¢des extratoras por meio
de RSM, visando a obtengdo de um maior teor destes compostos e maior atividade

antioxidante.

2. Material e métodos
2.1. Material

As jabuticabas (Myrciaria jaboticaba) foram adquiridas em Cachoeira do
Campo - MG, em novembro de 2009 e foram mantidas congeladas em freezer (-18 +

2 °C) até o momento de uso.

2.2. Métodos
2.2.1. Preparo da polpa de jabuticaba

Os frutos ainda congelados tiveram suas sementes retiradas. As partes
restantes (casca e mesocarpo) foram pesadas (150 g) e trituradas em liquidificador
com adi¢do de 50 mL de dgua destilada, durante 3 minutos. A polpa homogénea
resultante (90,04% de umidade) foi utilizada como matéria-prima para a realizagao

de todos 0s ensaios.
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2.2.2. Extracdo dos compostos bioativos da polpa de jabuticaba

As solugoes extratoras utilizadas foram solucdes de etanol, metanol e acetona.
A concentracdo das solu¢des ¢ o pH das mesmas variou para cada extracdo,
conforme mostrado na Tabela 1. A acidificagdo das solugdes foi feita utilizando
HCL

Aproximadamente 10 g de polpa de jabuticaba foram pesadas e colocadas em
béqueres contendo as solugdes extratoras. Os extratos foram, entdo, armazenados em
refrigeracdo (8 + 2°C), durante 24 h. Ao término da extracdo, os extratos foram
filtrados e transferidos para funis de separagdo, onde foram particionados com a
mistura éter etilico:éter de petroleo (1:1, v/v), com a finalidade de se retirar
interferentes como a clorofila. Em seguida, o volume dos extratos foi acertado e os
mesmos acondicionados em frascos ambar, sob refrigeragdo (10 = 2 °C), para a

realizacdo das analises.

2.2.3. Delineamento experimental e analises estatisticas
2.2.3.1. Experimento de otimizacao

A otimizagdo da extragdo foi realizada por meio da metodologia de superficie
de resposta. Foi utilizado um planejamento composto central com dois fatores. O
planejamento foi constituido de quatro experimentos nos pontos fatoriais
(combinacdo dos niveis -1 e +1), quatro experimentos nos pontos axiais (niveis + o)
e cinco experimentos no ponto central (Teofilo & Ferreira, 2006). A otimizagdo foi
feita para cada solvente estudado, constituindo um total de 13 experimentos para
cada planejamento.

As variaveis independentes estudadas foram concentragdo dos solventes e pH,
e os niveis estudados para cada variavel estdo apresentados na Tabela 1. As respostas
obtidas (varidveis dependentes) foram teor de antocianinas (TAC), conteudo fenolico
total (CFT), atividade antioxidante (AA) e coordenadas colorimétricas (L*, a*, b*, h
e C*).

Os modelos foram ajustados a equagdes polinomiais de segunda ordem. A
funcdo de respostas (Y) foi dividida nos componentes linear, quadratico e de
interagdo, conforme a Equagao 1,

k k
Y:ﬂ0+2ﬂiXi+ZﬂiiXi2+z Zﬂinin"'e (Eq. D
i=1 i=1

i<j J
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em que: fy ¢ o coeficiente constante, f; ¢ o coeficiente linear, f; o coeficiente
quadratico, f; o coeficiente de interagdo, JX; sdo os niveis das varidveis
independentes, k£ o nimero de variaveis (2), e o erro experimental e ¥ € a resposta do
modelo.

Os coeficientes de regressao foram obtidos por meio de regressdo linear
multipla (MLR). Os coeficientes do modelo foram avaliados estatisticamente quanto
a sua significancia e interpretados de acordo com sua importancia no sistema.

A analise de varidncia (ANOVA) foi usada para validar os modelos, ¢ os
valores de R’ dos modelos foram avaliados para checar se os mesmos estavam
adequados. Os graficos de superficie de resposta foram obtidos usando os valores
preditos dos modelos ajustados.

Todos os calculos foram realizados usando o software Statistica 7.0.

Tabela 1 — Planejamento composto central para as varidveis concentragao da solucao

extratora e pH de extracao

Niveis codificados Niveis decodificados
Ensaio Solucio
Xi X pH extratora (%)
Etanol/Metanol
9(0O) 0 0 5,0 70,0
1 -1 -1 3,5 50,0
8 0 +a 5,0 98,3
6 +a 0 7,1 70,0
3 +1 -1 6,5 50,0
12 (C) 0 0 5,0 70,0
7 0 -a 5,0 41,7
10 (C) 0 0 5,0 70,0
2 -1 +1 3,5 90,0
5 -a 0 2,9 70,0
11 (C) 0 0 5,0 70,0
4 +1 +1 6,5 90,0
13 (O) 0 0 5,0 70,0
Acetona
9(0) 0 0 5,0 70,0
1 0 +a 5,0 100,0
8 -1 -1 3,5 50,0
6 +a 0 7,1 70,0
3 +1 -1 6,5 50,0
12 (C) 0 0 5,0 70,0
7 0 -a 5,0 39,6
10 (C) 0 0 5,0 70,0
2 -1 +1 3,5 93,0
5 -a 0 2,9 70,0
11 (C) 0 0 5,0 70,0
4 +1 +1 6,5 93,0
13 (O) 0 0 5,0 70,0

o ==+ 1,414 para duas variaveis independentes (Teofilo & Ferreira, 2006).
X; = variavel pH; X, = variavel concentrag@o do solvente (%).
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2.2.3.2. Estudo comparativo do desempenho das solucdes extratoras envolvidas
nos planejamentos compostos centrais

Apo6s a obtencdo das respostas com as diferentes solucdes extratoras (etanol,
metanol e acetona), estas foram comparadas entre si, duas a duas, para verificagdo da
melhor solugdo para antocianinas, fendlicos e atividade antioxidante. Para tal,
utilizaram-se testes ¢ pareados, assumindo como hipdtese de nulidade (Hy) que a
diferenga entre as médias para cada solugdo extratora fosse igual a zero. Esta andlise

estatistica foi realizada com auxilio do software Microsoft Office Excel, versdo 2003.

2.2.3.3. Estudo comparativo da eficiéncia extratora das solu¢oes de etanol 70% e
metanol 70% e efeito do pH

Com base nas informagdes obtidas do estudo de otimizagdo, com o objetivo
de buscar o ponto maximo da extracdo de antocianinas, fendlicos e da acgdo
antioxidante, realizou-se a constru¢do de um modelo de regressdo univariado. Foram
estudadas as solugdes de etanol 70% e metanol 70%. Para cada solugdo extratora o
pH foi estudado nos niveis 2,5; 2,0; 1,5 e 1,0, em duplicata. As respostas foram
submetidas a comparagdes por testes ¢ pareados, de forma semelhante ao descrito em

2.2.3.2.

2.2.4. Analises quantitativas
2.2.4.1. Teor de antocianinas

As antocianinas totais dos diferentes extratos produzidos foram quantificadas
pelo método espectrofotométrico proposto por Francis (1982). O teor total de
antocianinas foi determinado com auxilio de um espectrofotometro Shimadzu,
modelo 1601PC (Kyoto, Japan), utilizando-se o coeficiente de absortividade molar
de 98,2, que se refere a absorcdo a 535 nm de uma mistura de antocianinas de
cranberry em etanol acidificado, medida em cubeta de 1 cm, na concentragdo de 1%

(m/v).

2.2.4.2. Conteudo fenolico total
O conteudo fenolico total dos extratos obtidos em cada experimento mostrado

na Tabela 1 foi determinado pelo ensaio espectrofotométrico com o reagente Folin-
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Denis, baseado na redugdo dos acidos fosfomolibdico e fosfotiingstico em meio
alcalino na presenca de fendlicos, gerando um complexo de cor azul (Swain & Hillis,
1959; Naczk & Shahidi, 2004). O 4cido galico foi utilizado como padrdo e o teor
total de fenolicos dos extratos foi expresso como mg de acido gélico equivalente por

100 g de casca (mg AGE.100g™).

2.2.4.3. Atividade antioxidante

A atividade anti-radical livre foi realizada para os diferentes extratos
utilizando-se o método de ensaio do radical ABTS. Para a formagdo do radical
ABTS™, a solucdo aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a solugio de persulfato de
potéssio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 16
horas. Apos este tempo a absorbancia foi corrigida para 0,70 (£0,02) a 734 nm com
adi¢ao de etanol 80% (Re et al., 1999) em espectrofotdmetro. A 3,5 mL da solugdo
radical ABTS™ foram adicionados 0,5 mL de cada extrato, e¢ realizada leitura
espectrofotométrica apos 6 minutos de reagdo. Foi utilizado o Trolox como padrio e

os resultados foram expressos em equivalente de Trolox (uM Trolox.g™).

2.2.5. Analise colorimétrica

Os extratos foram caracterizados pela leitura direta de reflectancia do sistema
de coordenadas retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelho e
verde) e “b*” (intensidade de amarelo e azul), empregando-se a escala de cor
CIELAB, com iluminante Dgs e angulo de observacao de 10°, utilizando-se
colorimetro Hunter Lab, modelo Colorquest XE (Reston, USA). Os valores de C*
(cromaticidade ou saturagdo de cor) e h (angulo de tonalidade cromatica) foram

calculados a partir dos dados de a* e b*, pelas Equagdes 3 ¢ 4.

C*=[(a®)? + 1) (Eq. 3)
h = arctan(b */a *) (Eq. 4)

3. Resultados e Discussiao
3.1. Estudos de otimizacao
3.1.1. Analises quantitativas
Os efeitos das varidveis pH, concentracdo da solugdo extratora e suas

interagdes foram estudados para a otimizagdo da extracdo de antocianinas e
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polifendis de polpa de jabuticaba. As respostas obtidas dos 13 ensaios para cada
solvente, em ordem experimental aleatorizada, estdo mostradas na Tabela 2. As
coordenadas colorimétricas foram utilizadas qualitativamente para a caracterizacdo

dos extratos, e foram analisados L*, h e C*.

Tabela 2 — Respostas obtidas para os extratos etandlicos, metanolicos e acetdnicos

das polpas de jabuticaba

. 1 2 3 Colorimetria
Ensaio TAC CFT AA L+ o b h c*
Etanol
9(C) 45,08 262,71 388,04 31,52 18,95 6,73 19,55 20,11
1 52,00 335,90 450,01 30,70 24,92 9,11 20,08 26,53
8 55,35 281,77 288,43 30,65 20,44 5,81 15,87 21,25
6 41,32 278,91 366,32 28,27 9,86 4,78 25,86 10,96
3 14,63 218,51 269,53 28,96 9,22 6,12 33,58 11,07
12 (C) 50,95 293,63 389,99 31,26 19,49 6,88 19,44 20,67
7 16,54 187,10 229,88 38,00 15,04 15,40 45,68 21,53
10 (C) 45,85 283,45 382,85 31,65 19,85 7,19 19,91 21,11
2 60,72 318,92 473,29 28,85 19,96 6,12 17,05 20,88
5 59,63 339,95 459,29 29,98 24,02 8,24 18,93 25,39
11 (C) 50,92 273,15 401,11 31,47 18,38 6,93 20,66 19,64
4 43,79 185,92 216,78 33,49 14,91 6,98 25,09 16,46
13 (O) 39,06 261,15 334,76 33,07 19,71 8,37 23,01 21,41
Metanol
9(C) 60,14 366,18 555,51 39,07 18,24 15,38 40,14 23,86
1 56,81 404,35 571,25 34,61 30,85 14,83 25,67 34,23
8 66,13 419,23 514,90 39,90 15,20 10,57 34,81 18,51
6 50,10 310,92 426,87 35,15 13,61 16,13 49,84 21,10
3 23,37 285,67 408,29 28,36 10,66 7,24 34,18 12,89
12 (C) 59,72 391,93 488,88 38,86 18,51 14,87 38,78 23,74
7 37,84 315,64 417,55 33,63 14,70 11,77 38,68 18,83
10 (C) 54,62 347,46 461,73 39,83 16,58 15,37 42,83 22,61
2 63,06 404,67 564,90 32,53 28,14 10,84 21,07 30,16
5 61,70 425,38 591,03 31,73 29,14 12,33 22,93 31,64
11 (C) 54,65 360,05 493,54 38,92 17,27 14,38 39,78 22,47
4 55,27 303,70 464,15 40,88 12,85 19,89 57,14 23,68
13 (O) 52,10 345,47 453,12 38,38 18,10 14,14 38,00 22,97
Acetona

9 (C) 35,02 349,99 412,99 36,21 18,00 16,41 42,35 24,36
1 13,23 199,37 362,79 34,88 15,91 16,47 45,99 22,90
8 19,55 217,47 413,04 40,01 20,89 17,13 39,35 27,02
6 30,23 319,59 602,89 29,70 13,37 8,22 31,58 15,69
3 7,25 188,68 477,23 28,74 10,27 5,91 29,92 11,85
12 (C) 35,97 334,68 703,17 36,21 18,43 16,14 41,21 24,50
7 24,79 347,11 530,29 32,61 16,17 11,90 36,35 20,08
10 (C) 32,20 299,86 496,50 36,98 17,29 17,30 45,02 24,46
2 38,56 375,18 624,93 34,98 29,02 13,61 25,13 32,05
5 38,89 376,89 628,15 33,73 29,67 13,06 23,76 32,42
11 (C) 34,87 342,13 530,42 36,44 18,60 16,83 42,14 25,08
4 13,90 258,34 586,22 30,74 14,06 9,96 35,31 17,23
13 (O) 32,78 298,64 306,95 38,53 18,49 18,79 45,46 26,36

'"Teor de antocianinas (mg.100 g'); “Contetdo fendlico total (mg AGE.100 g'); ’Atividade
antioxidante (uM Trolox.g™); (C) Experimentos no ponto central.
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3.1.1.1. Etanol

De acordo com a Tabela 2, o teor de antocianinas nos extratos etanolicos
variou de 14,63 a 60,72 mg.100 g na polpa de jabuticaba. J4 o conteudo fendlico
total variou de 185,92 a 339,95 mg AGE.100 g"'. A medida da atividade antioxidante
dos extratos etandlicos variou desde 216,78 até 473,29 uM Trolox.g™.

O planejamento da Tabela 1 e os dados experimentais obtidos (Tabela 2)
foram usados para calcular os coeficientes das equagdes polinomiais de segunda
ordem. A Tabela 3 sumariza os coeficientes de regressdo, bem como sua
significancia.

Pode-se observar, de acordo com a Tabela 3, que o pH apresentou efeito
linear negativo no teor de antocianinas (p<0,05), na atividade antioxidante (p<0,04)
e no contetido fenolico total (p<0,05), indicando que uma diminui¢do desta variavel
aumenta linearmente estes teores, dentro dos niveis estudados. Quanto a
concentragdo da solucdo extratora, observou-se efeito linear positivo no teor de
antocianinas (p<0,05) e efeito quadratico negativo nas demais respostas da Tabela 3.
Estes resultados sugerem que, quando ocorre um aumento ou diminui¢do
demasiados, dentro dos niveis estudados da concentracdo da solucdo extratora,
ocorre uma queda quadratica destas respostas.

Apos a analise dos coeficientes, os modelos propostos foram avaliados quanto
a seu ajuste, ¢ a Tabela 4 apresenta a analise de varidncia (ANOVA) para os
modelos.

Pode-se observar, pela Tabela 4, que a falta de ajuste foi ndo significativa
para o teor de antocianinas (p>0,05) e para a atividade antioxidante (p>0,04). Pela
observagio da falta de ajuste ndo significativa e dos valores de R° dos modelos
(Tabela 3), pode-se afirmar que os mesmos sao adequados para a predi¢cao do teor de
antocianinas (R = 0,90) e da atividade antioxidante (R’= 0,82). Entretanto, para o
contetdo fenodlico total, a falta de ajuste foi significativa (p<0,05) (dados ndo
mostrados) e verificou-se que o modelo encontrado nao foi adequado para descrever

esta resposta usando a superficie.
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Tabela 3 — Coeficientes de regressao dos modelos polinomiais, erro-padrao e valores de p para os modelos construidos para as varidveis-resposta

teor de antocianinas, atividade antioxidante e conteudo fendlico total dos extratos etanolicos

TAC! AA? CFT’

Coef. Erro-padrﬁo4 t p Coef. Erro—padr€104 t p Coef. Erro—padr€104 t p
Bo 46,37 2,20 21,05 0,0000 379,35 11,54 32,87 0,0000 274,82" 6,18 44,45  0,0000
Bi(pH) -10,02" 1,74 5,76 0,0045 -71,06™ 9,12 7,79 0,0015 -42,09" 4,89 -8,61  0,0010
B2 (S) 11,60" 1,74 6,66  0,0026 6,67 9,12 0,73 0,5053 10,54 4,89 2,16 0,0973
B11 (PH’) 1,95 1,87 1,04  0,3559 20,83 9,78 2,13 0,1003 15,53 5,24 2,96  0,0415
B2z (5) -5,32" 1,87 2,85  0,0465 -55,99" 9,78 5,72 0,0046 21,97 524 -4,19  0,0138
B2 (PHxS) 5,11 2,46 2,07 0,1067 -19,01 12,90 -1,47 0,2147 -3,90 6,91 0,56  0,6027
R’ 0,90 0,81 0,71

"Teor de antocianinas (mg.100 g); Atividade antioxidante (uM Trolox.g™); *Contetido fendlico total (mg AGE.100 g"); *Erro-padrio: erro-puro; Significativo a p< 0,05;
“*Significativo a p<0,04.

Tabela 4 — ANOVA das regressoes obtidas para as respostas teor de antocianinas e atividade antioxidante dos extratos etandlicos

TAC! AA?
Fontes SQ GL QM F p SQ GL QM F p
Regressio 2230 5 446,04 13,32 0,0018" 69607 5 13921,45 5,93 0,0186"
Residuos 234.4 7 33,49 16445 7 234926
Falta de ajuste 137,4 3 45,79 1,89 0,2728 13782 3 4594,02 6,90 0,0464
Erro-puro 97,05 4 24,26 2663 4 665,69
Total 2465 12 86052 12

"Teor de antocianinas (mg.100 g); “Atividade antioxidante (uM Trolox.g™); "Significativo (p<0,05); ~ Significativo (p<0,04).

35



A Figura 1 mostra os contornos das respostas, obtidos por meio dos valores

preditos dos modelos ajustados.
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Figura 1 — Contornos das respostas para as varidveis (A) teor de antocianinas
(mg.100 g'l) e (B) atividade antioxidante (uM Trolox.g'l) obtidas pela extragdo com

o solvente etanol, em diferentes pH.

Quando se trata da extragdo de antocianinas para alimentos, universalmente
se utiliza o etanol acidificado (Francis, 1982). As principais razdes pelas quais
muitos autores escolhem o etanol sdo pelo fato de ele ndo ser toxico, por ser de baixo

custo e pela alta eficiéncia extratora (Fuleki & Francis, 1968; Lapornik et al., 2005).
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Observando-se em conjunto os contornos das respostas da Figura 1, verificou-
se que valores de pH mais baixos (<3,0) associados a etanol na concentragdo de 70 a
90% favorecem a extracdo de antocianinas e de compostos de acdo anti-radical.
Ainda, para o teor de antocianinas, notou-se que o uso de etanol absoluto (100%) a
pH acima de 7,0 favoreceu a extragao.

Pompeu et al. (2009), na otimizac¢do da extracdo de antocianinas e fendlicos
de acai verificou que a melhor concentracdo de etanol foi entre 70 e 80%. Ja
Karacabey & Mazza (2010), na maximizacdo da atividade antioxidante de caules de
Vitis vinifera, observaram que o etanol a 40% e a 55,4% possibilitaram a maxima
acao antioxidante no ensaio usando ABTS e usando ORAC-fluoresceina,
respectivamente. Em estudo de extragdo de antocianinas de jabuticaba, Montes et al.
(2005) encontraram como melhor condi¢do extratora o etanol (minimo de 80%)
acidificado com HCI na faixa de pH de 2,0 a 4,0. Da mesma forma, Constant (2003),
na extracdo de antocianinas de acai, recomendou o uso de etanol 70% a 90% em pH
2,0, concordando com dados obtidos no presente estudo.

Os principais mecanismos de atuacdao dos solventes organicos na extra¢ao de
compostos bioativos de vegetais sdo a desnaturagdo das membranas celulares,
permitindo a solubilizagdo e a extracao dos pigmentos, e a formagao de um gradiente
de concentracdo do interior do produto para o meio (Fuleki & Francis, 1968;
Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001; Cacace & Mazza, 2002; Castaneda-Ovando et
al., 2009).

3.1.1.2. Metanol

No planejamento composto central realizado para as extragdes metanolicas,
observou-se, pela Tabela 2, que o teor de antocianinas dos extratos variou de 23,37 a
63,06 mg.100 g'l, o conteudo fenodlico total variou de 285,67 até 425,38 mg
AGE.100 g e a atividade antioxidante dos extratos variou de 408,29 a 591,03 uM
Trolox.g™.

A Tabela 5 apresenta os coeficientes das equagdes polinomiais calculados e
sua significancia nos modelos. Pela Tabela 5 verificou-se que o pH apresentou efeito
linear e quadratico negativos na extragdo de antocianinas (p<0,05), indicando que
melhores extracdes ocorrem em pH baixos. Além disso, a concentracdo de metanol
apresentou efeito linear positivo (p<0,05) e a interagdo entre a solucdo extratora e o

pH mostra que o metanol mais concentrado associado a um pH mais elevado
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aumenta a extragdo de antocianinas (p<0,05). Para a atividade antioxidante dos
extratos metanolicos, observou-se efeito linear negativo do pH (p<0,05), indicando
que a maior a¢do antioxidante ¢ favorecida em pH mais 4acidos. Em meio écido, a
antocianina estd na forma de cation flavilium e os demais fenolicos estdo em sua
forma hidroxilada, e, deste modo, atuam como antioxidantes, por meio da doagdo de
elétrons ou atomos de hidrogénio aos radicais livres (Pietta, 2000). Para o contetido
fenolico, observou-se efeito quadratico negativo do pH (p<0,05) e efeito linear
positivo da concentragdo de metanol na solugdo (p<0,05).

Ap6s a proposi¢do dos modelos, os mesmos foram analisados quanto ao seu
ajuste e, para tal, utilizou-se a ANOVA (Tabela 6).

Pode-se observar que a falta de ajuste foi ndo significativa para o teor de
antocianinas, para a atividade antioxidante e para o conteudo fendlico total (p>0,05).
Pela observagio da falta de ajuste ndo significativa e dos elevados valores de R’ dos
modelos (Tabela 5), pode-se afirmar que os mesmos foram adequados para a

predicdo destas respostas.
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Tabela 5 — Coeficientes de regressao dos modelos polinomiais, erro-padrao e valores de p para os modelos construidos para as varidveis-resposta

teor de antocianinas, atividade antioxidante e contetido fenodlico total dos extratos metanolicos

TAC' AA? CFT?
Coef. Erro-padrio’ t p Coef. Erro-padrio® t p Coef. Erro-padrio’ t p

Bo 56,25 1,58 35,70 0,0000 490,56 17,98 27,29  0,0000 362,22" 8,37 43,27  0,0000
Bi(pH) -7,21" 1,25 -5,78  0,0044 -61,98" 14,21 436  0,0121 -47,69" 6,62 -7,21 0,0020
B2 (S) 9,77" 1,25 7,84 0,0014 23,40 14,21 1,65  0,1750 20,61 6,62 3,11 0,0357
Bu1 (pH’) -1,25 1,34 -0,94  0,4017 12,84 15,24 0,84  0,4471 -1,58 7,10 -0,22  0,8343
B2z (5) 3,21 1,34 2,40 0,0741 -8,53 15,24 0,56 0,6057 -1,94 7,10 -0,27  0,7979
B2 (pHxS) 6,41 1,76 3,64 0,0220 15,55 20,10 0,77  0,4822 4,43 9,36 0,47  0,6607
R’ 0,89 0,82 0,83

'"Teor de antocianinas (mg.100 g™); Atividade antioxidante (uM Trolox.g™); *Contetdo fendlico total (mg AGE.100 g™'); *Erro-padréo: erro-puro; ~Significativo a p< 0,05.

Tabela 6 - ANOVA das regressoes obtidas para as respostas teor de antocianinas e atividade antioxidante dos extratos metandlicos

TAC! AA? CFT®
Fontes SQ GL QM F p SQ GL QM F p SQ GL QM F p
Regressio 1420 5 283,97 12,1 0,0024" | 37965 5 7593,08 6,66 00136 | 21762 5 4352.40 6,72 0,0133"
Residuos 1643 7 23,47 7983 7 1140,45 4533 7 647,55
Falta de ajuste 1147 3 38,23 3,08 0,1526 | 1520 3 506,68 0,31  0,8160 3131 3 1043,78 2,98 0,1595
Erro-puro 4961 4 12,40 6463 4 1615,78 1401 4 350,37
Total 1584 12 45949 12 26295 12

'Teor de antocianinas (mg.100 g); “Atividade antioxidante (1M Trolox.g™); *Contetido fendlico total (mgAGE.100g™); " Significativo a p<0,05.
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A Figura 2 mostra as curvas de nivel obtidas por meio dos valores preditos
dos modelos ajustados. Analisando-se as curvas da Figura 2 de forma simultinea,
percebe-se que a regido que possibilita um maior teor de antocianinas, maior
conteudo fenolico e maior atividade antioxidante ocorre préximo ao nivel de 70% de
metanol e em pH mais acidos (aprox. 2,5). Para o teor de antocianinas isoladamente
verificou-se que melhores extragdes ocorrem com solucdo metandlica 60 a 80%
associado a baixos pH (aprox. 2,5) e também com metanol absoluto associado a pH
acima de 7,0. No presente trabalho, portanto, observou-se que ¢ possivel extrair
antocianinas com pH mais neutros, utilizando maior propor¢do de solvente. Isto
indica que as reacoes de transformacao da forma cationica flavilium das antocianinas
em direcdo as formas incolores pseudo-base carbinol e chalcona, podem ser
reversiveis em pH neutro.

Embora muitos autores prefiram utilizar o etanol (Cacace & Mazza, 2003b;
Fan et al., 2008; Valduga et al., 2008; Dai et al., 2009; Patil et al., 2009; Karacabey
& Mazza, 2010) ao metanol, Metivier et al. (1980) verificaram que o metanol foi
20% mais efetivo que o etanol e 73% mais eficiente que a agua na extracdo e
recuperagdo de antocianinas de casca de uva. Da mesma forma, Bridgers et al.
(2010) avaliaram o uso de metanol e etanol, tanto acidificados quanto neutros na
extragdo de antocianinas de batata-doce. Os autores verificaram que o metanol
acidificado foi a solucdo extratora mais eficiente para a extragcdo, quando comparado
ao etanol acidificado. No presente estudo, comparando-se as Figuras 1 e 2, observou-
se comportamentos parecidos do etanol e do metanol como solugdes extratoras de
antocianinas. Para o conteudo fenolico total, o metanol em concentragdes mais
elevadas e pH mais acidos favorecem a extragdo (Figura 2). Liyana-Pathirana &
Shahidi (2005), na extragdo de fenolicos de trigo, ao avaliar o poder extrator do
metanol e do etanol em concentragdes de 0 a 100%, verificaram que o melhor
solvente foi o etanol a 50% e ndo o metanol. Ja Montes et al. (2005) ndo encontraram
diferenca significativa entre o uso de etanol e metanol na extracdo de antocianinas de
jabuticaba. Para estes autores o efeito mais importante foi o da concentragdo dos
solventes, sendo o metanol a 80% menos efetivo que o metanol puro. No presente
estudo, em pH mais acidos, misturas de metanol e dgua foram mais eficientes na

extracdo que o metanol absoluto.

40



Solugdo metanodlica (%)

Solugdo metanolica (%)

Solugéo metandlica (%)

Figura 2 —

100

90

80

70

60

50

40

30
2,5 30 35 40 45 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5-_10

100
90
80
70
60
50

I 440

40 I 400

[ 360

> 320

%5 30 35 40 45 50 55 60 65 7.0 75280

s k) s El > E s H £ B k) - 240
100
90
80
70
60
50

Il 600

Bl 550

40 [ s00

[Jas0

. : [ 400

30 B 350

25 30 3,5 40 45 50 55 60 65 70 7,5 —

pH

Contornos das respostas para as varidveis (A) teor de antocianinas

(mg.100 g"), (B) contetido fendlico total (mg AGE.100 g') e (C) atividade

antioxidante (uM Trolox.g™) dos extratos obtidos com metanol, em diferentes pH.

41



3.1.1.3. Acetona

De acordo com a Tabela 2, o teor de antocianinas nos extratos acetonicos
variou de 7,25 a 38,89 mg.100g™' na polpa de jabuticaba. J4 o conteudo fendlico total
variou de 188,68 a 376,89 mg AGE.100 g"'. A medida da atividade antioxidante dos
extratos acetdnicos variou desde 362,79 até 628,15 uM Trolox.g™".

Os dados experimentais obtidos das extracdes com acetona (Tabela 2) foram
usados para calcular os coeficientes das equagdes polinomiais de segunda ordem e a
Tabela 7 sumariza os coeficientes de regressdo, bem como sua significancia.
Observou-se, pelos coeficientes do modelo, que para o teor de antocianinas a solugdo
extratora apresentou efeito quadratico negativo (p<0,05). Para a varidvel-resposta
atividade antioxidante nenhum dos coeficientes apresentou significancia (p>0,05).
Para o conteudo fendlico total observou-se que o aumento do pH propiciou um
menor teor de fendlicos no extrato (p<0,05), e que um aumento ou diminui¢do
excessivos do teor de acetona em agua provocou queda acentuada dos fendlicos
(»<0,05).

No entanto, a avaliagdo dos modelos propostos realizada pela ANOVA da
regressao mostrou que nenhum deles foi adequado para descrever as respostas, dado
que a falta de ajuste foi significativa em todos (dados nao mostrados). Os valores de
R’ mostrados na Tabela 7 confirmam estes resultados.

