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Resumo

A busca de fontes alternativas de pigmentos naturais tem estimulado o desenvolvimento de
pesquisas com diferentes frutos e residuos tropicais. No presente trabalho, optou-se por
estudar o aproveitamento do bagaco gerado na producgéo de suco de jabuticaba. A jabuticaba é
uma fruta rica em antocianinas, um pigmento natural que, além da capacidade de conferir cor,
também possui atividades benéficas a saide. No entanto, o seu uso como corante natural na
industria de alimentos como uma forma de substituir os corantes sintéticos é limitado pela sua
instabilidade frente as condicGes de processamento e da presenca de outros componentes.
Uma alternativa para aumentar a estabilidade das antocianinas & através da técnica de
microencapsulacdo no qual o ingrediente sensivel é protegido dentro do material de
revestimento. Assim, o presente estudo objetivou a producdo, caracterizacdo e a verificacdo
da estabilidade dos pds obtidos por liofilizacdo utilizando a maltodextrina, a pectina e a
proteina isolada de soja como materiais de parede em diferentes proporcdes. Os pos foram
caracterizados quanto ao teor de umidade, atividade de &gua, solubilidade, higroscopicidade,
tamanho de particula, morfologia, analise térmica e colorimétrica, teor de fendlicos totais,
antocianinas monomeéricas e atividade antioxidante com o radical ABTS. Os mesmos também
foram avaliados quanto a estabilidade na presenca da luz UV durante a estocagem e
comparadas com o extrato de antocianinas liofilizado ndo microencapsulado. As antocianinas
presentes no bagaco de jabuticaba foram extraidas com ultrassom utilizando a agua
acidificada com &cido citrico (1 %). O extrato de antocianinas concentrado apresentou uma
quantidade de antocianinas monoméricas de 510 + 0,09 mg.100 g de bagaco, um teor de
fenélicos totais de 12.860 + 1,5 mg AGE.100 g bagaco e uma atividade antioxidante de
39.590 + 1,25 pM TE.g"* de bagaco todos expressos em base seca. Os pés produzidos por
liofilizag&o apresentaram estruturas irregulares amorfas sem estrutura cristalina com tamanho
médio de particulas entre 311,66 — 419,74 um com distribuicdo bimodal. Além disso, as
amostras apresentaram baixos valores de umidade (2,09 + 0,10 a 4,15 + 0,32%), atividade de
agua (0,053 + 0,003 a 0,162 + 0,002), higroscopicidade (10,8 = 0,1 a 14,2 £ 0,3 g/100g) e
baixa solubilidade em agua (10,9 + 0,1 a 21,3 + 0,2 %), atributos desejaveis na obtencdo de
alimentos em p6. Com a analise térmica foi possivel verificar que houve a microencapsulagédo
das antocianinas com os diferentes materiais de revestimento testados devido a formacdo de
novas transices endotérmicas, e ainda foi possivel observar que os pds apresentaram uma
estabilidade térmica até a temperatura de 130 °C. A fotoestabilidade dos pos liofilizados bem
como do extrato de antocianinas liofilizado ndo microencapsulado armazenados por 90 dias
mostraram que a degradacdo desse pigmento seguiu uma cinética de primeira ordem e 0s
parametros cinéticos foram calculados. Para o extrato ndo microencapsulado os valores
obtidos para a constante de degradacdo e tempo de meia-vida foram iguais a 0,0135 d™* e 51
dias, respectivamente, correspondendo a uma reducdo de 77% de antocianinas monoméricas,
56 % de fendlicos totais e 43 % da capacidade antioxidante. Por outro lado, os materiais de
parede protegeram o pigmento do efeito deletério da luz em mais de 90 % em relacéo ao teor
de fendlicos totais, 80 % para a quantidade de antocianinas monoméricas, de modo que a
atividade antioxidante foi mantida em 70 % durante o periodo de estocagem. Os valores da
constante de degradacdo para todas as formulacBes variaram de 0,0022 a 0,0070 d* e os
tempos de meia-vida variaram de 101 a 320 dias. Portanto, os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que a pectina e a proteina isolada de soja podem ser consideradas potenciais
materiais de revestimento na microencapsulacdo de antocianinas a serem utilizados na
industria de alimentos.

Palavras-chave: bagaco de jabuticaba, antocianinas, microencapsulacdo, liofilizacéo.






Abstract

The search for alternative sources of natural pigments has stimulated the development of
research with different tropical fruits and their waste; in the present work, we chose to study
the use of the bagasse generated in the production of jaboticaba juice was studied. Jaboticaba
is a fruit rich in anthocyanins, a natural pigment, which besides the ability of providing color,
also has beneficial health activities. However, its use as a natural colorant in the food
industry, replacing the synthetic coloring agents is limited by their instability due to the
process conditions and the presence of other components. An alternative to increase stability
of anthocyanins is microencapsulation technique in which the sensitive ingredient is protected
within the coating material. The present work aims the production, characterization and
verification of the stability of the powders obtained by freeze-drying using maltodextrin,
pectin and the isolate soy protein as wall materials in different proportions. The powders were
analyzed for moisture content, water activity, solubility, hygroscopicity, particle size,
morphology, thermal and colorimetric analysis, total phenolics content, total monomeric
anthocyanin and capacity to scavenge the ABTS™. They were also evaluated for stability in
the presence of UV light during storage and compared with the lyophilized extract of
anthocyanins not microencapsulated. Anthocyanins were extracted from jaboticaba pomace
with ultrasound using water acidified with citric acid (1%). The concentrated extract
anthocyanins showed an amount of monomeric anthocyanins of 510 + 0.09 mg. 100g™ a
content of total phenolics of 12.860 + 1.5 mg GAE.100g™" and antioxidant activity of
39,590 + 1.25 uM TE.g™ pomace dry basis. In addition, the samples presented low moisture
values (2.09 + 0.10 to 4.15 + 0.32%), low water activity (0.053 = 0.003 to 0.162 + 0.002) and
hygroscopicity ranging from 10.8 + 0.1 to 14.2 + 0.3 g/100g as well as low solubility in water
(10.86 £ 0.1 to 21.28 £ 0.2%) which are desirable attributes for food powder. Through the
thermal analysis it was verified that the anthocyanins were effectively microencapsulated with
the different coating materials tested due to the formation of new endothermic transitions; it
was also observed that the powders showed a thermal stability up to 130 °C. The
photostability the powders and extract of anthocyanins lyophilized not microencapsulated
stored for 90 days showed that this pigment degradation followed a first-order kinetics. For
the extract not microencapsulated the values obtained of degradation and half-life were equal
to 0.0135 d* and 51 days, respectively, corresponding to a 77 % reduction of monomeric
anthocyanins, 56% total phenolics content and 43 % of antioxidant capacity. In contrast, the
wall material protected the pigment against the deleterious effect of light in more than 90 %
for total phenolic content and 80 % for the amount of monomeric anthocyanins, so the
antioxidant activity remained at 70 % for the storage period. The rate constants according to a
first-order reaction for all formulations ranged from 0.0022 to 0.0070 d™* and the half-life
times ranged from 101 to 320 days. Therefore, the results of this study showed that the pectin
and the isolate soy protein can be potentially be used as coating materials in the
microencapsulation of anthocyanins for use in the food industry.

Keywords: jaboticaba pomace, anthocyanins, microencapsulation, freeze-drying
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Capitulo 1 - Introducao

A jabuticaba é uma fruta nativa brasileira cultivada em grande parte do pais e muito
apreciada por apresentar caracteristicas sensoriais interessantes tanto para o0 consumo in
natura como para o processamento de sucos, fermentados, licores, vinagres e geleias. Essa
fruta tropical é rica em antocianinas que sdo responsaveis pela coloragdo escura da casca do
fruto. O processamento da jabuticaba gera uma grande quantidade de residuos denominado
bagaco constituido principalmente de cascas e sementes representando cerca de 50 % do total
da fruta sendo normalmente descartada. Além da funcdo corante, o interesse pelas
antocianinas se intensificou devido seus possiveis beneficios a satde relacionados com sua
capacidade antioxidante. Desta forma, essa parcela da fruta, muitas vezes considerada um
residuo, apresenta potencial de ser utilizada na extracdo comercial de pigmentos antocianicos

assim como no desenvolvimento de produtos alimenticios.

A obtencdo de corantes a partir de fontes naturais e sua correlacdo com propriedades
funcionais em alimentos tem sido o interesse de inimeras pesquisas nas ultimas décadas em
decorréncia das exigéncias do mercado consumidor e de restricdes impostas pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) e de outras institui¢bes frente a toxicidade dos corantes sintéticos.
O uso de antocianinas como corante ¢ indicado para alimentos ndo submetidos a temperaturas
elevadas durante o processamento e embalados de forma que a exposicao a luz, ao oxigénio e
a umidade seja minimizada. Para contornar esse tipo de problema, os extratos provenientes de

frutas sdo tipicamente aplicados na forma de p6 ou liquidos microencapsulados.

A microencapsulacdo é uma técnica relativamente recente, que tem a funcdo de

proteger o material microencapsulado de fatores que possam causar a sua deterioracdo. Ela
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favorece o aumento da vida til, da manutencdo do flavor (sabor e aroma) e da cor, além de
reduzir a volatilidade, a higroscopicidade e a reatividade, aumentando a estabilidade do
produto em condicbes adversas e mascarando sabores indesejaveis. O processo de
microencapsulacdo pode ser realizado por varias técnicas, dentre elas a liofilizacdo, que
corresponde a uma tecnologia de secagem baseada na desidratacéo via sublimagdo do produto
congelado.

Na microencapsulacdo de antocianinas extraidas de diferentes fontes vegetais, sdo
encontrados diversos estudos utilizando principalmente com a goma arabica e a maltodextrina
como material de revestimento, porém, em virtude da facil aquisi¢cdo e do baixo custo, a
maltodextrina € mais utilizada. No entanto, tem-se observado um crescente interesse pelo uso
de proteinas vegetais como material de parede como uma alternativa de substituir as proteinas
sintéticas e de origem animal. Estes polimeros naturais apresentam boa solubilidade,
capacidade de formacdo de emulsGes, estabilidade de espuma, dando-lhes as caracteristicas

adequadas para utilizacdo como materiais de revestimento.

Portanto, é pertinente ressaltar a importancia de novas pesquisas empregando outros
materiais de revestimento como, por exemplo, a proteina isolada de soja e a pectina. Outro
aspecto importante corresponde aos poucos trabalhos encontrados na literatura referente a
microencapsulacdo das antocianinas extraidas dos subprodutos emergentes gerados com o

processamento da jabuticaba.
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2.1. Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho é caracterizar e avaliar a estabilidade de
microparticulas de antocianinas produzidas com maltodextrina, proteina isolada de soja e
pectina como material de parede em diferentes proporcdes pela técnica de liofilizacdo.
Adicionalmente, neste projeto, pretende-se criar alternativas para o aproveitamento dos
residuos oriundos do processamento do suco de jabuticaba por meio da obtencdo de um
corante natural com propriedades antioxidantes. Para tanto, tem-se 0s seguintes objetivos

especificos:

2.2. Objetivos especificos

= extrair as antocianinas do bagaco de jabuticaba utilizando como solvente uma

solucdo aquosa de &cido citrico 1 %;

= microencapsular o extrato concentrado de antocianina com maltodextrina, proteina

isolada de soja e pectina como materiais de parede;

= caracterizar as microparticulas produzidas com maltodextrina, proteina isolada de
soja e pectina quanto ao teor de umidade, atividade de &agua, solubilidade,
higroscopicidade, tamanho de particula, estrutura morfologica, anélise térmica e
colorimétrica, teor de fendlicos totais, antocianinas monoméricas e atividade

antioxidante com captura do radical ABTS™;
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= avaliar a fotossensibilidade (exposicao a luz UV) das antocianinas com os diferentes

materiais de revestimento utilizados durante um periodo de armazenamento.
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3.1. Jabuticaba
3.1.1. Caracteristicas da planta

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg) (Figura 1) € uma arvore frutifera brasileira
nativa da regido centro sul da Mata Atlantica pertencente botanicamente a Familia Myrtaceae
e ao Género Myrciaria ou Myrcia. Essa planta é conhecida ha mais de 400 anos e 0 nome
jabuticaba tem origem indigena, denominada pelos Tupis de Iapoti’kaba cujo significado é
“fruto em botdo” em uma referéncia a sua forma (Mattos, 1983; Sobral, 1985). Por ser uma
planta de clima tropical e subtropical Umido, a distribuicdo geografica das jabuticabeiras
ocorre no Brasil - desde o Estado do Para até o Rio Grande do Sul - na Bolivia, no Paraguai e
na Argentina assim como na América Central e no sul da Flérida (Balerdi, Rafie e Crane,
2006; Jham, Fernandes e Garcia, 2007). Contudo, € nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro,
Minas Gerais e Espirito Santo que ocorrem as maiores producbes (Ascheri, Ascheri e
Carvalho, 2006; Citadin, Danner e Sasso, 2010).

Figura 1. Jabuticabeira (Myrciaria cauliflora Berg).

Fonte: Antunes et al. (2004).
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Essa planta frutifera desenvolve-se bem em regiGes onde as temperaturas médias
anuais sdo em torno de 20 a 30 °C requerendo uma pluviosidade minima de 1000 mm/ano
bem distribuidas, a umidade relativa do ar deve estar entre 75 a 80 % e uma luminosidade de
2000 horas/luz/ano. Embora seja adaptavel a diversos tipos de solos, o cultivo deve ser feito,
preferencialmente em solos silico-argilosos profundos, drenados, férteis e ricos em matéria
organica. Além disso, os solos devem apresentar uma boa umidade durante o periodo da
floracdo e frutificacdo, o pH em torno de 6,5 a 7,0 e a altitude dos terrenos de cultivo devem
ser inferiores a 600 m. O crescimento da planta é vagaroso, podendo levar de oito a quinze
anos para o inicio de sua producdo. Em regides secas o cultivo da jabuticabeira é feito por
meio de um processo de irrigacdo adequado (Mattos, 1983).

As jabuticabeiras sdo arvores de porte médio a grande com copa variada apresentando
uma altura de 6 a 9 metros dependendo da espécie e uma fase produtiva de 30 a 50 anos. Suas
folhas de coloracdo verde escuro sdo opostas, elipticas e incompletas com bainha ausente e
peciolo presente; a lamina foliar exibe um comprimento entre 2,4 e 4,3 cm e uma largura de
0,6 a 1,6 cm (Donadio, 2000). As flores séo pequenas e brancas nas quais sao produzidas
individualmente e em grupos diretamente sobre a casca ao longo dos troncos. O periodo de
florescéncia ocorre duas vezes ao ano, de julho a agosto e de novembro a dezembro, e sua
frutificacdo é abundante, cobrindo de frutos o tronco, os galhos, e ocasionalmente, até as
raizes descobertas; seus ramos sdo delgados, cilindricos e glabros (Benza, 1980; Andersen e
Andersen, 1998).

A jabuticaba ¢ uma baga subglobosa lisa: sua coloracdo varia do verde ao violeta
escuro dependendo da maturacao, apresenta de 1,6 a 2,2 cm de didmetro e com a presenca de
1 a 4 sementes. A casca € fragil, a polpa é doce com leve acidez, de 6timo sabor e de cor
branca a translicida. O periodo de amadurecimento dos frutos ocorre entre trés a quatro
semanas apos o florescimento estendendo-se nos meses mais frios. Como a jabuticaba é um
fruto ndo climatérico, a colheita deve ser realizada quando o fruto esta maduro. O ponto de
maturacgdo é observado de acordo com a cor do fruto e varia conforme a espécie. Sua elevada
produtividade pode proporcionar de duas a quatro safras anuais normalmente influenciadas
pela maior disponibilidade de agua; no entanto, as jabuticabas depois de colhidas apresentam
uma vida util de trés dias corroborando posteriormente para uma comercializacdo limitada
(Mattos, 1983; Donadio, 2000; Boari Lima et al., 2008; Daiuto, 2009). As fases de

florescimento e de maturacédo da jabuticaba séo ilustradas na Figura 2.
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Figura 2. Fases de florescimento e de maturacao da jabuticaba: (a) gemas no tronco; (b) botéo floral
fechado; (c) flores abertas; (d) inicio da frutificacdo; (e) amadurecimento do fruto (e) fruto maduro.