A extragdo com acetona ndo se mostrou satisfatdria, nos niveis de solucao
extratora ¢ pH estudados. Estes resultados diferem de alguns estudos, em que a
extracdo utilizando acetona como solucdo extratora se mostra promissora
(Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). Garcia-Viguera et al. (1998) ressaltam que o
uso de acetona permitiu uma extracdo mais eficiente e mais reprodutivel de
antocianinas de morango, quando comparado ao metanol acidificado com acido
formico e acido cloridrico e a dgua. De forma similar, Wrolstad & Durst (1998)
compararam o uso da acetona com o metanol acidificado na extracao de antocianinas
de amostras liquidas e em p6 de sucos, corantes e preparagdes nutracéuticas de
cranberry ¢ elderberry. Os autores verificaram que a recuperacio de antocianinas foi
30% maior com o uso da acetona, contrario ao comportamento observado no

presente estudo.
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Tabela 7 — Coeficientes de regressao dos modelos polinomiais, erro-padrao e valores de p para os modelos construidos para as varidveis-resposta

teor de antocianinas, atividade antioxidante e conteudo fendlico total dos extratos acetdonicos

TAC' AA’ CFT?

Coef.  Erro-padrio’ t p Coef. Erro-padrio’ t p Coef. Erro-padrio’ t p
Bo 33,88" 3,63 9,32 0,0000 486,23 65,78 7,39 0,0018 321,64 10,81 29,75 0,0000
Linear
Bi(pH) -6,27 2,88 2,18 0,0658 22,16 52,07 -0,04 0,9689 -29,12° 8,56 -3,40 0,0272
B2 (S) 0,35 2,89 0,12 0,9064 9,24 52,28 0,18 0,8683 -1,17 8,59 -0,14 0,8979
Quadratico
B (pH’) -1,47 3,08 -0,48 0,6482 62,05 55,75 1,11 0,3281 -0,37 9,16 -0,04 0,9696
B22 (S 8,91 3,10 2,87 0,0239 -16,99 56,12 -0,30 0,7772 -33,93 9,22 -3,68 0,0212
Interacao
Bi2 (pHxS) -3,30 4,06 -0,81 0,4430 25,13 73,46 0,34 0,7495 22,52 12,08 -1,86 0,1356
R’ 0,66 0,21 0,32

"Teor de antocianinas (mg.100 g); *Atividade antioxidante (uM Trolox.g™); *Contetido fendlico total (mg AGE.100 g); *Erro-padrio: erro-puro; ~Significativo a p< 0,05.
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3.1.2. Analise colorimétrica

A Colorimetria Triestimulos ¢ uma ferramenta util na caracteriza¢ao da cor
de extratos ricos em pigmentos. L* esta relacionado com a transmissao da luz (L*=0,
amostra totalmente preta; L*=100, amostra totalmente branca). Na analise do angulo
de tonalidade, h=0° quando fixado no eixo horizontal, no extremo da coordenada a*
(vermelho). Girando no sentido anti-horario, tem-se h=90° (amarelo), h=180° (verde)
e h=270° (azul) (Alves et al., 2008).

A Tabela 8 apresenta os coeficientes de regressao e sua significancia, obtidos
para as coordenadas colorimétricas L*, h e C*, para os extratos obtidos com os
solventes etanol, metanol e acetona.

Para a luminosidade no extrato etandlico, o pH apresentou efeito quadratico
negativo (p<0,01) (Tabela 8). Para o extrato metandlico, observou-se a significancia
da solugdo extratora (linear e quadratica), do pH (efeito quadratico) e da interagdo
entre o pH e a solucao extratora (p<0,01). Para o extrato acetonico, verificou-se que
o pH apresentou efeitos linear e quadratico, a solu¢do extratora apresentou efeito
quadratico e a interagdo entre a solugdo extratora e o pH teve efeito positivo
(»<0,05). Como L* esta relacionada a transmissao de luz, na extragdo de pigmentos,
valores de L* mais baixos seriam desejaveis, pois estariam relacionados a uma maior
eficiéncia de extracdo (Montes et al., 2005). No presente estudo, obteve-se, para os
extratos etandlicos, L* variando de 28,27 a 38,00; para os extratos metanolicos, L*
variou de 28,36 a 40,88 e para os extratos acetonicos, de 28,74 a 36,98 (Tabela 2).
Para os extratos etanolicos, pela Tabela 2, verificou-se que o maior valor de L*
correspondeu a um ponto experimental onde foi obtido baixo teor de antocianinas e
de fenolicos totais, ou seja, uma menor extracdo de bioativos possibilitou a obten¢ao

de um extrato mais claro.
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Tabela 8 — Coeficientes de regressao dos modelos polinomiais, erro-padrdo e valores de p para os modelos construidos para as respostas

luminosidade, angulo de tonalidade cromatica e saturacdo de cor, obtidos para os extratos etandlicos, metandlicos e acetdnicos

L*! h? c*
Coef. Erro-padrio* t p Coef.  Erro-padrio’ t p Coef. Erro-padrio* t p

Etanol Etanol Etanol
Bo 31,79" 0,33 97,79 0,0000 20,51 0,66 31,14 0,0000 20,59 0,32 63,78  0,0000
Bi (pH) 0,06 0,26 0,23 0,8263 3,92 0,52 7,52 0,0017 -5,04" 0,26 -19,74  0,0000
B2(S) -0,96 0,26 3,75 0,0199 -6,71" 0,52 -12,88 0,0002 -0,08 0,26 -0,32  0,7663
Bi1 (P -1,64" 0,28 -5,95 0,0040 0,28 0,56 0,51 0,6397 -1,47" 0,27 5,37 0,0058
B2 () 0,96 0,28 3,48 0,0253 4,47 0,56 8,00 0,0013 0,14 0,27 0,50  0,6419
f12(pHxS) 1,6 0,36 4,39 0,0118 -1,36 0,74 -1,85 0,1378 2,76 0,36 7,66 0,0016
R’ 0,60 0,80 0,98

Metanol Metanol Metanol
Bo 39,01 0,35 11029  0,0000 39,91 0,82 48,49 0,0000 23,13 0,29 80,85  0,0000
B (pH) 0,87 0,28 3,10 0,0173 10,33 0,65 15,88 0,0001 -5,34" 0,23 -23,61  0,0000
B2 (S) 2,417 0,28 8,63 0,0001 1,61 0,65 2,47 0,0687 0,78 0,23 347  0,0257
B (pH’) -3,04" 0,30 -10,13 0,0000 2,27 0,70 3,26 0,0312 2,30 0,24 9,48  0,0007
S22 (8% -1,38" 0,30 -4,59 0,0025 -2,09 0,70 -3,00 0,0400 -1,55" 0,24 -6,39  0,0031
B> (pHxS) 3,65 0,40 9,23 0,0000 6,89 0,92 7,49 0,0017 3,72" 0,32 11,62  0,0003
R’ 0,97 0,91 0,89

Acetona Acetona Acetona
Bo 36,92 0,44 84,43 0,0000 43,45 0,84 51,56 0,0000 25,02 0,37 66,78 0,0000
B (pH) 2,59 0,35 7,49 0,0017 1,65 0,67 2,47 0,0692 -6,70" 0,30 -22,60  0,0000
B2 (S) -0,07 0,35 -0,21 0,8428 0,42 0,67 0,62 0,5680 1,65 0,30 5,53 0,0052
Bii (pH’) -2,36" 0,37 6,37 0,0031 -8,32" 0,71 -11,65 0,0003 -0,65 0,32 2,04 0,1109
B22(S7) 1,417 0,37 3,79 0,0192 -1,81 0,72 2,52 0,0656 -1,88" 0,32 5,87 0,0042
B12(pHxS) 1,67" 0,49 3,42 0,0269 4,80" 0,94 5,10 0,0070 0,03 0,42 0,07 0,9453
R’ 0,84 0,86 0,96

'L*: luminosidade; *h: angulo de tonalidade cromética; *C*: saturagio de cor; Significativo (p<0,05); ~ Significativo (p<0,01); *Erro-padréo: erro puro.
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Verificou-se que os angulos de tonalidade cromatica dos extratos etandlicos,
metanolicos e acetonicos situaram-se na faixa entre o vermelho e amarelo (0° a 90°),
porém mais proximos do vermelho (Tabela 2). Para h, observou-se efeitos lineares
positivos do pH nos modelos para os extratos obtidos com etanol (p<0,05) e metanol
(»<0,01) (Tabela 8). Quanto maior o pH, maior o angulo de tonalidade cromatica, e
mais amarelados se tornam os extratos. De maneira andloga, quanto mais baixo o pH,
mais os extratos se aproximam do vermelho. Esta ¢ uma das razdes pelas quais as
extracdes de antocianinas sdo comumente realizadas em meios acidos. Para extratos
ricos em antocianinas, obtidos tradicionalmente com solventes acidificados, onde a
forma predominante do pigmento € o cation flavilium, h deve estar situado préximo
ao vermelho, ou entre o vermelho e o azul (270°). Montes et al. (2005), na avaliagdo
colorimétrica de antocianinas de jabuticaba utilizando sistemas solventes etanolicos e
metanolicos em meios acidos, encontraram valores de h de 13 a 24°.

Para a extracdo de pigmentos, elevados valores de C* sdao desejaveis, pois
este parametro ¢ a expressdo quantitativa da cromaticidade dos extratos,
relacionando-se com a sensagdo visual de “quantidade de cor”. Em geral, quanto
mais compostos os solventes sdo capazes de extrair, maiores serdo os valores de C*
dos respectivos extratos. Montes et al. (2005) encontrou valores de C* para extratos
de jabuticaba na ordem de 22,8 a 54,3. C*, no presente estudo, variou de 10,96 a
26,53 para os extratos etandlicos, de 12,89 a 34,23 para os extratos metanolicos e de
11,85 a 32,42 para os extratos acetonicos. Os maiores valores de C* dos solventes
mencionados anteriormente, de acordo com a Tabela 2, sdo de extratos contendo
altos teores de antocianinas e elevado conteido fenolico. No estudo de Fan et al.
(2008) foram encontrados valores de C* de 7,05 a 7,77. As discrepancias entre os
diferentes estudos podem ser por causa das diferentes condi¢cdes de extragdo
utilizadas em cada um deles.

A falta de ajuste foi testada para todos os modelos por ANOVA (dados nao
mostrados). Para os extratos etandlicos, verificou-se que para L* e h as faltas de
ajuste foram significativas (p<0,05), portanto os modelos ndo foram considerados
adequados para descrever estes parametros do sistema. Ja o parametro C* foi
adequado, pela falta de ajuste ter sido ndo significativa (p>0,05), associada ao
elevado R’ (Tabela 8). J4 para os extratos metanolicos, verificou-se que as regressoes
foram significativas (p<0,05) e as faltas de ajuste ndo significativas (p>0,05) para L*

e h (dados ndo mostrados). Para os extratos acetonicos, pela ANOVA observou-se
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que as regressoes foram significativas e as faltas de ajuste foram nao significativas
(dados ndo mostrados) para L*, h e C*, e associadas aos elevados valores de R’
obtidos, indicaram a obtencdo de modelos robustos para prever os paradmetros
cromaticos L*, h e C*. A Figura 3 mostra os graficos dos valores observados versus

os valores estimados dos parametros cromaticos.
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Figura 3 — Representagdo grafica dos valores estimados versus observados para L*, h

e C*, dos extratos produzidos com acetona.

3.1.3. Estudo comparativo do desempenho das solucdes extratoras avaliadas nos
planejamentos compostos centrais

Os trés estudos empregando planejamento composto central, utilizando como
solventes extratores etanol, metanol ¢ acetona, em diferentes concentragdes e
diferentes pH, foram comparados entre si, na eficiéncia extratora de antocianinas,
fenolicos e agdo antioxidante. A Tabela 9 apresenta as diferencas entre cada par de
solucdes extratoras, para as diferentes variaveis-resposta, bem como sua

significancia.
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Tabela 9 — Comparagao pareada das respostas dos planejamentos compostos centrais
com as solucdes extratoras metanol, etanol ¢ acetona, em relacdo ao teor de

antocianinas, conteudo fenolico total ¢ atividade antioxidante

TAC'
Etanol Metanol Metanol Acetona Etanol Acetona

Média 44,30 53,50 53,50 27,48 44,30 27,48
Variancia 205,38 132,01 132,01 113,44 205,38 113,44
Correlagao 0,94 - 0,53 - 0,50 -
t 1,78 - 1,78 - 1,78 -
p 9.47x10° - 1,14x10° - 0,0004 -

CFT?
Média 270,85 360,05 360,05 300,61 270,85 300,61
Variincia 244260  2186,87 2186,87 4225,52 2442,60 4225,52
Correlacao 0,82 - 0,22 - 0,19 -
t 1,78 - 1,78 - 1,78 -
p 4,50x10° - 0,0059 - 0,0787 -

AA®
Média 357,71 49321 49321 513,51 357,717 513,51
Varidncia 7171,00  3829,05 3829,05 13546,53 7171,00 13546,53
Correlagao 0,74 - 0,01 - 0,15 -
t 1,78 - 1,78 - 1,78 -
p 8,55x107 - 0,2848 - 0,0006 -

fp: unicaudal; 'Teor de antocianinas (mg.100g™); ’Contetido fenolico total (mg AGE.100g™);
3 Atividade antioxidante (uM Trolox.g™"). “Significativamente maior a p<0,05.

Pela Tabela 9 notou-se que, de maneira geral, o metanol foi a solucao
extratora mais eficiente na extracdo de antocianinas, nas condi¢des deste estudo,
seguido do etanol e da acetona (p<0,05). Este dado confirma o relato de Fuleki &
Francis (1968), em que a extracdo de antocianinas de fontes vegetais deve ser
realizada por maceragdes repetidas do material em solugdo resfriada de metanol: HCI1
1%. De acordo com Jackman & Smith (1996), o metanol ¢ a solu¢do extratora mais
eficiente para a extracdo destes pigmentos; no entanto, devido a sua toxicidade, o
etanol ¢ preferencialmente utilizado, embora seja menos eficiente e mais dificil de
ser concentrado, em relagdo ao metanol (Constant, 2003).

Na extracdo de fenolicos totais, o metanol também foi a solucdo extratora
mais eficiente. Shahidi & Naczk (2004) afirmam que o metanol, etanol, acetona,
agua, acetato de etila e, em menor extensdo, o propanol, a dimetilformamida e suas
combinagdes sdo freqiientemente usadas para a extragdo de compostos fenolicos. Ha
relatos na literatura do uso freqiiente de solugdes aquosas de etanol (Cacace &
Mazza, 2003a; Yang et al., 2009; Karacabey & Mazza, 2010) e de metanol (Arts et
al., 2000; Tomas-Barberan et al., 2001; Mattila et al., 2006) na extracdo de
polifendis, principalmente da familia dos flavonoides (Shahidi & Naczk, 2004).
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Na atividade antioxidante, observou-se que extratos acetonicos obtiveram
desempenhos iguais aos extratos metandlicos (p>0,05) e superiores aos extratos
etandlicos (p<0,05) (Tabela 9). Estes dados indicam que a acetona possivelmente
extrairia outros compostos que contribuem para a atividade antioxidante do sistema,
além dos polifendis e antocianinas. E recomendado o uso de acetona na extragio
prévia dos compostos bioativos de frutas para a posterior determinagdo de atividade
antioxidante total, conforme descrito em Rufino ez al. (2007).

Neste estudo, quando se utilizou o etanol como extrator, verificou-se elevada
correlacdo de Pearson significativa (p<0,05) entre a agdo antioxidante e o contetido
fendlico total (R = 0,92), e entre a acdo antioxidante e o teor de antocianinas (R =
0,74). Observou-se, quando se utilizou o metanol, correlagdes significativas positivas
(»<0,05) entre a atividade antioxidante e o conteudo fenolico total (R = 0,87), e entre
a atividade antioxidante ¢ o teor de antocianinas (R = 0,71), indicando que os
compostos fendlicos responderam em maior propor¢do pela acdo antioxidante dos
extratos etanolicos e metanolicos da jabuticaba. Na literatura hé trabalhos que
apresentam correlagdo da atividade antioxidante tanto com o teor de antocianinas
(Oki et al., 2002; Pompeu et al., 2009), quanto com o conteudo fendlico total
(Ahmed et al., 2010; Rufino et al., 2010), bem como correlagdo com ambos os

compostos bioativos (Huang ef al., 2006), como parece ser o caso do presente estudo.

3.2. Estudo comparativo da eficiéncia extratora das solu¢des de etanol e metanol

70% e efeito do pH

3.2.1. Efeito do pH

Estudou-se as solventes etanol e metanol, na concentracdo otimizada de 70%
pelo planejamento composto central, conforme mostrado em 3.1.1, nos pH de 2,5,
2,0, 1,5 e 1,0. Verificou-se que, nesta condi¢do, abaixando-se o pH, poderia se elevar
a extracdo de antocianinas, compostos fenolicos e aumentar a atividade antioxidante
dos sistemas (Figuras 1 ¢ 2).

A Figura 4 apresenta graficos gerados dos experimentos obtidos com o etanol
e metanol 70%, em funcdo do pH. Os dados obtidos dos teores de antocianinas,
contetdo fendlico total e atividade antioxidante foram ajustados a modelos lineares
quando se utilizou metanol como solugdo extratora. Os dados obtidos para o

conteudo de antocianinas, fendlicos totais e a atividade antioxidante, quando se
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utilizou o etanol 70%, foram ajustados a modelos polinomiais de segundo grau
(TAC) e a modelos cubicos (CET e AA), e os R’ encontram-se expostos nos
respectivos graficos.

De acordo com a Figura 4, observa-se que o teor de antocianinas tende a
aumentar com a diminui¢do do pH, tanto para o etanol quanto para o metanol. Para o
conteudo fenodlico total, na extragdo com o metanol, verificou-se que o maior teor foi
encontrado em pH 2,5, concordando com a Figura 2. Notou-se semelhanca entre as
curvas dos dados para conteido fendlico total e atividade antioxidante, mais
pronunciadamente na extragdo com metanol, indicando serem estes compostos 0s
que contribuem majoritariamente para a atividade antioxidante, corroborando as

correlagoes encontradas no item 3.1.3 deste estudo.

50



607 R2—0,87 ETOH 607 R2=0,95 MEOH
—é;;() 55" éﬂ 55" }\{_\‘\
= =
g 504 g 50
Q Q
S 457 % £ ) S 457

4’0 T T T T 40 T T T T

1.0 1.5 2.0 2.5 1.0 1.5 2.0 2.5
pH pH

4807 R?=0,73 ETOH _ 4807 R*=0,96 MEOH
§D 4504 /‘\/ %" 450
o i

. @) u
2 420 2 40
on
£ 3904 § 390
=
&3 ey
© 3601 © 360

1.0 15 20 25 1.0 15 20 25
pH pH
7507 R2=0,75 ETOH 750 R?=0,84 MEOH

-
(=
T

AA (uM Trolox.g™!)
AQ

<

AA (uM Trolox.g l)
W D
W ()
T <

1
(=
i

N

W

S
1
N
Wi
<

6001

500 T T T T 500 T T T T
1.0 1.5 2.0 2.5 1.0 1.5 2.0 25

pH pH
Figura 4 — Teor de antocianinas (mg.100g™), contetido fenolico total (mg
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obtidos com etanol 70% e metanol 70% em diferentes pH.

3.2.2. Comparacio da eficiéncia extratora das solucoes de etanol 70% e metanol
70%
Neste estudo, comparou-se a eficiéncia extratora das solucdes de etanol 70%

e metanol 70% na extragdo de antocianinas, conforme mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10 — Comparagao de médias da eficiéncia extratora das solugdes de metanol
70% ¢ etanol 70%, em relacdo ao teor de antocianinas, contetido fenodlico total e

atividade antioxidante, nos diferentes pH

TAC! CFT? AA®
Metanol Etanol Metanol Etanol Metanol Etanol
70% 70% 70% 70% 70% 70%
Média 52,02 43,07 419,96 451,04 586,44 678,94
pH 2.5 Varidncia 0,21 0,08 333,80 0,67 4,43 1157,26
23,19 - 2,40 - 3,83 -
p 0,0009 - 0,0690 - 0,0383 -
Média 52,937 4439 398,96 448,72 590,86 720,30°
pH 2,0 Variancia 0,01 0,98 840,08 3,43 1225,71 348,71
12,12 - 2,42 - -4,61 -
p 0,0034 - 0,0681 - 0,0219 -
Média 52,63 43,59 388,90 456,90" 557,57 672,93
DH 15 Varidncia 3,59 3,26 121,93 19,88 84,26 812,51
4,88 - -8,07 - -5,45 -
p 0,0197 - 0,0075 - 0,0160 -
Média 52,95 56,26 360,22 440,37 542,26 632,65
DH 10 Varidncia 7,88 2,31 136,61 80,03 108,97 157,94
t -1,47 - 7,70 - -7,82
p 0,1395 - 0,0082 - 0,0079

'"Teor de antocianinas (mg.100g"); “Contetido fenodlico total (mg AGE.100g™"); °Atividade
antioxidante (uM Trolox.g™). "Significativamente maior a p<0,05.

Pela Tabela 10 observou-se que, para o teor de antocianinas, a solucdo
extratora mais eficiente foi o metanol 70%, exceto quando em pH 1,0, em que as
duas solugdes extratoras ndo apresentaram diferenca na extracao (p>0,05). Estes
dados concordam com os estudos de Metivier et al. (1980) e de Bridgers et al.
(2010), que afirmaram que o metanol ¢ o melhor extrator para antocianinas,
provavelmente devido ao fato de que esta solugao sob acidificacdo promoveria maior
desnaturagdo protéica das membranas das células vegetais, lixiviando os pigmentos
para o meio. Concordam, também, com os resultados obtidos no item 3.1.3, quando
se comparou as solugdes extratoras dos experimentos de otimizagdo por
planejamento composto central.

Para o conteudo fendlico total, observou-se que as solugdes extratoras
obtiveram desempenhos semelhantes, exceto quando em pH 1,5 e 1,0. Ja para a
atividade antioxidante, verificou-se que os extratos etandlicos foram os que extrairam

maior propor¢ao de compostos com ac¢ao anti-radical nos pH estudados (p<0,05).
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4. Conclusao

Os planejamentos compostos centrais utilizados, associados aos experimentos
univariados com diferentes valores de pH, foram bem sucedidos na otimiza¢dao da
extragdo de antocianinas, fendlicos e atividade antioxidante para as solucdes
extratoras etanol e metanol. As duas variaveis investigadas no estudo (concentracdao
da solucdo extratora e pH) atuaram de forma marcante na extragdo de bioativos da
casca e polpa da jabuticaba.

Nas condigdes do estudo, a solugdo extratora mais eficiente foi o metanol,
seguido do etanol, de forma global. A acetona, nos niveis avaliados, ndo apresentou
bom desempenho como solugdo extratora. A atividade antioxidante dos extratos
etanolicos e metandlicos apresentou elevada correlacdo positiva com o contetido
fenolico total e, em menor magnitude, com o teor de antocianinas, indicando serem
os compostos fenodlicos totais os contribuintes majoritarios para o potencial anti-
radical destes extratos.

Com este trabalho, puderam-se confirmar os relatos da literatura de que as
extracdes de antocianinas mais eficientes sdo aquelas realizadas tradicionalmente
com metanol ou etanol a 70%, em pH acidificados. Ainda, a alternativa de uma
extragdo eficiente de antocianinas utilizando solugdes extratoras puras (a 100%) e pH
neutro foi sugerida pelo estudo, para a fonte antocianica jabuticaba.

Os extratos obtidos, pelo seu elevado teor de antocianinas e polifenois,
poderiam ser utilizados como corantes em alimentos liquidos e como parte de

formulagdes de alimentos funcionais, em face de sua elevada a¢ao anti-radical.
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ARTIGO N°2

OTIMIZACAO DA EXTRACAO DE ANTOCIANINAS E POLIFENOIS
ANTIOXIDANTES DE JABUTICABA (Myrciaria jaboticaba) COM
SOLUCOES AQUOSAS SULFURADAS EMPREGANDO A METODOLOGIA
DE SUPERFICIE DE RESPOSTAS

1. Introducao
As antocianinas sdo compostos da familia dos flavonoides e constituem um

grupo de pigmentos responsaveis por grande parte das cores vermelha a purpura em
flores, frutas, folhas, caules e raizes de plantas (Castafieda-Ovando et al., 2009).
Uma das propriedades mais importantes destes pigmentos ¢ sua atividade
antioxidante, que desempenha um papel fundamental na prevengdo de doengas
cardiovasculares, neuroldgicas, cancer e diabetes, entre outras (Konczak & Zhang,
2004).

A jabuticaba ¢ uma fonte rica em antocianinas ainda pouco estudada, apesar
de ser largamente consumida no Brasil. Comum em mercados brasileiros ¢
consumida principalmente na forma fresca, ou na forma de produtos como geleias e
licores. Os pigmentos encontram-se concentrados em sua casca, que ¢ um residuo
desta fruta, com potencial de ser utilizado na extracdo comercial de pigmentos. A
jabuticabeira (Myrciaria cauliflora e Myrciaria jaboticaba [Myrtaceae]) ¢ um
arbusto nativo do estado de Minas Gerais. Seus frutos tém coloragdo arroxeada
quando maduros e as cascas sdo ricas em antocianinas como a cianidina-3-glicosideo
(Einbond et al., 2004; Reynertson et al., 2006), taninos, acidos fendlicos como acido
elagico e flavonoides como rutina e quercetina (Einbond et al., 2004; Reynertson et
al., 2006; Reynertson et al., 2008).

Em estudos de compostos antioxidantes e anti-cancer presentes em frutas
tropicais, o extrato metandlico de jabuticaba apresentou forte atividade antioxidante
no ensaio DPPH (ICsp = 35 ug/mL) (Reynertson ef al., 2006) e em outro estudo, no
mesmo ensaio, apresentou ICso de 19,4 pg/mL (Reynertson et al., 2008).

O uso de solugdes sulfuradas como solugdo extratora para antocianinas
representa uma redugdo no uso de solugdes extratoras organicas como metanol, bem
como reduz o custo da extragao do pigmento (Gao & Mazza, 1996). Nao ha relatos

na literatura da extracdo de pigmentos de jabuticaba utilizando solucdes sulfuradas,
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portanto torna-se importante otimizar as condi¢des gerais da extragdo, como tempo,
relacdo matéria-prima:solvente e concentracdes de SO,, determinando o maior
rendimento da obten¢do de antocianinas, compostos fendlicos ou as condicdes que
proporcionam maior ag¢do antioxidante do extrato.

A metodologia de superficie de resposta (RSM) tem sido utilizada com
sucesso para a otimizagdo da extracdo de antocianinas de girassol (Gao & Mazza,
1996), de groselhas pretas (Cacace & Mazza, 2002), de batata-doce (Fan et al., 2008)
e de acai (Pompeu et al., 2009), e de compostos fenolicos de trigo (Liyana-Pathirana
& Shahidi, 2005), dentre outros. A RSM ¢ uma ferramenta estatistica util para
desenvolver e otimizar processos, nos quais uma resposta de interesse sofre
influéncia de vérios fatores. Esta técnica ndo somente demonstra o efeito das
varidveis independentes, mas também produz modelos matematicos para predizer o
processo (Pompeu ef al., 2009).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi otimizar a extracdo de
antocianinas e polifenois de jabuticaba, por meio da RSM, visando a obten¢do de um

maior teor destes compostos e maior atividade antioxidante.

2. Material e métodos
2.1. Material

As jabuticabas (Myrciaria jaboticaba) foram adquiridas em Cachoeira do
Campo - MG, em novembro de 2010. As cascas de jabuticaba foram obtidas por

meio do descascamento dos frutos congelados, imediatamente antes do experimento.

2.2. Métodos
2.2.1. Extracdo dos compostos bioativos da jabuticaba

As solucdes extratoras utilizadas foram solugdes aquosas de didxido de
enxofre, preparadas pela dissolugdo de metabissulfito de sodio (Na;S,0s) em agua.
Os pH das solugdes foram ajustados para 3,5, para que o equilibrio da dissociagdo
do metabissulfito de s6dio em meio aquoso estivesse deslocado para a formagao do
anion bissulfito (HSOj3) (Machado et al., 2006). As concentragdes das solucdes
foram expressas em equivalente de SO, (ppm).

Foram pesadas aproximadamente 10 g de casca de jabuticaba, e colocadas em

béqueres contendo as solugdes extratoras. Em seguida foram trituradas durante 2
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minutos com auxilio de triturador Ultra-turrac marca Marconi, modelo TE102. Os
extratos foram, entdo, armazenados a 20°C até o momento das analises.
A concentracdo das solucdes sulfuradas, o tempo de extragdo e a relacdo

solvente:casca variaram para cada extragao.

2.2.2. Delineamento experimental e analises estatisticas

A otimizacdo da extracdo foi realizada por meio de metodologia de superficie
de resposta. Foi utilizado um planejamento composto central com trés fatores e cinco
niveis de cada fator, constituindo um total de 19 experimentos casualizados, sendo
oito fatoriais (combinagdo dos niveis -1 e +1), seis axiais (uma variavel no nivel + a
e as outras no nivel zero) e cinco repeticdes no ponto central (trés variaveis no nivel
zero) (Teofilo & Ferreira, 2006).

As varidveis independentes foram concentracdo de SO,, tempo de extragdo e
relagdo solvente:casca, e seus niveis estdo apresentados na Tabela 1. As respostas
obtidas foram teor de antocianinas (TAC), conteudo fenoélico total (CFT), atividade

antioxidante (AA) e coordenadas colorimétricas (L*, a*, b*, h e C*).