Fonte: Coletti (2012).

Sdo conhecidas nove espécies de jabuticabeiras (Tabela 1), sendo que uma esta
extinta, cinco sdo encontradas apenas em alguns centros de pesquisa e somente trés

apresentam disseminacao natural e em cultivos no Brasil (Citadin, Danner e Sasso, 2010).

Tabela 1. Principais espécies de jabuticabeiras com 0s respectivos nomes comuns e origens.

Espécies NOMES COMUNS Orlgenj e/_ou Didmetro do Coloracéo do
ocorréncia fruto (cm) fruto

Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg Sabara Brasil, _Paragual € 2,0-3,0 Roxo escuro
Argentina

Myrciaria cauliflora (DC) Berg iaullsta, Assu ou Brasil 2,0-35 Roxo escuro

onhema

Myrciaria coronata Mattos Coroada ou Coroa S&o Paulo 25-35 Roxo

Myrciaria oblongata Mattos Azeda Séo Paulo 25-3,0 Roxo escuro

Myrciaria spirito santensis Mattos - Espirito Santo 2,2-28 Roxo

Myrciaria grandufolia Mattos Grauda Minas Gerais 15-25 Roxo escuro
Brasil (MG e RS),

Myrciaria trunciflora (Berg) Mattos Cabinho Paraguai e 18-25 Roxo escuro
Argentina

Myrciaria aureana Mattos Branca Séo Paulo 1,0-25 Verde

Myrciaria phitrantha (Kiaersk) Mattos Costada Séo Paulo 15-25 Avermelhada

Fontes: Mattos (1983) e Wu et al. (2013).

Dentre as espécies citadas anteriormente, as espécies Myrciaria cauliflora (DC) Berg
— jabuticaba Paulista, Ponhema ou Assu — e Myrciaria jaboticaba (Vell) Berg - jabuticaba
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Sabard — destacam-se por produzirem frutos apropriados tanto para a inddstria quanto para o
consumo in natura. A variedade Paulista é de grande porte com ramos terminais e achatados,
as folhas apresentam peciolos de 3 mm de comprimento, frutos globosos de coloragdo negra e
graidos com maturacdo tardia e distinguem-se por apresentar alta capacidade de producéo
com frutos sendo mais indicada para a fabricacdo de geleias, doces e licores. A variedade
Sabaré por sua vez, é uma arvore de 6 a 9 m de altura com ramos terminais finos e cilindricos,
as folhas com peciolo de 1,5 a 2 mm de comprimento e ciliadas quando novas, os frutos sdo
subglobosos ou globosos negros e lisos. Cabe ressaltar que apesar do seu pequeno porte essa
espécie produz frutos pequenos e doces constituindo a variedade mais apreciada e cultivada
em pomares comerciais (Gomes, 1972; Borges e Melo, 2013 )

A espécie Myrciaria trunciflora (Berg) Mattos conhecida popularmente como
jabuticaba de cabinho ocorre principalmente nos Estados de Minas Gerais, Espirito Santo e
Rio Grande do Sul e também no Paraguai e na Argentina; apresenta arvores com altura de
8 m, os ramos sao cilindricos, as folhas escuras com peciolos de aproximadamente 3 mm de
comprimento e o0s frutos constituidos por bagas globosas negras. A jabuticaba branca —
Myrciaria aureana Mattos — é uma variedade de porte médio com frutos grandes de coloracdo
verde claro sendo encontrada no Estado de Sao Paulo (Borges e Melo, 2013 ).

Ha grande variabilidade entre as espécies de jabuticaba quanto ao formato da planta e
a qualidade dos seus frutos. Diversos trabalhos conduzidos com esta frutifera tém constatado
diferencas nas caracteristicas estudadas como tamanho e massa fresca dos frutos, rendimento,
germinacdo das sementes, dentre outras (Mendonca, 2000; Pereira et al., 2000; Andrade e
Martins, 2003). Essa variabilidade é importante para a continuidade da espécie, e notadamente

promissora ao melhoramento genético (Ramalho, Santos e Pinto, 2000; Cruz, 2005).

3.1.2. Colheita, producéo e comercializacao

O potencial econdmico de comercializacdo da jabuticaba é grande em funcao de suas
caracteristicas sensoriais para consumo in natura e o seu cultivo tem despertado um grande
interesse entre os produtores rurais de diversas regides brasileiras devido a sua alta
produtividade e o aproveitamento de seus frutos nas mais diversas formas. Somado ao
consumo in natura, a jabuticaba pode ser utilizada no processamento de suco, fermentado,
vinagre, licor, aguardente e geleia; o extrato obtido dos frutos por sua vez, tem sido utilizado

como corante natural em vinhos e vinagres. Os frutos podem ser aproveitados também pela
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inddstria farmacéutica e alimenticia em virtude do seu alto teor de substancias antioxidantes.
Além disso, a jabuticabeira tem sido utilizada como planta ornamental de jardins e o seu
tronco por ser resistente é destinado ao preparo de vigas, esteios e dormentes (Danner et al.;
Barros, Finger e Magalhdes, 1996; Donadio, 2000; Danner et al., 2008).

No Brasil, a comercializacdo destes frutos tem se expandido a cada ano. Em 2011,
entre 0s meses de janeiro a julho foram comercializadas 291 toneladas de jabuticabas na
Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sdo Paulo (CEAGESP) com preco variando
de R$ 8,93 a R$ 17,11 por kg do fruto (Agrafnp, 2012). A producdo de jabuticaba apresenta
uma sazonalidade bem definida, entretanto, a amplitude de variacdo dos indices de producdo é
bastante alta (455 %), indicando extrema instabilidade na oferta desse produto. Baseando-se
apenas nos indices disponiveis de variacdo de quantidade de mercado, a maior producao

ocorre nos meses de setembro e outubro (Oliveira, 2003).

Em algumas regiGes do pais, as jabuticabas de plantas nativas sdo comercializadas
principalmente na forma in natura as margens de rodovias por familias carentes. Essa
atividade informal reveste-se de importancia econdmico-social, pois proporciona renda
adicional a essas familias durante o periodo de colheita. Conforme define o Cddigo Florestal
Brasileiro, essa fruteira podera reconstituir a reserva legal da propriedade e ser explorada
economicamente como alternativa de renda na agricultura familiar (Citadin, Danner e Sasso,
2010).

Apesar da sua popularidade e sua venda garantida quando produzida para 0 consumo
in natura, a jabuticaba apresenta um periodo de comercializacdo muito curto devida a sua
perecibilidade ocasionada pela alta quantidade de umidade, acuUcares fermentaveis e
fragilidade da casca que proporciona uma rapida alteragdo da aparéncia em apenas dois a trés
dias apo6s a colheita. O uso de tecnologias em pds-colheita que visem a diminuicdo do
metabolismo dos frutos, objetivando a reducdo da aceleracdo do amadurecimento e,
consequentemente, o prolongamento da conservacéo, é fundamental para o sucesso comercial
das jabuticabas (Corréa, Pinto e Ono; 2007).

Segundo Goncalves, Trevisan e Corréa (2004) a colheita deve ser cuidadosa e 0s
frutos devem ser colocados em recipientes pequenos como forma de evitar danificagOes e por
ser altamente perecivel, a comercializagdo das jabuticabas deverd ocorrer de preferéncia no

mesmo dia. Duarte et al. (1997) avaliaram o comportamento dos frutos de jabuticabeira
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parcialmente maduros e totalmente maduros quando armazenados com e sem uso de cera e
filme pléstico nas temperaturas de 6, 12 e 24 °C. Os pesquisadores constataram que os frutos
parcialmente maduros ndo completaram a maturacdo durante o armazenamento. Para os frutos
maduros, a melhor temperatura de armazenamento foi de 12 °C por um periodo de trés
semanas, em bandejas plésticas cobertos com cera. Nessas condic@es, os frutos podem entdo

ser comercializados na temperatura ambiente ap0s dois dias.

Vale ressaltar que durante o processamento da jabuticaba sdo gerados 60 % de
subproduto denominado de bagaco constituido principalmente de cascas e sementes que
normalmente sdo descartados (Gurak et al., 2014). Todavia, esses residuos sdo excelentes
fontes de ingredientes funcionais como as antocianinas que além das propriedades
antioxidantes corroboram para seu aproveitamento como corante natural na inddstria de

alimentos agregando de certa forma valor a matéria-prima.

Apesar deste reconhecido potencial, a literatura é bastante limitada em numero de
referéncias a esta fruteira. Da mesma forma, a producdo comercial é pequena e limitada a
determinadas regides, sendo ainda considerada uma planta frutifera de pomares caseiros
(Donadio, 2000) Algumas empresas de grande porte apresentam interesse no fruto, contudo
tornam-se restringidas devido a falta de matéria prima uniforme e auséncia de informacdes

sobre o processamento industrial (Kanesiro, 2002).

3.1.3. Aspectos nutricionais

A composicdo nutricional de diferentes cultivares de jabuticaba é apresentada na
Tabela 2, e dentre as frutiferas tropicais, destaca-se pelo elevado valor nutricional
constituindo uma fonte consideravel de carboidratos, fibras alimentares, sais minerais,
aminoéacidos, vitaminas e compostos fenolicos; € uma boa fonte de minerais como o calcio, o
ferro e especialmente potassio e fosforo com concentragcdes de 13,2 — 280,00 e 9,20 —
39,00 mg em 100 g de fruto fresco, respectivamente. A jabuticaba contém niveis expressivos
de alguns aminoacidos como a lisina e o triptofano, enquanto que as vitaminas B1 e B2 sdo

encontradas em menores quantidades.
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Tabela 2. Composicao caldrica e nutricional da jabuticaba (para cada 100 g de fruto fresco).

Composicédo calorica e nutricional Valores
Calorias 31 - 58 unidades
Agua 83,6-87,1g
Proteinas 0,11-1,04¢
Lipideos <0,01g
Carboidratos 6,73-153¢g
Cinzas 02-049
Calcio 6,30 - 38,00 mg
Fdsforo 9,20 - 39,00 mg
Ferro 0,49 - 1,60 mg
Potéassio 13,2 - 280,00 mg
Vitamina B1 0,04 mg
Vitamina B2 0,09 mg

Niacina 0,50-1,3mg
Fibras 0,08 - 2,80mg
Triptofano 1,0 mg

Lisina 7,0 mg

Acido ascorbico 17,7 - 238 mg
Antocianinas totais 58,1 - 315 mg
Fendlicos totais 440,0 - 460,9 mg
Carotenoides totais 0,32 -1,00 mg

Fontes: Wu et al. (2013), IBGE (2011), Sanitéria (2011), Rufino et al.
(2010), Lorenzi et al. (2000) e Assis et al.(2009) (adaptado).

Em alguns estudos foi encontrada uma grande variedade de compostos fendlicos na
jabuticaba e mais principalmente na casca incluindo compostos fendlicos, antocianinas,
flavonoides ndo antocianicos, os taninos galotaninos e elagitaninos, depsideos (ésteres com
duas ou mais unidades de &cidos hidroxibenzoicos), dentre outros, totalizando em 32
compostos fendlicos isolados ou detectados (Einbond et al., 2004; Reynertson, Wallace,
Adachi, Gil, Yang, Basile, et al., 2006; Plagemann et al., 2012; Wu, Long e Kennelly, 2013).
De acordo com a Tabela 2, para 100 g de jabuticaba fresca foram encontradas quantidades de
acido ascorbico, polifenois totais e carotenoides de 17,7 - 238 mg, 440,0 — 460,9 mg e 0,32 —
1,00 mg, respectivamente. A concentragdo de antocianinas ficou na faixa de 58,1 — 315 mg
sendo que a maior gquantidade desses pigmentos naturais estdo localizados nas cascas, valor
este proximo ao encontrado nas cascas de uva (332 mg/ 100 g de fruto) (Rufino et al., 2010;
Santos, Veggi e Meireles, 2010; Wu, Long e Kennelly, 2013).
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Lima et al. (2011) determinaram a composicdo de agUcares, acidos organicos e mi-
nerais no fruto inteiro e nas fracbes (casca, polpa e semente) dos gendtipos de jabuticabeira
Paulista (Myrciaria cauliflora) e Sabara (Myrciaria jabuticaba), assim como a composicdo do
6leo das cascas e das sementes. Estes autores observaram que os frutos inteiros dos dois
genotipos apresentaram elevados teores de agUcares totais, destacando-se a frutose, seguida de
glicose e sacarose; no entanto, a polpa e a casca da jabuticaba Paulista exibiram 0s maiores
teores de acucares totais e redutores. Ainda, foram encontrados cinco tipos de é&cidos
organicos, no fruto e nas fracGes dos dois genotipos de jabuticaba em ordem quantitativa:
acido citrico> acido succinico> acido malico> acido oxalico> &cido acético. Os resultados
revelam também que o fruto inteiro assim como as fracdes liofilizadas, podem ser
consideradas uma fonte alternativa de minerais, especialmente de ferro, potassio, magnésio,
manganés, fosforo, célcio e cobre. Para ambos 0s genotipos o 6leo extraido das sementes da
jabuticaba possui a mesma constitui¢cdo quimica do 6leo obtido a partir da sua casca, e ainda,
caracteristicas semelhantes ao 6leo de semente de uva corroborando assim para sua utilizacéo

em produtos como cosméticos e 6leos comestiveis.

No estudo de Alezandro et al. (2013) foi avaliada a influéncia do grau de maturagéo
sobre a composi¢do quimica e a capacidade antioxidante in vitro do fruto inteiro e da fracédo
(casca, polpa e semente) de duas espécies de jabuticabas mais comercializadas, a Sabara
(Myrciaria jabuticaba) e a Paulista (Myrciaria cauliflora). Os frutos foram cultivados em
uma fazenda localizada na cidade de Jaboticabal no estado de S&o Paulo nas mesmas
condicdes de solo, clima e temperatura; o amadurecimento ocorreu na prépria frutifera e a
colheita foi feita no mesmo tempo. Os resultados mostraram que ambas as espécies
apresentaram composicOes centesimais e minerais comparaveis e fontes ricas em potassio,
manganés e cobre. Por outro lado, a capacidade antioxidante da jabuticaba Sabara foi 20 %
maior do que a variedade Paulista e entre as fracbes, as sementes apresentaram uma
capacidade antioxidante maior seguido da casca e da polpa. O teor de fenodlicos totais mais
baixos na polpa estd relacionado com varias modificacbes quimicas e enzimaticas que
ocorrem durante o processo de amadurecimento dos frutos tais como a hidrdlise de
glicosideos pela glicosidases, a oxidacéo de fenois pela polifenoloxidase e a polimerizacao de
fendis livres (Robards et al., 1999). Nos testes in vitro as enzimas a-amilase ¢ a-glicosidase
foram inibidas com mais sucesso por fragfes da jabuticaba totalmente madura em virtude da

maior concentracdo de antocianinas nesta fase.
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Essas caracteristicas qualitativas e quantitativas geralmente sdo influenciadas por
condigdes edafocliméticas e fatores relacionados com tratos culturais, manuseio na colheita e
pos-colheita, e que variam em funcdo do destino do fruto e das exigéncias do mercado

consumidor (Fagundes e Yamanishi, 2001).