Tabela 1 — Planejamento composto central para as variaveis teor de SO,, tempo de

extragdo e relacao solvente:casca

Niveis codificados Niveis decodificados
Ensaio Solv: 1
X7 X X3 Tempo/h (T) casca/mL.g" SO,/ppm (SO,)
(SO
6 +1 -1 +1 10,0 7 1300
8 +1 +1 +1 10,0 13 1300
16 C 0 0 0 7,5 10 850
12 0 +a 0 7,5 15 850
11 0 -a 0 7,5 5 850
7 +1 +1 -1 10,0 13 400
19C 0 0 0 7,5 10 850
15C 0 0 0 7,5 10 850
10 +a 0 0 12,0 10 850
14 0 0 + 0 7,5 10 1607
3 -1 +1 -1 5,0 13 400
2 -1 -1 +1 5,0 7 1300
13 0 0 -a 7,5 10 93
18 C 0 0 0 7,5 10 850
17C 0 0 0 7,5 10 850
9 -a 0 0 3,0 10 850
1 -1 -1 -1 5,0 7 400
5 +1 -1 -1 10,0 7 400
4 -1 +1 +1 5,0 13 1300

o ==+ 1,682 para trés variaveis independentes (Teofilo & Ferreira, 2006).
x; = variavel tempo (h); x, = variavel solvente:casca (mL.g"); x; = variavel teor de SO, (ppm).
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Para se fazer a codificacao/decodificacao dos niveis das variaveis empregou-

se a Equagdo 1, conforme descrito em Teofilo & Ferreira (2006),

x, = (Eq. 1)

em que: x; ¢ o valor codificado do planejamento composto central, z; ¢ o valor
experimental do nivel, z ¢ o valor do nivel zero (0), e Az ¢ a diferenca entre os
niveis mais (+) e menos (-) .

Os dados obtidos foram analisados por meio do software Statistica 7.0 (Tulsa,
USA) e foram ajustadas as equacdes polinomiais de segunda ordem. A fungdo de
respostas (y) ¢ dividida nos componentes linear, quadratico e de interagcdo, conforme
a Equacdo 2,

3 3 2 k
y=ﬂ0+2ﬂixi+2ﬂiixi2+z Z:szxixj+e (Eq.2)
i=1 i=1 i=1 j=i+l
onde: Sy ¢ o coeficiente constante (intercepto), f; € o coeficiente linear, f; o
coeficiente quadratico, f; o coeficiente de interacdo, X; sdo os niveis das varidveis
independentes e e o erro experimental.

Os coeficientes de regressao foram obtidos por meio de regressdo linear
multipla (MLR). Os coeficientes do modelo foram avaliados estatisticamente quanto
a sua significancia e interpretados de acordo com sua importancia no sistema.

A andlise de varidncia (ANOVA) e os valores de correlacdo foram usados
para validar os modelos e verificar se os mesmos estavam adequados. Os graficos de
superficie de resposta foram obtidos usando os valores preditos dos modelos
ajustados, mantendo-se a variavel independente de menor influéncia em um nivel

fixado.

2.2.3. Analises quantitativas
2.2.3.1. Teor de antocianinas

As antocianinas totais dos diferentes extratos produzidos foram quantificadas
pelo método espectrofotométrico proposto por Francis (1982). O teor total de
antocianinas foi determinado com auxilio de um espectrofotdometro Shimadzu,
modelo 1601PC (Kyoto, Japan), utilizando-se o coeficiente de absortividade molar

de 98,2, que se refere a absorcdo a 535 nm de uma mistura de antocianinas de
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cranberry em etanol acidificado, medida em cubeta de 1 cm, na concentracao de 1%

(m/v).

2.2.3.2. Contetuido fenolico total

O conteudo fenolico total dos extratos obtidos em cada experimento mostrado
na Tabela 1 foi determinado pelo ensaio espectrofotométrico com o reagente Folin-
Denis, baseado na redugdo dos acidos fosfomolibdico e fosfotingstico em meio
alcalino na presenca de fendlicos, gerando um complexo de cor azul (Swain & Hillis,
1959; Naczk & Shahidi, 2004). O acido galico foi utilizado como padrio e o teor
total de fenolicos dos extratos foi expresso como mg de acido gélico equivalente por

100 g de casca (mg AGE.100g™).

2.2.3.3. Atividade antioxidante

A atividade anti-radical livre foi realizada para os diferentes extratos
utilizando-se o método de ensaio do radical ABTS. Para a formagdo do radical
ABTS™, a solucdo aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a solugdo de persulfato de
potassio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a temperatura ambiente por 16
horas. Apos este tempo a absorbancia foi corrigida para 0,70 (£0,02) a 734 nm com
adicdo de etanol 80% (Re ef al., 1999) em espectrofotdometro. A 1 mL da solugdo
radical ABTS™" foram adicionados 0,5 mL de cada extrato, e realizada leitura
espectrofotométrica ap6s 6 minutos de reagdo. Foi utilizado o Trolox como padrio e

os resultados foram expressos em equivalente de Trolox (uM Trolox.g™).

2.2.4. Analise colorimétrica

Os extratos foram caracterizados pela leitura direta de reflectancia do sistema
de coordenadas retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelho e
verde) e “b*” (intensidade de amarelo e azul), empregando-se a escala de cor
CIELAB, com iluminante Dgs e angulo de observacdo de 10°, utilizando-se
colorimetro Hunter Lab, modelo Colorquest XE (Reston, USA). Os valores de C*
(cromaticidade ou saturacdo de cor) e h (angulo de tonalidade cromadtica) foram

calculados a partir dos dados de a* e b*, pelas Equagdes 3 ¢ 4.

c*=[ay +@%2)" (Eq.3)
h = arctan(b */a *) (Eq. 4)
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3. Resultados e Discussao

Os efeitos das varidveis teor de SO,, tempo, relacdo solvente:casca e suas
interagdes foram estudados para a otimizagdo da extragdo de antocianinas e
polifen6is de jabuticaba. As respostas obtidas dos 19 ensaios, em ordem
experimental aleatorizada, estdo mostradas na Tabela 2 para todas as respostas. As
coordenadas colorimétricas a* e b* foram utilizadas para o célculo dos pardmetros h

e C*, e para a caracterizacdo dos extratos, foram analisados L*, h e C*.

Tabela 2 — Respostas obtidas para os extratos aquosos sulfurados de casca de

jabuticaba
. 1 2 3 Colorimetria
Ensaio TAC CFT AA I+ e b h c
6 223,95 408,78 1149,07 47,70 11,53 19,16 58,96 22,36
8 244,50 1916,98 1346,53 45,20 11,27 18,38 58,48 21,56
16 C 229,34 1516,60 1256,35 45,17 12,06 17,18 54,93 20,99
12 213,30 1623,80 1178,04 45,10 10,72 17,60 58,65 20,61
11 224,27 1788,92 1132,62 44,50 12,15 16,53 53,68 20,51
7 213,04 857,38 996,20 43,97 16,69 15,51 42,90 22,78

19C 228,53 1598,03 1559,71 46,56 11,61 17,34 56,20 20,87
15C 251,70 1609,93 1272,85 45,20 13,64 17,67 52,33 22,32

10 235,06 1572,87 1227,37 43,68 14,04 16,98 50,41 22,03
14 213,78 1839,86 1340,99 47,93 8,93 18,79 64,58 20,80
3 162,03 551,53 750,88 47,03 14,59 15,09 45,97 20,99
2 165,95 404,02 811,99 47,91 13,68 16,13 49,70 21,15
13 111,01 729,09 641,46 42,62 20,68 13,77 33,66 24,85

18C 226,04 1460,84  1112,76 47,68 10,63 17,14 58,19 20,17
17C 260,73 1566,57 131918 43,47 1349 16,77 51,19 21,52

9 174,08 1276,42 1031,53 51,22 6,93 17,07 67,90 18,42
1 177,47 706,01 1025,32 46,48 15,11 15,29 45,34 21,50
5 237,31 793,23 994,44 42,04 20,07 15,10 36,96 25,12
4 160,56 423,41 1264,65 52,13 4,52 19,08 76,67 19,61

"Teor de antocianinas (mg.100 g'); *Contetdo fendlico total (mg AGE.100 g'); *Atividade
antioxidante (uM Trolox.g™).

3.1. Analises quantitativas

De acordo com a Tabela 2, o teor de antocianinas nos diferentes ensaios
variou de 111,01 a 239,27 mg.100 g’ nas cascas de jabuticaba. J4 o contetido
fendlico total variou de 404,02 a 1916,98 mg AGE.100 g”'. A medida da atividade
antioxidante dos extratos variou desde 641,46 até 1346,53 uM Trolox.g™.

Usando o planejamento apresentado na Tabela 1 e as respostas mostradas na
Tabela 2, os coeficientes dos modelos e suas avaliacOes estatisticas foram calculados.

Os resultados sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Coeficientes de regressao dos modelos polinomiais, erro-padrao e valores de p para os modelos construidos para as varidveis-resposta

teor de antocianinas, atividade antioxidante e conteudo fendlico total

TAC' AA’ CFT’
Coef. Erro—padr€104 t p Coef. Erro-padrio® t p Coef. Erro—padr€104 t p

Bo 239,217 10,48 22,82 0,0000 1304,81° 72,59 17,97  0,0000 1560,90" 234,77 6,65 0,0001
B:(D) 25,04 6,16 4,06  0,0028 68,09* 42,67 1,59  0,1091 167,47 137,98 1,21 0,2557
B2 (SC) -3,16 6,37 -049  0,6317 33,43 44,10 0,76  0,4202 85,72 142,61 0,60 0,5626
B3(S0;,) 13,03 6,34 2,05 0,0701 145,11° 43,93 3,30  0,0051 154,73 142,06 1,09 0,3044
B (T -10,04 5,68 -1,76  0,1107 -61,06 39,33 -1,55 0,1177 -155,76 127,19 -1,22 0,2518
B2 (SC?) -6,47 6,46 -1,00 03430 -63,25 44,77  -1,41 0,1499 -102,33 144,77 -0,71 0,4976
P33 (SO -26,29° 6,37 -4,13 0,0026 -119,91° 44,09 -2,72  0,0142 -246,73 142,59 -1,73 0,1176
L2 (TxSC) 2,14 8,29 0,26  0,8022 2,62 57,40 0,05 0,9605 213,43 185,63 1,15 0,2799
L13(TxS0O;) 3,89 8,29 0,47 0,6502 25,57 57,40 0,44  0,6316 138,16 185,63 0,74 0,4757
B23(SC*S0,) 6,86 8,29 0,83 0,4293 115,35 57,40 2,01 0,0519 202,24 185,63 1,09 0,3043
R’ 0,82 0,79 0,53

'"Teor de antocianinas (mg.100 g"); “Atividade antioxidante (uM Trolox.g™"); *Contetido fendlico total (mg AGE.100 g'); *Erro-padrio: soma quadratica dos residuos;

"Significativo a p< 0,11. Graus de liberdade: 9.

Tabela 4 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas teor de antocianinas e atividade antioxidante

TAC' AA*

Fontes SQ GL QM F » SQ GL QM F »
Regressio 24774,12 9 2752,70 10,91 0,0007" 709351,32 9 78816,81 3,38 0,0419"
Residuos 2269,94 9 252,22 209744,51 9 23304,95
Falta de ajuste 1265,81 5 253,16 1,01 0,5109 104311,87 5 20862,37 0,79 0,6064
Erro-puro 1004,13 4 251,03 105432,64 4 26358,16
Total 27044,06 18 919095,83 18

"Teor de antocianinas (mg.100 g); *Atividade antioxidante (uM Trolox.g™"); “Significativo (p<0,11).
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Pode-se observar, de acordo com a Tabela 3, que a variavel relacao
solvente:casca, nos niveis estudados, ndo exerceu influéncia no teor de antocianinas
(p>0,11), compostos fendlicos totais (p>0,11) e atividade antioxidante (p>0,11), ndo
sendo significativa pelo teste ¢. Estes resultados corroboram os dados de Karacabey
& Mazza (2010), onde a relagao solvente:casca ndo foi significativa na otimizacao da
atividade antioxidante de caules de Vitis vinifera. Em contrapartida, o teor de
antocianinas e atividade antioxidante foram influenciados (p<0,11) pelo tempo de
extragdo (efeito linear) e pela concentracdo de SO, (efeitos linear e quadratico). A
concentragdo de SO, apresentou efeito significativo (p<0,11) sobre a atividade
antioxidante dos extratos (efeitos linear e quadratico). Ainda, a interacdo entre as
variaveis relagdo solvente:casca e concentragdo de SO, foi significativa na atividade
antioxidante (p<0,11) (Tabela 3). Desta forma, a varidvel concentracao de SO, nos
niveis estudados, se mostra a mais importante varidvel do sistema, tendo seus
coeficientes de regressao significativos para as respostas TAC e AA.

Os resultados obtidos sugerem que, quando se aumenta a concentragdo de
SO,, o teor de antocianinas e a atividade antioxidante aumentam linearmente.
Entretanto, um aumento ou diminui¢do demasiada na concentragdo de SO, dentro
dos niveis estudados, provoca uma queda quadratica destas respostas. Ainda, pode-se
observar que quando ha aumento no tempo de extracdo, o teor de antocianinas e a
atividade antioxidante tendem a aumentar linearmente. Os coeficientes quadraticos
do tempo indicam um comportamento parecido ao da concentragdo de SO,.

Verifica-se, pela interacdo entre a relagdo solvente:casca e concentracao de
SO,, que maiores propor¢des solvente:casca associadas a niveis mais elevados de
SO, aumentam o potencial antioxidante dos extratos (Tabela 3). Geralmente, um
aumento na relacdo solvente:casca favorece a extracdo de compostos bioativos pela
formagdo de um maior gradiente de concentracdo e, com isso, gera-se aumento da
taxa de difusdo dos compostos para o meio (Cacace & Mazza, 2002).

Para o conteudo fenodlico total, verificou-se que nenhum coeficiente de
regressao foi significativo (p>0,11).

Apo6s a analise dos coeficientes de regressao, os modelos foram avaliados
quanto ao seu ajuste. A Tabela 4 mostra os resultados obtidos da Analise de
Variancia (ANOVA) das regressdes para teor de antocianinas e atividade

antioxidante.
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Pode-se observar, pela Tabela 4, que a falta de ajuste foi ndo significativa
para o teor de antocianinas (p>0,11) e para a atividade antioxidante (p>0,11), e o erro
puro de ambas as respostas foi baixo, indicando elevada precisdo experimental. Pela
observacgio da falta de ajuste ndo significativa e dos valores de R* dos modelos
(Tabela 3), pode-se afirmar que os mesmos sao adequados para a predigao do teor de
antocianinas (R = 0,82) e da atividade antioxidante (R*= 0,79). Entretanto, para o
conteudo fenolico total, a falta de ajuste foi significativa (p<0,10) (dados ndo
mostrados), e o modelo encontrado nao foi adequado para descrever esta resposta.

A Figura 1 mostra as superficies de resposta obtidas por meio dos valores
preditos dos modelos ajustados. Como a varidvel relagdo solvente:casca nao

apresentou efeito significativo, esta foi mantida no nivel de 10 mL.g" para a geragio

das superficies.

Figura 1 — Superficies de resposta obtidas para as variaveis (A) teor de antocianinas
(mg.100 g'l) e (B) atividade antioxidante (uM Trolox.g'l), obtidas pela extracdo com

diferentes concentracdes de SO, em tempos distintos.

Observou-se que a associacdo de elevadas concentracdes de SO, e curtos
tempos de extra¢do nao foi eficiente na extragdo dos compostos bioativos das cascas
de jabuticaba, e, conseqiientemente, ndo contribuiu para o aumento da agdo
antioxidante dos extratos (Figura 1). Pompeu et al (2009), na extragdo de
antocianinas e polifendis de acai, verificou que o tempo necessario para a extracao
completa dos polifendis a 29,5 °C foi de 8 horas. Como as extragdes do presente
estudo foram realizadas a 20 °C, nota-se uma concordancia entre os dados. As

extragdes insuficientes com tempos curtos podem ser explicadas pela difusdo
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incompleta dos compostos do interior da matriz para o solvente. Entretanto,
observam-se, na literatura, discrepancias entre efeitos do tempo de extragdo. Cacace
& Mazza (2002) atingiram uma concentragdo constante de fendlicos e antocianinas
provenientes de groselhas pretas em aproximadamente 25 minutos de extragdo, a
1100 ppm de SO,. Ja nos estudos de Cacace & Mazza (2003a) e de Fan et al. (2008),
foram necessarios 60 minutos para extrair fendlicos de bagas trituradas e
antocianinas de batata-doce, respectivamente.

No presente estudo, o uso de baixas concentracdes de SO, tanto em tempos
curtos como em tempos muito longos (Figura 1) foi pouco eficiente na extracio de
antocianinas ¢ de compostos com ac¢do antioxidante, sendo ressaltada a maior
importancia da varidvel concentragdo de SO, em detrimento ao tempo de extracao,
em concordancia com Fan et al. (2008). Estes dados discordam daqueles obtidos por
Gao & Mazza (1996), em que na extragdo de antocianinas de girassol, as condigdes
Otimas foram apenas 200 ppm de SO, e 5 minutos de extracdo. De acordo com
Cacace & Mazza (2002), o passo limitante da extragdo com baixas concentragdes de
SO, seria a baixa solubilizacdo dos compostos no meio.

O mecanismo exato pelo qual o SO, melhoraria a extragdo ainda nao ¢
conhecido, mas possiveis hipoteses sdo a interagdo das antocianinas e flavonodides
com o anion HSO3', que levaria a uma melhora da difusdo dos compostos através da
parede celular da matriz vegetal, ¢ a um aumento da solubilidade dos pigmentos
(Gao & Mazza, 1996). De acordo com Langston (1985) e Timberlake & Bridle
(1967), o didxido de enxofre em concentracdes de 0,05% até 0,2% reage apenas com
antocianinas monomeéricas, sais flavilium e antocianidinas, formando um complexo
com o anion HSOs". O anion HSO;™ se liga prontamente a grupos flavilium, como o
das antocianinas, na posi¢do 4, para formar um complexo sem carga, incolor e
estavel. A reacdo para a formagdo do complexo ¢ rapida e sua reagdo inversa €
igualmente rapida se o SO, ¢ removido do sistema, ou se hé acidificagdo da solugdo
(Timberlake & Bridle, 1967; Schwartz et al., 2010).

Verificou-se, de acordo com a Figura 1, que a regido 6tima para a extragdo de
antocianinas (teores acima de 240 mg.100g™) situa-se na faixa de concentracio de
SO, de 900 a 1150 ppm, combinadas com um tempo de extragdo de 9 a 10 horas.
Para se atingir um maximo de potencial antioxidante do sistema (valores acima de
1200 pM Trolox.g™), recomenda-se a extragdo com concentragdes de SO, variando

de 900 a 1010 ppm, combinadas a tempos de extracao de 8 a 11 horas.

67



Uma tendéncia de concordancia entre as melhores condicdes para a extragao
de antocianinas e para a obtencdo de maior acdo antioxidante foi observada no
presente estudo. Em geral, a a¢do antioxidante apresenta boa correlagdo com
compostos fenolicos (Rufino et al., 2010), e/ou com o teor de antocianinas (Pompeu
et al., 2009), ja que estes compostos, por sua natureza, contribuem para este
potencial. Observou-se, neste estudo, correlacdo significativa (p<0,05) entre a
atividade antioxidante e o teor de antocianinas (R = 0,72).

Pela andlise simultanea das condigdes Otimas para as duas variaveis, €
indicada a utilizacdo de SO, na concentragdo de 900 ppm, conduzindo-se a extragdo
por 9 horas, ¢ como a relacdo solvente:casca ndo teve efeitos significativos,
recomenda-se a utilizagio de um valor intermedirio, como 10 mL.g". Estes
resultados se aproximam daqueles obtidos por Cacace & Mazza (2002), em que na
otimizagdo da extracdo de antocianinas e fendlicos de groselhas, foi obtida a faixa
6tima de 1000 a 1200 ppm de SO, na relacdo solvente:fruto de 19 mL.g".
Entretanto, observa-se que ndo ha consenso quanto ao teor médio de SO, a ser
utilizado na extracdo. Ha relatos de extragdo 6tima a 1000 — 1200 ppm (Cacace &
Mazza, 2002; 2003a), outros a niveis ainda maiores, como 2000 ppm (Ayed et al.,
1999), e ainda, resultados em menor magnitude, como os encontrados por Bakker et
al. (1998), que ao avaliarem diferentes niveis de SO, na extra¢do de antocianinas (0,
75 e 150 ppm) verificaram que a melhor extracdo foi realizada a 150 ppm, mas
indicando que um aumento no teor de SO, extrairia mais antocianinas.

Pela utilizagdo dos niveis otimizados de concentragdo de SO,, tempo e
relagdo solvente:casca nos modelos ajustados para TAC e AA (Tabela 3 e Equacdo
2), verificou-se que ao se extrair antocianinas de cascas de jabuticaba com 900 ppm
de SO,, durante 9 h, na relagdo solvente:casca de 10 mL.g'l, 0 extrato teria teor de
antocianinas estimado de 255,36 mg.100 g e atividade antioxidante estimada de

1360,31 pM Trolox.g™.

3.2. Analise colorimétrica

A Colorimetria Triestimulos é uma ferramenta util na caracterizagdo da cor
de extratos ricos em pigmentos. L* estéd relacionado com a transmissao da luz (L*=0,
amostra totalmente preta; L*=100, amostra totalmente branca). Na analise do angulo

de tonalidade, h=0° quando fixado no eixo horizontal, no extremo da coordenada a*
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(vermelho). Girando no sentido anti-horario, tem-se h=90° (amarelo), h=180° (verde)
e h=270° (azul) (Alves et al., 2008).

A Tabela 5 apresenta os coeficientes de regressao e sua significancia, obtidos
para as coordenadas colorimétricas L*, h e C*.

Pela analise da Tabela 5, observou-se que, para a coordenada L*, o tempo
apresentou efeito linear negativo (p<0,05), ou seja, quanto maior o tempo de extragdo
menor o valor de L*. Como L* esta relacionada a transmissao de luz, na extragao de
pigmentos valores de L* mais baixos seriam desejaveis, pois estariam relacionados a
uma maior eficiéncia de extragdo (Montes et al., 2005).

Verificou-se que os angulos de tonalidade cromatica situaram-se na regiao
intermediaria entre vermelho e amarelo (Tabela 2), tipicos da extragdo aquosa com
solugdes sulfuradas, ja que a formacdo do complexo antocianina-HSOj;™ leva a uma
perda temporaria da cor (Timberlake & Bridle, 1967), e os extratos tornam-se
amarelados. Uma redu¢do do pH eliminaria o HSO3; e a antocianina retornaria a
forma catidnica, alterando o padrdo de cor (h). Para extratos ricos em antocianinas,
obtidos tradicionalmente com solvente acidificado, onde a forma predominante ¢ o
cation flavilium, h deve estar situado préximo ao vermelho, ou entre o vermelho e
azul. Montes ef al. (2005), em extratos de jabuticaba, obtiveram valores de h de 13° a
24°. Pelo modelo obtido no presente estudo (Tabela 5), verificou-se que o tempo
apresentou efeito linear negativo (p<0,05), enquanto a concentragdo de SO,
apresentou efeito linear positivo (p<0,05), ou seja, quanto maior a concentracio de
SO,, maior valor de h.

A cromaticidade ou saturacdo de cor, C*, foi influenciada pela concentracao
de SO,, linear e quadraticamente. O tempo de extracdo teve efeito linear positivo
(p<0,05) (Tabela 5). Verificou-se que quanto maior o tempo de extragdo ¢ maior a
concentracdo de SO,, mais saturadas foram as cores dos extratos. Para extragao de
pigmentos, elevados valores de C* sdo desejaveis, pois este pardmetro € a expressao
quantitativa da cromaticidade dos extratos, e se relaciona com a sensacdo visual de
“quantidade de cor”. Montes et al. (2005) encontrou valores de C* para extratos de
jabuticaba na ordem de 22,8 a 54,3. C*, no presente estudo, variou de 18,42 a 25,12.

Ja no estudo de Fan e a/l.(2008) foram encontrados valores de 7,05 a 7,77 para C*.
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Tabela 5 — Coeficientes de regressao dos modelos polinomiais, erro-padrdo e valores de p para os modelos construidos para as respostas

luminosidade, dngulo de tonalidade cromatica e saturacdo de cor

L*! h’ c’
Coef. Erro-padréo’ t p Coef. Erro-padréo’ t p Coef. Erro-padréo’ t p

o 45,60 0,68 66,64  0,0000 54,58 2,28 23,95 0,0000 21,16 0,40 53,43 0,0000
L1 (D) -1,95° 0,40 -4,84  0,0009 3,58 1,34 -2,67 0,0255 1,04 0,23 4,47 0,0015
B2 (SO) 0,38 0,42 0,92 0,3802 3,05 1,39 2,20 0,0551 -0,37 0,24 -1,54 0,1576
B3 (S0,) 1,64 0,41 3,95 0,0033 9,13 1,38 6,61 0,0001 -0,92° 0,24 -3,82 0,0041
S (TP 0,70 0,37 1,87 0,0936 0,97 1,24 0,78 0,4545 -0,19 0,21 -0,88 0,4042
P (SCP) -0,12 0,42 -0,28  0,7844 -0,04 1,41 -0,03 0,9805 -0,08 0,24 -0,32 0,7527
P33 (SO 0,05 0,42 0,12 0,9107 -2,52 1,39 -1,82 0,1028 0,72 0,24 2,99 0,0152
L12(T<SC) -0,67 0,54 -1,23 0,2486 -2,77 1,80 -1,53 0,1593 -0,14 0,31 -0,43 0,6751
L13(TxSO;) 0,05 0,54 0,08 0,9355 0,32 1,80 0,17 0,8651 -0,28 0,31 -0,90 0,3926
L23(SCxS0O;) 0,10 0,54 -0,18  0,8645 2,49 1,80 1,38 0,2005 0,06 0,31 0,20 0,8478
R 0,83 0,88 0,84

'L*: luminosidade; *h: angulo de tonalidade cromatica; 3C*: saturagdo de cor.

Significativo (p<0,05)
'"Erro-padrio: soma quadratica dos residuos; Graus de liberdade: 9.
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A falta de ajuste foi testada para todos os modelos colorimétricos por
ANOVA, sendo nao significativa (dados ndo mostrados). Um indicativo da qualidade
dos modelos pode ser visto na Figura 2. Os valores estimados versus medidos

. 2
mostram que os dados foram bem ajustados aos modelos, com elevados R".

54 L*
z 521 R®=083 ° 8 g
=
2 50 g §
2 48] 0 2 2 %
S 44 > s
42 °

Valores observados Valores observados Valores observados

Figura 2 — Representagdo grafica dos valores estimados versus observados para L*, h

e C*, dos extratos obtidos pela extragdo com solugdes de SO, em tempos distintos.

Pela utilizagdo dos niveis otimizados de concentragdo de SO,, tempo e
relagdo solvente:casca nos modelos ajustados para L*, h e C* (Tabela 5 e Equagdo
2), verificou-se que ao se extrair antocianinas de cascas de jabuticaba com 900 ppm
de SO,, durante 9 h, na relagdo solvente:casca de 10 mL.g'l, 0 extrato teria como
caracterizagdo colorimétrica estimada: luminosidade de 45,78, angulo de tonalidade

cromatica de 53,45° e saturagao de cor de 21,69.

4. Conclusao

O planejamento experimental utilizado foi bem sucedido na otimizagdo da
extracdo de antocianinas e na maximiza¢ao da acdo antioxidante dos extratos de
cascas de jabuticaba. Das trés varidveis investigadas no presente estudo, a
concentragdo de SO, foi a que afetou de forma mais marcante a extragdo de
antocianinas e o potencial antioxidante dos extratos. O tempo de extragdo apresentou
menor efeito, embora significativo. A relagdo solvente:casca nao afetou a extracao de
antocianinas e a atividade antioxidante dos extratos, nos niveis estudados. A
atividade antioxidante correlacionou-se positivamente com o teor de antocianinas,
indicando que estes pigmentos, no extrato de jabuticaba, contribuiram

majoritariamente para um maior potencial anti-radical.
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ARTIGO N°3

MICROENCAPSULAMENTO POR SPRAY DRYER DE EXTRATO DE
JABUTICABA (Myrciaria jaboticaba): INFLUENCIA DAS CONDICOES DO
PROCESSO DE SECAGEM

1. Introducao
A jabuticaba ¢ uma fruta nativa brasileira, de amplo consumo, e pode ser

encontrada com freqiiéncia nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais
(Silva et al., 2008). As cascas da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) possuem cor
arroxeada intensa pelo elevado teor de antocianinas (Silva ef al., 2010), dentre elas a
cianidina-3-glucosideo (Einbond et al., 2004; Reynertson et al., 2006). Possui
também importantes compostos fendlicos como a rutina, o 4cido elagico e a
quercetina (Reynertson et al., 2006; Reynertson et al., 2008).

As antocianinas e demais compostos fendlicos da jabuticaba apresentam
como principal fungdo bioldgica a elevada capacidade de seqiiestro de radicais livres.
Em estudos de compostos antioxidantes e anti-cancer presentes em frutas tropicais, o
extrato metanolico da jabuticaba apresentou forte atividade antioxidante no ensaio
DPPH (ICsyp = 35 ug.mL'l) (Reynertson et al., 2006) e em outro estudo, no mesmo
ensaio apresentou ICso de 19,4 ng.mL" (Reynertson et al., 2008).

Pesquisas com polifendis e antocianinas de frutas tropicais vém despertando
interesse de pesquisadores pela diversidade e quantidade de compostos bioativos
presentes, e pelo crescente interesse das industrias na busca de extratos de fontes
ricas em compostos bioativos, com comprovada a¢do antioxidante, tanto na forma
liquida quanto na forma de pds microencapsulados. A jabuticaba ¢ uma fruta ainda
pouco estudada quanto a seus aspectos fitoquimicos, quanto as formas de obtengdo
de seus compostos bioativos e quanto a aplicagdo destes em sistemas alimenticios.

A tecnologia de microencapsulamento por spray dryer ¢ utilizada na industria
alimenticia com objetivo de promover protecao a ingredientes sensiveis a degradagao
pela acdo da luz, do oxigénio e de radicais livres. Com esta técnica, os compostos
bioativos sdo protegidos por um material de parede (Ahmed et al., 2010; Bakowska-

Barczak & Kolodziejczyk, no prelo).

74



Numerosos materiais de parede ou agentes encapsulantes estdo disponiveis
para uso em alimentos, sendo que as maltodextrinas estdo entre os mais comuns. As
maltodextrinas sdo obtidas de amido de milho, via hidrélise 4cida, e apresentam
elevada solubilidade em agua, baixa viscosidade mesmo em altas concentragdes de
solidos, e formam solugdes incolores (Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, no
prelo). Sdo muito utilizadas no encapsulamento de antocianinas e fendlicos, com
graus de dextrose equivalente (DE) entre 10 e 20 (Ersus & Yurdagel, 2007; Tonon et
al., 2008; Ahmed et al., 2010; Silva et al., 2010; Tonon et al., 2010). No estudo do
microencapsulamento de antocianinas de jabuticaba, Silva et al. (2010), verificaram
que os pigmentos apresentaram maior estabilidade a luz, a 25 °C, quando se utilizou
a maltodextrina na propor¢cdo de 30%, quando comparado a misturas de
maltodextrina e goma arabica.

Em produtos desidratados, medidas de propriedades fisicas sdo importantes
para prever o comportamento do produto durante a estocagem e processamento. Uma
das medidas fisicas de grande destaque ¢ a determina¢do das isotermas de sor¢do,
que ilustram a capacidade de um pd de reter ou liberar 4gua para o meio, quando
colocado em atmosferas de umidade relativa controlada a uma dada temperatura
(Medeiros et al., 2006). A tendéncia de um material em adsorver agua do ambiente
onde se encontra define a sua higroscopicidade, que ¢ parametro fundamental de
qualidade de produtos alimenticios desidratados (Tonon, 2009). A migracdo da
umidade do ambiente para o p6 pode representar alguns inconvenientes, como a
formagdo de agregados de alta consisténcia ou caking (Costa et al., 2003). O
contrario (migracao de umidade do p6 para o ambiente) também pode ser prejudicial
em determinados alimentos, podendo influenciar em caracteristicas fisicas, como
solubilidade e densidade. Desta forma, o estudo da higroscopicidade e das isotermas
de sor¢do faz-se importante ao se trabalhar com produtos desidratados em po.

A metodologia de superficie de respostas (RSM) € uma técnica estatistica util
para desenvolver, melhorar e otimizar processos (Liyana-Pathirana & Shahidi, 2005).
Na literatura ainda existem poucos trabalhos empregando esta técnica no
microencapsulamento de pigmentos, embora tenha sido utilizada com é&xito na
otimizacao das condi¢des de microencapsulamento de antocianinas de agai (Tonon et
al., 2008), de rosele (Andrade & Flores, 2004), de acerola (Moreira et al., 2010) e de

betalainas de cactus pear (Saénz et al., 2009).
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Neste contexto, o objetivo principal deste estudo foi otimizar as condi¢des de
microencapsulamento por spray dryer de extratos de jabuticaba, por meio de RSM,
avaliando o efeito do fluxo de alimentag¢do e da temperatura de entrada do processo,
visando a obten¢do de poés com elevada retengdo de antocianinas, atividade
antioxidante e menor perda de cor. Paralelamente, foram tracadas isotermas de
sor¢ao de amostras obtidas por diferentes fluxos de alimentacdo, a fim de verificar

sua estabilidade frente a diferentes condi¢oes de armazenamento.

2. Material e métodos
2.1. Material

As jabuticabas (Myrciaria jaboticaba) foram coletadas no Campo
Experimental da Fruticultura, na Universidade Federal de Vigosa, nas safras de 2006
e de 2009. Estas foram despolpadas e as cascas foram submetidas a secagem em
secador de bandejas, a 65°C, por cerca de 8 horas. Apos a secagem, as cascas foram

armazenadas em freezer (-18 + 2 °C) até o momento das andlises.

2.2. Métodos
2.2.1. Delineamentos experimentais e analises estatisticas
2.2.1.1. Experimento de triagem

Para selecionar a condi¢ao de fluxo de alimentagdo em torno da qual o estudo
de otimizagdo seria realizado, um experimento variando diferentes fluxos de
alimentacdo foi conduzido em duplicata. Foram investigados os fluxos de
alimentagdo de 180 mL.h™", 360 mL.h" ¢ 540 mL.h™", correspondentes as capacidades
de bombeamento do equipamento de 10%, 20% e 30%, respectivamente. A
temperatura do ar de entrada do spray dryer foi fixada em 180 °C. As respostas
medidas nos pos produzidos neste experimento foram temperatura de saida (TS),
retengdo percentual de antocianinas (RA), teor de umidade (U), higroscopicidade (H)
e microscopia eletronica de varredura (MEV).

Apbs a obtengdo das respostas com os diferentes fluxos de alimentagdo, estas
foram comparadas entre si, duas a duas, para verificagdo do melhor fluxo de
alimenta¢do em torno do qual se deveria realizar o experimento de otimizagdo. Para
tal, utilizaram-se testes ¢ pareados, assumindo como hipdtese de nulidade (H))
diferenga zero entre as respostas dos diferentes fluxos de alimentagdo. Esta analise

estatistica foi realizada com auxilio do software Microsoft Office Excel, versao 2003.
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Foram obtidas também, isotermas de sorcdo de cada condicdo de fluxo de
alimentacdo avaliada, a fim de se analisar o comportamento dos pds, para futura
aplicacdo em sistemas-modelo alimenticios. Regressdes ndo lineares foram usadas
para determinar os parametros dos modelos, baseadas em modelos matematicos pré-

definidos (Silva et al., 2004).

2.2.1.2. Experimento de otimizacio

A otimizacdo do microencapsulamento de antocianinas de jabuticaba foi
realizada por meio de metodologia de superficie de resposta. Foi utilizado um
planejamento composto central com dois fatores e cinco niveis de cada fator,
constituindo um total de 11 experimentos casualizados, sendo quatro fatoriais
(combinacdo dos niveis -1 e +1), quatro axiais (uma variavel no nivel + a e a outra
no nivel zero) e trés repeticdes no ponto central (duas varidveis no nivel zero)
(Teofilo & Ferreira, 2006).

As variaveis independentes foram fluxo de alimentacdo e temperatura de
entrada do ar de secagem, e seus niveis estdo apresentados na Tabela 1. As respostas
obtidas foram temperatura de saida do ar (TS), teor de antocianinas (TAC), retengdo
de antocianinas nos pos (RA), teor de umidade (U), solidos totais (ST),

higroscopicidade (H), variagcdo global de cor (AE) e atividade antioxidante (AA).

Tabela 1 — Planejamento composto central para as variaveis temperatura de entrada e

fluxo de alimentacao

Niveis codificados Niveis decodificados
Ensaio X % Temp. entrada Fluxo de alimentacio
! 2 (°C) (mL.h™")
3 +1 -1 175 342
9 (0 0 0 162 378
-1 +1 150 414
10 (C) 0 0 162 378
6 +a 0 180 378
7 0 -a 162 324
4 +1 +1 175 414
11 (C) 0 0 162 378
8 0 +a 162 432
1 -1 -1 150 342
5 -a 0 144 378

o ==+ 1,414 para duas variaveis independentes (Teofilo & Ferreira, 2006).
X, = variavel temperatura de entrada (°C); X, = variavel fluxo de alimentagdo (mL.h™).
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Os dados obtidos foram ajustados a equacdes polinomiais de segunda ordem.
A fun¢do de respostas (Y) foi dividida nos componentes linear, quadratico e de
interagdo, conforme a Equagao 1,

k k
Y:ﬂ0+2ﬂiXi+ZﬂiiXi2+z Zﬂg/Xin"'e (Eq. 1)
= =

i<j J

em que: fy € o coeficiente constante (intercepto), f; € o coeficiente linear, £; o
coeficiente quadratico, fB; o coeficiente de interacdo, X; sdo os niveis das varidveis
independentes, k£ o nimero de variaveis (2) € e o erro experimental.

Os coeficientes de regressdo foram obtidos por meio de regressdo linear
multipla (MLR). Os coeficientes do modelo foram avaliados estatisticamente quanto
a sua significancia e interpretados de acordo com sua importancia no sistema.

A anélise de variancia (ANOVA) e os valores de R’ foram usados para validar
os modelos e verificar se os mesmos estavam adequados. Os graficos de superficie

de resposta foram obtidos usando os valores preditos dos modelos ajustados.

2.2.2. Preparo dos extratos concentrados de jabuticaba

Para os experimentos de otimizagdo, cerca de 20 g de cascas desidratadas de
jabuticaba da safra 2009 foram pesadas, trituradas e colocadas em maceragdo com
etanol 70% acidificado a pH 2,0 com HCI concentrado. A extragdo dos pigmentos foi
realizada durante 24 h, a temperatura de refrigeragao (8 = 2 °C). ApoOs a extragdo, o
extrato foi filtrado e levado a um evaporador rotatério para concentracao a vacuo, em
temperatura maxima de 40°C, com objetivo de se retirar o etanol do sistema.

Foram realizadas dez bateladas de extragdes para producdo dos extratos
concentrados, a fim de que se obtivesse o volume de extrato necessario a realizacdo
do experimento. Ao final da produgdo dos extratos concentrados, os mesmos foram
combinados e armazenados em recipiente unico em refrigeracdo até a realizagdo da
secagem.

Para os experimentos de triagem, foram utilizadas cascas desidratadas de
jabuticaba da safra de 2006, e o respectivo extrato concentrado foi preparado
conforme descrito anteriormente, em quantidade suficiente para a obten¢do de

adequada massa de pé para a realizagdo das analises.

2.2.3. Preparo das microcapsulas
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Os extratos concentrados obtidos em 2.2.2. foram adicionados de solugdes
30% de maltodextrina 10 DE (MOR-REX® 1910, Corn Products Brasil),
previamente preparadas, na propor¢ao de uma parte de extrato concentrado para trés
partes das solu¢des de maltodextrina (v/v). As misturas resultantes foram mantidas a
30 °C e submetidas a secagem em spray dryer.

Os pos foram obtidos utilizando um mini spray dryer da marca Buchi,
modelo B-191 (Flawil, Switzerland), com fluxo de ar operando em contracorrente.
As temperaturas de entrada e os fluxos de alimentacdo variaram conforme a Tabela
1, para os experimentos de otimizagdo. Para o experimento de triagem, seguiu
esquema descrito em 2.2.1.1. As temperaturas de saida variaram em funcdo das
temperaturas de entrada. O equipamento operou em todos os experimentos com
véacuo de 20 mBar e aspiracio de 28 m>.h™".

Os po6s obtidos foram acondicionados em embalagens de polietileno contendo
camada laminada, e as respectivas embalagens armazenadas em dessecadores até o

momento da realizagdo das analises.

2.2.4. Analises quantitativas
2.2.4.1. Teor de antocianinas e retencio percentual

As antocianinas totais do extrato concentrado e dos pds produzidos foram
quantificadas pelo método espectrofotométrico proposto por Francis (1982). O teor
total de antocianinas foi determinado com auxilio de um espectrofotometro
Shimadzu, modelo 1601PC (Kyoto, Japan), utilizando-se o coeficiente de
absortividade molar de 98,2, que se refere a absor¢do a 535 nm de uma mistura de
antocianinas de cranberry em etanol acidificado, medida em cubeta de 1 cm, na
concentragdo de 1% (m/v). Os teores foram calculados em base seca.

O preparo das amostras em po para a determinacdao de antocianinas envolveu
pesagem de cerca de 0,5 g de po6 e diluigdo em 8,0 mL de dgua acidificada. Apds a
total solubilizacdo dos poés, aliquotas foram diluidas de forma conveniente para a
analise, e transferidas para baldes contendo solugdo de Etanol:HCI 1,5 M (85:15,
v/v). Estas ultimas, por sua vez, foram centrifugadas com auxilio de centrifuga
Eppendorf, modelo 5804R (Hamburg, Germany), a 25 °C, durante 10 minutos, a
forca centrifuga relativa de 4868 g, antes da leitura espectrofotométrica.

Para o calculo da retengdo de antocianinas em cada condi¢do de atomizacao,

o conteudo total de antocianinas do extrato antes de atomizar foi determinado em
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mg.100 g de matéria seca e este foi comparado com os teores de antocianinas

obtidos em cada condi¢ao de atomizagao, de acordo com Tonon et al. (2008).

2.2.4.2. Teor de umidade, solidos totais e solidos solaveis

As andlises de umidade foram conduzidas conforme as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (1985), em estufa a 70 °C, vacuo < 100 mm Hg, por 6 horas, no
extrato antes de ser desidratado e nos pos produzidos. O teor de sélidos totais foi
obtido por diferenga. O teor de sélidos soluveis (° Brix) foi obtido para os extratos
antes de atomizar, pela leitura direta em refratdmetro marca Leica, modelo AR 200

(New York,USA).

2.2.4.3. Higroscopicidade

A higroscopicidade das amostras em po foi determinada com base em Cai &
Corke (2000) e Tonon et al. (2008). Amostras de cada p6 foram acondicionadas em
dessecadores a temperatura ambiente contendo solugdes saturadas de NaCl (75% de
umidade relativa, Ay, = 0,75). Apo6s uma semana, as amostras foram pesadas e a
higroscopicidade foi expressa como gramas de umidade absorvida por 100 g de

solidos secos.

2.2.4.4. Analise de reconstituicao da cor

As analises foram realizadas pela leitura direta de reflectancia do sistema de
coordenadas retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelho e
verde) e “b*” (intensidade de amarelo e azul), empregando-se a escala de cor
CIELAB, com iluminante Dgs e angulo de observacdo de 10°, utilizando-se
colorimetro Hunter Lab, modelo Colorquest XE (Reston, USA).

A perda da cor resultante do processo de secagem foi calculada mediante a
Equagdo 2,

AE =[(AL¥)* +(Aa*) +(85%)'1" e

onde AE ¢ a diferenga global de cor, AL é a variagdo da coordenada L*, Aa ¢
a variacdo da coordenada a* e Ab ¢ a variagdo da coordenada b*.

Para essa medida, foram coletadas amostras do extrato antes de atomizar, cuja
leitura foi realizada em duplicata. Apos a secagem, ¢ em fungao do teor de solidos

soluveis do extrato, os pds foram reconstituidos com agua para a condigdo inicial de
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entrada no spray dryer e, desta forma, foram obtidas as leituras correspondentes de

L*, a* e b*.

2.2.4.5. Atividade antioxidante

A atividade anti-radical livre foi realizada para os extratos e para os pos
produzidos, utilizando-se o método de ensaio do radical ABTS. Para a formagdo do
radical ABTS™, a solu¢io aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a solucdo de
persulfato de potassio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a temperatura
ambiente por 16 horas. Apods este tempo a absorbancia foi corrigida para 0,70 (+0,02)
a 734 nm com adi¢do de etanol 80% (Re ef al., 1999) em espectrofotometro. A 3,5
mL da solucdo radical ABTS™ foram adicionados 0,5 mL de cada extrato, e realizada
leitura espectrofotométrica apos 6 minutos de reagdo. Foi utilizado o Trolox como
padrio e os resultados foram expressos em equivalente de Trolox (uM Trolox.g™).

O preparo das amostras em pé antes da analise seguiu procedimento descrito

em?2.2.4.1.

2.2.5. Microscopia eletronica de varredura

O tamanho e a morfologia das microcapsulas foram avaliados por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV) de acordo com metodologia modificada
descrita por Shu et al. (2006). Pequenas quantidades de amostra foram colocadas na
superficie de fitas dupla face, fixadas em stubs. Em seguida, foram recobertas com
fina camada de ouro sob vacuo, com o auxilio de um metalizador marca Balzers,
modelo FDU-010. Para observacdo, foi utilizado um microscopio eletronico de
varredura marca LEO, modelo 1430 VP (Cambridge, UK). As amostras foram
observadas sistematicamente a 1000, 3000, 5000, 7000 e 10000 vezes de
magnificagdo. As andlises foram conduzidas no Nucleo de Microscopia e
Microandlise da UFV.

Para a andlise de MEV, foram selecionadas as amostras dos experimentos de
triagem (fluxos de alimentagdo de 180 mL.h™, 360 mL.h"' ¢ 540 mL.h"), para
verificar se houve efeito do fluxo de alimentagdo no tamanho e morfologia das
particulas. Foram, também, selecionadas amostras provenientes do experimento de
otimizagio, tendo fluxo de alimentagdo fixo de 378 mL.h", nas temperaturas de 144,
162 e 180 °C (experimentos 5, 10 e 6, respectivamente — Tabela 1), com objetivo de

se verificar a influéncia da temperatura na morfologia e tamanho das particulas.
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2.2.6. Isotermas de sor¢ao

Os pos produzidos no experimento de triagem, nos diferentes fluxos de
alimentagdo, foram submetidos a diferentes condigdes de armazenamento (umidade
relativa e atividade de dgua), para que fossem determinadas suas isotermas de sorcao,
em duplicata. Previamente a analise, os pds foram secos em estufa a 70 °C, com
vacuo < 100 mm Hg, durante 24 horas.

Para a determinagdo das isotermas, utilizou-se o método estitico dos
dessecadores, que consiste na exposi¢do de pequenas amostras do produto a varias
atmosferas de umidade relativa constante, geradas por solugdes saturadas, com base
em Costa et al. (2003). Os dessecadores foram preparados conforme o esquema
mostrado na Tabela 2. Apds atingir o equilibrio, os teores de umidade de equilibrio
dos pos foram determinados gravimetricamente. Os dessecadores foram armazenados

a temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

Tabela 2 — Sais utilizados nas isotermas e respectivas atividades de dgua das solugdes

saturadas
Dessecador n° Sal Atividade de agua*
1 LiCL.H,O 0,11
2 MgCl,.6H,0 0,33
3 Mg(NO3)26H20 0,53
4 NaCl 0,75
5 KCl1 0,85
6 K,SO4 0,97

*Atingidas quando em solucgdes saturadas dos respectivos sais

Na modelagem das isotermas, os dados obtidos foram ajustados aos modelos
matematicos tri-paramétricos de GAB (Guggenheim-Anderson-de Boer) e de BET
(Brunauer-Emmett-Teller) modificado (Equagdes 3 e 4, respectivamente), que sao
modelos de ampla aplicacdo em amostras alimenticias (Costa et al., 2003; Stencl,

2004; Medeiros et al., 2006; Goula et al., 2008; Tonon et al., 2009).

X = XMCGABKGABAW Eq. 3
‘ (1 - KGABAW )(1 - KGABAW + CGABKGABAW )
XMCBETAW[I_(n+1)AWn +”(Aw)n+l] Eq. 4

- (1 - AW)[l + (CBET - l)AW - CBET (AW )Hl]

82



em que: X,: teor de umidade de equilibrio (g.g'l); Cous, Kgap: constantes da equacao
de GAB; Cper: constante da equagdo de BET; Xj, teor de umidade da monocamada

(g.g); A, atividade de 4gua; n: nimero de camadas adsorvidas.

3. Resultados e Discussiao
3.1. Caracterizacio dos extratos antes da secagem
3.1.1. Experimento de triagem
O extrato adicionado da solucdo de maltodextrina, imediatamente antes da
secagem, apresentou 27,23 mg.100 g'1 de antocianinas totais, 81,68% de umidade,

18,32% de soélidos totais ¢ 20 °Brix.

3.1.2. Experimento de otimiza¢io

O extrato adicionado da solucao de maltodextrina, imediatamente antes da
secagem, apresentou 57,19 mg.100 g'l de antocianinas totais, 81,53% de umidade,
18,47% de soélidos totais ¢ 18° Brix. Como caracterizagao colorimétrica, obteve-se
L*=31,99, a*=21,39 e b*=7,51. A atividade anti-radical foi de 14,28 mM de
equivalente Trolox.

Observou-se grande redugdo nos teores de antocianinas das cascas de
jabuticaba da safra de 2006 (experimento de triagem) para as da safra de 2009
(experimento de otimizacdo). Apesar de desidratadas e armazenadas sob
congelamento, observou-se degradagdo acentuada dos pigmentos (aproximadamente
50%) com o tempo, talvez por agdo de enzimas ainda ativas nas cascas da safra de
2006, que degradam as antocianinas e compostos fendlicos, como as

polifenoloxidases, por exemplo.

3.2. Analises dos pos no experimento de triagem

O efeito dos diferentes fluxos de alimentagdo (180, 360 e 540 mL.h™"), a
temperatura constante de 180 °C foi avaliado, no microencapsulamento de extratos
de cascas de jabuticaba. As respostas obtidas dos diferentes experimentos estdo

mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Temperatura de saida, umidade, retengdo de antocianinas e

higroscopicidade de p6s encapsulados em diferentes fluxos de alimentagdo

Fluxos de alimentacio

Respostas 180 mL.h" 360 mL.h" 540 mL.h"
Temperatura de saida (°C) 92 75 58
Umidade (%) 2,76 £ 0,42 4,49 + 0,02 5,09 +0,61
Retencdo de antocianinas (%) 73,25 +2,00 79,85+ 0,18 74,79 £2,73
Higroscopicidade (mg H,0.100g™") 13,64 + 0,65 10,46 + 0,43 4,97 +0,12

Pela Tabela 3, notou-se que no fluxo mais baixo (180 mL.h™"), a temperatura
de saida do compartimento onde ficam os pds secos foi elevada. Esta condigdo
poderia levar a uma degradagdo dos pigmentos. Observou-se que a temperatura de
saida intermediaria de 75 °C, a retengdo do pigmento foi a mais elevada. Para a
umidade, notou-se que as amostras mais Umidas foram aquelas com fluxo de
alimentagdo mais elevado, e o inverso também ocorreu, quando se atomizou o
extrato a 180 mL.h'l, obtendo-se baixo teor de umidade. Verificou-se, também, a
relacdo contraria entre umidade e higroscopicidade, ou seja, quanto mais secas as
amostras, maior tendéncia em se absorver umidade do ambiente.

A Tabela 4 apresenta as comparagdes parecadas das respostas dos

experimentos em diferentes fluxos de alimentagao, pelo teste 7.

Tabela 4 — Comparagcdo de médias dos fluxos de alimenta¢do de 180, 360 e 540

-1 ~ . ~ .. . ..
mL.h™, em relacdo ao teor de umidade, reten¢dao de antocianinas e higroscopicidade

Umidade
180 mL.h" 360 mL.h" 180 mL.h"' 540 mL.h™ 360 mL.h™ 540 mL.h"!

Média 2,76 4,49 2,76 5,09 4,49 5,09
Varidncia 0,18 0,00 0,18 0,37 0,00 0,37
t -5,77 - -4,44 - -1,38 -

p 0,0143 - 0,0235 - 0,1504 -

Retencio de antocianinas

Média 73,25 79,85 73,25 74,79 79,85 74,79
Variincia 4,00 0,03 4,00 7,47 0,03 7,47
t -4,64 - -0,64 - 2,62 -

p 0,0216 - 0,2935 - 0,0600 -

Higroscopicidade

Média 13,64 10,76 13,24 5,05 10,76 5,05
Variancia 0,42 0,18 0,42 0,01 0,18 0,01

t 5,24 - 18,39 - 18,39 -

p 0,0172 - 0,0015 - 0,0015 -

" Significativamente maior a p<0,07.

Pela analise da Tabela 4, observou-se que as médias dos teores de umidade

entre os fluxos de alimentacio de 360 mL.h"' e 540 mL.h' ndo diferiram
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estatisticamente (p>0,07). Para a retencdao de antocianinas, verificou-se que entre os
fluxos de 180 mL.h" e 360 mL.h"' houve diferenca estatistica (p<0,07), indicando
que a maior retengdo foi obtida quando se utilizou a alimentagio de 360 mL.h™', dada
pela diferenca positiva entre as médias. De maneira analoga, foi detectada diferenca
estatistica para a retengdo entre os fluxos de 360 mL.h™" ¢ 540 mL.h"' (»p<0,07). Para
a higroscopicidade, os valores obtidos foram muito distintos (Tabela 3),
apresentando diferenca estatistica entre todas as médias testadas (p<0,07).

Pela anélise conjunta das Tabelas 3 e 4, e pelo comportamento das amostras
durante a secagem em spray dryer, optou-se por realizar o estudo de otimizacido na
regidio do fluxo de alimentacio de 360 mL.h™'. Esta escolha se deu devido aos
seguintes resultados: (i) maior valor de retengdo de antocianinas (79,85%) ter sido
encontrado nesta condicdo experimental; (ii) os pdés obtidos nesta condigdo
apresentaram teores intermedidrios de umidade e de higroscopicidade e (iii) a
temperatura de saida ndo foi tdo elevada como a observada no menor fluxo (180
mL.h™"). Verificou-se que no fluxo de 540 mL.h" o extrato passou mais rapido pela
camara de secagem e, conseqiientemente, trocou menos calor durante o processo,
gerando pos com umidade mais elevada, fato observado por Tonon et al. (2008),
quando trabalhou com maiores fluxos de alimentagdo no encapsulamento de suco de
acai. No presente estudo, ao final do processo, a camara de secagem ficou
impregnada de amostra que ndo foi seca adequadamente. Além disso, no estudo de
otimizagcdo ocorre uma variacdo simultanea dos fluxos de alimentagdo e das
temperaturas de entrada. Com isso, sup0s-se que algumas combinagdes de fluxos
elevados e temperaturas baixas de secagem poderiam gotejar do bico atomizador

para a camara e nao desidratar adequadamente.

3.3. Analises dos pds no experimento de otimizacio

Os efeitos das varidveis fluxo de alimentagdo, temperatura de entrada e suas
interagdes foram estudados para a otimizacdo do microencapsulamento de extratos
de jabuticaba. As respostas obtidas dos 11 ensaios, em ordem experimental

randomizada, sdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Respostas analisadas dos pos provenientes da secagem em spray dryer
dos extratos de jabuticaba a partir dos experimentos realizados de acordo com a

Tabela 1

Ensaio TS (°C) (m;ﬁ]%g'l) RA (%) (}/i | ST() (g.l(l)-:)g") AE TAr‘O‘l(f;‘_‘g{)
3 63 59,34 9576 641 9359 1173 2,69 6,81
9(C) 67 56,23 8826 491 9508 927 639 7.87
2 53 57.47 9041 641  93.59 839  1.68 7.20
10(C) 69 57.69 017 493 9507 1038 601 7.75
6 90 60,39 9122 372 9628 826  5.15 8.23
7 69 56,02 8859 714 9286 13,18 7.66 7.73
4 78 55.04 8449 507 9493 808 1039  7.57
11(C) 65 54,77 8536 490 9510 677 876 7.79
8 75 55.78 85.02 467 9533 11,73 652 7.30
I 67 54,05 88.63 546 9454 948 478 6.65
5 63 55.54 9333 505 9495 798 337 7.19

TS: temperatura de saida; TAC: teor de antocianinas; RA: retencdo de antocianinas; U: teor de
umidade; ST teor de solidos totais; H: higroscopicidade; AE: diferenga global de cor; AA4: atividade
antioxidante.

A temperatura do ar de saida variou de acordo com a temperatura do ar de
entrada, ou seja, geralmente, quanto maior a temperatura de entrada, maior a
temperatura do ar de saida e do produto na saida.

Algumas varidveis dependentes do estudo sdo complementares a outras. A
analise do teor de umidade ¢ complementar a de solidos totais. Por sua vez, a analise
do teor de antocianinas apresentou comportamento similar em magnitude aos da
analise da retencdo de antocianinas. Portanto, por estes motivos, neste estudo, optou-
se por discutir a reten¢do de antocianinas e o teor de umidade.

A Tabela 6 apresenta os coeficientes das equagdes polinomiais, calculados a
partir da Tabela 1 e das respostas mostradas na Tabela 5.

De acordo com a Tabela 6, na reten¢ao de antocianinas, observou-se efeito
quadratico positivo da temperatura de entrada do ar, efeito linear negativo do fluxo e
interagdo negativa entre a temperatura de entrada e o fluxo (p<0,07), indicando que a
associacao de temperaturas mais elevadas e menores fluxos proporcionam maior
retengdo dos pigmentos nos pos. De fato, a associacdo de menor fluxo de
alimentagcdo a temperaturas elevadas possibilita uma secagem quase instantanea do
material, e, desta forma, os compostos bioativos seriam pouco afetados pelo curto
tempo de exposi¢ao ao calor. Por outro lado, a associagdo de temperaturas baixas e
fluxos maiores também promoveriam maior retencao de pigmentos, de acordo com o

modelo encontrado (Tabela 6).
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Tabela 6 — Coeficientes de regressdo dos modelos polinomiais, erro-padrao e valores de p para os modelos construidos para retencdo de

antocianinas, teor de umidade, higroscopicidade, diferenga global de cor e atividade antioxidante

RA' U? H® AE* AA°
Coot Iy et Sy Jow ey ot MR g o I ’

Bo 88,23 1,21 73,16 0,0000| 4,89 041 11,89 0,0001 |9,73° 1,02 9,56 0,0002| 7,07 0,92 7,69 0,0006| 7,81° 0,03 234,48 0,0000
@E) 0,14 0,74 -0,19 0,8574| -0,28 025 -1,11 03160| 0,81 0,62 130 0,2501| 1,07 056 1,90 0,1156| 0,24 0,02 11,56 0,0074
fﬁ?z) 2,05 088 233 0,0672] -0,08 030 -026 0,8086|0,71 0,74 096 0,3811|-1,57" 0,67 -2,35 0,0655|-0,19° 002 -7.89 00157
/(3;) -1,72° 0,74 2,33 10,0669 [ -0,50 0,25 -1,97 0,1062 |-0,51 0,62 0,82 04504| 043 056 0,76 0,4814| 0,09° 0,02 435 0,0490
%;2) 0,48 0,88 -0,54 0,6103| 0,67° 030 224 0,0749 [-0,94 0,74 126 02634| -0,18 0,67 -0,27 0,7979 | -0,28° 0,02 -11,72 0,0072
f;E*F) 2329 121 73,16 0,0000| 0,56 0,36 -1,56 0,1796 | 1,11 0,88 1,26 02628| 2,73° 0,80 343 00186 | 0,06 0,03 221 0,1581
R’ 0,82 0,73 0,60 0,81 0,48

TE: temperatura de entrada (°C); F: fluxo de alimentagdo (mL.h™); lRA retenqao de antocianinas (%); “U: teor de umidade (%); *H: h1gr0scop1c1dade (g H,0.100 g™); *AE:
’AA: atividade antioxidante (mM Trolox.g™"); ®Erro-padrdo: soma quadratica dos residuos;

d1feren<;a global de cor;
"Significativo a p<0,11.