3.2. Antocianinas
3.2.1. Definicéo e estrutura quimica

Os compostos fendlicos compreendem um grande grupo de substancias organicas
divididos em cinco subgrupos: acidos fendlicos, flavonoides, estibenos, cumarinas e taninos.
Os flavonoides sdo um subgrupo bastante importante do qual fazem parte as antocianinas,

conforme a Figura 3.

Figura 3. Fluxograma esquematico das subdivisdes dos compostos fenolicos.
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Fonte: Liu (2004)(adaptado).

As antocianinas (do grego anthos = flor e kianos = azul) compreendem um vasto
grupo de pigmentos hidrossolUveis naturais responsaveis pela coloracdo azul, roxa e todas as
tonalidades de vermelho encontradas em flores, frutos, cereais, folhas, caules e raizes de
plantas (Markakis, 1982). Além dos atributos de cor, as antocianinas sdo responsaveis por
desempenhar funcBes variadas nas plantas, dentre elas: protecdo a acdo das radiacGes
ultravioletas nas folhas, mecanismo de defesa contra patogenos e fungéo biologica. As cores
vivas e intensas que elas produzem tém um papel importante em varios mecanismos

reprodutores dos vegetais, tais como a polinizagdo e a dispersao de sementes (Bohm, 1994).
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Quimicamente, as antocianinas sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides caracterizados pelo nucleo flavilio - céation 2-fenilbenzopirilio - que consiste de
dois anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos e condensada por um
oxigénio. A Figura 3 apresenta a estrutura basica de uma molécula de antocianina, o 2-
fenilbenzenopirilio do sal flavilico, constituida por dois ou trés grupos funcionais: uma
aglicona (antocianidina), um grupo de acucares e, frequentemente, um grupo de &acidos
organicos (Francis, 1989). As antocianinas sdo provenientes de ligacdes mono e diglicosidicas
das antocianidinas. As principais diferencas entre as antocianinas estdo no numero de
hidroxilas ou metoxilas presentes, no tipo, nimero e posi¢des que estdo ligados os aglcares e,
ainda, nos tipos e nimeros de acidos alifaticos ou aromaticos que podem estar ligados aos
acucares da molécula (Medicine, 2003; Fennema, Damoradan e Kirk, 2010). Os acucares
mais comumente ligados a esses compostos sdo glicose, ramnose, Xilose, galactose, arabinose
e frutose, podendo ocorrer como mono, di e triglicosideos, glicosilados diretamente na
aglicona. Essa ligacdo ocorre geralmente no carbono 3; se existe mais de um acgucar na
molécula ele podem estar ligado ao carbono 5 e mais raramente ao carbono 7. Os acgucares,
conforme citado anteriormente, podem ou néo, estar acilados pelos acidos aromaticos: p-
cumarico, feralico, caféico, p-hidroxibenzdico, galico e sinapico; ou pelos &cidos alifaticos:
maldnico, acético, succinico, oxalico e malico. Na maioria dos casos, o0s &cidos estdo ligados
aos aclcares do carbono de ndmero trés (Markakis, 1982; Francis, 1989; Andersen e
Jordheim, 2006a; O.M. e M, 2006; Fennema, Damoradan e Kirk, 2010; Francis, Janeiro-
Junho de 2006).

Figura 4. Cétion flavilico. R5 e R7 = - H, - OH ou R1 = aglcares, R2 = - H ou agUcares.

Fonte: Castafieda-Ovando et al.(2009)
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Na literatura sdo relatados mais de 500 tipos de antocianinas (Andersen e Jordheim,
2006b) e 31 diferentes antocianidinas (Kong et al., 2003; Rein, 2005; Andersen e Jordheim,
2006a; O.M. e M, 2006; Castafieda-Ovando et al., 2009; Cavalcanti, Santos e Meireles,
2011). A hidrdlise dos acucares ligados a molécula faz com que as antocianinas se tornem
antocianidinas, fazendo com que sejam obtidos esses compostos separadamente (T, D e
Margolis; Markakis, 1982; Bravo, 1998; Da Costa, Horton e Margolis, 2000; Shahidi e
Naczk, 2004). Na natureza existem 19 antocianidinas e apenas seis - pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina - sdo encontradas em alimentos (Francis,
2000). As seis antocianidinas estdo representadas na Figura 5 e diferem entre si pelas
substituicdes do anel B da Figura 4, onde é possivel observar que a cor esta relacionada com o
nimero de substituicBes — hidroxilas e metoxilas — nas posi¢des R5 e R7; o aumento de
substituicdes promove a mudanca na coloracdo modificando de laranja para violeta (Fennema,
Damoradan e Kirk, 2010; Anthony et al., 2013).

Figura 5. Estrutura e cor das principais antocianidinas.

Perlagonidina Cianidina Peonidina Delfinidina Petunidina Malvidina

Fonte: Anthony et al. (2013)

A cor das antocianinas ou das antocianidinas resulta da excitagdo de uma molécula
pela luz visivel. A facilidade com a qual uma molécula é excitada depende da mobilidade
eletronica de sua estrutura. O sistema de ligacbes duplas conjugadas, presentes nas
antocianinas e nas antocianidinas, € facilmente excitada sendo sua presenca essencial para a
cor. O aumento da tonalidade resulta de uma mudanga batocrémica, ou seja, a banda de
absorcdo da luz na faixa de espectro visivel muda de um comprimento de onda menor para
um maior. Os efeitos batocrémicos podem ser causados por grupos auxocromos, que ndo tém
propriedades de cromoforo por si s6, mas causam aumento da tonalidade quando ligados a
molécula por serem doadores de elétrons, em antocianidinas e antocianinas eles sdo 0s grupos

metoxila e hidroxila. A presenca de grupos metoxi leva a uma maior mudanga batocrémica
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que os grupos hidroxila, devido a sua grande capacidade de doar elétrons, o que explica a
variacgdo de cor indicada na Figura 5 (Fennema, Damoradan e Kirk, 2010).

As antocianinas relatadas com maior frequéncia em frutos e vegetais sdo: cianidina-3-
o-glicosideo, delfinidina-3-0-glicosideo, malvidina-3-o-glicosideo, perlagonidina-3-o-
glicosideo e petunidina-3-o-glicosideo. Na jabuticaba, cinco antocianinas foram isoladas e
identificadas, entretanto, a cianidina-3-0-glicosideo e a delfinidina-3-o-glicosideo séo as
majoritarias e presentes em maior quantidade nas cascas do fruto. Os primeiros relatos de
identificacdo de antocianinas em jabuticaba datam de 1972 onde a peonidina e a peonidina-3-
o-glicosideo foram purificadas e separadas através da cromatografia em camada delgada
(Trevisan, Bobbio e Bobbio; 1972). A cianidina-3-0-glicosideo foi isolada e identificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia a partir do extrato metanodlico do fruto inteiro
(Einbond et al., 2004), enquanto que a delfinidina-3-o0-glicosideo presente na casca e na polpa
foi identificada e quantificada por espectrofotometria (Terci, 2004; Meireles, 2009; Rufino et
al., 2010; Rufino et al., 2011).

Reynertson et al.(2006) quantificaram os teores de cianidina-3-o-glicosideo e de
delfinidina-3-0-glicosideo e os valores obtidos foram de 433 mg e 81 mg em 100 g de fruto
seco, respectivamente. Por outro lado, Leite-Legatti et al. (2012) mostraram que a casca da
jabuticaba possui de 4,5 a 7,8 vezes mais antocianinas do que a quantidade reportada por
Reynertson et al. (2006). As quantidades de cianidina-3-0-glicosideo e a delfinidina-3-o-

glicosideo foram de 1963,57 e 635,75 mg/g de base seca.

Resultados semelhantes foram encontrados por Lima et al (2011) a partir do extrato
etandlico da jabuticaba inteira e das suas fracdes (casca, polpa e semente). Os pesquisadores
concluiram que as cascas sdo ricas fontes de pigmentos antocianicos contendo teores de
antocianinas 2,5 vezes superior ao do fruto inteiro, sendo a cianidina-3-0-glicosideo

antocianina majoritaria seguida pela delfinidina-3-0-glicosideo.

3.2.2. Propriedades antioxidantes

Em decorréncia da adstringéncia apresentada pela casca da jabuticaba,
tradicionalmente é utilizada contra a diarreia e irritacdes na pele e tem indicacdes na medicina
popular no tratamento de problemas respiratdrios - asma, hemoptise e inflamacao crénica das

amigdalas — e inflamacao dos intestinos (Morton, 1987; Souza-Moreira, 2010). As folhas da
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jabuticaba também tém sido usadas pela populacéo local da regido semiérida do Nordeste para

tratar a diarreia (De Albuquerque et al., 2007).

As propriedades medicinais dos metabdlitos da jabuticaba foi objeto de uma revisdo
realizada por Wu, Long e Kennelly et al. (2013) especialmente no que se refere a capacidade
antioxidante e anti-inflamatdria, e ao potencial para o tratamento de doenca pulmonar

obstrutiva crénica (DPOC). A Tabela 3 resume os principais estudos publicados nos ultimos

0ito anos.
Tabela 3. Propriedades benéficas a salide da jabuticaba.
Atividade Fonte Ensaio Referéncias*
2-0-(3,4-dihidroxi-
Tratamento DPOC benzoilo)-2,4,6-4cido In vitro Q)

(mecanismo anti- trihidroxifenilacético

inflamatério) Jaboticabin In vitro (8]
Acido eléargico In vitro 2
Delfinidina-3-o-
glicosideo In vitro (1)
Antiproliferativo Cianidina-3-0-glicosideo  In vitro (1)
Extrato metandlico In vitro (3)
Extrato etanolico In vivo (3)
2-0-(3,4-dihidroxi-
benzoilo)-2,4,6-4cido In vitro (€D)]
Citoxicidade trihidroxifenilacético
Jaboticabin In vitro 1)
Antocianinas In vivo (4)
Anti-cancer Casca de jabuticaba In vivo (3)
Antimutagénica Extrato etanolico In vivo (5)
Extrato da folha In vivo (6)
Antibacteriana Extrato da folha In vivo (7)
Extrato da folha In vivo (8)
Anti-diarreia Extrato da folha e fruto In vitro/in vivo (7
Antiobesidade Casca liofilizada In vivo (9)
Resisténcia a insulina Casca liofilizada In vivo (9)
Prevencao do diabetes Extrato da fruto In vivo (10)
Antocianinas In vitro/in vivo (4)
E;ﬁgohgggﬁégr contra Antocianinas In vivo 4
5;;':: dggftjoer gglr;ggnao Antocianinas In vivo 4
Propriedades de Antocianinas In vivo 4

regeneracdo celular
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Beneficio no desempenho
cognitivo

Fonte: Wu, Long e Kennelly (2013). * (1) Reynertson et al. (2006); (2) Dastmalchi (2012); (3) Leite-Legatti et
al. (2012); (4) Santos, Veggi e Meireles (2010); (5) Haminiuk et al. (2012); (6) Macedo-Costa, Pereira e Higino
(2008); (7) Souza-Moreira et al. (2010); (8) De Oliveira (2011); (9) Lenquiste et al. (2012); (10) Alezandro,
Lajolo e Genovese (2010)

Antocianinas In vivo 4

Os estudos de Reynertson et al. (2006) e Dastmalchi et al. (2012) centralizaram no
potencial da jabuticaba no tratamento da DPOC, uma doenca pulmonar complexa
caracterizada pela obstrucéo irreversivel das vias aéreas devido a inflamag&o cronica, como
por exemplo, a bronquiolite obstrutiva crénica e a enfisema pulmonar. No primeiro estudo
apresentado na Tabela 3, a cianidina-3-o0-glicosideo da jabuticaba foi capaz de inibir a
producdo de IL-8 em células epiteliais das vias aéreas em 65 %, enquanto que em células
epiteliais tratadas com extrato de fumaca do cigarro a inibicdo foi de em 36 %. Para a
delfinidina-3-o0-glicosideo, houve uma reducdo de 96 % da producdo de IL-8 em células
tratadas com o extrato da fumaca do cigarro. No segundo estudo, Dastmalchi et al. (2012)
mostraram que o acido elargico presente no fruto da Myrciaria vexator conhecida como falsa
jabuticaba, ou jabuticaba azul, possui também um potencial inibidor do MMP-1em células
epiteliais das vias areas tratadas com o extrato da fumaca do cigarro. A partir desses
resultados, os pesquisadores concluiram que os compostos antioxidantes presentes em frutos

sdo promissores e podem reduzir a inflamacéo causada pela exposi¢do a fumaca do cigarro.

O crescente interesse pelas antocianinas tem se intensificado devido aos possiveis
beneficios a saude relacionados com sua capacidade antioxidante. Diversos estudos tém
demonstrado que o consumo diario de substancias antioxidantes, pode produzir uma acao
protetora efetiva contra os processos oxidativos que naturalmente ocorrem no organismo
(Kurosumi et al., 2007). Além disso, esses compostos estdo incluidos na categoria de
inibidores de radicais livres e apresentam uma grande gama de efeitos bioldgicos incluindo
acOes antioxidantes, antiviral, antimicrobiana, antitumoral e atividade antibacteriana
(Haminiuk et al., 2012).

Evidéncias cientificas demonstram o potencial antioxidante das antocianinas no
tratamento e prevencdo de cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, doengas neuroldgicas,
inibicdo da agregacdo plaquetaria, protecdo endoteliais, entre outras patologias (Comoglio et
al., 1990; Youdim, 2002; Konczak e Zhang, 2004). Além disto, outros estudos demonstram
que as antocianinas oferecem beneficios a pele, vasos sanguineos, problemas circulatérios,

feridas externas e internas, edemas, artrites e artroses (Fachinello, 2008; Santos et al., 2008).
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Os principais mecanismos de acdo antioxidante dos compostos fenolicos, como as
antocianinas, sdo a remocao e inativacdo dos radicais livres e a quelagdo dos ions metélicos.
Estes compostos impedem a oxidacdo de diversas moléculas pela doacdo de um hidrogénio
aos radicais livres interrompendo a reacdo em cadeia (Bravo, 1998). Os radicais fenoxi,
produtos desta reacdo, sdo relativamente estaveis, mas podem ainda reagir com outros radicais
livres (Bravo, 1998). Em relagdo ao mecanismo de acdo por quelagdo, o par de elétrons ndo
compartilhado presentes na estrutura molecular das antocianinas € responsavel pela
complexacdo de ions metalicos como, por exemplo, o ferro e o cobre que catalisam as reacdes
de oxidacdo lipidica (Madhujith e Shahidi, 2009).

Por este motivo, as industrias de alimentos e de medicamentos estdo cada vez mais
interessadas em frutos e vegetais com um elevado teor de antocianinas ativo para a fabricagéo

de suplementos com fins preventivos e terapéuticos.

3.2.3. Estabilidade e fatores que influenciam na degradacéo das antocianinas

As antocianinas presentes em alimentos sdo degradadas durante o processamento e
armazenamento e consequentemente, a cor e as propriedades antioxidantes do produto
contendo esses fitoquimicos, bem como sua aceitacdo sensorial, sdo impactadas
negativamente (Skrede, E. e W., 2000; Skrede, Wrolstad e Durst, 2000; Wu, Long e Kennelly,
2013). A estabilidade das antocianinas € influenciada pela sua estrutura quimica,
concentracdo, tipo de solvente e presenca de enzimas, ions metélicos, &cido ascorbico,
diéxido de enxofre (SO,), acucares, pH do meio e copigmentos; também por fatores externos
como a temperatura, a luz e o oxigénio (Francis, 1989; Castafieda-Ovando et al., 2009;
Fennema, Damoradan e Kirk, 2010; Wu, Long e Kennelly, 2013). A seguir serdo abordados
0s principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas.