Tabela 7 — ANOVA das regressdes obtidas para as respostas retengdo de antocianinas e diferenga global de cor

"Erro-padrio: erro puro; Slgnlﬁcatlvo a p<0,07;

RA! AE?
Fontes SQ GL QM F p SQ GL QM F p
Regressio 95,28 5 19,0556 411 00734 55,58 5 11,1165 440  0,0647
Residuos 23,16 5 4,6329 12,62 5 2,5235
Falta de ajuste 6,29 3 2,0955 0,25 0,8586 8,176 3 2,7254 1,23 0,4784
Erro-puro 16,88 2 8,4390 4,441 2 2,2206
Total 118,4 10 68,2 10

'RA: retengio de antocianinas (%); *AE: diferenga global de cor; "Significativo a p<0,075.
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No presente estudo, o uso de temperaturas baixas associado a fluxos de
alimenta¢@o mais elevados ndo promoveu secagem adequada dos pos, impregnando a
camara de secagem de extrato e promovendo o gotejamento do extrato pelo bico
atomizador. Portanto, a possivel razdo para a maior retencdo de antocianinas nesta
condigdo seria que, com a saida de um pd mais umido, de certa forma, a matriz
encapsulante ainda imida protegeu as antocianinas da degrada¢do. De acordo com
Quek et al. (2007) e Tonon et al. (2008), pds produzidos a temperaturas mais baixas
tém uma tendéncia de aglomeragdo, devido ao seu teor de umidade mais elevado.
Esta aglomeragdo reduz a exposi¢do do p6 ao oxigénio, o que daria protecdo ao
pigmento contra a oxidagao.

No teor de umidade (Tabela 6) observou-se que um aumento do fluxo de
alimentagdo gera um aumento linear e quadratico da umidade do p6 (p<0,11). Tonon
et al. (2008), na avaliacdo das temperaturas de entrada e dos fluxos de alimentagdo
no encapsulamento de antocianinas de agai, verificaram que o teor de umidade dos
pos foi influenciado negativamente pelo aumento da temperatura de entrada, ou seja,
quanto maior a temperatura de entrada, maior o gradiente de temperatura formado
entre o liquido e o ar de secagem, resultando em pds com menor teor de umidade.
Este comportamento foi similar ao observado na Tabela 5 para esta resposta.

Na resposta higroscopicidade (Tabela 6) ndo se observou efeito significativo
da temperatura de entrada e do fluxo de alimentagdo, dentro dos niveis estudados
(>0,07). E relatado que a maltodextrina ¢ um agente carreador eficiente por ser um
po de baixa higroscopicidade (Tonon et al., 2008). Em geral, quanto menor o teor de
umidade dos pos, maior sua capacidade de absorver umidade do ambiente e,
portanto, maior sua higroscopicidade (Goula et al., 2004; Tonon et al., 2008). Ao
contrario dos resultados encontrados no presente estudo, Tonon et al (2008)
verificaram influéncia da temperatura de entrada e do fluxo de alimentagdo na
higroscopicidade de pds provenientes de suco de agai, indicando que quanto menor o
fluxo de alimentacdo e maior a temperatura de entrada, maior a higroscopicidade do
p6. No presente estudo, os fluxos de alimentagdo variaram em faixa estreita, de 324 a
432 mL.h" ou de 18 a 24% da capacidade maxima de alimentagdo do equipamento
(1800 mL.h™"), por limitagdes operacionais. Este pode ser um dos motivos pelos

quais ndo se conseguiu um modelo adequado para esta resposta.
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Para a diferenca global de cor, observou-se efeito quadratico negativo da
temperatura de entrada (p<0,07) e positivo de interacdo. Verifica-se, portanto, que
um aumento ou diminui¢do demasiada na temperatura de entrada provoca queda
quadratica na diferenga global de cor, e, quanto menor a diferenca global de cor,
menor o efeito danoso do processamento sobre o po.

Para a atividade antioxidante, verificou-se que as duas variaveis do estudo
exerceram influéncia linear e quadratica nesta resposta (p<0,07). Observou-se que o0s
po6s continham elevada atividade anti-radical (Tabela 6), e que os diferentes niveis
em estudo ndo afetaram em magnitude estes valores, que variaram pouco, de 6,65 a
8,23 mM Trolox.g™". Silva et al. (2010) encontraram atividades anti-radical para pos
de jabuticaba da ordem de 36,11 uM Trolox.g”, utilizando como fonte um extrato
rico em pigmentos antes da secagem na concentragdo de 8,0 °Brix. No presente
estudo, foram obtidas concentragdes equivalentes de Trolox mais elevadas nos pos,
partindo-se de um extrato rico em pigmentos antes da secagem na concentracao de
18 °Brix. Esta poderia ser a razdo da diferenca entre os dois estudos, além das
diferentes condigdes de extragdo e concentragdo utilizadas.

Apos andlise dos coeficientes, os modelos foram analisados quanto a seu
ajuste. A Tabela 7 mostra os resultados obtidos da analise de variancia (ANOVA)
das regressdes para retencao de antocianinas e diferenca global de cor.

Pela Tabela 7, observa-se que a falta de ajuste foi ndo significativa para a
retengdo de antocianinas e¢ para a diferenga global de cor, e as regressdes foram
significativas. Pode-se, portanto, afirmar que os modelos encontrados foram
adequados para a predigdo destas varidveis-resposta. Os valores de R’ destas
respostas (R’=0,82 para retengdo de antocianinas e R’=0,81 para diferenca global de
cor) confirmam o ajuste.

Para a atividade antioxidante e para a higroscopicidade, pela analise de
variancia, verificou-se que, nas condi¢des do presente estudo, ndo foi possivel
encontrar modelos adequados para descrever estas respostas, uma vez que a falta de
ajuste foi significativa e a regressdo foi nao significativa (dados nao mostrados).
Além disso, os valores de R’ encontrados foram baixos (R’=0,60 para
higroscopicidade e R’=0,48 para atividade antioxidante), o que mostra que os

modelos ndo explicaram grande parte da variagdo dos dados.
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A Figura 1 apresenta os valores estimados versus observados para o teor de

umidade, bem como os valores observados experimentalmente versus os residuos.
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Figura 1 — Representacdo grafica dos valores estimados versus observados (A) e dos

valores observados versus residuos (B) para a resposta teor de umidade (%).

Pela analise da Figura 1, verificou-se que o modelo encontrado foi capaz de
predizer o teor de umidade das amostras e que os residuos estavam distribuidos de
maneira aleatdria. Desta forma, este seria um indicativo da qualidade satisfatoria do
modelo encontrado para a resposta teor de umidade.

A Figura 2 mostra as superficies de resposta obtidas por meio dos valores
preditos dos modelos ajustados, para as varidveis-resposta retencao de antocianinas e
diferenca global de cor.

Analisando as superficies da Figura 2, verificou-se concordancia entre a
retengdo de antocianinas e a diferenga global de cor. Para a reten¢do de antocianinas,
o desejavel ¢ que ela seja maximizada, e para a diferenca global de cor, que seja
minimizada, ou seja, que a cor dos poOs apresentem maior semelhanca com os
extratos antes da secagem em spray dryer. Para se obter diferenca de cor proxima a
zero, deveriam ser utilizadas temperaturas proximas a 170 °C e fluxos de alimentagdo
menores que 340 mL.h", ou temperaturas menores que 150 °C combinadas com
fluxos de alimentagio maiores que 360 mL.h". De forma analoga, pela Figura 2,
verifica-se que, para a retengdo de antocianinas ser maior que 95%, as mesmas
condi¢des de secagem (temperatura de entrada e fluxo de alimentagdo) devem ser

atendidas.
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Figura 2 — Superficies de resposta obtidas para as variaveis (A) retengdo de

antocianinas ¢ (B) diferenca global de cor, dos pos produzidos por spray dryer a

diferentes temperaturas de entrada e fluxos de alimentagao.

Observou-se, no presente estudo, que as retengdes de antocianinas foram
elevadas (acima de 84%) em todas as condigdes experimentais avaliadas. Moreira et

al. (2010) trabalhando com extratos de acerola, encontraram retengao de antocianinas
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acima de 95% usando temperatura de entrada de 170 °C. Ersus & Yurdagel (2007),
no encapsulamento de antocianinas de cenoura preta, encontraram como melhor
condicdo para retencdo de antocianinas a utilizacdo de maltodextrina 20 DE e
temperatura de entrada de 160 °C, aliado a fluxo de alimenta¢do de 382 mL.h", em
concordancia com os dados obtidos no presente estudo.

Apesar de o spray dryer utilizar elevadas temperaturas na secagem, a alta
relacdo superficie/volume das goticulas do produto faz com que a secagem seja
quase instantanea, ¢ o fluxo de ar operando na camara faz com que o tempo de
residéncia das goticulas seja muito pequeno, da ordem de 1 a 2 segundos. Logo, o
produto ¢ removido da camara de secagem antes que sua temperatura exceda 100 °C
e, deste modo, a ocorréncia de dano térmico ¢ reduzida (Dziezak, 1988; Moreira et
al., 2010). Na literatura, alguns autores ressaltam o efeito danoso do aumento da
temperatura de entrada nos teores e na retencao de antocianinas (Ersus & Yurdagel,
2007), de betalainas (Cai & Corke, 2000) e de licopeno (Goula & Adamopoulos,
2005), demonstrando a susceptibilidade dos pigmentos naturais. No presente estudo,
no entanto, o uso de elevadas temperaturas de entrada ndo provocou dano térmico as
antocianinas, quando em combinacdo com fluxo de alimentagdo adequado. Neste
caso, a matriz de polissacarideo utilizada (maltodextrina) na propor¢cdo de 3:1
(encapsulante:nucleo) pode ter exercido efeito protetor aos pigmentos e as suas
propriedades de cor. Ao contrario dos resultados encontrados neste estudo, Silva et
al. (2010) observaram degradagdo das antocianinas de jabuticaba apds a secagem em
spray dryer utilizando maltodextrina como agente carreador ¢ Quek et al. (2007)
observaram degradacdo dos pigmentos de suco de melancia ao se elevar a
temperatura de secagem. Andrade & Flores (2004), na otimizagdo da secagem por
spray dryer de extratos de rosele, encontraram como condigdes ideais para
caracteristicas de cor e umidade a temperatura de entrada de 178-190 °C, fluxo de
alimentagdo de 9,5 a 15% (ou 171 a 270 mL.h™") e pressdo do atomizador de 5 a 6
bar. Silva et al. (2010), na formulacdo de corantes em pé de jabuticaba, verificaram
que pés produzidos com maltodextrina foram aqueles com maior satura¢io de cor,

parametro relacionado a sensagdo de “quantidade de cor”.
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3.4. Microscopia eletronica de varredura
3.4.1. Experimento de triagem

A anélise estrutural das particulas dos pds provenientes dos experimentos de
triagem, em que se variou os fluxos de alimentacdo da solugdo para o spray dryer, na
temperatura de secagem de 180 °C, foi realizada por meio de microscopia eletronica
de varredura. A Figura 3 mostra as fotomicrografias dos pds obtidos com o uso dos
fluxos de alimenta¢do de 180 mL.h™', 360 mL.h" ¢ 540 mL.h™".

Pela andlise da Figura 3, pode-se observar a presenga de microparticulas
esféricas, porém com morfologia irregular. Em geral, observou-se tamanho médio
das particulas como sendo menor que 10 um, sugerindo-se que o processo encaixou-
se na escala “micro”, caracterizando o microencapsulamento. Conforme relatado em
Barros & Stringheta (2006), o processo de encapsulagdo ¢ classificado como micro
quando o diametro das particulas varia de 0,2 a 5000 pm.

Obon et al. (2009), em pds provenientes de pigmentos de frutos de Opuntia
stricta, observaram na andlise de MEV que quando se utilizou menores fluxos de
alimentagdo no spray dryer, foram obtidos pds com maior pegajosidade (stickiness),
o que nao foi verificado no presente estudo (Figura 3), mesmo quando analisando as
micrografias dos aumentos intermediarios (ndo mostradas). Os autores afirmaram
ainda que a obtengdo de particulas de maior didmetro com o uso de maiores fluxos de
alimentagdo era esperada. Este fato ndo concordou com os dados do presente estudo,
conforme pode ser observado na Figura 3, uma vez que ndo se observou grandes

diferencas quanto a tamanho de particula nos diferentes fluxos de alimentagao.
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180 mL.h"!

Figura 3 - Micrografias das particulas de pos provenientes de extrato de jabuticaba,
submetidos a secagem em spray dryer em diferentes fluxos de alimentacdo, a
temperatura de 180 °C. Magnificacdo de 3000 vezes (esquerda) e 7000 vezes
(direita).
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3.4.2. Experimento de otimiza¢ao

A andlise da superficie das particulas dos pos obtidos a partir do experimento
de otimiza¢do da secagem em spray dryer foi realizada em carater tridimensional
pelo uso de microscopia eletronica de varredura. A Figura 4 apresenta as
fotomicrografias dos pos obtidos com as temperaturas de entrada de 144, 162 e 180
°C, com fluxo de alimentagdo de 378 mL.h"'. Os pos escolhidos foram aqueles
provenientes dos experimentos em nivel minimo (-1), zero (0) e maximo (+1) da
varidvel temperatura de entrada.

Pode-se observar, pela Figura 4, que as morfologias dos pos sao semelhantes
para as temperaturas de entrada de 162 e 180 °C, conforme se verifica no aumento de
7000 vezes. Com o uso da temperatura de 144 °C notou-se a formacdo de particulas
mais heterogéneas. As particulas apresentaram geometria esférica irregular, com
presenga de algumas depressdes na superficie. A formacao destas depressdes nas
superficies das particulas provenientes da secagem em spray dryer geralmente ¢
atribuida a retracdo das particulas pela drastica perda de umidade seguida de
resfriamento no processo (Saénz et al., 2009; Tonon, 2009). Percebeu-se também,
forte aderéncia das particulas menores a superficie das particulas maiores, fato
também observado por Cano-Chauca et al. (2005a).

Obon et al. (2009), ao analisar o efeito da temperatura no tamanho médio das
particulas por MEV, verificaram que quanto maior a temperatura de entrada do ar de
secagem, menor o tamanho de particula. Estes autores, quando trabalharam a 160 °C,
obtiveram particulas com diametro médio de 2-4 um. No presente estudo, no entanto,
pela observagdo da Figura 4, notou-se que a 160 °C algumas particulas apresentaram
esta dimensdo, porém ressaltando que a distribui¢do de tamanho ndo apresentou-se
uniforme.

Tonon et al. (2008), ao analisar a microestrutura de p6s oriundos de suco de
acai, observaram que o aumento das temperaturas de secagem permitiu a obtengao de
maior numero de cépsulas mais homogéneas, sem reentrancias. De acordo com os
autores, este fato esta relacionado com diferencas na taxa de secagem, que ¢ maior
quanto maior for a temperatura de secagem, o que ocasiona evaporacao mais rapida,
levando a formagdo de uma crosta homogénea e mais firme. Ao contrario, o uso de
baixas temperaturas de secagem levaria a formacao de uma crosta mais flexivel, que

se retrai apds o resfriamento.
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162 °C _ 162 °C

2um

Figura 4 — icrograﬁas das paiculas e'p()s provenientes de extrato de jabuticaba,
submetidos a diferentes temperaturas de entrada de secagem em spray dryer.
Magnificagao de 1000 vezes (esquerda) e 7000 vezes (direita).
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3.5. Isotermas de sor¢ao

Foram obtidas isotermas de sor¢do das amostras obtidas para a condigdo de
fluxo de alimentacdo de 180 mL.h?, 360 mL.h" e 540 mL.h', a 180 °C de
temperatura de entrada do ar de secagem (experimentos de triagem). O interesse
teorico e pratico de se conhecer as isotermas de produtos desidratados ¢ de
estabelecer condi¢des ideais de conservacao, de transformacdo e do
dimensionamento de equipamentos de secagem e transporte (Medeiros ef al., 2006).

Variados modelos matematicos estdo disponiveis na literatura para descrever
as isotermas de sorcdo de produtos de varias naturezas. Dentre os modelos
disponiveis, os de maior destaque e aplicacdo em alimentos sdo o de GAB e o de
BET modificado (Tonon et al., 2009). O modelo de GAB ¢ considerado o mais
versatil modelo de sor¢ao disponivel na literatura (Medeiros et al., 2006).

A Tabela 8 mostra os valores dos parametros dos modelos de GAB ¢ BET
modificado, ajustados para as condi¢des de atividade de 4gua estudadas. A Figura 5
apresenta os graficos com as isotermas de sor¢do tragadas para os pos obtidos em
diferentes fluxos de alimentagdo. As isotermas foram tragadas utilizando-se os

valores de atividade de dgua versus umidade relativa de equilibrio.

Tabela 8 — Valores dos pardmetros para os modelos de GAB e BET modificado para

descrever as isotermas dos pds obtidos com diferentes fluxos de alimentagao

Fluxos de GAB BET modificado
alimentagio X, Cos Kos R Xy Caer n R
180 mL.h! 0,039 11,593 0,969 97,60 9,757 0,001 11,625 93,35
360 mL.h' 0,032 0,981 0,979 99,72 2,319 0,003 16,532 99,17
540 mL.h! 0,021 18,843 0,993 97,90 0,021 23,579 95,764 9791

Pela anélise conjunta da Tabela 8 e da Figura 5, percebeu-se que a condi¢ao
em que houve melhor ajuste entre os dados e os modelos matematicos foi ao se
utilizar o fluxo de alimentacdo de 360 mL.h"' (GAB: R’ = 99,72). O modelo mais
adequado para descrever os dados foi o de GAB, pelos maiores valores de R’ em
todas as condi¢des. De forma semelhante, na determinagdo das isotermas de sor¢ao
de Calendula officinalis, Silva et al. (2004) recomendaram o uso dos modelos de
GAB na temperatura de 30 °C. Medeiros et al.(2006), ao tragar isotermas de sor¢cao
de produtos de cacau e cupuagu, verificaram que o modelo de GAB foi o que melhor
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se ajustou para suas amostras. Ja Tonon ef al. (2009) recomendou ambas as equagdes

para a modelagem de isotermas de suco de acai em po.
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Figura 5 — Isotermas de sor¢do de umidade de pos de extrato de jabuticaba, obtidos

por secagem em spray dryer, a diferentes fluxos de alimenta¢io: (A) 180 mL.h''; (B)

360 mL.h™"; (C) 540 mL.h™".
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O perfil de uma isoterma de sor¢do ¢ caracteristico da higroscopicidade do
produto alimenticio, e o comportamento de sor¢do do produto ¢ dependente da
temperatura. Geralmente produtos altamente higroscdpicos exibem isotermas com
aumentos repentinos da umidade relativa de equilibrio. Ao contrario, produtos com
higroscopicidade limitada exibem isotermas com tracados mais horizontais ao longo
dos diferentes valores de atividade de dgua (Medeiros et al., 2006). De acordo com
Labuza (1968) e Tonon (2009), uma isoterma de sor¢do pode ser dividida em trés
regides, dependendo do estado fisico da dgua presente. A primeira regido cobriria
uma faixa de atividade de agua entre zero e 0,35 e representaria a adsor¢do de um
filme de 4gua monomolecular. A segunda regido compreenderia uma faixa entre 0,35
a 0,60 de atividade de 4gua e representaria a adsor¢do das camadas adicionais de
agua acima da monocamada. Por fim, a terceira regido, com atividade de dgua acima
de 0,60, representaria a agua condensada nos poros do material seguida pela
dissolucdo de materiais soluveis presentes.

O valor de Xy, (teor de umidade na monocamada) calculado pelos modelos de
BET e GAB ¢ de grande interesse, uma vez que indica a quantidade de agua que esta
fortemente adsorvida aos sitios especificos na superficie do alimento, sendo
considerado como o valor 6timo para assegurar sua estabilidade (Fennema, 1996;
Goula et al., 2008; Tonon et al., 2009). Em valores abaixo de X, as reagdes de
deterioragdo, exceto a oxidagdo de lipidios, sio minimas (Goula et al., 2008). Pela
Tabela 8, observou-se, para os modelos de GAB ajustados, que os valores de X),
variaram de 2,1 a 3,9%. Ja para os modelos de BET ajustados, com os fluxos de
alimentagdo de 180 mL.h"' e 360 mL.h"', foram encontrados valores incorretos para
Xu e, por este motivo, o modelo de BET modificado ndo foi adequado a estes dados.
Tonon et al. (2009) encontraram valores para X, de suco de acai em pd pelo modelo
de GAB variando de 3,2 a 6,3%.

De acordo com Medeiros et al. (2006), a constante C (Cg4p € Cpgr) mostra o
formato caracteristico da isoterma. Se C ¢ menor que 10, a isoterma ¢ do tipo III,
caso contrario, ¢ do tipo II, conforme a classificagao de Brunauer et al. (1938), para
os tipos de isoterma mais comuns em alimentos. No presente estudo, no modelo de
GAB ajustado aos dados do fluxo de alimentag¢io de 360 mL.h™", verificou-se que a

isoterma foi do tipo III. As demais, neste modelo, foram do tipo II. As isotermas do
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tipo Il sdo de forma sigmoide e as de tipo III em forma de “J”, caracteristicas de

alimentos contendo agucares (Medeiros et al., 2006).

4. Conclusao

Combinagdes de varios niveis de temperatura de entrada e de fluxo de
alimenta¢do no microencapsulamento por spray dryer de antocianinas de jabuticaba
foram investigadas neste estudo. Baseado em estudo prévio de triagem, decidiu-se
trabalhar a otimizagdo em torno do fluxo de alimentagio de 360 mL.h’,
principalmente pela elevada reteng¢@o de antocianinas obtida.

A associacao de temperaturas de entrada elevadas (acima de 170 °C) com
fluxos de alimenta¢do mais baixos (menores que 340 mL.h™"), ou a associacdo de
temperaturas mais baixas (150 °C) com fluxos de alimentacdo mais elevados
(maiores que 360 mL.h") possibilitaram uma maior retengdo de antocianinas e
menor diferenga global de cor, em relacdo ao extrato original, antes de sofrer a
secagem.

De forma geral, as retengdes de antocianinas foram elevadas em todas as
condi¢des experimentais, indicando que, para esta resposta, as condigdes ja estavam
otimizadas. No entanto, para a higroscopicidade e para a atividade antioxidante,
sugere-se a realizagdo de novos estudos, visando encontrar modelos adequados para
descrever estas respostas, modificando-se os niveis das varidveis empregadas.

Em relagdo as isotermas de sor¢do, o modelo de GAB foi o que melhor
descreveu a adsor¢cdo de umidade de extratos de jabuticaba em p6 produzidos em
diferentes fluxos de alimentacao.

Sugere-se a realizagdo de mais estudos como este, ja que sdo importantes para
se analisar o comportamento dos pigmentos em pd produzidos por
microencapsulamento por spray dryer, visto que estes produtos podem ter amplas
possibilidades de aplicagdes, tanto como corantes em sistemas alimenticios, quanto
como fitoterapicos, por sua acdo antioxidante e atividade bioldgica pronunciada de

seus pigmentos.
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ARTIGO N° 4

OTIMIZACAO DE PARAMETROS PARA O MICROENCAPSULAMENTO
POR SPRAY DRYER DE EXTRATOS DE CASCAS DE JABUTICABA
(Mpyrciaria jaboticaba) USANDO ANALISE SIMULTANEA DAS RESPOSTAS

1. Introducao

As antocianinas sdo classificadas quimicamente como flavonoides e formam
um grupo de pigmentos responsaveis por grande parte das cores vermelha a ptirpura
em flores, frutas, folhas, caules e raizes de plantas (Castafieda-Ovando et al., 2009).
Uma das propriedades mais importantes destes pigmentos ¢ sua atividade
antioxidante, propriedade que desempenha um papel fundamental na prevencao de
doencgas cardiovasculares, neuroldgicas, de cancer e de diabetes, entre outras
(Konczak & Zhang, 2004). O corante natural antocianina ¢ comercialmente aplicado
em doces, produtos de confeitaria, pos para refrescos e gelatinas. Para aplicagdo
geral, ¢ utilizado em alimentos de pH mais baixo, at¢ pH 3,5, pela sua maior
estabilidade em condicdes acidas (Barros & Stringheta, 2006).

A jabuticaba ¢ uma fonte rica em antocianinas que, embora largamente
consumida pela populacdo brasileira, ¢ ainda pouco estudada. Os pigmentos
encontram-se concentrados em sua casca, que ¢ um residuo desta fruta, com
potencial de ser utilizado na producdo industrial de corantes. A jabuticabeira
(Myrciaria cauliflora e Myrciaria jaboticaba [Myrtaceae]) ¢ um arbusto nativo do
estado de Minas Gerais. Seus frutos tém coloracdo arroxeada quando maduros e as
cascas sdo ricas em antocianinas (cianidina-3-glicosideo) (Einbond et al., 2004;
Reynertson et al., 2006), taninos, acidos fenodlicos (acido elagico) e flavonoides
(rutina e quercetina) (Einbond et al., 2004; Reynertson et al., 2006; Reynertson et al.,
2008).

Estudos com extratos de frutas tropicais vém despertando interesse de
pesquisadores pela diversidade e quantidade de compostos presentes, e pelo
crescente interesse das industrias na busca de extratos de fontes ricas em compostos
bioativos, com comprovada acdo antioxidante. A jabuticaba ¢ uma fruta ainda pouco
estudada quanto a seus aspectos fitoquimicos, quanto as formas de obtencao de seus

compostos bioativos, principalmente de suas antocianinas, € quanto a aplicagdo
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destas em sistemas alimenticios. Normalmente, extratos provenientes de frutas sdo
aplicados tanto em forma liquida quanto na forma de pds microencapsulados.

A tecnologia de microencapsulamento por spray dryer € utilizada na industria
alimenticia com objetivo de promover protecao a ingredientes sensiveis a degradagao
pela acao da luz, do oxigénio e de radicais livres. Com esta técnica, os compostos
bioativos sdo protegidos por um material de parede (Barros & Stringheta, 2006;
Ahmed et al., 2010; Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, no prelo).

Numerosos materiais de parede ou agentes encapsulantes estdo disponiveis
para uso em alimentos. O encapsulante ideal deve ter propriedades emulsificantes,
ser capaz de formar filmes, ser biodegradavel, resistente ao trato gastrointestinal, ter
baixa viscosidade a elevados teores de solidos, ser pouco higroscopico e de baixo
custo (Constant, 1999; Barros & Stringheta, 2006). Entretanto, dificilmente um
agente encapsulante apresentara de forma isolada todas as propriedades
mencionadas. Desta forma, ¢ comum empregar mistura de dois ou mais componentes
(Constant, 1999; Barros & Stringheta, 2006; Silva et al., 2010).

Goma ardbica, amidos modificados e amidos hidrolisados sdo os agentes
encapsulantes mais frequentemente empregados no spray-drying (Shahidi & Han,
1993; Constant, 1999). Dentre estes agentes, as maltodextrinas estdo entre os mais
comuns. S3o obtidas de amido de milho, via hidrdlise acida, e apresentam elevada
solubilidade em 4gua, baixa viscosidade mesmo em altas concentracdes de solidos, e
formam solugdes incolores (Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk, no prelo). Sao
muito utilizadas no encapsulamento de antocianinas e fendlicos, com graus de
dextrose equivalente (DE) entre 10 e 20 (Ersus & Yurdagel, 2007; Tonon et al.,
2008; Ahmed et al., 2010; Silva et al., 2010; Tonon et al., 2010). A goma arabica,
além da cadeia de polissacarideo, possui uma fra¢ao protéica, o que confere a ela
certa agdo emulsificante. E também empregada sozinha ou associada a outros
encapsulantes na produ¢do de pds provenientes de extratos de pigmentos (Barros &
Stringheta, 2006; Pitalua et al., 2010; Silva et al., 2010). Um possivel agente
encapsulante para protecio de pigmentos ¢ o Capsul®, amido modificado
quimicamente pela incorporacdo de um componente lipofilico (succinato de octanil),
0 que promove boa retencdo de volateis e excelente estabilidade e capacidade de
emulsdo (Aburto et al., 1998). O Capsul® foi utilizado para protecio de agentes

sensiveis, com Oleo essencial de laranja (Aburto et al., 1998) e acido ascorbico
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(Finotelli & Rocha-Ledao, 2005). Nao foram encontrados relatos de seu uso como
encapsulante de pigmentos.

Para realizar o microencapsulamento por spray dryer, alguns parametros
precisam ser otimizados para se obter um pd com as caracteristicas desejaveis.
Porém, encontrar uma condi¢do de compromisso entre as respostas (variaveis
dependentes) que fornecem o pd desejavel exige metodologias estatisticas que
manipulam vdarias respostas simultaneamente. O objetivo ¢ a obten¢do do melhor
equilibrio entre as diversas respostas. Uma funcdo que otimiza simultaneamente
varias respostas ¢ a fun¢do chamada desejabilidade (do inglés, desirability), proposta
por Derringer & Suich (1980). A fungdo de desejabilidade realiza a otimizagao
simultanea de multiplas respostas de um processo, sugerindo os niveis das variaveis
independentes que fornecem as respostas desejaveis para o produto ou processo. Esta
metodologia torna a analise experimental mais simples, convertendo um problema de
otimizagdo de multiplas respostas em uma otimizagdo como uma unica resposta, de
mais facil interpretacdo (Derringer & Suich, 1980; Islam ef al., 2009).

A funcdo de desejabilidade foi utilizada com sucesso em vérias dreas, como
na otimizacao da extracdo de compostos bioativos de frutos de Gardenia jasminoides
(Yang et al., 2009), na remogao de pesticidas de solugdes aquosas e no tratamento
de residuos de cervejaria (Shi et al., 2010), dentre outras aplicagdes.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi otimizar o efeito de diferentes
parametros de microencapsulamento visando a obtencdo de pigmentos de jabuticaba
em po produzidos por spray dryer, com caracteristicas desejaveis para todas as
respostas investigadas. Para tal, foi estudado o efeito de diferentes agentes
encapsulantes (maltodextrina, goma arabica e Capsul®) e de diferentes temperaturas
de secagem, visando a obtencdo de pos com elevada retencdo de antocianinas,

melhores caracteristicas fisico-quimicas e menor perda de cor.

2. Material e métodos
2.1. Material

As jabuticabas (Myrciaria jaboticaba) foram coletadas no Campo
Experimental da Fruticultura, na Universidade Federal de Vicosa, na safra de 2009.

Estas foram despolpadas e as cascas foram submetidas a secagem em secador de
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bandejas, a 65°C, por cerca de 8 horas. Apdés a secagem, as cascas foram

armazenadas em freezer (-18 + 2 °C) até o momento das analises.

2.2. Métodos
2.2.1. Preparo dos extratos concentrados de jabuticaba

Cerca de 20 g de cascas desidratadas de jabuticaba foram pesadas, trituradas e
colocadas em maceracdo com etanol 70% acidificado a pH 2,0 com HCI
concentrado. A extragdo dos pigmentos foi realizada durante 24 h, a temperatura de
refrigeracdo (8 + 2 °C). Apoés a extracdo, o extrato foi filtrado e levado a um
evaporador rotatério para concentragdo a vacuo, em temperatura maxima de 40 °C,
com objetivo de se retirar o etanol do sistema.

Foram realizadas cerca de quinze bateladas de extragdes para producdo dos
extratos concentrados, a fim de que se obtivesse o volume de extrato necessario a
realizagdo do experimento. Ao final da produgdo dos extratos concentrados, os
mesmos foram combinados e armazenados em recipiente Unico em refrigeragdo até a

realizacdo das anélises.

2.2.2. Agentes carreadores

Os agentes carreadores utilizados foram: maltodextrina 10 DE (Corn
Products, Brasil), goma ardbica (Vetec, Brasil) ¢ amido modificado Capsul®
(National Starch, USA).

Os agentes carreadores foram preparados em solugdes na concentracao final
de 30% (m/v), antes da adicdo dos extratos de jabuticaba. Foram avaliados: (i)
maltodextrina 30% (controle), (if) mistura de goma ardbica 25% com maltodextrina

5% e (iii) mistura de Capsul® 25% com maltodextrina 5%.

2.2.3. Preparo das microcapsulas

Os extratos concentrados obtidos em 2.2.1. foram adicionados dos agentes
carreadores preparados conforme 2.2.2, na proporcdo de uma parte de extrato
concentrado para trés partes das solucdes carreadoras (v/v). As misturas resultantes
foram homogeneizadas em agitador magnético, mantidas a 30 °C e submetidas a

secagem em spray dryer.
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Os pos foram obtidos utilizando um mini spray dryer da marca Buchi,
modelo B-191 (Flawil, Switzerland), com fluxo de ar operando em contracorrente.
As temperaturas de entrada (TE) avaliadas, para cada matriz encapsulante, foram de
140, 160 e 180 °C. As temperaturas de saida (TS) variaram em fungdo das
temperaturas de entrada. O equipamento operou em todos os experimentos com
vacuo de 20 mBar e aspiracdo de 28 m’.h". O fluxo de alimentacio dos extratos foi
de 360 mL.h", equivalente a 20% da capacidade total de bombeamento do
equipamento.

Os po6s obtidos foram acondicionados em embalagens de polietileno contendo
camada laminada, e as respectivas embalagens armazenadas em ambiente protegido
da luz. Todos os experimentos foram realizados em duas repeti¢des, totalizando 18

ensaios.

2.2.4. Analises quantitativas
2.2.4.1. Teor de antocianinas e retencio percentual

As antocianinas totais do extrato concentrado e dos pos produzidos foram
quantificadas pelo método espectrofotométrico proposto por Francis (1982). O teor
total de antocianinas foi determinado com auxilio de um espectrofotometro
Shimadzu, modelo 1601PC (Kyoto, Japan), utilizando-se o coeficiente de
absortividade molar de 98,2, que se refere a absor¢do a 535 nm de uma mistura de
antocianinas de cranberry em etanol acidificado, medida em cubeta de 1 cm, na
concentragdo de 1% (m/v). Os teores foram calculados em base seca.

O preparo das amostras em po para a determinag¢do de antocianinas envolveu
pesagem de cerca de 0,5 g de po e dilui¢do em 8,0 mL de 4gua acidificada. Apds a
total solubilizacdo dos poés, aliquotas foram diluidas de forma conveniente para a
analise, e transferidas para baldes contendo solu¢ao de Etanol:HCI 1,5 mol.L"!
(85:15, v/v). Estas ultimas, por sua vez, foram centrifugadas com auxilio de
centrifuga Eppendorf, modelo 5804R (Hamburg, Germany), a 25 °C, durante 10
minutos, a for¢a centrifuga relativa de 4868 g, antes da leitura espectrofotométrica.

Para o calculo da retengdo de antocianinas (RA) em cada condicao de
atomizacdao, o conteudo total de antocianinas do extrato antes de atomizar foi
determinado em mg.100 g de matéria seca e este foi comparado com os teores de

antocianinas obtidos em cada p6 produzido, de acordo com Tonon et al. (2008).
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2.2.4.2. Teor de umidade, sélidos totais e solidos solaveis

As analises de umidade (U) foram conduzidas conforme as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1985), em estufa a 70 °C, vacuo < 100 mm Hg,
por 6 horas, no extrato antes de ser desidratado e nos pds produzidos. O teor de
solidos totais (ST) foi obtido por diferenca. O teor de solidos soluveis totais (°Brix)
foi obtido para os extratos antes de atomizar, pela leitura direta em refratometro
marca Leica, modelo AR 200 (New York, USA).

As respostas teor de umidade e solidos totais s3o complementares. Portanto,

nas analises estatisticas considerou-se apenas o teor de umidade das amostras.

2.2.4.3. Higroscopicidade

A higroscopicidade (H) das amostras em po foi determinada com base em Cai
& Corke (2000) e Tonon et al. (2008), com modificagcdes. Amostras de cada po
foram acondicionadas em dessecadores a temperatura ambiente contendo solugdes
saturadas de NaCl (75% de umidade relativa, Ay, = 0,75). Apoés uma semana, as
amostras foram pesadas e a higroscopicidade foi expressa como gramas de umidade

absorvida por 100 g de so6lidos secos.

2.2.4.4. Analise de reconstituicao da cor

As analises foram realizadas pela leitura direta de reflectancia do sistema de
coordenadas retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelho e
verde) e “b*” (intensidade de amarelo e azul), empregando-se a escala de cor
CIELAB, com iluminante Dgs e angulo de observacdo de 10°, utilizando-se
colorimetro Hunter Lab, modelo Colorquest XE (Reston, USA).

A perda da cor resultante do processo de secagem foi calculada mediante a
Equagdo 1,

AE =[(AL¥)? +(8a%) + (4611
Eq. 1

em que AE ¢ a diferenga global de cor, AL ¢ a variacdo da coordenada L*, da ¢ a

variagdo da coordenada a* e 4b ¢ a varia¢do da coordenada b*.
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Para essa medida, foram coletadas amostras do extrato antes da adi¢ao das
matrizes, diluidos na razdo 1/3 com 4gua, cuja leitura foi realizada em duplicata.
Apo6s a secagem, e em funcdo do teor de solidos soluveis do extrato, os pds foram
reconstituidos com agua para a condicdo inicial de entrada no spray dryer e, desta

forma, foram obtidas as leituras correspondentes de L*, a* e b*.

2.2.4.5. Atividade antioxidante

A atividade anti-radical livre (AA) foi realizada para os extratos e para os pos
produzidos, utilizando-se o método de ensaio do radical ABTS. Para a formagao do
radical ABTS™, a solugdo aquosa de ABTS 7 mM foi adicionada a solucdo de
persulfato de potassio 2,45 mM. Esta mistura foi mantida no escuro a temperatura
ambiente por 16 horas. Apos este tempo a absorbancia foi corrigida para 0,70 (£0,02)
a 734 nm com adi¢do de etanol 80% (Re et al., 1999) em espectrofotometro. A 3,5
mL da solucdo radical ABTS™ foram adicionados 0,5 mL de cada extrato, e realizada
leitura espectrofotométrica apods 6 minutos de reagdo. Foi utilizado o Trolox como
padrio e os resultados foram expressos em equivalente de Trolox (uM Trolox.g™).

O preparo das amostras em po antes da analise seguiu procedimento descrito

em?2.2.4.1.

2.2.5. Microscopia eletronica de varredura

O tamanho e a morfologia das microcapsulas produzidas com os diferentes
agentes encapsulantes na temperatura de 180 °C foram avaliados por meio de
microscopia eletronica de varredura (MEV) de acordo com metodologia modificada
descrita por Shu et al. (2006). Pequenas quantidades de amostra foram colocadas na
superficie de fitas dupla face, fixadas em stubs. Em seguida, foram recobertas com
fina camada de ouro sob vacuo, com o auxilio de um metalizador marca Balzers,
modelo FDU-010. Para observagdo, foi utilizado um microscopio eletronico de
varredura marca LEO, modelo 1430 VP (Cambridge, UK). As amostras foram
observadas sistematicamente a 1000, 3000, 5000, 7000 e 10000 vezes de
magnificagdo. As andlises foram conduzidas no Nucleo de Microscopia e

Microanalise da UFV.
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2.2.6. Solubilidade do pé em sistema-modelo alimenticio de bebida isotonica

Foram desenvolvidas em laboratorio bebidas isotdnicas adicionadas de
aromatizante idéntico ao natural, no sabor morango. Como ingredientes, foram
utilizados sacarose, monofostato de potassio e cloreto de s6dio, € como conservante,
sorbato de potassio.

Apbs o preparo da bebida isotdnica, com a incorporagcdo dos pigmentos de
jabuticaba em pd, foram medidos o pH e a osmolalidade da mesma, esta Gltima com
auxilio de um crioscopio marca ITR, modelo MK 540 (Esteio, Brasil), com o
objetivo de se verificar se a incorporagdo do pigmento em pd possibilitou a
manutencao da caracteristica “isotonica” da bebida. Para tal, foram medidos 2,5 mL
de cada amostra de isotdnico incorporado com o pigmento em pd e feita a leitura
direta do abaixamento do ponto de congelamento. De posse dos valores de crioscopia

em °C, a Equacdo 2 foi utilizada para o calculo da concentragio em mOsmol.kg™”,

AT,
mOsmol kg™ = K—c x 1000 Eq. 2

C
em que:
AT.= Abaixamento do ponto de congelamento

K. = 1,86 °C/mol/Kg (constante crioscOpica da dgua)

A solubilidade nos isotonicos preparados conforme item 2.2.6. foi realizada
para os pos obtidos com os diferentes agentes carreadores na temperatura de entrada
intermediaria de 160 °C. A solubilidade foi determinada conforme o método de
Eastman & Moore (1984) e Singh & Singh (2003), com algumas modificagdes. Em
100 mL de bebida isotonica, adicionou-se 1 g de cada pd, misturando-se a alta
velocidade em um mixer, durante 5 minutos. A solu¢ao foi colocada em tubos e
centrifugada a 1200g por 10 minutos. Uma aliquota de 25 mL do sobrenadante foi
colocada em placas de Petri previamente pesadas e logo apos foram secas em estufa

a 105 °C, por 5 horas. Por diferenca de peso foi calculada a solubilidade (%).
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2.2.7. Analises estatisticas
2.2.7.1. Delineamento experimental
Neste estudo, foi utilizada uma ANOVA fatorial com duas variaveis (two
way), trés niveis para cada variavel e em duplicata. Os célculos foram feitos com
auxilio do software Microsoft Office Excel, versao 2003 e do software Statistica 7.0.
Para a realizacdo dos célculos e geracdo das superficies, os diferentes niveis
das variaveis foram codificados em ntmeros (1, 2 e 3). A Tabela 1 apresenta as
varidveis e niveis estudados. As analises de desejabilidade foram feitas com auxilio

do software Statistica 7.0.

Tabela 1 — Varidveis e niveis estudados nas analises de desejabilidade

‘s Niveis
Variavel 1 ) 3
. Goma arabica 25% + Capsul® 25% +
0
Carreador MaltOd(el\)j[‘g;l a30% Maltodextrina 5% Maltodextrina 5%
(GA/MD) (CP/MD)
Temperatura 140 °C 160 °C 180 °C

2.2.7.2. Anilise de otimizac¢do pela funcio de desejabilidade

A func¢do de desejabilidade ¢ uma técnica estatistica Util para a determinagao
dos niveis das varidveis independentes que propiciam a otimizag¢do simultanea das
variaveis-resposta (dependentes) do estudo, transformando-as em uma tnica medida
(Derringer & Suich, 1980; Islam et al., 2009).

O procedimento adotado para a funcdo de desejabilidade envolveu duas
etapas, que foram: (i) encontrar os niveis das varidveis independentes que
simultaneamente produziram as respostas mais desejadas nas variaveis dependentes e
(i) obter, de posse das respostas mais desejadas de cada variavel dependente, a
desejabiliddade global, considerando todas as variaveis dependentes.

Esta fungdo transforma cada resposta estimada y,, calculada pelo ajuste do

modelo associado a ANOVA fatorial, em um valor desejavel d;, usando as seguintes

equacoes:
O j;yi < y[min
d = [&} Vivin <P < Viva » parai=1,2,....k (Eq.3)
yimax _y[min
1 j}i 2 yimax
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em que 0s valores Vimin € Vimax S0 0s valores minimos e maximos aceitaveis de y,,

respectivamente. Os valores de d; variam no intervalo de 0 < d; < 1, aumentando
quando a desejabilidade da correspondente resposta aumenta (maximiza¢do), ou
diminuindo quando a desejabilidade da correspondente resposta aumenta

(minimizacdo). Em outras palavras, a minimizagdo de y,, equivale & maximizacao de
—Ji
As desejabilidades individuais sdo entdo combinadas usando a média

geométrica (Equacdo 4) que fornece a desejabilidade global, D.
D:(d1 xd, x---xdk)%

(Eq. 4)

O valor de D ¢ uma resposta-compromisso, uma vez que seus valores contém
informagdes das respostas que se deseja minimizar e maximizar. A desejabilidade
global ¢ utilizada como resposta e a ANOVA fatorial ¢ realizada sobre ela.

Neste trabalho, quatro respostas precisaram ser otimizadas para fornecer um
p6 com propriedades desejaveis. As respostas foram: (1) retencdo de antocianinas,
(2) diferenga global de cor, (3) higroscopicidade e (4) umidade. Antes da otimizacao
simultanea, modelos quadraticos foram ajustados aos dados de cada resposta do
estudo.

Na otimizacao simultanea, foi definido para cada resposta, de acordo com as
caracteristicas desejaveis do po, se a mesma deveria ser maximizada ou minimizada.
De posse destas informagdes, de acordo com Islam ez al. (2009) e Shi et al. (2010),
considerou-se diferentes parametros para maximizagdo e¢ minimizac¢do. Usando a
Equacao 3, pdde-se chegar as seguintes condicdes:

e Maximizagao:

d; =0, se a resposta ¢ menor que o valor minimo

0 <d; <1, se aresposta varia entre o valor minimo ¢ maximo

d; =1, se a resposta ¢ maior que o valor maximo

e Minimizacgao:
d; =1, se a resposta ¢ menor que o valor minimo
1 <d; <0, se aresposta varia entre o valor minimo € maximo

d; =0, se a resposta ¢ maior que o valor maximo
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Para este estudo, a resposta retencdo de antocianinas foi maximizada,
enquanto as demais foram minimizadas, ja que o objetivo foi produzir pds com
elevado teor de antocianinas, cor mais parecida com seu extrato original, com baixa

umidade e baixa higroscopicidade, para facilitar sua conservagao.

3. Resultados e Discussao
3.1. Caracterizacio dos extratos antes da secagem

Os extratos adicionados das solugoes de MD, GA/MD e¢ CP/MD,
imediatamente antes da secagem, apresentaram valor médio de antocianinas totais de
60,57 mg.100 g'l, 82,59% de umidade, 17,41% de solidos totais e 20 °Brix. Estas
determinagdes, para os trés tipos de extrato, apresentaram resultados muito
semelhantes. Por este motivo, os resultados foram apresentados como valor médio.
Como caracterizagdo colorimétrica, obteve-se L*=34,83, a*=30,30 e b*=12,50
(MD), L*=30,95, a*=17,56 e b*=5,65 (GA/MD) e L*=31,25, a*=16,41 e b*=4,25
(CP/MD). A atividade anti-radical foi de 16,44 mM de equivalente Trolox nos

extratos antes da incorporagdo das matrizes.

3.2. Analises quantitativas individuais

Foram avaliados o efeito de diferentes misturas de agentes carreadores em
diferentes temperaturas no microencapsulamento de antocianinas de jabuticaba. A
Tabela 2 apresenta os dados obtidos dos ensaios com cada carreador a cada

temperatura avaliada.
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Tabela 2 — Efeito dos carreadores a base de maltodextrina, goma arabica e Capsul®,
em diferentes temperaturas de secagem em spray dryer, na producdo de pos de

extrato de jabuticaba

MD GA/MD CP/MD
Respostas
140°C 160 °C 180 °C 140°C  160°C 180°C | 140°C  160°C  180°C
N 56 64 89 48 56 77 58 66 79
AE 4,60 + 3,80 + 3,81+ 12,16+ 1428 12,15+ | 944+ 1299+ 1042+
0,81 0,34 0,25 0,47 +£0,43 0,00 1,40 1,73 0,38
RA 8321+ 99,02+ 86,63+ | 9532+ 10023 83,04+ | 82,60+ 7992+ 80,11+
2,64 1,17 2,82 4,18 +0,93 0,74 1,84 1,50 0,96
AA 8,65 + 9,73 + 9,03 + 9,73+ 980+ 652+ 8,10 + 821 + 7,37 +
0,98 1,40 1,79 1,19 2,33 0,49 1,31 0,86 0,15
H 1481+ 13,85+ 1398+ | 17,75+ 17,55 17,96+ | 1329+ 13,70+ 12,75+
0,73 0,01 0,60 0,30 +0,83 0,04 0,29 0,07 0,21
531+ 4,84 + 2,11+ 545+ 6,76+ 333+ 4,46 + 533+ 5,66 +
0,19 1,19 0,12 1,68 0,34 0,48 0,64 0,07 1,26
ST 9470+ 95,16+ 97,90+ | 9455+ 9324 96,67+ | 9555+ 9467+ 9434+
0,19 1,19 0,12 1,68 +0,34 0,48 0,64 0,07 1,26

Resultados expressos em média + desvio-padrdo
TS: temperatura de saida (°C); 4E: diferenca global de cor; RA. retencdo de antocianinas (%); AA4: atividade
antioxidante (uM Trolox.g™); H: higroscopicidade (g H,0.100g™); U: teor de umidade (%); ST: solidos totais (%)

Pela Tabela 2 pode-se observar, quanto as temperaturas de saida, que estas
variaram em fungdo das temperaturas de entrada, ou seja, nas temperaturas mais
baixas como a 140 °C, foram obtidas temperaturas brandas de saida, como proximas
a 50 °C. Ja quando se utilizou 180 °C como temperatura de entrada, como no
experimento utilizando somente MD como agente carreador, a temperatura de saida
foi de 89 °C, o que teoricamente poderia ser danoso aos pigmentos.

Os dados da Tabela 2 foram submetidos a andlises de varidncia e os
resultados para diferenca global de cor e reten¢do de antocianinas sdo mostrados na
Tabela 3. A Figura 1 mostra as médias marginais da retencdo de antocianinas e da
diferenca global de cor obtidas com os diferentes encapsulantes nas varias

temperaturas.
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Tabela 3 — ANOVA das respostas diferenga global de cor (4E) e retengdao de

antocianinas (RA): efeito das varidveis carreador, temperatura e suas interagdes

AE RA (%)

FV SO gl  OM F p SO gl OM F p
Carreador 256,43 2 12821 182,77°  0,0000 461,35 2 230,68  49,69° 0,0000
Temperatura 10,20 2 5,10 727 0,0132 292,98 2 146,49  31,56" 0,0001
Interagdes 10,17 4 2,54 3,637 0,0502 306,32 4 76,58  16,50°  0,0004
Residuo 631 9 070 41,78 9 4,64
Total 283,11 17 1102,43 17
“Significativo (p<0,05).
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Figura 1 — Grafico de médias marginais para retencdo de antocianinas (A) e 4E (B)

dos pos obtidos com diferentes carreadores e temperaturas.

Para a diferenga global de cor, pela ANOVA da Tabela 3, verificaram-se

efeitos significativos da matriz encapsulante (carreador), da temperatura de entrada e
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da interagdo entre os dois fatores (p<0,05). Pela presenca de interacao significativa,
constatou-se que a matriz e a temperatura nao atuaram em separado.

Observou-se, pela Figura 1, que os carreadores GA/MD e CP/MD originaram
p6s com elevadas 4E. GA/MD foi o encapsulante que originou poés com maior AE.
Para a diferenca global de cor, baixos valores de 4E sdo altamente desejaveis, pois
indicam que o pigmento em pod, apds reconstituido, mantém a cor do extrato do qual
se originou. Silva et al. (2010), de forma semelhante ao encontrado no presente
estudo, verificaram que extratos de jabuticaba microencapsulados com goma arabica
30% apresentaram menores valores em sua saturagdo de cor, C*, e no angulo de
tonalidade cromatica, h, quando comparados aos parametros C* e h dos extratos
produzidos somente com maltodextrina 30%, indicando que houve perda de cor
quando se utilizou goma arabica.

Uma diferenca global de cor de 0 a 1,5 pode ser considerada pequena ¢ a
amostra quase idéntica a original pela observacao visual. Quando 4FE se situa na faixa
de 1,5 a 5 a diferenca na cor ja pode ser distinguida, e esta diferenga torna-se
evidente para AE maior que 5 (Obon et al, 2009). MoBhammer et al.(2006),
trabalhando com betalainas de cactus pear, usando uma razdo maltodextrina
19DE/suco de 1,5, associado a 165 °C de temperatura de entrada do spray dryer,
obtiveram AE do produto de apenas 2,3. Rodriguez-Hernandez et al. (2005), na
producdo de pds de sucos da mesma matéria-prima, cactus pear, com maltodextrina
10DE a temperatura de secagem de 215 °C, obtiveram AE significativa do produto de
7,6. Os autores observaram influéncia da concentracao de maltodextrina na diferenca
global de cor.

Quanto a retencdo de antocianinas, pela Tabela 2, verificou-se que esta
resposta foi elevada em todas as condigdes experimentais, apresentando valores
acima de 80%, o que ¢ bastante importante em termos da producdo industrial do
pigmento, ja que o extrato de jabuticaba mostra-se uma fonte estavel de antocianinas.
A retencdo foi elevada mesmo quando as temperaturas de saida estavam altas,
indicando que as antocianinas presentes, de certa forma, resistiram ao calor.
Resultados semelhantes foram encontrados por Tonon et al. (2008), que encontraram
retencoes de antocianinas da ordem de 77 a 86%, provenientes de suco de acgai

submetidos a secagem em spray dryer. Para esta resposta, pela Tabela 3, verificou-se
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efeito significativo do carreador, da temperatura e da interacdo entre as duas
variaveis independentes.

Pela Figura 1, pode-se notar que a reten¢do de antocianinas foi maior na
temperatura de 160 °C, para os carreadores MD e GA/MD. Em valores absolutos, a
maior reten¢ao foi obtida com o uso de goma arabica, concordando com os dados
obtidos por Silva et al. (2010), no encapsulamento de antocianinas de jabuticaba.
Tonon et al. (2010) verificaram que pds produzidos com maltodextrina e goma
arabica ndo diferiram em relacdo ao conteido de antocianinas e a atividade
antioxidante. J& Valduga et al (2008), estudando o microencapsulamento de
antocianinas de uva, utilizando maltodextrina 20DE e goma arabica como agentes
encapsulantes, observaram uma maior retencdo de antocianinas utilizando a
maltodextrina.

Ao contrario, a retengdo mais baixa de pigmentos foi aquela obtida com o
carreador CP/MD, na temperatura de 160 °C. Finotelli & Rocha-Ledo (2005), ao
contrario do encontrado no presente estudo, verificaram que a retencao de acido
ascorbico submetido ao microencapsulamento com o Capsul® foi de 100%. Os
autores, quando avaliaram a estabilidade do acido ascoérbico encapsulado com
CP:MD (1:1), observaram que apds 60 dias de armazenamento a 28 °C, houve
reducdo de apenas 7% deste composto e, portanto, os autores recomendaram o uso do
Capsul® no microencapsulamento de produtos alimenticios em geral.

Para a variavel-resposta atividade antioxidante, pela Tabela 2, pode-se
observar que a faixa de valores encontrada foi estreita para todas as condigdes
experimentais, variando de 6,52 (GA/MD a 180 °C) até¢ 9,73 (MD a 160 °C e
GA/MD a 140 °C). Pela ANOVA desta resposta, verificou-se que nenhuma das
variaveis foi significativa para descrever o comportamento da atividade antioxidante
dos pos (p>0,05) (dados nao mostrados), e nas condigdes do presente estudo, pode-se
afirmar que a atividade antioxidante dos po6s nas diferentes condigdes de secagem
variou de forma aleatoria.

Silva et al. (2010), no microencapsulamento de antocianinas de jabuticaba,
verificaram que os extratos atomizados com GA 30% apresentaram maior atividade
antioxidante e maior teor de antocianinas, quando comparados com extratos
atomizados com MD 15%/GA 15% e somente MD 30%. Corroborando em partes os

dados do presente estudo, Bakowska-Barczak & Kolodziejczyk (no prelo), ndo
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verificaram efeito do aumento das temperaturas de secagem (150, 160 e 180 °C) na
atividade antioxidante (ABTS) de polifendis de groselhas pretas, utilizando-se
maltodextrinas de diferentes DE e inulina como agentes encapsulantes. No entanto,
quando se elevou a temperatura de secagem para 205 °C, as atividades antioxidantes
foram significativamente reduzidas. J& Dib-Taxi et al. (2003), observaram que a
goma ardbica foi mais eficiente que a maltodextrina, melhorando a retengdo de
atividade antioxidante de suco de camu-camu em pé produzido por spray dryer.

A Tabela 4 mostra as andlises de varidncia realizadas para as respostas
umidade e higroscopicidade, calculadas a partir dos dados da Tabela 2. A Figura 2
apresenta as médias marginais da umidade e da higroscopicidade obtidas com os

diferentes encapsulantes nas varias temperaturas.

Tabela 4 — ANOVA das respostas umidade e atividade antioxidante: efeito das

variaveis carreador, temperatura e suas interagoes

U (%) H (g H,0.100g™)

FV SO gl OM F p SO gl oM F p
Carreador 468 2 234 317 00909 | 67,58 2 33,79 16829 0,0000
Temperatura 11,99 2 599 812° 0,0097 | 046 2 0,23 1,15 0,359
Interagio 13,51 4 338 457 00273 | 1,69 4 042 2,10 0,1628
Residuo 6,64 9 0,74 181 9 0,20
Total 36,81 17 71,54 17

“Significativo (p<0,05).

Para a resposta umidade, pela Tabela 4, observou-se o efeito da temperatura
do ar de secagem e da interagdo entre a temperatura e o carreador (p<0,05). De fato,
quanto maior a temperatura de entrada, maior o gradiente de temperatura formado
entre o liquido e o ar de secagem, resultando em pds com menor teor de umidade

(Tonon et al., 2008).
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Figura 2 — Grafico de médias marginais para teor de umidade (%) (A) e

higroscopicidade (g H,0.100g™") (B) dos pos obtidos com diferentes carreadores e

temperaturas.

Para a resposta higroscopicidade, observou-se, pela Tabela 4, que somente o
carreador exerceu influéncia (p<0,05). De fato, os carreadores diferem entre si em
suas estruturas quimicas, e as interagdes de cada um deles com a umidade do
ambiente variaram entre si. A maltodextrina 10 DE (dextrose equivalente) ¢ um
polissacarideo, obtida de amido de milho, via hidrolise acida, contendo unidades de
a-D-glicose unidas principalmente por ligacdes glicosidicas (1—4). Esta molécula
apresenta cadeia mais longa, exercendo, conseqilientemente maior protecao, quando
comparada a outras maltodextrinas, como a 20 DE, por exemplo. As maltodextrinas

com menor DE, ou menor grau de hidrdlise, sdo mais resistentes a elevadas
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temperaturas (Ersus & Yurdagel, 2007) e menos higroscopicas (Tonon, 2009). A
goma arabica ¢ um heteropolissacarideo de estrutura ramificada, cuja cadeia
principal ¢ formada por unidades de D-galactopiranose, unidas por ligacdes
glicosidicas em [B-D-(1—3). Contém cadeias laterais com diferentes estruturas
quimicas formadas por D-galactopiranose, L-ramnose, L-arabinofuranose e acido D-
glucurdnico, que estdo ligadas a cadeia principal por ligacdes B (1—6) (Tonon,
2009). O Capsul® ¢ um amido industrial, modificado quimicamente pela
incorporacdo de um componente lipofilico (succinato de octanil) em sua estrutura
(Aburto et al., 1998). O uso dos diferentes agentes encapsulantes afetou de forma
distinta a higroscopicidade e umidade dos extratos. Corroborando dados obtidos por
Tonon (2009), no presente estudo verificou-se que o uso de MD possibilita a
obtencao de pds com higroscopicidade baixa.