Em relacéo a estrutura, observa-se que a presenca de hidroxilas nas posi¢cdes R5 e R7
(ver Figura 3), por exemplo, diminui a estabilidade, enquanto que a presenca do grupo
metoxila aumenta a estabilidade; isto se deve ao bloqueio de grupos reativos de hidroxila. A
presenca de aguUcares na estrutura € outro fator que aumenta a estabilidade do composto
fitoquimico sendo as antocianinas mais estaveis do que as antocianidinas (lacobucci e
Sweeny, 1983; Fennema, Damoradan e Kirk, 2010). O mecanismo de influéncia de cada tipo

de acucar ainda nédo foi completamente elucidado. A presenca de acidos ligados aos agucares
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da molécula confere estabilidade ainda maior a esses fitoquimico, principalmente quando
existem duas ou mais acilagdes na estrutura (Fennema, Damoradan e Kirk, 2010).

A cor e a estabilidade das antocianinas sdo fortemente influenciadas pelo pH da
solucdo sendo mais estaveis em solugdes acidas (Rein, 2005). De acordo com o pH da
solucdo, as antocianinas podem apresentar diferentes conformacdes que estdo apresentadas na

Figura 6.

Figura 6. Comportamento da molécula de antocianina em diferentes valores de pHs.

Fonte: Yufera (1998).

Pode-se observar que em pH 1, o cétion flavilio é a estrutura quimica predominante e
mais estavel sendo responsavel pela coloragdo roxa e vermelha (Figura 6 A). Em pH entre 2 e
4, sdo predominantes as conformac6es quinoidais azuis (Figura 6 B-D), enquanto que no pH
entre 5 e 6 sdo observados as estruturas quimicas carbinol ou pseudobase e a chalcona ambas

incolores. Em pH acima de 7 as antocianinas podem se degradar em aldeidos, acidos fendlicos
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ou diquetonas, dependendo dos seus substituintes (Jackman, 1987; Castafieda-Ovando et al.,
2009).

A temperatura possui grande influéncia na degradacéo das antocianinas. O mecanismo
de degradacéo das antocianinas com a temperatura ainda ndo foi completamente esclarecido,
todavia, trés vias tém sido sugeridas, apesar de a degradacdo térmica ser dependente do tipo
de antocianina e temperatura submetida. Com o aumento do tempo de aquecimento ocorre o
deslocamento de equilibrio no sentido de formacdo das chalconas, resultando em um
decréscimo das formas coloridas (Mazza e Brouillard, 1987; Furtado et al., 1993; Ydfera,
1998; Fennema, Damoradan e Kirk, 2010). Por meio do aquecimento, o cation flavilio pode
ser transformado primeiramente em base quinoidal, depois, em varios intermediarios e,
finalmente, em derivados da cumarinas e em compostos correspondente ao anel B. Outra via
de degradacdo € a transformac&o do cation flavilio em base carbinol incolor, em seguida em
chalcona e, finalmente, em produtos da degradacdo de coloracdo marrom. A terceira via
relatada apresenta um mecanismo semelhante, exceto pelo fato de que os produtos da
degradacdo da chalcona surgem pela primeira vez (Adams, 1973; Piffaut, 1994; Seeram,
2008).

Um dos trabalhos mais recentes que estudou a degradacdo de antocianinas via
aquecimento foi realizado por Patras et al. (2010). Esses autores relataram que a degradacéo
térmica das antocianinas foi causada principalmente por: oxidacdo, clivagem das ligacGes
duplas conjugadas e/ou reacGes avangadas de oxidacdo que resultam na formacdo de
diferentes espécies dependentes das condi¢cBes de aquecimento. Os principais compostos
formados foram acido protocatecuico, floroglucina e o &cido 4-hidroxibenzoico. Além deste
estudo muitos autores demostraram a influéncia da temperatura sobre a estabilidade das
antocianinas presentes, por exemplo, no suco de jabuticaba (Mercali et al., 2015), na polpa de
mirtilo (Sarkis et al., 2013), em amoras (Kara e Ercelebi, 2013), suco de amora (Jimenez,
2010; Jimenez et al., 2010) dentre outras fontes, confirmando, mais uma vez, que 0

aguecimento apresenta um efeito negativo sobre o teor de antocianinas.

Em relagdo as enzimas, as glicosidases e a polifenoloxidase tém sido implicadas na
descoloracdo das antocianinas e sao denominadas de antocianases. As glicosidases hidrolisam
as ligacOes covalentes glicosidicas, resultando em acucares e aglicona (antocianidinas) que
sdo mais susceptiveis a degradacdo (Rein, 2005; Fennema, Damoradan e Kirk, 2010;

Cavalcanti, Santos e Meireles, 2011).
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As enzimas polifenoloxidase e peroxidase sdo indicadas como as causadoras do
escurecimento enzimatico em tecidos vegetais; entretanto, nos frutos, a polifenoloxidase
desempenha um papel mais significativo (Vamos-Vigyazo, 1981). Apesar da peroxidase se
encontrar na grande maioria dos tecidos vegetais, para oxidacdo de compostos fenolicos, essa
enzima necessita da presenca de peroxido de hidrogénio; o baixo nivel desse composto nos
frutos, entretanto, limita a sua acdo (Nicolas et al., 1994).

As polifenoloxidase agem na presenga de o-difenois e oxigénio, oxidando as
antocianinas. A primeira etapa do mecanismo consiste na oxidacdo enzimatica do o-difenol
em o-benzoquinona pela acdo da polifenoloxidase que, por sua vez, reage com as antocianinas
por um mecanismo nao enzimatico formando antocianinas oxidadas e produtos de

condensacdo marrons (Fennema, Damoradan e Kirk, 2010)

Além dos fatores descritos nos paragrafos acima, outros fatores também estdo
relacionados com a degradacdo de antocianinas, entre eles: o oxigénio, a luz, o &cido
ascorbico e a copigmentacdo. O oxigénio pode acelerar a degradacdo de antocianinas através
de um mecanismo oxidativo direto e/ou pela acdo de enzimas oxidativas, como a
polifenoloxidase. Ademais, a presenca do oxigénio em conjunto com elevadas temperaturas
séo os dois fatores que mais influenciam na degradacdo das antocianinas presentes em frutos
(Kalt, 2000; Kalt, Mcdonald e Donner, 2000; Cavalcanti, Santos e Meireles, 2011)

A respeito da luz, diversos estudos demonstraram que as antocianinas substituidas no
grupo hidroxilico do C-5 sdo mais susceptiveis a decomposicdo fotoguimica do que as
antocianinas nao substituidas nessa posicao, sendo estas suscetiveis ao ataque nucleofilico nas
posicdes C-2 e/ou C-4 (Figura 4) (lacobucci e Sweeny, 1983; Fennema, Damoradan e Kirk,
2010). Os estudos de Furtado et al. (1993) verificaram que, com a acdo da luz, formaram-se
chalconas, além dos demais produtos de degradacdo observados com a acdo da temperatura.
No entanto, ainda deve ser levada em conta uma terceira reacdo, que ocorre apenas mediante
influéncia da luz; nessa reagdo o céation flavilico forma diretamente os produtos finais da
degradacdo. O mecanismo de formacao direta destes compostos ainda ndo foi completamente

elucidado.

O mecanismo de degradacdo das antocianinas na presenca de acido ascorbico foi
proposto por Jurd (1972) e Poei-Langston e Wrolstad (1981) caracterizado pela condensagao

direta do &cido ascorbico no C-4 da molécula de antocianina (Figura 4) resultando na perda de
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ambos os compostos. Em outro mecanismo, o &cido ascorbico induz a degradagdo de
antocianinas resultante da acdo indireta do perdxido de hidrogénio formado a partir da
oxidacdo do acido ascorbico (lacobucci e Sweeny, 1983). Portanto, tanto o &cido ascérbico
quanto os produtos de sua degradacdo s@o responsaveis pelo aumento da taxa de degradacao
das antocianinas (Wilska-Jeszka, 2007) o que foi também observado por Pacheco-Palencia et
al. (2007), onde a adicdo do acido ascorbico no suco de acai clarificado acelerou a degradacgao

das antocianinas quando armazenado em diferentes temperaturas.

O fendmeno no qual pigmentos, compostos organicos incolores ou ions metalicos
formam ligagdes moleculares ou associagdes complexas, gerando uma mudanca ou
incremento da intensidade da cor é conhecido como copigmentacdo. A copigmentacédo
intermolecular foi observada pela primeira vez por Willstatter e Zollinger em 1916 que
observaram uma alteracdo da coloracdo vermelha da antocianina (malvidina-3-glicosideo)
presente em uvas para a coloracdo azul em decorréncia da ac¢do do acido galico e de taninos
(Trevisan, Bobbio e Bobbio; 1972; Rein, 2005; Bobbio e Mercadante, 2008; Bobbio Fo,
2008; Cavalcanti, Santos e Meireles, 2011). As antocianinas podem ser estabilizadas por
reag0es de copigmentacdo intramolecular e intermoleculares e dentre os compostos que
podem atuar como copigmentos estdo flavonoides, alcaloides, aminoécidos e nucleotideos;
além disto, as antocianinas podem atuar como copigmentos de outras antocianinas (Bridle e
Timberlake, 1997; Boulton, 2001).

Cabe ressaltar que esse mecanismo é afetado por diversos fatores como o pH, o tipo e
a concentracdo de antocianinas, a concentracdo dos pigmentos, a temperatura e a presenca de
metais (Mazza e Brouillard, 1987). A ocorréncia da coloracdo roxa e da azul em flores e
frutos pode ser atribuida, principalmente, a estabilizacdo da base quinoidal por copigmentacéo
(Asen, Stewart e Norris, 1972; Scheffeldt e Hrazdina, 1978; Rein, 2005).

Outros mecanismos de estabilizacdo da cor sdo a complexacdo de metais e a
condensacdo de antocianinas com catequinas e acetaldeidos (Mazza e Brouillard, 1987). Os
grupos hidroxila presentes nos compostos fenolicos podem se ligar a metais livres e a
complexacédo destes dois compostos pode levar a uma coloragdo mais azulada dos produtos.
Zhang et al. (2015) verificaram a copigmentacdo da malvidina-3-o-glicosideo (M30OG) com
cinco cofatores hidroxibenzoicos representados pelo acido p-hidroxibenzoico (APH), acido
protocatecuico (AP), acido galico (AG), acido vanilico (AV) e o acido siringico (AS). Os

resultados mostraram que o aumento da concentragdo destes cofatores proporcionou um
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aumento da absorbancia das solugbes (hipercromia e deslocamento batocromico) em
consequéncia das fortes interagdes intermoleculares. O aumento da absorbancia das solucdes
foi associado com as estruturas quimicas dos cofatores hidroxibenzoicos e com a interacédo
entre a malvidina-3-o-glicosideo e os cofatores formando complexos mais estaveis:
AS/M30G > AV/M30G > AG/M30G > AP/M30G > APH/M30G. Os pesquisadores
concluiram que o &cido siringico teve um efeito de copigmentacdo maior do que 0s outros

quatro acidos fenolicos investigados.

O efeito da temperatura e da luz sobre a estabilidade das antocianinas da casca de uva
copigmentada com isoquercitrina enzimaticamente modificada (IQEM) em diferentes pHs (3,
4 e 5) foi estudada por Yan et al. (2013). Para os ensaios térmicos na temperatura de 90 °C,
as propor¢Oes de antocianinas e de IQEM foram de 2:1, 1:1, 1:2 (m/m), respectivamente,
enquanto que para o estudo do efeito da luz sobre a estabilidade das antocianinas as
concentracdes de IQEM utilizadas foram 0,25, 0,5 e 1 %. Os resultados mostraram que a
degradacdo térmica das antocianinas copigmentada com IQEM seguiu uma cinética de
primeira ordem e que o tempo de meia-vida foi significativamente maior em virtude do
aumento da concentracdo de IQEM (p < 0,05). Em relagdo ao efeito da luz, os autores
observaram gue a copigmentacdo proporcionou um aumento da estabilidade desses compostos
devido aos menores valores 4E*,, em todos os pHs avaliados, concluindo que IQEM foi um

copigmento eficaz para a estabilizagcdo das antocianinas presentes na casca de uva.

Diante disso, € pertinente ressaltar que o uso das antocianinas como corante natural na
indUstria de alimentos como uma forma de substituir os corantes sintéticos € muito desejavel,
mas limitado pela sua instabilidade frente as condi¢bes de processamento. Uma alternativa
para aumentar a estabilidade das antocianinas é aplicar a técnica de microencapsulacdo no
qual o ingrediente sensivel (antocianinas) é protegido dentro do material de revestimento
evitando sua degradagdo e consequentemente a perda da sua atividade antioxidante e poder

corante.

3.3. Microencapsulacao
3.3.1 Principios e objetivos

A microencapsulacdo consiste na tecnologia de empacotamento de um ingrediente

ativo (sélidos, goticulas de liquido ou material gasoso) com finas camadas poliméricas



Capitulo 3 - Fundamentos Teoricos e Revisdo Bibliografica 25

formando microparticulas, que podem liberar seu contetdo sob velocidades e condicBes
especificas (Sparks, 1981). O material microencapsulado pode ser referido como ndcleo, fase
interna ou recheio, enquanto que o microencapsulante pode ser chamado de concha,
revestimento, material de parede ou membrana (Gharsallaoui et al., 2007).

As microparticulas sdo divididas em dois grupos designados de microcapsulas e
microesferas. As microcapsulas sdo caracterizadas por possuir um nucleo concentrado na
regido central, circundado por um filme definido e continuo do material de parede. Além
disso, as microcapsulas podem ter mais de um ndcleo ou varias paredes para 0 mesmo nucleo.
As microesferas diferem das microcdpsulas pelo fato de constituirem um sistema matricial, no
qual o polimero forma uma rede tridimensional onde o material a ser microencapsulado pode
estar adsorvido, incorporado ou ligado covalentemente a matriz polimérica, formando
sistemas de dissolucdo, dispersdo ou sistemas porosos (Azeredo, 2005; Janior, 2005). A

Figura 7 apresenta alguns dos principais modelos de microparticulas.

Figura 7. Modelos de microparticulas: (a) microcapsula simples, (b) microcépsula com dois materiais
de parede e (c) microesfera com varios nlcleos.
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A microencapsulacdo permite a criacdo de uma barreira fisica entre os ndcleos e 0s
materiais de parede e a protecdo de ingredientes sensiveis — aroma, flavor, antioxidantes,
6leos poli-insaturados, acidulantes, vitaminas, enzimas, microorganismos probidticos,
farmacos dentre outros — contra a acdo do meio externo. A industria emprega esta técnica por
inimeras razdes: reduzir a reatividade do material de nucleo com o ambiente; proteger contra
condicBes ambientais adversas; proteger contra condi¢cGes deletérias no trato intestinal,
diminuir a velocidade de evaporacdo ou de transferéncia do recheio (fase interna) para o
meio; facilitar a manipulacdo do material microencapsulado; promover liberagdo controlada;
mascarar sabor e odor desagradaveis e promover a diluicio homogénea do material

microencapsulado em uma formulacédo alimenticia (Shahidi e Han, 1993).
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3.3.2. Técnicas de microencapsulacéo

A escolha do método de microencapsulacdo para uma aplicacdo especifica depende de
uma série de fatores, tais como: tamanho de particulas requerido, propriedades fisicas e
quimicas do nucleo e da parede, aplicacdo do produto final, mecanismos desejados de
liberacdo, escala de producdo e custo. Na preparacdo ou obtencdo de microparticulas séo
conhecidos diversos métodos, os quais podem ser classificados em trés categorias principais:
métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos utilizados para microencapsulagéo de
compostos.