Observou-se, pela Figura 2, que GA/MD foi a matriz que gerou pds mais
higroscéopicos. Ao contrario, CP/MD gerou po6s com menor higroscopicidade, talvez
pela modificacdo inserida em sua estrutura. P6s com menor higroscopicidade sdo
desejaveis em termos de conservagdo, pois absorveriam menos umidade do
ambiente. O carreador ideal seria aquele pouco higroscépico, ou seja, que permita
que o pigmento fique protegido da umidade do ambiente. Esta umidade poderia
causar posterior solubilizacdo e amolecimento da microcapsula € o consequente
contato do pigmento com o ar atmosférico e radicais livres, levando-o a degradacao.
Observou-se, no presente trabalho, que os pds com menor umidade foram obtidos na

temperatura de 180 °C.

3.3. Otimizacao simultanea pela funcao de desejabilidade

As respostas avaliadas no estudo (4E, U, H e RA) foram ajustadas a modelos
e os modelos foram validados estatisticamente, todos apresentando-se significativos
(p<0,05). Os R’ ajustados para as respostas 4E, H ¢ RA foram R’=0,96; R’=0,95 ¢
R’=0,93, respectivamente. A variavel-resposta umidade foi a que obteve o ajuste
mais baixo (R’=0,66), embora significativo.

O objetivo foi encontrar as condi¢des ideais para a producao de pigmentos de
jabuticaba em pd que apresentassem elevada retencdo do pigmento em relagdo ao
extrato antes da secagem e, que a0 mesmo tempo, apresentassem coordenadas de cor

mais parecidas com o respectivo extrato original. Ainda, estes pos deveriam conter o
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menor teor de umidade sem, contudo, serem higroscopicos, facilitando, assim, sua
conservacdo e a preservagdo do pigmento. Para a otimizacdo simultdnea das
respostas R4, AE, U e H, utilizou-se a fun¢do de desejabilidade.
Para atender aos requisitos acima listados, a resposta RA foi maximizada,
enquanto as demais respostas foram minimizadas, conforme descrito em 2.2.7.2.
Ap0s obter a desejabilidade global a ANOVA fatorial foi aplicada sobre esta

resposta e o resultado ¢ apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Curva de nivel para a desejabilidade global. Carreador: MD (1), GA/MD
(2) e CP/MD (3); Temperatura: 140°C (1), 160°C (2) e 180°C (3).

De acordo com a legenda da Figura 3, nota-se que a funcao desejabilidade
varia entre zero e um. As respostas foram simultaneamente otimizadas e verificou-se,
que a regido que possibilitou desejabilidade mais elevada (0,7 a 0,8) foi quando se
utilizou o carreador MD 30% (codificado pelo nivel 1), & temperatura de entrada do
ar de secagem de 180 °C (codificada pelo nivel 3). Tonon et al. (2010), apesar de
afirmarem que ndo houve diferenca entre o desempenho da MD e da GA na
produgdo de pigmentos em pod, verificaram que as particulas produzidas com MD

foram as mais estaveis ao tempo, demonstrando que este foi o agente encapsulante
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que exerceu a maior protecao ao pigmento, sendo um encapsulante vantajoso para
uso em suco de agai em po.

Sabe-se que a maltodextrina ¢ um agente encapsulante ja largamente utilizado
na industria de alimentos. Possui a vantagem de ser de baixo custo, de elevada
solubilidade e baixa higrosocopicidade (Saénz et al., 2009), quando comparada aos
outros agentes do presente estudo. Desta forma, o resultado obtido demonstra a
viabilidade e maior facilidade do microencapsulamento de pigmentos de jabuticaba
com este agente carreador.

Possiveis aplicagdes para os pigmentos em pé de jabuticaba produzidos com a
maltodextrina 30% a 180 °C seriam a utiliza¢do destes como pigmentos em alimentos
e bebidas, como parte integrante da formulacdo de alimentos funcionais, e na
producdo de fitoterapicos.

A temperatura 6tima para obter pos com elevada retengdo de pigmentos, com
menor diferenca de cor, menor umidade e menor higroscopicidade foi de 180 °C,
contrariando as observacdes de Ersus & Yurdagel (2007), que verificaram que
temperaturas de entrada do ar de secagem de 160 a 180 °C causaram perdas nas
antocianinas de cenoura preta produzidas por spray dryer, e elegeram como
temperatura 6tima 160 °C para a produgdo de pds com adequada atividade
antioxidante, coordenadas de cor, umidade e higroscopicidade. Ja Andrade & Flores
(2004), em concordancia com o presente estudo, verificaram que 190 °C foi a melhor
temperatura de entrada do ar de secagem para a produ¢do de pigmentos em pd de

Hibiscus sabdariffa com melhores caracteristicas de cor.

3.4. Microscopia eletronica de varredura

A andlise da superficie das particulas dos pés obtidos com diferentes agentes
encapsulantes foi realizada em carater tridimensional pelo uso de microscopia
eletronica de varredura. A Figura 5 apresenta as fotomicrografias dos pds obtidos
com a temperatura de entrada de 180 °C, com as matrizes MD, GA/MD e CAP/MD.

Pela observagdo da Figura 5, pode-se notar que o agente encapsulante que
possibilitou a formagdo de capsulas mais homogéneas foi a maltodextrina. Observou-
se que as esferas apresentaram menos rugosidades em suas superficies, notadamente
no aumento de 3000 vezes. As microparticulas obtidas com GA/MD apresentaram

estrutura semelhante aquelas obtidas com MD, com poucas rugosidades e
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apresentando superficies lisas. Ja as particulas obtidas com o encapsulante CP/MD
apresentaram superficies irregulares, de formato anguloso, com muitas reentrancias.
A formacdo destas reentrancias nas superficies das particulas provenientes da
secagem em spray dryer geralmente ¢ atribuida a retragdo das particulas pela drastica
perda de umidade seguida de resfriamento no processo (Saénz et al., 2009; Tonon,
2009).

Percebeu-se também, a aderéncia de particulas pequenas a superficie das
particulas de maior tamanho nos tratamentos com MD e GA/MD, fato também
observado por Cano-Chauca et al. (2005a), e, em menor extensdo, no tratamento com
CP/MD. Em relagdao ao tamanho médio das particulas, pode-se perceber, pela Figura
5, que CP/MD foi o encapsulante que possibilitou a obtencdo das menores particulas,
em comparagdo com os demais.

De acordo com Barros & Stringheta (2006), quanto mais intacta e regular
estiver a parede das microesferas, mais perfeito foi o processo de microencapsulagao,
o que leva a crer que CP/MD, nesta consideracdo, foi o agente encapsulante menos
eficiente na analise microestrutural, ao passo que MD e GA/MD foram os mais
eficientes, o que foi verificado para estas as matrizes em todas as magnificagdes
observadas (micrografias ndao mostradas). De fato, de acordo com Tonon (2009),
particulas com superficie rugosa podem apresentar problemas em suas propriedades
de escoamento, e este se torna mais facil quanto menor o nlimero de depressdes na
microesfera. Além disso, segundo a autora, as particulas com superficie rugosa
apresentam maior superficie de contato do que aquelas com superficie lisa, o que

pode tornéa-las mais susceptiveis a reacdes de degradacdo como a oxidagao.
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Figura 5 - Micrografias das particulas de pds provenientes de extrato de jabuticaba,
formulados com diferentes agentes carreadores. Magnificacio de 3000 vezes

(esquerda) e 10000 vezes (direita).
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3.5. Solubilidade dos pés em sistema-modelo alimenticio de bebida isotonica

A solubilidade dos pos produzidos com os diferentes agentes encapsulantes a
temperatura de trabalho intermediaria de 160 °C foi avaliada em sistema-modelo de
bebida isotonica. A Tabela 5 apresenta os dados de solubilidade dos diferentes pos e,
como caracterizagao da bebida isotonica, o valor do pH, do abaixamento do ponto de

congelamento e da osmolalidade apds a incorporagdo dos pos.

Tabela 5 — Solubilidade dos pos obtidos com diferentes encapsulantes no sistema-

modelo de bebida isotonica e caracterizagdao da bebida

Analises
Carreadores - B
Solubilidade (%) pH AT, mOsmol.kg
MD 90,52 +0,13 3,20+0,02 -0,522 + 0,00 280,64 + 0,76
GA/MD 90,61 £ 0,05 3,85+0,03 -0,516 £ 0,00 277,41 £1,52
CP/MD 90,51 £0,10 3,16 £ 0,00 -0,525 £ 0,00 282,26 + 0,00

Pela Tabela 5 pode-se observar que a solubilidade dos extratos em pod de
jabuticaba foram muito semelhantes, apesar dos diferentes agentes encapsulantes
empregados no processo de microencapsulamento. Os pos produzidos foram
altamente soluveis neste sistema-modelo alimenticio, indicando que sua alta
solubilidade ¢ uma caracteristica positiva para uso de pigmentos de jabuticaba
microencapsulados em alimentos liquidos. Observando-se a osmolalidade das
bebidas isotonicas adicionadas dos pigmentos, observa-se que elas permaneceram na
faixa de 280 a 340 mOsmol.kg™, que ¢ a faixa caracteristica para bebidas isotonicas
(Petrus & Faria, 2005), ou seja, a adigdo do pigmento ndo alterou a osmolalidade da
bebida, de forma que ela manteve a caracteristica “isotonica”. O isotdnico adicionado
do pigmento da formulacio GA/MD apresentou valor mais baixo de osmolalidade,
porém, observando-se o desvio-padrao desta medida, considerou-se como
pertencente a referida faixa.

Cano-Chauca et al. (2005a), na avaliagdo da solubilidade de suco de manga
em pd com o uso de diferentes carreadores, observaram que a solubilidade em agua
dos pods contendo somente maltodextrina e goma arabica tiveram valores superiores a
90%, em concordancia com o presente estudo. Da mesma forma, Tonon (2009), ao
avaliar a solubilidade em agua de pos produzidos com maltodextrinas 10 e 20 DE e

goma arabica verificaram que esta foi muito elevada, acima de 94%.
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Cano-Chauca et al. (2005) ressaltam que tratamentos com maltodextrina
possibilitam elevado grau de solubilidade, e por esta e outras propriedades fisicas
favoraveis, este ¢ um dos carreadores mais utilizados em spray drying.

Nao foram encontrados na literatura trabalhos avaliando especificamente a
solubilidade do p6 em sistemas-modelo alimenticios. O que se encontrou com
elevada freqiiéncia foram trabalhos avaliando a estabilidade dos pigmentos em
sistemas-modelo alimenticios, ao longo do tempo e em diferentes condi¢des de
armazenamento, para antocianinas encapsuladas (Constant, 2003; Barros &
Stringheta, 2006; Ersus & Yurdagel, 2007; Silva et al., 2010; Tonon et al., 2010),
licopeno encapsulado (Shu et al., 2006), betalainas encapsuladas (Obon et al., 2009;
Saénz et al, 2009; Pitalua et al, 2010) e polifendis (Bakowska-Barczak &
Kolodziejczyk, no prelo).

4. Conclusao

No microencapsulamento de extratos de jabuticaba com diferentes
carreadores e temperaturas de secagem, maximizando-se a resposta reten¢do de
antocianinas ¢ minimizando-se as respostas diferenca global de cor, umidade e
higroscopicidade, foi recomendado, como condi¢do de otimizacao simultanea, o uso
do carreador maltodextrina 30%, associado a temperatura do ar de secagem de 180
°C.

A aplicac¢do da funcdo de desejabilidade foi bem sucedida na otimizagdo do
carreador ¢ da temperatura do ar de secagem para produgdo de pigmentos em po
provenientes de extratos de cascas de jabuticaba com propriedade desejavel para
todas as respostas.

Pela analise estrutural das microesferas obtidas com os diferentes carreadores,
verificou-se que o uso de maltodextrina e de goma arabica possibilitou a obtencao de
particulas mais homogéneas, o que ¢ recomendado no processo de
microencapsulamento por spray dryer.

Os pods obtidos com os diferentes carreadores apresentaram solubilidades
elevadas e semelhantes em sistemas-modelo de bebida isotonica, e ndo influenciaram
na osmolalidade destas bebidas, indicando a viabilidade da aplicacdo destes

pigmentos neste e em outros alimentos.
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Estudos como este sdo importantes, pois sdo o passo inicial para uma possivel
producdo industrial de pigmentos em po, com elevado conteudo de antocianinas e
com caracteristicas fisico-quimicas benéficas a conservagdo e favoraveis para futura

aplicacao em ampla gama de produtos alimenticios.
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ARTIGO N°5

METODOS DE EXTRACAO DE ANTOCIANINAS: UMA BREVE REVISAO

RESUMO

As antocianinas sdo pigmentos naturais atrativos para uso em alimentos que, além de
abranger uma ampla gama de cores, apresentam potencial benéfico a saude,
principalmente por sua agcdo promissora no tratamento de algumas doencas e por sua
atividade antioxidante. Desta forma, uma extracao satisfatoria das antocianinas ¢ a
etapa fundamental para o estudo do comportamento e posterior aplicacdo desses
pigmentos. Na presente revisdo, foram analisados os trabalhos mais importantes no
tocante aos métodos de extracdo de antocianinas, visando ao conhecimento das
principais metodologias utilizadas, desde as tradicionais técnicas de extra¢ao, como a
convencional por solventes, at¢ o uso de técnicas emergentes, como alta pressao,

campos elétricos pulsados, ultrassom e microondas.

Palavras-chave: antocianinas, métodos, extragao

EXTRACTION METHODS OF ANTHOCYANINS: A BRIEF REVIEW

ABSTRACT

Anthocyanins are natural pigments attractive for use in foods. Besides they cover a
wide range of colors, they have potential benefits to health, especially for their
promising action on treatment of some diseases and for their antioxidant activity.
Thus, a satisfactory extraction of the anthocyanins is the fundamental step for study
of the behavior of these pigments and for its further application. In this review, the
most important researches on extraction methods of anthocyanins were analysed in
order to know the main methodologies used, since from traditional extraction
techniques, like conventional solvent extraction, until the use of emerging techniques

such as high pressure, pulsed electric fields, ultrasound and microwave.

Keywords: anthocyanins, methods, extraction
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1. Introducao

As antocianinas sdo compostos da familia dos flavondides e constituem grupo
de pigmentos responsaveis por grande parte das cores em flores, frutas, folhas, caules
e raizes de plantas (Markakis, 1982). Seu espectro de cor varia do vermelho ao azul,
apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores resultando em tons
purpura. Muitas frutas, hortalicas, folhas e flores devem sua atrativa colora¢do a
esses pigmentos que se encontram dispersos nos vacuolos celulares (Volp et al.,
2008; Castafieda-Ovando et al., 2009)

As antocianinas sdo compostos soliveis em agua e sensiveis ao calor (Shahidi
& Naczk, 1995). Tém como estrutura basica o cation 2-fenilbenzopirilium, também
denominado cdtion flavilium (Figura 1). Apresentam-se, na maior parte das vezes,
ligadas a agucares, que auxiliam na estabilizacdo da molécula (Francis, 1982). As
antocianinas, entdo, apresentam em sua estrutura quimica um residuo de agucar
geralmente na posi¢ao 3, facilmente hidrolisado por aquecimento em meio acido.
Como produtos desta hidrdlise obtém-se os componentes glicidicos e as agliconas, as
quais sd3o denominadas antocianidinas (Konczak & Zhang, 2004; Castafieda-Ovando

et al., 2009).

Cation Benzopirilium |

Cétion 2-fenilbenzopirilium (flavilium)

Figura 1 — Estrutura basica das antocianinas.
Adaptado: Bobbio & Bobbio (1995).

A distribuicdo das seis mais comuns antocianidinas em frutas e vegetais ¢:
cianidina — 50%, delfinidina — 12%, pelargonidina — 12%, peonidina — 12%,
petunidina — 7% e malvidina — 7%. Os derivados glicosidicos mais frequentes na
natureza sdo 3-monosideos, 3-biosideos, 3,5- e 3,7-diglicosideos. A presenga dos

derivados 3-glicosideo ¢ 2,5 vezes mais freqiliente que os derivados 3,5-diglicosideos
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e, por conseguinte, a antocianina mais comum ¢ a cianidina-3-glicosideo (Kong et

al., 2003) (Figura 2).

Antocianidinas R, R, R3
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Pelargonidina H OH H
Petunidina OMe OH OH
Malvidina OMe OMe OMe
Peonidina OMe OH H

Figura 2 — Estrutura geral das antocianidinas mais comuns.

Alternativamente, as antocianinas podem se apresentar com um dacido
organico (alifatico ou aromatico) ligado a molécula do agticar, se tornando, portanto,
antocianinas aciladas (Figura 3). De acordo com Bakowska-Barczac (2005), estes
pigmentos sdo mais estaveis, pelo empilhamento dos grupos acil com o anel pirilium
do cation flavilium, reduzindo a possibilidade de ataque nucleofilico da dgua e a

subseqiiente formacao de compostos sem cor.
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HO

HO

Figura 3 — Estrutura quimica da delfinidina-3-malonilglicosideo-5-glicosideo.
Adaptado: Bakowska-Barczac (2005).

A propriedade mais importante das antocianinas ¢ sua atividade antioxidante,
que desempenha um papel fundamental na prevengdo de doencas cardiovasculares,
neuroldgicas, cancer e diabetes (Konczak & Zhang, 2004). Desta forma, h4 varios
estudos sobre o efeito das antocianinas no tratamento de cancer (Lule & Xia, 2005;
Nichenametla e al., 2006; Hogan et al., 2010), na nutricdo humana (Stintzing &
Carle, 2004), doengas neurologicas (Shukitt-Hale et al., 2008) e atividades
bioldgicas, como acdo antioxidante e antiinflamatéria (Kong ef al., 2003; Schauss et
al., 2006; Jensen et al., 2008; Nisha et al., 2009).

Em razdo do enorme potencial das antocianinas atuarem como pigmentos
com efeitos benéficos a satide, tem havido um aumento no nimero de relatos na
literatura em diversas dreas, como: desenvolvimento de técnicas analiticas para
quantificag¢do, separagdo e purificacdo destes pigmentos (Antolovich et al., 2000;
Teixeira et al., 2008), aplicagdes em alimentos (Giusti & Wrolstad, 2003; de Rosso
& Mercadante, 2007), metabolismo dos pigmentos (Mertens-Talcott et al., 2008),
analises quantitativas usando técnicas cromatograficas (Maitta et al., 2003) e estudos
de extragdo e estabilidade dos pigmentos (Ayed et al., 1999; Montes et al., 2005;
Pompeu et al., 2009).

O passo inicial dos estudos com antocianinas consiste na extracao destes
compostos de sua matriz, quer sejam frutas, flores, sementes ou hortali¢as. O tempo e

a facilidade da extra¢do dos pigmentos dependera da matriz utilizada, e a qualidade
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da extracdo, em termos de teor total e individual de antocianinas, dependera da
escolha do solvente e da técnica adequada de extragdo. Desta forma, a extracdo ¢
uma etapa comum de grande importancia para estudos com diferentes finalidades.
Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo sumarizar os mais
importantes trabalhos cientificos referentes a extracdo de antocianinas de diferentes
fontes, realizada por diferentes metodologias, dado que ndao foi encontrado na
literatura trabalho de revisdo bibliografica abordando especificamente a etapa de

extragdo destes pigmentos.

2. Métodos de extracio

A extragdo dos fitoquimicos de vegetais constitui um importante passo na
manufatura de produtos bioativos. A aplicagdo de diferentes tecnologias para a
obtencdo de moléculas para serem usadas como aditivos em alimentos ou como
nutracéuticos pode se tornar uma estratégia racional para a exploragdo de uma
enorme gama de vegetais (frutas e hortalicas).

O método de extracdo mais utilizado para a obtencdo de antocianinas de
frutas e hortalicas ¢ a extracdo usando solventes. Entretanto, outros métodos como o
uso de alta pressao hidrostadtica e campos elétricos pulsados vem surgindo
recentemente como alternativas para se extrair ou auxiliar na extracdo do pigmento
da matriz vegetal, associados ou ndo aos solventes tradicionais.

A escolha do método para extracdo de antocianinas depende do proposito da
extragio e também da natureza das antocianinas. E igualmente importante que a
extracdo e seus procedimentos posteriores, quando necessarios (p.ex.: concentragao
do extrato, separacdo e purificacdo) ndo sejam complexos, demorados ou de alto
custo (Garcia-Viguera ef al., 1998).

A seguir, serdo descritos distintos métodos de extragdo utilizados para frutas e

vegetais ricos em antocianinas.

2.1. Extracio convencional com solucdes organicas

A extracdo com solugdes organicas ¢ o método mais comum para extracao de
diversos compostos encontrados em frutas, incluindo os flavondides. Os compostos
fenolicos tém sua extracdo facilitada pela moagem, secagem ou liofilizacdo dos

frutos, ou apenas por imersdo das frutas frescas com subseqliente extracdo com
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solventes (Castanieda-Ovando et al., 2009). Os métodos de extracdo devem ser tais
que possibilitem a maxima recuperagdo de antocianinas, minima quantidade de
interferentes e minima perda dos pigmentos pela acdo enzimatica e ndo-enzimatica
(Fuleki & Francis, 1968).

As antocianinas das frutas e vegetais estao localizadas nos vactiolos celulares.
Os procedimentos de extragdo geralmente envolvem o uso de solucgdes acidificadas,
que desnaturam as membranas celulares e simultaneamente solubilizam os
pigmentos. O acido tende a estabilizar as antocianinas, mas também pode mudar a
forma nativa do pigmento no tecido pela quebra das associagdes com metais, co-
pigmentos e/ou outros compostos (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). As
antocianinas sao moléculas polares, portanto as solugdes mais comuns usadas nas
extragdes sdo misturas aquosas de etanol, metanol ou acetona (Ké&hkonen et al.,
2001; Dai et al., 2009). Fuleki & Francis (1968) sugerem que o uso de agua
adicionada ao solvente facilita a extragdo das antocianinas mais hidrofilicas.

As metodologias usuais de extracdo utilizando solventes implicam na co-
extragdo de substancias ndo fenolicas como agucares, acidos organicos e proteinas,
requerendo processos posteriores de purificagdo, como a extracao em fase solida, por
exemplo (Castaneda-Ovando et al., 2009). Pode-se, alternativamente, apds a
extracdo, particionar o extrato com éter de petroleo, éter dietilico ou acetato de etila,
com o objetivo de remover lipidios, clorofilas e polifendis indesejados.

Conhecer o comportamento dos fatores que influenciam as condi¢des do
processo de extracdo € necessario para aumentar a eficiéncia da mesma em
compostos bioativos. Os dois parametros fundamentais que definem o processo de
extracdo sdo o equilibrio e a taxa de transferéncia de massa. Estes fendmenos
controlam o quanto e qudo rapidamente os compostos de interesse foram extraidos
dos tecidos do vegetal. A concentragdo de um composto no interior do tecido vegetal
entrara em equilibrio com a concentragdo que esta disponivel no solvente.

De acordo com Cacace & Mazza (2002; 2003a), a extracdo dependera da
velocidade que o composto se difundird para o meio e atingird a concentragdo de
equilibrio no liquido. A taxa de extragdo pode ser aumentada com o aumento do
gradiente de concentracdo, por um maior coeficiente de difusdo ou por um menor

tamanho de particula.
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Muitos fatores, como a composicao da solugdo extratora, tempo de extracao,
temperatura, pH, relagdo solido/liquido e tamanho da particula influenciam a
extragdo solido-liquido (Cacace & Mazza, 2002; 2003a; Castafieda-Ovando et al.,
2009; Pompeu et al., 2009).

A polaridade do solvente extrator exerce um importante papel na extracao
seletiva das diferentes familias de flavonoides (Shahidi & Naczk, 1995), bem como
no rendimento da extracdo de antocianinas.

O cation flavilium das antocianinas apresenta coloracdo vermelha e ¢ estavel
em meios altamente acidos (Figura 4), e esta caracteristica provavelmente levou os
pesquisadores de todo o mundo a usar solugdes contendo acidos minerais ou
organicos para a extracdo de antocianinas provenientes de vegetais (Revilla ef al.,
1998; Bridgers et al., 2010). Na medida em que o pH aumenta, as antocianinas
passam por transformagdes que vao desde a formagao de uma base quinoidal azul até

formas incolores degradadas, como as chalconas (Figura 4).

AH+: cation flavilium (vermelho)

pH1
o] L
R,

OH

0 (=)
OUGA

T,
OH
Base quinoidal (azul) Chalcona (incolor)

pH24

Figura 4 — Transformagdes estruturais das antocianinas com as mudancgas de pH.
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Com base na intensificagdao da cor das antocianinas em pH &cido, um método
usado comumente para extragdo destas ¢ a maceracdo do material triturado, desde
poucas horas até overnight, a 4°C em metanol, contendo pequenas quantidades de
acido cloridrico (<1%) (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001). Este, certamente, ¢ o
método mais utilizado na extragcdo desses pigmentos.

Contudo, a extracdo com solventes contendo acido cloridrico pode resultar
em degradacdo do pigmento durante a etapa subseqiliente de concentragdo. Ha relato
de que a extragdo de antocianinas aciladas em condi¢des 4cidas pode causar sua
hidrolise total ou parcial (Revilla et al., 1998). Além disso, o uso de solugdes
acidificadas para a extracdo de antocianinas pode produzir a geragdo de
antocianidinas, provenientes de compostos que podem estar presentes no vegetal,
como as proantocianidinas e flavanois. Esta rea¢do pode resultar em superestimagao
do teor de antocianinas totais, conforme discutido no estudo de Revilla ez al. (1998).

Para minimizar a decomposi¢ao de pigmentos, o uso de acidos organicos
mais fracos (p.ex.: acido formico, acético, citrico ou tartrico) ou pequenas
quantidades (0,5 a 3%) de acidos mais volateis (p.ex.: acido trifluoroacético), que
podem ser removidos durante a concentragdo do pigmento foram propostos por
Rodriguez-Saona & Wrolstad (2001). De acordo com esses pesquisadores, as
alternativas que tém sido usadas com sucesso para a extragdo de antocianinas
incluem 3% de acido trifluoroacético, 5% de acido acético, € 0,01% a 2,5% de acido
citrico.

Apesar da possibilidade de superestimacao dos teores de antocianinas, muitos
autores continuam a utilizar a extragdo com solugdes contendo acido cloridrico para
a extracdo desses pigmentos das mais diversas fontes (Montes et al., 2005; Zanatta et
al., 2005; Fan et al., 2008; Teixeira et al., 2008; Dai et al., 2009; Patil et al., 2009;
Pompeu et al., 2009).

Quando se trata da extracdo desses pigmentos para alimentos, universalmente
se utiliza o etanol acidificado (Francis, 1982). Este € preferido em relagdo ao metanol
acidificado por sua nao-toxicidade, por ser mais barato e pela eficiéncia extratora,
comparavel a do metanol (Fuleki & Francis, 1968; Lapornik et al., 2005). Embora
muitos autores prefiram utilizar o etanol (Cacace & Mazza, 2003b; Fan et al., 2008;
Valduga et al., 2008; Dai et al., 2009; Patil et al., 2009; Karacabey & Mazza, 2010)

ao metanol, Metivier et al. (1980) verificaram que o metanol foi 20% mais efetivo
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que o etanol e 73% mais eficiente que a agua na extracdo e recuperagdo de
antocianinas de casca de uva. Da mesma forma, Bridgers et al. (2010) avaliaram o
uso de metanol e etanol, tanto acidificados quanto neutros na extracdo de
antocianinas de batata-doce. Os autores verificaram que o metanol acidificado foi o
solvente mais eficiente para a extracdo, quando comparado ao etanol acidificado. Ja
Montes et al. (2005) ndo encontraram diferenca significativa entre o uso de etanol e
metanol na extra¢do de antocianinas de jabuticaba. Para estes autores o efeito mais
importante foi o da concentragdo dos solventes, sendo o metanol a 80% menos
efetivo que o metanol puro.

Em contrapartida, Jing & Giusti (2007) verificaram que a agua pura a 50°C
foi mais eficiente na extragdo de antocianinas de milho parpura, quando comparada a
agua acidificada e ao etanol. Observa-se, portanto, que a eficiéncia relativa entre
diferentes solventes de extracdo varia com os diferentes materiais vegetais, ndo
havendo consenso sobre qual a melhor solugdo extratora de forma global.

Um procedimento alternativo relatado por Rodriguez-Saona & Wrolstad
(2001) consiste na extragdo usando acetona como solvente, seguida pela partigdo
com cloroférmio. Wrolstad & Durst (1998) compararam este método com o método
mais comum (metanol acidificado) em amostras liquidas e em pd de sucos, corantes
e preparacdes nutracéuticas de cranberry e elderberry. Verificou-se que a
recuperacdo de antocianinas foi 30% maior com o uso da acetona. Uma vantagem
deste método € que a mistura cloroférmio/acetona ira particionar lipidios, clorofilas e
outros materiais insoliveis em agua, provenientes da amostra, aumentando, desta
forma, a recuperacdo das antocianinas. Da mesma forma, Garcia-Viguera et al.
(1998), na extragcdo de antocianinas de morango, verificaram que o uso de acetona
permitiu uma extragdo mais eficiente e mais reprodutivel quando comparado ao
metanol acidificado com acido formico e acido cloridrico e a agua.