Classificacao dos métodos Meétodos de microencapsulagédo

Extrusdo estacionaria

Bocal submerso

Extrusdo centrifuga

Bocal vibrante

Spray drying

Disco rotativo

Métodos fisicos
Pan coating

Suspensao por ar

Spray chilling e spray cooling

Leito fluidizado

Co-cristalizacdo

Liofilizacdo

Polimerizacéo interfacial

Métodos quimicos Inclusdo molecular

Polimerizacéo in situ

Coacervagao simples

Coacervagao complexa

Métodos fisico-quimicos Lipossomas

Lipoesferas (solid lipid nanoparticles e
nanostructured lipid carries)

Evaporagdo do solvente
Fonte: Madene, Scher e Desobry (2006), Desai e Park (2005) e Shahidi e Han (1993).
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Na industria de alimentos, as técnicas mais empregadas no processo de
microencapsulacdo incluem na categoria de métodos fisicos a secagem por atomizacgao (spray
drying) e por liofilizacéo (freeze drying). Enquanto que nas categorias de métodos quimicos e
fisico-quimicos prevalecem, respectivamente, as técnicas de polimerizacdo interfacial,

inclusdo molecular e lipossomas (Shahidi e Han, 1993; Gouin, 2004; Desai e Jin Park, 2005).

A técnica de liofilizacdo sera apresentada e discutida com mais detalhes a seguir, pois

é a técnica estudada no presente trabalho.

3.3.1.1 Liofilizag&o ou freeze drying

O processo de microencapsulacdo pode ser realizado por meio da liofilizacdo de uma
suspensdo de material de nicleo com um material de parede (Azeredo, 2005). A liofilizacdo é
um processo de desidratacdo de materiais congelados através da sublimacdo da agua em
condicdes de baixas pressdes (vacuo) e temperatura, permitindo que as propriedades quimicas
e organolépticas de produtos alimentares, farmacéuticos e bioldgicos sejam mantidas
(Martins, 2000). A liofilizacdo permite minimizar mudangas que normalmente ocorrem
durante a desidratacdo com aplicacdo de elevadas temperaturas, pois além de utilizar baixas
temperaturas, os alimentos quando congelados tém menor possibilidade de romper ou

distorcer sua estrutura enquanto perdem sua umidade (Potter e Hotchklss, 1998).

No Brasil, até poucos anos, a liofilizacdo era conhecida apenas em laboratérios
farmacéuticos no preparo de medicamentos e antibidticos, de maneira a permitir a
manutencdo das suas atividades biol6gicas, mesmo quando armazenados em temperatura
ambiente. Atualmente, essa técnica tem sido muito empregada na inddstria de alimentos na
desidratacdo de liquidos como café e secagem de frutos para preservar, principalmente o
flavor, coloracdo e compostos fitoquimicos que sdo facilmente perdidos pelo método de
secagem com uso de altas temperaturas e fluxo de ar, que é o método de secagem

convencional (Potter e Hotchklss, 1998)

As principais vantagens oferecidas pelo uso da técnica de liofilizacdo sdo a
manutenc¢do do valor nutritivo e caracteristicas sensoriais e reducdo de mudangas indesejaveis
tais como desnaturacdo proteica, perda de compostos volateis, formacdo de camadas
impermeaveis, migragao de solidos soluveis para a superficie durante a secagem e dificuldade

de reidratacdo (Martins, 2000; Marques, Silveira e Freire, 2006). Além disso, a textura dos
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alimentos liofilizados € mantida, havendo pouco encolhimento e nenhuma formac&o de crosta
na superficie. Com a estrutura porosa aberta, esquematicamente mostrada na Figura 8, se
admite uma rapida e completa reidratacdo, porém ela é fragil e requer protecdo contra danos
mecanicos (Fellows, 2006). As principais desvantagens sdo o0s altos custos fixos e

operacionais e o elevado tempo de processo (Marques, Silveira e Freire, 2006)

Figura 8. Estrutura porosa do alimento liofilizado.
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Fonte: Fellows (2006).

O fundamento fisico da liofilizacdo é a coexisténcia dos trés estados da agua (solido,
liquido e gasoso) em determinadas condicdes de pressdo e temperatura. Assim, em
temperaturas de aproximadamente 0 °C e pressfes de 610 Pa, obtém-se o chamado ponto
triplo da agua (Figura 9), possibilitando sua mudanga de estado fisico diretamente do so6lido

para 0 gasoso, ou seja, por sublimacdo (Martins, 2000; Vieira e Ho, 2008).

Figura 9. Diagrama de fases da agua.
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Fonte: Fellows (2006).

A liofilizacdo é realizada em trés etapas: congelamento, secagem primaria e secagem
secundaria (Boss, Filho e De Toledo, 2004; Chen e Wang, 2007). O congelamento é uma fase
importante e ele deve ser rapido para que se formem microcristais de gelo que ndo danifiqguem

a membrana celular da estrutura do alimento. Quando o congelamento €é lento, formam-se
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cristais grandes que rompem a membrana celular, acarretando perda do liquido citoplasmatico
e consequentemente, encolhimento do alimento que fica com aspecto de murcho. No
congelamento répido, a estrutura do alimento mantém-se intacta, conservando sua forma

original que apos a hidratacdo, recompde-se normalmente (Fellows, 2006).

A secagem primaria é a etapa onde o solvente é removido por sublimagdo em baixas
pressdes e adigdo de calor. Uma significativa quantidade de calor latente de sublimacéo é
também consumida quando as moléculas de agua sublimam e entram para a fase vapor
(Fellows, 2006). Devido a isso, a temperatura do produto congelado é reduzida. Entdo, €
necessario o fornecimento de calor para o produto, que podera ser concedido por conducao,
conveccao e/ou radiacdo (Boss, Filho e De Toledo, 2004). Nesta etapa o alimento pode ser
desidratado até um teor de 15 % (Boss, Filho e De Toledo, 2004; Fellows, 2006).

A secagem secundaria é necessaria para dessorver a camada de dgua ou solvente que
ndo estava congelada (Boss, Filho e De Toledo, 2004; Fellows, 2006; Chen e Wang, 2007). A
secagem por meio da evaporacdo (dessorcdo) da agua nao congelada ocorre até 2 % de
umidade e ¢é obtida pela elevacdo da temperatura até que esta seja igual ou proxima da

temperatura ambiente mantendo a pressao baixa (Boss, Filho e De Toledo, 2004).

Basicamente os liofilizadores consistem de uma camara a vacuo com bandejas para
conter o alimento, aquecedores para suprir o calor latente de sublimacgédo, serpentinas de
refrigeracdo para condensar os vapores diretamente em gelo e bombas de vacuo para remover
vapores ndo condensaveis. Os métodos utilizados para suprir o calor para a superficie do
alimento podem ser via conducdo, radiacdo ou radiofrequéncia. Na pratica, a mais baixa
pressdao da cAmara economicamente viavel é de aproximadamente de 13 Pa e a temperatura do

condensador € de cerca de -35 °C (Fellows, 2006).

Cabe ressaltar que as microparticulas liofilizadas geralmente apresentam formatos
irregulares, diferente de outras técnicas de microencapsulacdo. As estruturas das
microparticulas obtidas pelos principais métodos de microencapsulacéo estdo apresentadas na
Figura 10, onde é possivel visualizar as diferencas entre elas. Percebe-se que as
microparticulas preparadas por atomizacdo possuem formatos regulares, praticamente
esféricos; a liofilizacdo, a coacervacdo e a co-cristalizagdo, por sua vez, formam
microparticulas com formatos irregulares e indefinidos. Diferentes desses métodos, onde o0

composto microencapsulado esta disperso na matriz microencapsulante, a inclusdo molecular
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e os lipossomas sdo técnicas onde o material microencapsulado fica protegido em uma

cavidade ou regido hidrofdbica e/ou hidrofilica.

Figura 10. Microparticulas de polifendis preparadas com diferentes métodos fisicos, quimicos e
fisico-quimicos.
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Fonte: Fang e Bhandari (2010).

3.3.3. Materiais de revestimento

A qualidade da microencapsulacao esta intimamente ligada a escolha do material de
parede e tal escolha depende de uma série de fatores (Cardello e Celestino, 1996). O material
ideal para a microencapsulacdo deve ter as seguintes caracteristicas: apresentar baixa
viscosidade em concentracdes elevadas; ser de facil manipulacdo durante o processo; ter baixa
higroscopicidade para facilitar a manipulacdo e evitar aglomeracdo; ter habilidade para
dispersar ou emulsificar e estabilizar o ingrediente ativo; ndo deve ser reativo com o material
a ser microencapsulado e deve ainda apresentar habilidade de selar e segurar o material ativo
dentro da estrutura da microcapsula; deve proporcionar méxima protecdo ao material ativo
contra condigdes adversas como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos; ter solubilidade em

solventes comumente utilizados; possuir propriedades desejadas de deliberacdo do material
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ativo; ndo possuir sabor desagradavel (no caso de consumo oral) e finalmente ter baixo custo
(Shahidi e Han, 1993).

Varios materiais podem ser utilizados como agentes microencapsulantes, dentre os
principais pode-se destacar: goma arabica, agar, alginato e carragena; amidos, amidos
modificados e dextrinas; as celuloses carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose; os
lipidios como mono e diacilglicerdis, 6leos e gorduras; os materiais inorgénicos sulfato de

calcio e silicatos; as proteinas do glaten, caseina, gelatina e aloumina (Jackson e Lee, 1991).

Cabe ressaltar, também, o desenvolvimento de diversas pesquisas com proteinas
vegetais como material de revestimento proporcionando uma alternativa de substituir as
proteinas sintéticas (poliestirenos, poliamidas e poliuretanas) e de origem animal (proteinas
do soro do leite, gelatina e caseina). Estes polimeros naturais apresentam boa solubilidade,
tém capacidade de formacdo de emulsdes, possuem estabilidade de espuma, dando-lhes as
caracteristicas adequadas para utilizacdo como materiais de revestimento (Nunes et al., 2003;
Nesterenko et al., 2012; 2013). Entre as proteinas vegetais que tém sido estudadas como
materiais de parede podem ser citados a soja, a ervilha, o trigo e outros cereais. A proteina
isolada de soja, por exemplo, tem sido empregada como material de parede para
microencapsular compostos de flavor (Charve e Reineccius, 2009), 6leo de laranja (Kim,
Morr e Schenz, 1996) e a-tocoferol (Nesterenko et al., 2012).

Como a maioria dos materiais de cobertura ndo possui a0 mesmo tempo todas as
propriedades listadas, na pratica eles podem ser utilizados em combinagdo com outro material
de cobertura e/ou modificadores, como sequestrantes de oxigénio, antioxidantes, agentes

quelantes e surfactantes (Shahidi e Han, 1993).

Na microencapsulacdo de antocianinas extraidas de diferentes fontes vegetais, sdo
encontrados diversos estudos utilizando principalmente a maltodextrina e a goma arébica
como material de revestimento, porém a maltodextrina € mais empregada em virtude da facil
aquisicdo e do seu baixo custo. No entanto, é pertinente ressaltar a importancia de novas
pesquisas empregando outros materiais de revestimento como, por exemplo, proteinas
vegetais e outros polissacarideos. Diante disso, 0S proximos itens referem-se as caracteristicas
da pectina, da proteina isolada de soja bem como da maltodextrina que foram os materiais de

parede utilizados no presente trabalho.
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3.3.2.1. Maltodextrina

A maltodextrina (CsH100s),.H20) consiste de uma mistura de dissacarideos com uma
ampla distribuicdo da massa molecular entre polissacarideos e oligossacarideos, conforme
mostrado na Figura 11) sendo estes constituidos por unidades de D-glicose unidas por
ligagdes a (1- 4) com elevado grau de polimerizacdo apresentando cadeias contendo em
média de 3 a 20 moléculas de glicose (Kennedy, Knill e Taylor, 1995; Chronakis, 1998;
Zheng, Jin e Zhang, 2007).

A maltodextrina pode ser produzido a partir da hidrdlise — acida, enzimatica (a-
amilase) ou a combinacdo destes dois métodos - do amido proveniente de diferentes fontes
botanicas. A natureza do amido a ser hidrolisado e o processo utilizado possui importante
influéncia na composicdo e propriedade do produto final (Kennedy, Knill e Taylor, 1995;
Chronakis, 1998; Wang e Wang, 2000; Zheng, Jin e Zhang, 2007).

Figura 11. Principais componentes estruturais da maltodextrina.
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Fonte: Kennedy, Knill e Taylor (1995).
As maltodextrinas sdo classificadas pelo seu grau de hidrolise expresso em dextrose

equivalente (DE), que se caracteriza pela medida da extensdo da hidrélise do amido e também
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indica uma média da massa molecular. Conforme aumenta o grau de hidrélise, a média da
massa molecular diminui e a DE aumenta. Esta é uma medida essencialmente empirica da
quantidade de agucar redutor presente no produto e € expressa em base seca. A dextrose usada
como padréo sdo o amido (DE=0) e a glicose (DE=100). As varia¢fes nos valores de dextrose
equivalente resultam em maltodextrinas com diferentes propriedades fisico-quimicas. A
higroscopicidade, a solubilidade, a osmolaridade e a capacidade de reduzir o ponto de
congelamento aumentam com o aumento da DE, enquanto que a viscosidade, a coesividade e
a prevencdo de formacéo de cristais aumentam com a diminui¢do da DE (Chronakis, 1998;
Dokic, Jakovljevic e Dokic-Baucal, 1998; Wang e Wang, 2000).

As maltodextrinas sdo definidas como os produtos com valores de DE menores do que
20. Esses produtos sdo sollveis em agua, possuem baixa densidade e menos higroscépicos,
ndo apresentam docgura e sabor, além de serem excelentes para contribuir com o corpo de
sistemas alimenticios. A hidrolise do amido a valores de DE entre 20-60 resulta em uma
mistura de moléculas que quando seca é denominada xarope de milho sélido. Estes produtos
apresentam maior capacidade de absorver umidade e dissolvem-se rapidamente (Fennema,
Damoradan e Kirk, 2010).

Na industria de alimentos, as maltodextrinas possuem grande aplicacdo devido as suas
propriedades fisico-quimicas funcionais especificas e ao baixo custo, quando comparadas com
outros hidrocoldides comestiveis como, por exemplo, a goma xantana, a gelatina, a carragena
entre outros; podem ser empregadas como agente espessante, para auxiliar a secagem por
atomizacdo, como substituto de gorduras, como formador de filmes, no controle do
congelamento, para prevenir cristalizagdes, e como complemento nutricional. Apesar de suas
aplicacdes variadas, normalmente a adi¢do destes hidrolisados de amido ndo é suficiente para
suprir as caracteristicas e qualidades desejadas, sendo necessaria a adicdo de outros
carboidratos e proteinas para conferir maior viscosidade e estabilidade e fornecer maior
protecdo aos alimentos (Gharsallaoui et al.,, 2007; Kannan e Priyenka Devi, 2012). As
maltodextrinas com DE entre 10 e 20 sdo as mais indicadas para o microencapsulamento de
aromas, enguanto que para 6leos essenciais sdo utilizadas misturas de maltodextrinas com DE

entre 5 e 15 com proteinas (Gharsallaoui et al., 2007).
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3.3.2.2. Pectina

As pectinas estdo presentes na lamela média dos tecidos vegetais e na parede celular
primaria contribuindo para os processos fisiologicos tais como o crescimento celular, a
diferenciacdo e adesdo entre as células, a morfologia, o desenvolvimento da planta bem como
a resisténcia mecéanica (Alkorta et al., 1998; Voragen et al., 2009). A pectina é considerada
um polissacarideo heterogéneo de alta massa molecular contendo de 150 a 500 unidades de
acidos galacturénicos. A estrutura quimica é constituida de uma cadeia principal linear de
unidades repetidas de acido D-galacturénico ligados covalentemente por ligagdes a-(1,4),
onde os grupos carboxilicos podem ser metil esterificados em diferentes extensdes. A
estrutura quimica da pectina esta mostrada na Figura 12. Essa cadeia principal pode ser
interrompida por unidades de L-ramnose através de ligagdes a-(1,2), as quais estdo ligadas
cadeias laterais, formadas por acucares neutros, principalmente unidades de galactose e
arabinose (Cheftel e Cheftel, 1976; Bobbio e Bobbio, 1989; Turquois et al., 1999).

Figura 12. Estrutura quimica da pectina.
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Fonte: Bobbio e Bobbio (1989).

O teor em substancias pécticas varia de acordo com a origem boténica do produto
vegetal. As matérias-primas mais importantes para a extracdo comercial da pectina
constituem-se no bagaco de maca e cascas de frutos citricos (subprodutos da industria de
sucos) as quais sdo extraidas em condicOes levemente &cidas e em altas temperaturas dando
origem a pectinas com alto e baixo grau de metoxilacdo (ATM) (Voragen et al., 2009).
Dependendo da fonte da qual é extraida, a pectina varia consideravelmente em sua capacidade
de formar geis, aos diferentes tamanhos da cadeia de acidos poligalacturdnicos e do grau de
esterificacdo dos grupos carboxilicos. O procedimento de extragdo, localizagdo da pectina no
tecido da planta, e o teor de acUcares neutros presentes, determinam, igualmente,

consideraveis variabilidades em suas caracteristicas finais (Barrera et al., 2002).
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A pectina constitui-se em um coloide por exceléncia, e em funcdo de seu carater
hidrofilico, devido a presenca de grupos polares, apresenta a propriedade de envolver grande
quantidade de agua, produzindo uma solucdo viscosa. Em funcgéo dessa capacidade, a pectina
é amplamente utilizada no preparo de geleias, doces de frutos, produtos de confeitaria, doces,
sucos de frutas e em outros ramos da industria de alimentos. As pectinas também séo
utilizadas em alimentos, como espessantes, texturizantes, emulsificantes ou estabilizantes
(Bowers, 1992).

3.3.2.3 Proteina isolada de soja

A proteina isolada de soja é a forma mais pura e refinada entre os derivados proteicos
da soja — farinha de soja, proteina texturizada e a proteina concentrada — contendo mais de
90 % de proteina em sua composicdo. Estruturalmente, é constituida por um conjunto de
macromoléculas de tamanhos e conformacdes variadas formadas a partir de 18 residuos de
aminoacidos diferentes, apresentados na Tabela 5 (Lodha e Netravali, 2005; Akesowan,
2008).

Tabela 5. Principais aminoacidos presentes na proteina isolada de soja.

Aminoacidos Composicéo (g/16 g de nitrogénio)
Metionina 1,26
Triptofano 1,28
Cisteina 1,33
Histidina 2,53
Tirosina 2,14
Treonina 3,86
Glicina 4,18
Alanina 4,26
Isoleucina 4,54
Valina 4,8
Fenilalanina 4,94
Serina 5,12
Prolina 5,49
Lisina 6,38
Arginina 7,23
Leucina 7,78
Acido Aspartico 11,7

Acido Glutamico 18,7
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Fonte: Kumar et al. (2002).

No processo de obtencdo da proteina isolada de soja ocorre, primeiramente, 0 preparo
da farinha desengordurada de soja a partir de uma solucéo alcalina (pH = 8,0) ap6s a remocéao
da casca e do 6leo dos gréos de soja e, em seguida, uma extracdo em fase aquosa permite a
separacdo dos demais componentes nao proteicos através da variacdo da sua solubilidade em
funcéo do pH (Malhotra e Coupland, 2004; Giacomelli, 2005a; Giacomelli, 2005b).

As propriedades funcionais de uma proteina — solubilidade, emulsificacéo,
viscosidade, formacdo de espuma e gelificacdo — refletem os efeitos especificos no
processamento e vida Util dos alimentos e, ainda, o seu uso como ingrediente alimentar
depende principalmente da sua estrutura e caracteristicas fisico-quimicas (\Vojdani, 1996;
Damodaran e Paraf, 1997; Li, 2002; Kunsheng, Yangyang e Yunxia, 2007).

Dentre as propriedades funcionais citadas anteriormente, a solubilidade é considerada
a mais importante, pois exerce uma grande influencia sobre as outras propriedades. As cargas
ibnicas e a natureza hidrofdbica sdo os dois fatores principais que determinam a solubilidade
de uma proteina. As intera¢fes hidrofobicas favorecem as interacdes proteina-proteina que
resulta em decréscimo na solubilidade. As interacdes idnicas favorecem as interacoes

proteina-agua, resultando em aumento de solubilidade (Fennema, Damoradan e Kirk, 2010).

Em solucBes aquosas, a solubilidade das proteinas depende do pH. No ponto
isoelétrico, a molécula de proteina possui carga liquida nula caracterizada pela méxima
interacdo eletrostatica entre 0s grupos carregados e interacdo minima com a A&gua
corroborando para a agregacdo e precipitagdo. No entanto, em pH acima e abaixo do ponto
isoelétrico, as proteinas apresentam cargas elétricas positivas e negativas, respectivamente,
com isso as moléculas de agua interagem com estas cargas contribuindo para a sua
solubilizacdo (Damodaran e Paraf, 1997; Ordofiez et al., 2005). A Figura 13 mostra a curva de

solubilidade da proteina isolada de soja em diferentes valores de pHs.
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Figura 13. Diagrama de solubilidade da proteina isolada de soja em fungédo do pH.
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Fonte: Lakemond et al. (2000)

A solubilidade de uma proteina é afetada por fatores como massa molar e
conformacdo das moléculas, composicdo e sequéncia de aminoécidos, densidade e
distribuicdo das cargas elétricas, natureza e concentracdo de ions ou forga idnica, assim como
a polaridade do solvente, temperatura, pH e condi¢cdes de processamento (Ordofiez et al.,
2005).

Além do efeito da forca ibnica, certos tipos especificos de ions de sais exercem efeitos
sobre as caracteristicas de solubilidade das proteinas. Enquanto o efeito da forca idnica de sais
atua sobre as forcas eletrostaticas da proteina, os efeitos ibnicos especificos de sais estdo

relacionados com seus efeitos sobre as forcas hidrofébicas (Damodaran e Paraf, 1997).

A proteina de soja € um produto que vem sendo amplamente utilizados como
ingrediente nas industrias alimenticias com a finalidade de substituir ou complementar outros
tipos de proteinas de maior custo, aléem de melhorar as caracteristicas organolépticas do
produto final, aumentar o valor nutricional e reduzir custos de producdo. Em relacdo a
aplicabilidade como material de parede na microencapsulacdo de compostos fendlicos nédo

foram encontradas pesquisas na literatura usando a técnica de liofilizacéo.
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3.3.3. Microencapsulacéo de antocianinas

Na literatura sdo encontrados estudos sobre a microencapsulacdo de antocianinas

extraidas de diversas fontes vegetais atraves das técnicas de atomizacdo e liofilizacdo e a

Tabela 6 resume as principais pesquisas publicadas recentemente.

Tabela 6. Microencapsulacdo de antocianinas provenientes de diversas fontes vegetais por atomizagédo
e liofilizacéo.

Fonte de Antocianinas

Material de parede

Processo de

microencapsulacéo

Referéncias

Pétalas da flor do acafrdo  Maltodextrina e goma ardbica Liofilizagéo Khazaei et al. (2014)
Mirtilo Ili;riftJ;elna isolada do soro do Atomizacéo Flores et al. (2014)
Bagaco de mirtilo Proteina |solad§1 QO soro do Atomizacéo Flores et al. (2014)
leite e goma arébica
Bagaco de vinificagdo da
uva Bordo (Vitis Maltodextrina e goma ardbica Atomizacéo Souza et al. (2014)
labrusca)
Am_ora preta (Rubus B—uclodextrma, goma Liofilizagio Da Rosa et al. (2014)
fruticosus) xantana, quitosana e hidrogel
rF:):;nhas de batata doce Maltodextrina e pectina Atomizacéo Peng et al. (2013)
Maltodextrina, goma arabica,
Andes Berry (Rubus amlcijq de mllho_,damldo de . Villacrez, Carriazo e
laucus Benth.) mandioca e amidos Atomizagao Osério. (2014)
g ' modificados Capsul® TA e '
Hi-CapTM 100
Bagaco de uva vermelha  Maltodextrina e Atomizacio Boonchu e Utama-ang
(Vitis vinifera L.) carboximetilcelulose ¢ (2013)
Maltodextrina e proteina s .
Suco de bayberry isolada do soro do leite Atomizacéo Fang e Bhandari (2012)
Bagaco de groselhas . o Bakowska-Barczak e
pretas Maltodextrina Atomizacéo Kolodzicjczyk (2011)
Vinagreira (Hibiscus . - s
sabdariffa L) Maltodextrina e goma ardbica Atomizagéo Idhan et al. (2012)
S Maltodextrina, goma arabica N .
Cascas de jabuticabas e amido modificado Capsul™ Atomizacéo Silva et al. (2013)
Suco de bayberry Maltodextrina Atomizacéo Fang e Bhandari (2010)
Mirtilo Goma de algaroba Atomizacéo Jiménez-Aguilar et al.
(2011)
F“.Jtos de_ Corozo (Bactris Maltodextrina Atomizacéo Osorio et al. (2010)
guineensis)
Suco de agai Maltpdextrma,_goma arabica Atomizacdo Tonon et al. (2009)
e amido de tapioca
Suco de acai Maltodextrina Atomizacdo Tonon et al. (2008)
Cenouras pretas Maltodextrina Atomizacdo Ersus e Yurdagel (2007)

(Daucuscarota L.)
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Sementes de uva Maltodextrina e goma arabica Atomizacédo Zhang, Mou e Du. (2007)

Diante dos diferentes tipos de materiais de parede analisados nesses estudos, destaca-
se a utilizacdo da maltodextrina e da goma arabica em virtude das propriedades desejaveis
associados ao baixo custo, a boa solubilidade em &gua, & baixa viscosidade em altas
concentracfes e a formacdo de emulsbes estadveis quando comparadas com outros
hidrocoloides comestiveis como, por exemplo, a goma xantana, a gelatina, a carragena entre
outros (Ersus e Yurdagel, 2007; Tonon, Brabet e Hubinger, 2008; Osorio et al., 2010; Fang e
Bhandari, 2012; Souza et al., 2014).

O efeito do tipo de material de revestimento sobre os rendimentos de secagem por
atomizacéo foi objeto de estudo de Bakowska-Barczak e Kolodziejczyk (2011). O extrato de
antocianinas obtido de groselhas pretas foram microencapsulados com maltodextrinas de
diferentes dextroses equivalentes (11 DE, 18 DE e 21 DE) e com a inulina. Os resultados
mostraram que o tipo de material de parede apresentou um efeito significativo (p < 0,05)
sobre o rendimento de secagem e 0s menores rendimentos foram obtidos com o aumento da
dextrose equivalente da maltodextrina. Para a inulina, o rendimento foi semelhante ao da
maltodextrina 11DE.

Ersus e Yurdagel (2007) mostraram que as maltodextrinas com dextroses equivalentes
diferentes (10 DE, 20-23 DE e 28-31 DE) influenciaram significativamente (p <0,05) a
quantidade de antocianinas, o teor de umidade, a cor e a higroscopicidade das microparticulas
de cenouras pretas obtidas por atomizacdo. Esse comportamento é esperado, pois as
maltodextrinas com dextrose equivalente superiores apresentam uma massa molecular menor
e sdo constituidas quimicamente por mais grupos hidrofilicos. Em relacdo ao teor de
antocianinas os melhores resultados foram obtidos para a maltodextrina 20-23DE como
material de parede. Por outro lado, o efeito da concentracdo de maltodextrina 10DE (10 —
30 %) e da temperatura de entrada do ar de secagem (138 — 202 °C) sobre as propriedades
fisico-quimicas do suco de acai microencapsulado por atomizacdo foi avaliado
simultaneamente por Tonon et al. (2008). As respostas analisadas foram o teor de umidade, a
higroscopicidade, o rendimento de processo e a retencdo de antocianinas. O teor de umidade
nos pos e o rendimento de processo foram afetados positivamente pela temperatura de entrada
do ar, o que pode ser atribuido a maior eficiéncia de transferéncia de calor e massa. Em

contrapartida, a concentracdo de maltodextrina influenciou negativamente o rendimento de
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processo e positivamente a higroscopicidade dos pds. O aumento da concentracdo de
maltodextrina nas formulagGes conferiu uma maior viscosidade da mistura de alimentacéo,
diante disso, houve uma maior deposicdo das microparticulas nas paredes da camara do
atomizador reduzindo o rendimento do processo. Em relacéo a higroscopicidade, valores mais
baixos foram obtidos para concentragfes mais altas de maltodextrinas enquanto que a
retencdo de antocianinas foi afetada apenas pela temperatura devido a alta sensibilidade

desses pigmentos em temperaturas elevadas.

Em outros estudos, a proteina isolada do soro do leite e a goma de algaroba foram
usadas como material de parede na atomizacdo das antocianinas extraidas do mirtilo(Jiménez-
Aguilar et al., 2011; Flores, Singh e Kong, 2014) e do bagaco de mirtilo (Flores et al., 2014)
enquanto que para a liofilizacdo do extrato de amoras pretas foram utilizados os seguintes
polimeros: a B-ciclodextrina, a goma xantana, a quitosana e o hidrogel (mistura de goma

xantana com quitosana) (Da Rosa et al., 2014).

Fang e Bhandari (2012) avaliaram a eficiéncia da proteina isolada do soro do leite e da
maltodextrina como material de parede na atomizacdo do suco de bayberry. A proporcao de
suco e de proteina isolada do soro do leite analisada foi de 99,5 — 90,0: 0,5 — 10,0 enquanto
que para a maltodextrina a proporc¢éo foi de 90,0 — 50,0: 10,0 — 50,0. Em todas as formulagdes
a quantidade de sdélidos totais foi mantida igual a 11 g/100 g de solucdo. Os resultados
mostraram gue a adicdo de apenas 1 % de proteina isolada do soro do leite foi suficiente para
a recuperacdo de 53 % do suco de bayberry em pd enguanto que para a maltodextrina foi
necessario a adicdo de mais de 30 % para obter a mesma eficiéncia. Os pesquisadores
justificam que houve uma reducdo da viscosidade das formulacdes contendo proteina isolada
do soro do leite e, consequentemente, ocorreu uma diminuicao da aderéncia do pd nas paredes
da camara do atomizador em decorréncia da modificacdo das propriedades da superficie do
sistema goticula/particula.