Além do sistema solvente, outros fatores como temperatura € tempo sao
importantes na extragdo de antocianinas. De acordo com Dai et al. (2009)
temperaturas elevadas melhoram a eficiéncia da extracdo devido ao aumento da
solubilidade e da taxa de difusdo dos compostos para o solvente. Entretanto,
temperaturas elevadas podem acelerar a degradacdo de antocianinas durante o
processo de extracdo. Cacace & Mazza (2003b) na extragdo de antocianinas de

groselhas com etanol, verificaram que aumentos da temperatura de extragao além de
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30-35°C resultaram na degradacao dos pigmentos. Concordando com estes dados,
Patil et al. (2009) realizaram a extra¢do de antocianinas de rabanete a temperatura
ambiente, com a finalidade de evitar degradagdo. Entretanto, Fan et al. (2008)
utilizando etanol acidificado na extra¢do de antocianinas de batata-doce encontraram
como condi¢des 6timas de extracdo a temperatura de 80°C, durante 60 minutos, na
relacdo solidos:solvente de 1:32 (v/v). Por outro lado, a temperatura ideal de extragdo
de antocianinas de acai para Pompeu et al. (2009) foi de 58°C, combinado com a
acgao de etanol 80%, acidificado com HCI 0,074 mol.L™".

No tocante ao tempo de extragdo, este deve ser otimizado para evitar a
oxidagdo e degradacdao dos compostos causada por periodos prolongados do processo
(Shahidi & Naczk, 1995). Entretanto, na literatura, encontram-se desde periodos
curtos de extracdo, como uma hora (Rodriguez-Saona & Wrolstad, 2001), até¢ 24
horas (Teixeira et al., 2008). Lapornik et al. (2005) estudaram o efeito do tempo de
extracdo (1 hora, 12 horas e 24 horas) das antocianinas de residuos de uva, groselha
preta e groselha vermelha com as solugdes extratoras agua, etanol 70% e metanol
70%. Verificou-se que quando se utilizou agua, em tempos acima de 12 horas ja
havia degradagdo das antocianinas. Em contrapartida, quando se utilizou os solventes
organicos, a extragdo foi favorecida pelos maiores tempos, entre 12 e 24 horas.
Valduga et al. (2008) na extracdo de antocianinas de uva “Isabel” verificaram que o
tempo que possibilitou maior rendimento em pigmentos foi de 3 horas, a pH 1, com
etanol acidificado.

Percebe-se, entdo, que na extragdo de antocianinas as variaveis tempo de
extragdo, temperatura, tipo de solvente e tipo de 4cido, ndo atuam isoladamente. O
efeito destas deve ser avaliado em conjunto, considerando as condi¢des de cada
estudo e principalmente a fonte de antocianinas, uma vez que a facilidade de

extracdo ndo ¢ a mesma para as diferentes matrizes vegetais.

2.2. Extracao com solucoes sulfuradas

Os termos “agente sulfitante” e “sulfito” referem-se ao didxido de enxofre
gasoso ou aos sais de sodio, potassio e calcio de sulfito hidrogénio (bissulfito),
dissulfito (metabissulfito) ou ions de sulfito (Machado et al., 2006). Solugdes de
metabissulfito de sodio formam SO,.H,O, HSO;5 e SO32' na presenca de agua,

gerando o anion HSO3', que atuara na extra¢ao das antocianinas.
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O mecanismo exato pelo qual o SO, melhoraria a extragdo ainda nao ¢
conhecido, mas possiveis hipdteses sdo a interagdo das antocianinas e flavonoides
com o anion HSO3', que levaria a uma melhora da difusdo dos compostos através da
parede celular da matriz vegetal, ¢ a um aumento da solubilidade dos pigmentos
(Gao & Mazza, 1996). De acordo com Langston (1985) e Timberlake & Bridle
(1967), o didxido de enxofre em concentracdes de 0,05% até 0,2% reage apenas com
antocianinas monomeéricas, sais flavilium e antocianidinas, formando um complexo
com o anion HSOs". O anion HSO;™ se liga prontamente a grupos flavilium, como o
das antocianinas, na posi¢do 4 (Figura 5), para formar um complexo sem carga,
incolor e estavel. A reagdo para a formacdo do complexo ¢ rdpida e sua reacdo
inversa ¢ igualmente rapida se o SO, ¢ removido do sistema, ou se ha acidificagdo da
solucao (Timberlake & Bridle, 1967; Schwartz et al., 2010), conforme demonstrado

na Equagdo 2:

AH"+HSO; <+ AH-SO;H Eq. 2

Figura 5 — Complexo antocianina-SOsH.
Adaptado: (Schwartz et al., 2010).

Pela adi¢do de etanol acidificado ao complexo antocianina-HSOj;", ocorre a
quebra da ligacdo entre a antocianina ¢ o0 HSOs', formando um pigmento carregado
que pode ser separado e purificado posteriormente usando resinas trocadoras de ions
(Langston, 1985).

Outro mecanismo para explicar a melhora na extracdo quando se utiliza SO,
no meio, de acordo com Cacace & Mazza (2002; 2003a), ¢ que um aumento da

concentracdo do SO, promove uma redugdo da constante dielétrica da agua, o que
142



reduziria a energia requerida para separar as moléculas do solvente e permitiria que
as moléculas do soluto penetrassem no solvente mais facilmente, facilitando o
processo e diminuindo o tempo necessario de extragao.

Em um processo de extragdo aquosa desenvolvido para antocianinas de
girassol, demonstrou-se que a extragdo com agua sulfurada (1000 ppm de SO,
equivalente) foi melhor que uma extragdo tradicional utilizando ETOH:HOAc:H,O.
Também foi demonstrado que uma hora de extragcdo foi suficiente para alcancar a
extracdo completa dos pigmentos, contrastando com o longo tempo necessario
quando se utiliza técnicas tradicionais, de até 24 horas de duracdo (Fuleki & Francis,
1968). Dessa forma, sugeriu-se que uma das possiveis razdes para a melhora na
extragdo com SO; esta na interacdo das antocianinas com os ions HSOj3", os quais
aumentam a solubilidade e difusdo das antocianinas através da parede celular
(Boussetta et al., 2009).

Mok & Hettiarachchy (1991) realizaram a extragdo de antocianinas de
girassol utilizando SO, aquoso em varias concentragdes. A concentracdo que
apresentou melhor efeito na extracdo dos pigmentos e também em sua estabilidade
foi de 1000 ppm de SO,. De forma semelhante, Cacace & Mazza (2002) otimizaram
a extracdo de antocianinas de groselhas por meio de agua sulfurada, e verificou-se
que os maiores rendimentos da extragdo destas antocianinas foram obtidos com
concentragdes variando de 1000-1200 ppm de SO,, na relagcdo solvente:solidos de
19:1 (L/Kg). De acordo com esses autores, o aumento da relacdo solvente:solidos
favorece a extragdo das antocianinas pela modificagao do gradiente de concentragao,
e portanto, pelo aumento da taxa de difusdo. Para se atingir a extragdo em tempo
minimo, o uso de 900 ppm de SO, e 65°C foi indicado. Entretanto, os autores
ressaltaram que para a extragdo de antocianinas ¢ recomendado utilizar temperaturas
até 35°C, devido a menor taxa de degradagao.

Ha relatos de extracdo otima de pigmentos a aproximadamente 1000 ppm
(Cacace & Mazza, 2002), outros a niveis ainda maiores, como 2000 ppm (Ayed et
al., 1999), e ainda, resultados em menor magnitude, como os encontrados por Bakker
et al.(1998), que ao avaliarem diferentes niveis de SO, na extracdo de antocianinas
(0, 75 e 150 ppm) verificaram que a melhor extracdo foi realizada a 150 ppm, mas
indicando que um aumento no teor de SO, extrairia mais antocianinas. Neste sentido,

Gao & Mazza (1996), observaram que a melhor concentragdo de SO, para a extragdo
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de antocianinas de semente de girassol foi de 200 ppm, durante 5 minutos a 22°C,
sendo a dgua sulfurada o solvente que obteve melhor resultado de extracdo, quando
comparado a acido acético 0,01M. Observa-se, portanto, que nao ha consenso quanto
ao teor médio de SO, a ser utilizado na extragdo, devendo ser analisadas as condi¢des

particulares de cada estudo e cada matéria-prima.

2.3. Novas tecnologias de extraciao

O efeito de tecnologias emergentes como alta pressao hidrostatica e campos
elétricos pulsados ainda é pouco investigado na extra¢do de pigmentos. Entretanto,
sao destacados os beneficios da utilizacdo associada de moderadas temperaturas
(60°C — 70°C) para uma extragdo Otima, partindo-se do principio que o aumento da
temperatura possibilita aumento no fendmeno de transferéncia de massa (Cacace &
Mazza, 2003a). Ainda, estes tratamentos térmicos moderados pode também romper
as ligacdes da matriz fendlica e modificar a estrutura da membrana das células
vegetais, tornando-as menos seletivas pela coagulacdo de suas lipoproteinas
(Corrales et al., 2008). Assim, o uso de tecnologias emergentes que sdo capazes de
aumentar a ruptura das células, combinadas com temperaturas moderadas, podem
representar uma alternativa econdmica para a extracdo de pigmentos, promovendo
uma extragdo mais rapida com uso de menos solvente extrator.

Alta pressdo hidrostatica (APH), campos elétricos pulsados (CEP) e
ultrassom sdo tecnologias ecologicamente sustentaveis e energeticamente eficientes
no sentido de aumentar o processo de transferéncia de massa dentro do tecido

vegetal, afetando a permeabilidade das membranas (Toepfl et al., 2006; Corrales et

al., 2008).

2.3.1. Alta pressao hidrostatica

De acordo com Corrales et al. (2009), as caracteristicas positivas da alta
pressdo hidrostatica para proposito de extracdo de antocianinas de frutas parecem
irrefutaveis. Os autores ressaltam ainda que, com os resultados de pesquisas
empregando o uso da alta pressado, € possivel encontrar alternativas ecologicas para a
extragdo e recuperacdo de metabolitos secundarios de frutas, aumentando o uso de

solventes ndo agressivos ao meio ambiente.
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Durante a extragao por APH, as lacunas de ar presentes nos tecidos das frutas
e vegetais sdo parcialmente preenchidas com liquido. Quando a pressdo ¢ liberada na
etapa subseqiiente, ocorre a saida do ar ocluso nos poros, causando dano a membrana
das células. Além disso, a APH pode causar desprotonacdo de grupos carregados e
rompimento de pontes salinas e interagdes hidrofobicas, resultando em mudancas
conformacionais e desnaturacdo de proteinas, tornando as membranas celulares cada
vez menos seletivas, e conseqiientemente tornando os compostos bioativos mais
acessiveis a extracdo até atingir o equilibrio (Barbosa-Canovas et al., 2005).

Corrales et al. (2009), investigando a influéncia da APH, da concentracdo de
solvente, do tempo e da temperatura na extracdo de antocianinas de casca de uva
verificaram que a melhor combinagao para a extracao de antocianinas totais foi o uso
de etanol 100%, a 50°C e 600 MPa. Os rendimentos na extracdo foram 23% mais
elevados em relacdo a extracdo usando solvente a pressdo atmosférica. Os
pesquisadores verificaram, ainda, que a extragdo das antocianinas por APH foi
seletiva, na medida em que os maiores niveis de antocianinas monoglicosiladas
foram obtidos quando se utilizou pressdes mais baixas, da ordem de 200 MPa. Ao
contrario, quando se utilizou pressdes mais elevadas da ordem de 600 MPa, obteve-
se conteudo elevado de antocianinas aciladas. O estudo de Corrales et al. (2008)
demonstra que o tratamento por APH promove a redu¢ao do pH do solvente durante
a extragdo, principalmente por causa da desprotonagdo de moléculas presentes no
extrato, ¢ os autores consideram que este decréscimo no pH pode favorecer a
extracdo de antocianinas aciladas. Em pH<4, grupos diacil das antocianinas estdao
empilhadas sobre o nucleo flavilium e exercem protecdo contra o ataque nucleofilico
da 4gua, o que levaria a formagdo de compostos incolores (chalconas), conforme
mostrado na Figura 4.

Corrales et al. (2009) ressaltam que as diferengas entre estruturas quimicas
das antocianinas e, conseqiientemente, em sua polaridade, governaram a extragdo
seletiva por APH, em ordem crescente de concentracdo: malvidina > peonidina >
petunidina > delfinidina > cianidina. Quanto maior o nimero de grupos metoxila e,
em seguida, de grupos hidroxila na estrutura da antocianidina, maior foi a extragao
por APH.

Observa-se que mais estudos do efeito da APH na extracdo de antocianinas e

antocianidinas sdo necessarios, haja vista a vantagem da extracdo seletiva destes
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compostos, de grande interesse para fins analiticos e para estudos de estabilidade e

atividade bioldgica.

2.3.2. Campos elétricos pulsados

A aplicacdao dos campos elétricos pulsados (CEP) aumenta a transferéncia de
massa pela eletroporacdo das membranas das células vegetais, melhorando, desta
forma, a textura do tecido (Corrales et al., 2008). Isto pode ser demonstrado pelo fato
de que cenouras, batatas e magas tratadas por CEP e posteriormente submetidas a
desidratacdo osmdtica perderam agua mais rapidamente que amostras ndo tratadas
por CEP (Lebovka et al., 2007). Da mesma forma, o tratamento com CEP induziu a
permeabilizacdo dos tecidos de uvas, havendo, conseqiientemente, a migracdo das
antocianinas intracelulares para o meio, aumentando sua extragdo (Tedjo et al.,
2002).

Corrales et al. (2008), em estudo comparativo da extracao de antocianinas de
casca de uva por ultrassom, APH e CEP, verificaram que o rendimento da extracdo
de antocianinas por meio de CEP (3 kV.cm™) foi 10% superior ao rendimento por
APH (600 MPa) e 17% superior ao rendimento pela extragdo convencional por
solvente [ETOH:H,O 50:50 (v/v)] e por ultrassom (35 KHz), estas ultimas
estatisticamente semelhantes. De maneira semelhante, Esthiaghi & Knorr (2000), em
um estudo com uvas, verificaram aumento da extracdo de soélidos soluveis e
pigmentos no suco, apos a desintegracdo das células vegetais por CEP. Corroborando
estes dados, Corrales et al. (2008) relatam estudo em que se observou uma maior
extracdo de antocianinas de batata-roxa tratada por meio de CEP.

De forma semelhante ao ocorrido na extragdo por APH, Corrales et al. (2008)
observaram que a melhora da extragdo de antocianinas individuais por CEP foi
dependente do tipo de tratamento e do padrdao de substituicdo do anel B da estrutura
do cation flavilium (Figura 2), bem como dos diferentes padrdes de glicosilagao nos
anéis A e C. De acordo com os autores, quando uma glicose estava ligada
covalentemente ao grupo —OH do anel heterociclico (Figura 2), formando
antocianinas monoglicosiladas, a extracdo destas foi favorecida pela utilizacao de
CEP (10,25 mg.g™"), a0 passo que nas extragdes controle (ETOH:H,0), por APH ¢
por ultrassom os teores de antocianinas monoglicosiladas encontrados foram de 7,46

mg.g’, 6,04 mg.g”" ¢ 4,84 mg.g”, respectivamente. Ainda, quando comparados com
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antocianinas monoglicosiladas, os teores de antocianinas aciladas foram menores.
Corrales et al. (2008) ressaltam que antocianinas aciladas parecem estar fisicamente
“presas” dentro da matriz ou parecem formar ligagdes de hidrogénio com os
polissacarideos das paredes celulares e, conseqiientemente, foram extraidas em
menor proporgao.

Outro estudo investigou a influéncia do tempo e da temperatura de maceragao
no teor de antocianinas de vinhos rosé, provenientes de uvas Cabernet Sauvignon
tratadas por CEP (5 kV.cm™; 50 pulsos) (Puértolas et al.). Os vinhos oriundos das
uvas tratadas por CEP apresentaram maiores teores de antocianinas, quando
comparados aos de uvas nao tratadas. Ao tempo de 2 horas de maceragdo, para se
atingir um teor de antocianinas de 50 mg.L"', o tratamento com CEP permitiu a
reducdo da temperatura da maceragdo de 20°C para 4°C, redugdo essa importante
para prevencdo de oxidagdo de compostos fendlicos e de aroma e, portanto,
contribuindo para o aumento da qualidade dos vinhos.

Estudos recentes tém demonstrado que a aplicagdo de CEP em bagago de uva
antes da etapa de maceragdo-fermentacdo aumenta a extracdo de compostos
fendlicos, incluindo antocianinas, durante a vinificagdo em diferentes variedades de
uva (Lopez et al., 2008; Puértolas et al, 2010). Desta forma, vantagens sao
observadas na aplicagdo de CEP na extracdo de pigmentos, visto que além de
possibilitar extracdo seletiva de antocianinas, parece aumentar o rendimento da

extracao.

2.3.3. Ultrassom

O método de extragdo assistida por ultrassom tem sido usado freqlientemente
com o intuito de aumentar o fendomeno de transferéncia de massa e,
conseqiientemente, diminuir o tempo de extragdo de compostos bioativos. A
tecnologia de ultrassom aumenta as taxas de transferéncia de massa durante a
extragdo solido/liquido por meio de forgas de cavitagdo, em que ocorre o colapso de
bolhas e, por conseguinte, ocorre geragao de pressdo localizada, causando a ruptura
do tecido e a conseqiiente migracao de substancias do meio intracelular para o
solvente (Knorr et al., 2002; Corrales et al., 2008).

Chen et al. (2007) em um estudo de otimizagdo da extracdo assistida por

ultrassom de antocianinas de framboesa, verificaram que as melhores condigdes
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foram: relagdo solidos:solvente de 4:1 (mL/g), tempo de extracao de 200 segundos e
poténcia ultrassonica de 400 W. Nessas condicdes, o teor de antocianinas obtido foi
de 34,5 mg.100 g'. Comparando com a extragdo convencional por solventes
[ETOH:HCI 1,5M (85:15), durante 60 minutos], a extragdo assistida por microondas
foi mais eficiente e rapida para a extracdo das antocianinas, por causa do forte
rompimento da estrutura do tecido submetido a cavitacdo acustica das microondas,
verificada por microscopia eletronica de varredura.

Adjé et al.(2010), na extracdo de polifendis e antocianinas de flores de
Delonix regia verificaram que o uso de ultrassom tornou o tempo de maceragao trés
vezes mais curto, quando comparado a extragdo convencional. Entretanto, nao
possibilitou maior extragdo de fendlicos e antocianinas em relacdo a maceragdo
convencional com agitagdo. De forma semelhante, Ghafoor et al. (2009) observaram
reducdo no tempo necessario para a extragdo de antocianinas de uva usando
ultrassom a 40 KHz e 250 W.

A caracteristica marcante observada nos estudos acima discutidos foi a
redu¢do do tempo de extracdo, o que ¢ muito importante, pois, em geral, quanto
maior o tempo de extracdo, mais os compostos bioativos ficam susceptiveis a

degradacao, seja por acdo enzimatica ou por agao da luz e temperatura.

2.3.4. Microondas

A extragdo assistida por microondas utiliza a energia das microondas para
causar movimento molecular e rotacdo de liquidos com um dipolo permanente,
levando ao rapido aquecimento da solugdo e da amostra. As vantagens do uso de
microondas sobre as técnicas convencionais de extragdo por solvente sdo: (i) melhor
eficiéncia, (ii) menor tempo de extragdo, (iii) menor consumo de solvente e (iv) alto
nivel de automacdo (Eskilsson & Bjorklund, 2000; Yang & Zhai, 2010).
Paralelamente a estas vantagens, uma ampla gama de solventes pode ser usada na
extra¢do assistida por microondas.

De acordo com Yang & Zhai (2010), a extragdo assistida por microondas ¢
um processo rapido onde a energia ¢ eficientemente transferida através de interacdes
moleculares em um campo eletromagnético, para possibilitar a extracdo por solvente

do material vegetal. Além disso, a interacdo direta das microondas com solventes
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também resulta em ruptura das células vegetais € uma rapida liberagao dos
compostos que estavam no interior das células para o meio.

Yang & Zhai (2010) otimizaram a extragdo por solvente assistida por
microondas das antocianinas de milho purpura (Zea mays L.) e obtiveram o teor mais
elevado de antocianinas (185,1 mg.100g") em apenas 19 minutos de extragdo,
usando uma relacdo solidos:solvente de 1:20 € com a irradiacao das microondas na
poténcia de 555 W. Em compara¢do com a extragdo convencional por solvente, em
60 minutos de extragdo, o teor de antocianinas correspondeu apenas a 85,6% do teor
encontrado quando se usou microondas, sendo que este teor ndo aumentou com o
tempo.

Liazid et al. (2011) desenvolveram um novo método para extragdo de
antocianinas de uvas em 5 minutos, a 100°C, usando MEOH:H,O (40:60) assistido
por microondas na poténcia de 500 W. Pelo novo método os autores puderam
quantificar as antocianinas aciladas malvidina-3-cumaroilglicosideo, malvidina-3-
cafeoilglicosideo e petunidina-3-p-cumaroilglicosideo, as quais ndo foram detectadas
na extracdo convencional usando apenas solugdes extratoras (MEOH:4cido formico
(95:5) v/v, durante 5 h). Observa-se que a utilizagdo de microondas, por sua eficiente
transferéncia de energia, provavelmente promoveu ruptura da estrutura celular das
frutas, liberando as antocianinas aciladas para o solvente.

Sun et al. (2007) verificaram que as condi¢des Otimas para a extracdo de
antocianinas de framboesa assistida por microondas foram: tempo de 12 minutos,
relagdo solvente:solidos 4:1 (ml/g), com a poténcia de microondas de 366 W. Nestas
condiges os autores encontraram 43,42 mg.100 g de antocianinas totais nos frutos.
Comparado a extracdo tradicional [ETOH:HCI 1,5 M (85:15) por até 60 minutos], a
extragdo assistida por microondas foi mais eficiente e mais rapida. De acordo com os
autores a utilizacao de microondas provocou grande ruptura no tecido, facilitando a
extragdo. Entretanto, a composicdo de antocianinas nos dois métodos foi similar,
discordando dos resultados de Liazid et al. (2011).

Conforme visto, a extragao assistida por microondas, de forma semelhante ao
observado na extra¢do por ultrassom, apresenta como caracteristicas de destaque a
diminui¢do no tempo de extracdo e a possibilidade da extracdo seletiva de
antocianinas, liberando as antocianinas aciladas, naturalmente mais “presas” a matriz

celular, para o meio.
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2.3.5. Irradiacao

A irradiacdo de um alimento ¢ realizada pela exposi¢do do produto a uma
fonte de energia ionizante. E um método fisico de processamento que envolve a
exposi¢ao do produto a raios gama (Cobalto-60), raios X ou elétrons (Tiwari et al.,
2009).

O uso de radiagdes ionizantes se tornou método eficiente na conservacao de
alimentos, principalmente por reduzir a microbiota do meio, e, conseqilientemente,
aumentar a vida-de-prateleira do alimento (Mladenova et al., 2010). Entretanto, ha
escassez de estudos do uso deste método na melhora da extragdo de antocianinas de
matrizes vegetais. A maior parte dos trabalhos disponiveis trata da avaliacdo da
estabilidade dos pigmentos provenientes de fontes irradiadas (Alighourchi et al.,
2008; Mladenova et al., 2010). E, também, ressaltado o efeito negativo que a
irradiacao possa exercer sobre os pigmentos de forma geral, degradando-os, gerando
radicais livres e seus produtos combinados (Mladenova et al., 2010). Contudo, de
acordo com Tiwari et al. (2009), os efeitos da irradiagdo nas antocianinas dependem
da sua natureza, uma vez que diglicosideos sdo relativamente estaveis a irradiagao,
quando comparados aos monoglicosideos.

Em contrapartida, Ayed et al. (2000) investigaram o efeito da radiacdo gama,
aplicada nas doses de 0 a 9 kGy, combinado com agua ou solug¢do sulfurada na
extragdo de antocianinas de bagago de uva. Os autores verificaram que a irradiagdo a
6 kGy, combinada com o uso de 2000 ppm de SO,, a 60°C por 15 minutos
possibilitou o maior rendimento em antocianinas, explicado pela migragdo do
pigmento do interior das células para o meio, possibilitada pelo dano causado pela
irradiagdo as paredes celulares.

Observa-se, portanto, que sdo necessarios mais estudos da extracdo de
antocianinas utilizando-se como ferramenta a irradiacdo, visto que, a0 mesmo tempo
em que poderia haver aumento do rendimento do processo, as antocianinas poderiam

ser degradadas pela a¢ao dos radicais livres gerados pela fonte de energia.
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3. Consideracoes finais

Estudos recentes ressaltam o potencial da aplicacdo das antocianinas como
pigmentos bioativos. Com isso, uma melhor extragdo destes pigmentos de suas fontes
¢ o primeiro passo para sua utilizacdo, seja industrial ou analitica.

Observou-se, para algumas tecnologias emergentes, vantagens como uma
grande diminui¢do no tempo de extracdo (utilizagdo de microondas e de ultrassom),
extragdo seletiva de antocianinas (utilizacdo de APH), e diminuicdo da temperatura
de extracdo (utilizagdo de CEP). Para as técnicas convencionais, as grandes
vantagens sdo o baixo custo, facil conducdo do processo, obtencdo de extratos
relativamente puros, (dependendo do solvente utilizado), facilidade de recuperagao
do solvente (na maioria dos casos) e a disponibilidade de estudos cientificos, para
fins de conhecimento e comparacao de dados.

Os varios processos de extragdo de antocianinas, tanto convencionais como
emergentes, podem ser escolhidos partindo do objetivo da extracdo, da eficiéncia
desejada, da pureza do extrato, do custo do processo, da facilidade de recuperagdo
dos solventes, dentre outros fatores. As tecnologias emergentes apresentam grande
potencial para a extracdo de pigmentos, entretanto os fatores como eficiéncia de
extracdo, seletividade de compostos e custo elevado ainda ndo estdo bem
equacionados.

Recomenda-se a realizagdo de mais estudos que culminem com o
desenvolvimento de procedimentos eficientes de extragdo de antocianinas, baseando-
se na associacao de técnicas ja tradicionais, como a extragdo por solventes organicos,

a tecnologias emergentes, visando uma maior eficiéncia do processo de forma global.
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3. CONCLUSAO GERAL

A otimizacdo da extragcdo de antocianinas e polifendis de jabuticaba por meio
da metodologia de superficie de respostas utilizando planejamentos compostos
centrais foi bem sucedida. Tanto nas extracdes com solugdes organicas (metanol e
etanol) como com solucdes aquosas sulfuradas, verificou-se que foram obtidos
extratos ricos em antocianinas e compostos fenolicos, e que apresentaram elevada
acdo anti-radical. Nas extracdes com solventes organicos, verificou-se que a
concentragdo da solucdo extratora ¢ o pH se mostraram de grande importancia,
atuando de forma marcante na extragao de bioativos da casca e polpa da jabuticaba.
Nas extra¢des com solucdes aquosas sulfuradas, a concentracdo de SO, afetou de
forma mais marcante a extragdo de antocianinas e o potencial antioxidante dos
extratos, seguida do tempo de extragao.

Verificou-se, também, na extragdo dos pigmentos, que o solvente extrator
mais eficiente foi o metanol, seguido do etanol, de forma global, enquanto a acetona
ndo apresentou bom desempenho como solvente extrator. Pode-se confirmar que a
melhor condi¢do extratora para as antocianinas de jabuticaba foi o uso de metanol
70% em pH menor que 2,5, condigdo extratora ja utilizada por pesquisadores de todo
o mundo para extracdo de antocianinas de diversas fontes. Ainda, com o presente
trabalho foi possivel sugerir a alternativa de uma extracdo eficiente de antocianinas
de jabuticaba utilizando solventes puros e pH neutro.

A otimizagdo de varidveis do processo de microencapsulamento por spray
dryer de antocianinas de jabuticaba também foi realizada com sucesso pela
associacdo de um planejamento composto central com a metodologia de superficie de
respostas. A associagdo de elevadas temperaturas de entrada do ar de secagem com
fluxos de alimentagdo mais baixos, e de temperaturas mais baixas e fluxos de
alimentacdo mais elevados promoveram uma maximizagdo da retencdo de
antocianinas e minimizacdo da diferenca global de cor, em relagdo ao extrato
original.

Na avaliagdo de diferentes carreadores e temperaturas do ar de secagem para
producdo de pigmentos em pd de jabuticaba por spray dryer, verificou-se que

utilizando-se o carreador maltodextrina 30% e temperatura de entrada do ar de
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secagem de 180 °C foi possivel alcancar um balanceamento favoravel das
caracteristicas fisico-quimicas e tecnologicas dos pos, obtendo-se retengdo de
antocianinas maximizada, e diferenca global de cor, umidade e higroscopicidade
minimizadas, pela aplicacdo da fungdo estatisitica de desejabilidade. Os pds obtidos
no estudo apresentaram solubilidades elevadas e semelhantes quando aplicados em
sistemas-modelo de bebida isotdnica, indicando a viabilidade da aplicacdo destes
pigmentos neste e em outros alimentos.

Sugere-se a realizagdo de mais estudos com a jabuticaba, j& que esta se
mostrou uma excelente fonte de antocianinas e polifenois ainda pouco estudada, com
elevado potencial antioxidante. Estudos podem ser direcionados a ciéncia de
alimentos, com a identificag¢ao e isolamento das antocianinas e polifendis individuais
desta fruta, avaliando-se suas atividades biologicas. Podem se direcionar, também, a
parte tecnologica, com a producdo de pigmentos em pd com elevado teor de
antocianinas, avaliando sua estabilidade frente a diferentes condigdes de
armazenamento e sua aplicagdo em ampla gama de produtos alimenticios, visando
seu uso industrial. Como possiveis aplicacdes dos extratos liquidos e em p6 obtidos,
sugere-se: (1) o uso como corantes em alimentos e bebidas, principalmente de pH
mais baixos, (i) 0 uso como parte integrante da formulacdo de alimentos funcionais
e (ii1) uso dos extratos na producao de fitoterapicos, pela sua elevada agdo anti-

radical e pelas atividades biologicas ja conhecidas das antocianinas.
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