Como a maioria dos materiais de parede ndo possuem ao mesmo tempo todas as
propriedades listadas, na pratica eles podem ser utilizados em combinacdo com outro
material. Alguns autores avaliaram o comportamento da maltodextrina misturada com goma
arabica (Zhang, Mou e Du, 2007; Idham, Muhamad e Sarmidi, 2012; Mahdavee Khazaei et
al., 2014), p-ciclodextrina (Peng et al., 2013), carboximetilcelulose (Boonchu e Utama-Ang,
2013), amidos modificados como Capsul™ (Silva et al., 2013), Capsul® e Hi-CapTM100

(Villacrez, Carriazo e Osorio, 2014) e pectina (Berg et al., 2012) na microencapsula¢do do
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extrato de antocianinas obtidos das pétalas da flor do acafrdo, de sementes de uvas, Roselle
(Hibiscus sabdariffa L), da batata doce roxa, do bagago de uvas vermelhas, das cascas de
jabuticaba, de andes berry e do mirtilo, respectivamente. Para tanto, nos estudos Idhan et al.
(2012) e Zhang, Mou e Du (2007) a combinacdo de goma arabica e maltodextrina
apresentaram a maior eficiéncia de microencapsulacdo das antocianinas correspondendo aos
valores de 99,8 % e 99,2 %.

Finalmente, a influéncia do tipo de agente microencapsulante (maltodextrina, goma
arabica e amido modificado CAPSUL ™) e da temperatura de entrada do ar no atomizador
(140 °C, 160°C e 180 °C) foi investigada simultaneamente por Silva et al.(2013) ao
microencapsular as antocianinas extraidas das cascas de jabuticaba. As seguintes respostas
foram avaliadas: a retencdo de antocianinas, o teor de umidade, a higroscopicidade, a
diferenca total de cor e atividade antioxidante. Os dados obtidos foram submetidos a uma
analise de variancia para um nivel de confianca de 95 % e revelaram que a temperatura € 0
material de parede ndo teve influéncia significativa na higroscopicidade e no teor de umidade,
respectivamente, e nenhuma das duas varidveis foram significativas para a atividade
antioxidante. Por outro lado, para a diferenca total de cor (4E*y) e para a retencdo de
antocianinas o material de parede e a temperatura de entrada do ar foram significativos assim
como a interacdo entre elas. Segundo Obon et al. (2005), uma diferenca de cor total entre O -
1,5 é considerada pequena, indicando assim que a coloragdo da amostra é visivelmente
idéntica ao extrato de origem. Quando o valor de AE*,;, situa-se dentro da faixa de 1,5 -5 ja
pode ser distinguida uma diferenca de cor e para valores de AE*,, superiores a 5 essa
diferenca de cor se torna evidente. Portanto, as maiores diferencas totais de cor foram
observadas para as microparticulas formuladas com as misturas de goma
arabica/maltodextrina (4E*y, = 12,86) e com o amido modificado CAPSUL ™/maltodextrina

(4E*,p = 10,95) ambas na proporc¢ao 25:5.
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Capitulo 4 - Materiais e Métodos

Neste capitulo é apresentada a metodologia empregada na produgdo dos pos, assim
como as matérias-primas, 0S reagentes, 0s equipamentos e métodos de andlise realizados

durante o desenvolvimento desse trabalho.

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Tecnologia e Processamento de
Alimentos (LATEPA), no Laboratério de Tecnologia em Engenharia Quimica (LATEQ) no
Centro de Nanociéncia e Nanotecnologia e no Laboratério de Materiais Ceramicos todos
pertencentes da UFRGS.

4.1. Matéria-prima e reagentes

Os frutos de jabuticaba maduros foram adquiridos do comércio local de Porto Alegre e
transportados até o Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. Inicialmente, 20 kg de
frutos foram lavados em agua corrente e destinados para a producédo de suco de jabuticaba por
extracdo com calor. No processo de producédo de suco, as jabuticabas foram aquecidas a 60 —
80 °C por 40 minutos, e em seguida, foram prensadas com a finalidade de obter a melhor
extracdo do suco. A quantidade de residuo gerado nesse processo foi de aproximadamente
10 kg de bagago (constituido majoritariamente de cascas e sementes). Posteriormente o
bagaco foi homogeneizado em porcdes de 250 g distribuidos em sacos plasticos e
armazenados em freezer doméstico na temperatura de -18 °C para em seguida ser utilizados

nos experimentos descritos abaixo.

A maltodextrina 10DE e a pectina foram gentilmente cedidas pelas empresas
Ingredion Brasil Ing. Ind. Ltda (S& Paulo — SP) e CP Kelco Brasil (Sdo Paulo — SP),
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respectivamente. A proteina isolada de soja foi obtida da empresa Vital Naturallis Comércio
de Produtos Naturais (Santo André — SP).

Os padroes trolox (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) e 0 ABTS
(2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Séo
Paulo, Brasil) e o acido galico da Vetec (Sdo Paulo, Brasil). O reagente de Folin-Ciocalteu foi
adquirido da Merck Millipore Brasil (S&o Paulo, Brasil), o &lcool etilico da Vetec (Séo Paulo,
Brasil) e o &cido citrico da Dindmica Quimica Contemporanea Ltda (Diadema — SP). Todos

0s reagentes e solventes utilizados apresentavam grau de pureza PA.
4.2. Extracdo com ultrassom de antocianinas do bagaco umido

As extracgdes foram realizadas com o ultrassom equipado com uma sonda de 12 mm de
diametro e poténcia de 750 W (Sonics Vibracell modelo VC750, Newtown, USA). O bagaco
(10 g) foi adicionado em 100 mL de solvente (dgua acidificada com &cido citrico 1%) em uma
célula de vidro encamisada de 200 mL no qual foi colocada sobre um agitador magnético
(Fisatom, modelo 7522 S&o Paulo - Brasil). A sonda foi submersa a 4 cm abaixo da mistura
composta pelo solvente e pelo bagaco. Em decorréncia do aumento da temperatura do
solvente ocasionada pelo uso da sonda de ultrassom durante a extracdo, a célula de vidro foi
conectada a um banho termostatico e a temperatura de 5 °C foi mantida durante todo o

experimento. O aparato experimental estd mostrado na Figura 18.

Figura 14. Aparato experimental de extracéo.

Banho de resfriamento
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Célula de vidro
encamisada

Ultrassom

O solvente utilizado, a amplitude e o tempo de extracdo foram selecionados tendo
como referencia trabalhos prévios realizados pelo grupo de pesquisa (dados ndo publicados).
O bagaco de jabuticaba (10 g) foi extraido duas vezes com 50 mL de uma solucéo aquosa de

acido citrico 1%. A extracdo consistiu na aplicacdo do ultrassom com intensidade de
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531 W.cm™ por 15 minutos a 20 °C. Apds a primeira extragdo, o sobrenadante foi separado
por filtracdo e o sélido foi re-extraido. Os dois sobrenadantes coletados foram combinados.
Em seguida, os extratos a e b foram homogeneizadas e centrifugadas (Cientec, modelo CT
5000R, Brasil) por 20 minutos a 10 °C e 4757 g. O sobrenadante foi coletado e concentrado
em evaporador rotativo a vacuo (Fisatom, modelo 803, Sdo Paulo - Brasil) na temperatura de
35 °C até o extrato atingir uma concentragdo de 4° Brix correspondente a uma reducdo de
50 % do volume inicial. Em seguida, o extrato de antocianinas concentrado (EAC) foi

armazenado em frasco protegido da luz e sob refrigeracédo até a etapa de microencapsulacao.

4.3. Obtencao dos pés de antocianinas

O extrato de antocianinas concentrado (EAC) foi diluido em &gua acidificada com
acido citrico (1%) na proporcdo 1:9 (v/v). Em seguida, o material de parede na concentracéo
de 20% (m/v) foi suspenso no sistema obtido acima e homogeneizado por 20 minutos com o
auxilio de um Ultra-Turrax (T25 Ultra-Turrax, Ika, Wilmington, USA). Ap6s o preparo das
suspensoes, as amostras foram congeladas em ultrafreezer (Coldlab, modelo CL 120-40,
Brasil) a - 40°C durante 24 horas. A microencapsulacéo de cada formulacdo foi realizada em
duplicada e o ponto final de secagem foi estabelecido quando as amostras atingiram o0 peso
constante, o que resultou em um tempo de 96 horas para o primeiro lote e 120 horas para o
segundo lote. As formulagdes foram preparadas de acordo com a Tabela 7 para os dois lotes

de liofilizacéo.

Tabela 7. Formulacdes preparadas para a liofilizacéo.

Formulagdes Materiais de parede
F1A e F1B 20 % de maltodextrina

F2A e F2B 5 % de pectina + 15 % de maltodextrina

5 % de proteina isolada de soja + 15 % de

F3AeF3B maltodextrina

5 % de pectina + 5 % de proteina isolada de soja

FAAeFaB . 10 % de maltodextrina

A: primeiro lote e B: segundo lote

A secagem das amostras foi feita nas bandejas do equipamento de liofilizacdo e
durante o processo a campanula de acrilico transparente foi recoberta com saco preto com o

intuito de proteger as amostras da luz. A presséo do liofilizador (Terroni Equipamentos,
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modelo LS 6000, Brasil) manteve-se na faixa de 230-300 Hg e a temperatura do condensador
permaneceu em torno de - 53°C + 2°C. Ap0s a secagem, as amostras foram reduzidas a po
utilizando almofariz e pistilo. Posteriormente, os p6s foram passados em peneira de 32 mesh e
condicionados em sacos de polietileno em dessecador na temperatura ambiente e protegidos

da luz até a sua caracterizagao.

4.4. Analises de caracterizacdo dos pos de antocianinas
4.4.1. Determinacdo do contetido de umidade

As analises de umidade foram realizadas conforme protocolo n° 925.10 da AOAC
(2005). Foram pesadas cerca de 5 gramas de amostra em capsulas de aluminio, secas em
estufa a 105°C (A3 DG Temp, De Leo, Brasil) por 12 horas, resfriadas em dessecador até
temperatura ambiente por 30 minutos e finalmente pesadas. O percentual de umidade €

calculado pela diferenca de massa da amostra.

4.4.2. Determinacdo da atividade de agua

A atividade de agua (a,) das amostras foi determinada de acordo com o manual
do equipamento higrometro (Aqualab 3TE, Decagon, Pullman, WA, EUA), mediante leitura

direta, apds o equilibrio da amostra com o ambiente a temperatura de 25 °C.

4.4.3. Determinacao da solubilidade

Os testes de dissolucdo em agua seguiram o método descrito por Cano-Chauca et al.
(2005). A técnica consiste em diluir 1 g de amostra em 100 mL de agua destilada sob agitacédo
a 2500 rpm (agitador tipo Shaker, modelo MA563, Marconi, Brasil) por 5 min. Uma aliquota
de 40 mL é entdo transferida para um tubo e centrifugada a 4757 g por 10 min (modelo
CT5000R, Cientec Instrumentos Cientificos S.A., Santiago/Chile). Uma aliquota de 20 mL do
sobrenadante é transferida para uma céapsula de aluminio previamente pesada e submetida a
secagem a 105 °C. Por diferenca de peso, o peso final de pé na placa é determinado, e

calcula-se o percentual de solubilidade.

4.4.4. Determinagao da higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com a metodologia de Cai e Corke
(2000), com algumas modificacBes. Aproximadamente 1 g de amostra em po foi distribuida

uniformemente em uma capsula de aluminio e em seguida colocada dentro de um dessecador
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contendo solucdo saturada de cloreto de sddio (umidade relativa de 75%) a temperatura
ambiente. Quando o equilibrio foi estabelecido (aproximadamente oito dias), as amostras
foram pesadas e a higroscopicidade foi expressa em g de umidade por 100 g de sélidos seco
(9/100 g).

4.4.5. Anélise granulométrica

A andlise do tamanho de particula foi realizada utilizando um analisador de difracdo
de laser (CILAS, modelo 1180). Os pds foram dispersos em alcool isopropilico utilizando
ultrassom durante 60 s. A distribuicdo de tamanho foi quantificada como a percentagem
relativa de particulas de tamanho em bandas apresentadas como curvas de distribuicdo de
tamanho.

As analises de tamanho de particula incluiram a area de superficie especifica, o maior
tamanho de particula (Dgo), 0 volume médio de particula (Dsp), 0 menor tamanho de particula
(D1o) € didmetro médio de particula.

4.4.6. Microscopia eletronica de varredura

Para visualizar as caracteristicas e as propriedades estruturais das microparticulas de
antocianinas e dos materiais de parede foi empregada a técnica da Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) utilizando um microscépio MEV EVO CARL ZEISS. As amostras foram
fixadas em stubs de 1 cm de diametro usando uma fita dupla face de carbono e recobertas com
ouro sob vacuo (sputtering). As fotomicrografias foram feitas em diferentes magnitudes em
funcdo da diferenca de tamanho de particulas e para melhor visualizacdo das diferencas e
distribuicdo de tamanhos usando aceleracdo potencial de 5 kV.

4.4.7. Anéalise térmica

As propriedades térmicas e termodindmicas das microparticulas de antocianinas e da
mistura fisica entre o extrato concentrado liofilizado e os materiais de parede foram realizadas
através de calorimetria diferencial de varredura (DSC 6000, Perkin Elmer, Estados Unidos)
calibrado com indio (In), usando argbnio como gas de purga € um suporte vazio como
referéncia. Inicialmente as microparticulas e a mistura fisica foram pesadas (22 — 26 mg e 34
— 38 mg) em recipientes de aluminio e selados hermeticamente. Posteriormente, todas as
amostras foram submetidas a uma faixa de aquecimento de -20 °C a 300 °C com taxa de

aquecimento de 10 °C.min™. Os parametros obtidos através dos termogramas foram a
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temperatura inicial (To — onset), temperatura do pico endotérmico (T,) e temperatura final

(Tf), bem como a entalpia (AH).

Além das microparticulas (formulagdes F1 a F4) também foram avaliados o extrato de
antocianinas liofilizado, os materiais de parede puros e a mistura fisica entre o extrato de
antocianinas liofilizado e os materiais de parede. A mistura fisica entre o extrato de
antocianinas liofilizado e os materiais de parede foi realizada na proporgédo 1:3 (m/m),

respectivamente, e homogeneizada utilizando almofariz e pistilo.

4.4.8. Andlises quantitativas
4.4.8.1. Determinacdo do teor de antocianinas monoméricas

Antocianinas monoméricas do extrato concentrado e dos pds foram determinadas
utilizando o método de pH diferencial porposto por Lee, Durst, e Wrolstad (2005) que
consiste na medida da absorbancia das amostras diluidas em tampéo de cloreto de potassio
0,0025 M de pH 1,0 e um tampéo de pH 4,5 de acetato de sodio 0,4M em 520 e 700 nm,
respectivamente. As unidades para a quantificagdo das antocianinas monoméricas foram mg

de cianidina-3-glicosideo/g de bagaco em base seca.

Inicialmente foi realizada a preparacdo das amostras em pd para a posterior
quantificacdo. Cerca de 0,259 de pd foram suspensos em 3 mL de solucdo de alcool
etilico/agua (50:50, v/v) e agitados com vortex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil) por
10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o sistema foi centrifugado (Cientec,
modelo CT 5000R, Brasil) por 20 minutos a 10 °C e 4757 g, o sobrenadante foi coletado em
tubo falcon de 15 mL.

4.4.8.2. Determinacdo do teor de fendlicos totais

A primeira etapa dessa analise consistiu na preparacao das amostras em p6 conforme a
metodologia descrita no item 4.5.8.1 Em seguida, foi feita a quantificacdo dos compostos
fenolicos de acordo com a metodologia de Waterhouse (2002) com modificacdes. Para
avaliacdo do teor de fenolicos totais nas amostras, 40 pulL de extrato (ou padrdo de acido
gélico, no caso da curva de calibragdo) foram adicionados de 3,2 mL de &gua destilada e 200
pL do reagente de Folin-Ciocalteu; a mistura foi levemente agitada e deixada no escuro por 5
min em um tubo Falcon de 15 mL. Apoés esse periodo, a solugao foi adicionada de 600 puL de

uma solucdo saturada de carbonato de sodio em temperatura ambiente, agitada em vortex
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(Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil) por alguns segundos e deixados no escuro, a
temperatura ambiente por 1 h. Por fim, as amostras foram transferidas para cubetas de plastico
e foram realizadas as medidas de absorbancia utilizando um espectrofotémetro (Shimadzu®
Model UV-Vis 1800) e comprimento de onda (A) igual a 765 nm. Os resultados sdo
apresentados na forma de mg de equivalentes de acido galico por 100 g de bagaco ou de

microparticulas (mg AGE. g*) em base seca.

O branco foi preparado da mesma forma que as amostras para evitar a leitura de
compostos interferentes, apenas substituindo o extrato por 4gua destilada. O valor obtido para

0 branco foi subtraido das absorbancias encontradas para as amostras.

Para quantificacdo dos compostos fendlicos foi utilizado um padrdo externo,
preparado separadamente da amostra. A calibragdo foi realizada através da elaboracéo de uma
curva analitica, obtendo-se o sinal de resposta (absorbancia) como funcdo da concentracao
conhecida do analito. Para elaboracdo da curva padrdo, primeiramente, foi elaborada uma
solucdo padrao de acido galico. A solucdo consiste na diluicdo de 0,5 g de &cido galico em 10
mL de alcool etilico PA em um baldo volumétrico de 100 mL, no qual o volume é completado
com agua destilada (concentragéo final 5 g L™). Na obtencao das diferentes diluicdes da curva
de calibracao 0,1, 0,4, 0,6, 0,8, 1,0 mL de solucdo foram diluidos em 100 mL de agua
destilada, a fim de se obter padrdes com as concentracdes de 50, 100, 200, 300, 400 e 500 mg
L-1, respectivamente. A curva analitica e a equacdo da reta utilizada para o célculo
encontram-se em anexo (Apéndice B).

4.4.8.3. Determinacéo da capacidade antioxidante com o radical ABTS™

Nesta analise foi utilizado o método de Re et al. (1999). Primeiramente, o reagente
ABTS foi dissolvido em 50 mL &gua, obtendo-se uma concentracao de 7 mM. O cation ABTS
foi produzido reagindo essa solucdo com persulfato de potassio 140 mM e deixando esse
mistura no escuro por 16 h antes do uso. Para o ensaio, a solucéo contendo o radical ABTS foi
diluida em alcool etilico PA até que a absorbancia de 0,70 (+ 0,05) a 734 nm fosse atingida.
Aliquotas de extrato de 30 pL foram misturadas com 3 mL da solugdo de ABTS
(A734 =0,70 £ 0,05) e a absorbancia foi determinada ap6s 6 min a 734 nm. Foi utilizado o
Trolox como padrdo e os resultados foram expressos em equivalente de Trolox
(mM TE.100 g™) em base seca.
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Para elaboracdo da curva de calibracdo, primeiramente, foi elaborada uma solugéo padrao
de Trolox 2 mM. A solugéo consiste na diluicdo de 25 mg de trolox em 10 mL de etanol PA em
baldo volumétrico de 50 mL, no qual o volume é completado com 0 mesmo solvente. Na obtencédo
das diferentes dilui¢des da curva de calibracdo 0,5, 2,5, 5, 7,5 e 10 mL de solugdo foram diluidos
em 10 mL de etanol, a fim de se obter padrdes com as concentragfes de 100, 500, 1000, 1500 e
2000 uM, respectivamente. A curva de calibracdo e a equacdo da reta utilizada para o célculo
encontram-se em anexo (Apéndice B).

Inicialmente foi realizada a preparacdo das amostras em pd para a posterior
quantificacdo. Aproximadamente 0,25g de pé foram suspensos em 2 mL de solucédo de alcool
etilico/agua (70:30, v/v) e agitados com voértex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil) por
10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o sistema foi centrifugado (Cientec,
modelo CT 5000R, Brasil) por 20 minutos a 10°C e 4757 g, o sobrenadante foi coletado em
tubo falcon de 15 mL. Todas as analises quantitativas foram realizadas em triplicata.

4.4.9. Analise colorimétrica

A cor dos po6s foi medida em espectro-colorimetro Color Quest XE (Hunter Lab,
EUA) equipado com iluminante Dgs e angulo de observagdo de 10°, leitura de modo
reflectancia especular excluida por leitura direta. Os pardmetros colorimétricos L*, a* e b* da
escala CIELAB foram determinados segundo a Comission International de 1’Eclairarge
(CIE). A Figura 15 representa um solido de cor no espago de cor L*a*b* (Sant’Anna et al.,
2013). No espaco de cores, o L* indica a luminosidade, e 0 a* e 0 b* representam as
coordenadas cromaticas. Os valores de L* variam de O (totalmente preta) a 100 (totalmente
branca). A coordenada de cromaticidade a* apresenta coloracdo verde para valores negativos
e coloracdo vermelha para valores positivos. Em relacdo a coordenada de cromaticidade b*

para a coloracao azul os valores sdo negativos e para a coloracdo amarela os valores positivos.
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Figura 15. Representacdo de um sélido de cor no Espaco de Cor L*a*b*.
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Lt
hab

Amarelo

Quadrant|

Verde -a* A AT, +a" Vermelho

Preto

Fonte: Sant’Anna et al. (2013)

A partir dos valores a* e b*, pode-se calcular a distancia da coordenada (a,b) em
relacdo a sua origem (0,0), o que é conhecido por cromaticidade ou chroma (C,*) e 0 angulo
de tonalidade hg,, que € medido em uma escala de 0 a 360 °, determinando a localizacdo
correta da amostra em questdo no espaco de cor (Minolta, 1998). Os valores de Cyp* € hg

foram calculados conforme as equaces 1 e 2, respectivamente.

c*=J@*f + (o) )
a*
h=tg ‘{Fj quando +a* e +b* ( | quadrante) (2)

As diferencas de cor foram determinadas pelo pardmetro 4E*,,, que foi calculado pela
distancia Euclidiana entre dois pontos em um espaco tridimensional definidos pelos
parametros L*, a* e b*. Matematicamente, o parametro colorimétrico 4E*,, pode ser descrito

pela Equacdo 3:

AE*,, =/(AL*¥)? + (Aa*)? + (Ab*)? (3)
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4.5.10. Fotoestabilidade das microparticulas

Os testes de estabilidade frente a presenca de luz foram conduzidos conforme
Kechinski (2011) com modificacGes. O material microencapsulado foi armazenado em placa
Petri de polietileno transparente e foram expostos a quatro lampadas UV de 40 W com
intensidade de radiacdo 0, 286 W.m™, dispostas paralelamente e suspensas a 42 cm das
amostras. O teste de estabilidade se estendeu por um periodo de 90 dias a temperatura de 25 +
2 °C. As amostras foram quantificadas nos tempos 0, 5, 9, 15, 30, 45, 60 e 90 dias em relacao
a quantidade de antocianinas monomeéricas, fendlicos totais e atividade antioxidante conforme

item 4.4.8.1 e ainda, a cor dos pds foram medidos conforme item 4.4.9 em triplicata.

A modelagem matemaética dos perfis de degradacdo das antocianinas foi realizada
utilizando uma reacdo de primeira ordem, como mostrada na Equacéo 4 e o tempo de meia

vida foi calculado segundo a Equacéo 5.

In(c%J =—kxt 4)

@)
b= ©)

4.5.11. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e o0s resultados avaliados
estatisticamente através de uma analise de varidncia (ANOVA) utilizando o software
Statistica 8. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey e os resultados foram
expressos como a média = desvio padrdo (DP). Um valor de p<0,05 foi considerado

significativo.
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Inicialmente serdo apresentados os resultados relacionados a caracterizacdo do extrato
de antocianinas concentrado, em seguida serdo apresentados os resultados referentes a
obtencdo e caracterizacdo dos pds de antocianinas liofilizados, e por ultimo serdo expostos

resultados de fotoestabilidade dos p6s durante 90 dias de armazenamento.

5.1. Caracterizacdo do extrato de antocianinas concentrado

As antocianinas foram extraidas do bagaco gerado na producdo do suco de jabuticaba
utilizando como solvente uma solugdo aquosa de &cido citricol % em substituicdo aos
solventes organicos etanol e metanol comumente utilizados. O extrato de antocianinas
concentrado  apresentou uma quantidade de compostos fenolicos totais de
12.860 + 1,5 mg AGE.100 g* (b.s), antocianinas monoméricas de 510+0,09mg de
cianidina-3-glicosideo.100 g (b.s) e uma atividade antioxidante utilizando o método de
captura dos radicais ABTS de 39.590 + 1,25 uM TE.g™ (b.s). Gurak et al. (2014), analisando
0 bagaco de jabuticaba obtido na producdo do suco encontraram valores de
4339 mg AGE. 100 g* b.s para a quantificacdo de fendlicos totais (teor 2,5 vezes superior
guando comparado com a quantidade de fendlicos presente no fruto inteiro — 1.692 mg AGE.
100 g™ b.s) e valores de 392 mg de cianidina-3-glicosideo.100 g™ b.s para antocianinas
monoméricas. No trabalho de Silva et al. (2010) valores obtidos para os teores de teores de
fendlicos totais, antocianinas monomeéricas e atividade antioxidante foram: 636,23 + 0,48 mg
AGE.100 g, 48,06 + 5,76 mg de cianidina-3-glicosideo.100 g™ e 723,84 + 37,00 pM TE.g

'de casca de jabuticaba expressos em base seca.
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5.2. Caracterizacdo dos pos de antocianinas liofilizados
5.2.1. Determinacdo do contetido de umidade

O conteido de umidade, em base seca dos po6s liofilizados estd apresentada na Tabela
8. Os pobs obtidos de todas as formulagBes apresentaram baixos teores de umidade com
valores entre 2,09 £ 0,10 a 4,15 £ 0,32 % e ndo foi observado a formacao de aglomerados. O
conteudo dos pos obtidos esta abaixo do limite estabelecido pela legislacdo referente a frutas
liofilizadas, que € de 5 % (Brasil, 2005).

Tabela 8. Umidade dos pds de antocianinas liofilizados (b.s).
Amostras Umidade (g/100 g) *

F1A 3,82 +0,15°
F2A 2,66 + 0,40
F3A 2,09 0,10
F4A 2,21 £0,14°
F1B 2,70 £ 0,03
F2B 3,53 +0,32°
F3B 2,56 +0,19"
F4B 4,15 + 0,32

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e
F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B),
proteina isolada de soja e maltodextrina (F3A e
F3B) e pectina, proteina isolada de soja e
maltodextrina (F4A e F4B). *Média de trés
repeticdes + desvio padréo. b | etras iguais na
coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p > 0,05).

A analise estatistica dos resultados de umidade apresentados na Tabela 8 mostra que,
para o primeiro lote da liofilizacdo, as formulagcdes F2A, F3A e F4A nédo apresentaram
diferenca significativa estatisticamente. . No entanto, para os pés do segundo lote, é possivel
observar que as formulacdes F1B e F3B ndo apresentaram diferenca significativa
estatisticamente assim como as formulagdes F2B e F4B. Esse comportamento diferenciado
entre os dois lotes de pos esta associado ao processo de liofilizagcdo executado no decorrer dos
experimentos. No primeiro lote, a liofilizagdo das formulagGes ndo foi continua devido a
frequente queda de energia durante o periodo noturno. Diante disso, o equipamento foi
desligado durante esse periodo e as amostras foram armazenadas novamente no ultrafreezer (-
40 °C) até o dia seguinte onde o processo era entdo reiniciado. No segundo lote, 0 processo de

secagem foi continuo, uma vez que ndo ocorreram problemas com a rede elétrica.
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Horszwald, Julien e Andlaue (2013) estudando processos de secagem (atomizacéo,
liofilizacdo e secagem a vacuo em 40 °C, 60 °C e 80 °C) para o suco de Aronia, observaram
que diferentes técnicas de secagem resultaram em pos com diferentes teores de umidade,
assim como em outros parametros, entre eles na quantidade de compostos bioativos. Os
valores de umidade obtidos para a atomizacgdo, liofilizacdo e secagem a vacuo em 40 °C,
60 °C e 80 °C foram 2,97 %, 4,05 %, 2,54 %, 1,91 % e 1,13 %, respectivamente. Portanto, os

parametros de secagem utilizados devem ser cuidadosamente considerados.

Mahdavee Khazaei et al. (2014), ao caracterizar microcapsulas de antocianinas obtidas
por liofilizacdo utilizando a maltodextrina e goma arabica como material de parede,
encontraram teores de umidade de 1,66 + 0,02 a 4,38 £ 0,04 %. Esses pesquisadores relataram
que as formulagdes contendo menores quantidades de maltodextrina apresentaram os menores
teores de umidade devido a sua alta solubilidade em &gua e, portanto, maior higroscopicidade.
A influéncia do tipo de material de parede sobre o teor de umidade foi avaliado também por
Sahin-Nadeem et al. (2013) ao microencapsular o extrato aquoso de cha com B-ciclodextrina,
goma arabica e maltodextrina (12 e 20 DE) por atomizacgdo. Os pesquisadores concluiram que
as variagdes no teor de umidade das amostras dependem da natureza e da concentracdo do

material de parede utilizado.

Vale salientar que o comportamento observado por Khazaei et al. (2014) em relacéo a
maltodextrina e o teor de umidade foi observado apenas para os pés do primeiro lote, de modo
que os pos contendo apenas 20 % de maltodextrina (controle) como material de parede (F1A)
apresentaram maior teor de umidade (3,82 %). Nas formulacdes (F2A e F3A), a quantidade de
maltodextrina é de 15 % enquanto para a formulacdo F4A o valor é de 10 %, todavia, a
diferenca de 5 % ndo influenciou no teor de umidade e consequentemente as trés formulacdes

ndo apresentaram diferenca estatisticamente.

Fang e Bhandari (2012) microencapsularam o suco de bayberry por atomizagédo
empregando como materiais de parede a proteina isolada do soro do leite e a maltodextrina
em diferentes proporcdes. A proporcdo de suco e de proteina isolada do soro do leite
analisada foi de 99,5 — 90,0: 0,5 — 10,0 enquanto que, para a maltodextrina, a proporcao foi de
90,0 — 50,0: 10,0 — 50,0. Em todas as formulac@es a quantidade de solidos totais foi mantida
igual a 11 g/100 g de solugdo. Os resultados mostraram que o teor de umidade ficou na faixa
de 2,79 — 5,07 %, sendo que os valores mais baixos foram obtidos para as propor¢oes de suco
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e maltodextrina iguais a 90:10 e 80:20 e para as propor¢des de suco e proteina isolada do soro
do leite iguais a 95:5 e 90:10.

Resultados semelhantes foram relatados por Saikia et al. (2015) ao microencapsular os
polifendis extraidos do bagaco de carambola com maltodextrina 10 DE em diferentes
concentragdes (10, 15 e 25 %) por atomizacao e liofilizacdo. Os valores do teor de umidade
apresentados pelos pos atomizados e liofilizados foram de 2,85 a 4,98 % e 2,79 a 3,67 %,
respectivamente, sendo 0s menores valores correspondentes aos pds atomizados com 15 % de

maltodextrina e os pos liofilizados com 10 % de maltodextrina.

5.2.2. Determinacdo da atividade de agua

O grau de disponibilidade de dgua de um alimento pode ser expresso como atividade
de agua sendo um dos fatores mais importantes para a industria de alimentos, pois quantifica a
agua disponivel para o crescimento de microorganismos e de reacdes quimicas que podem
alterar as propriedades sensoriais dos produtos, possibilitando, assim, a previsdo da
estabilidade durante o processamento e o armazenamento (Cardello e Celestino, 1996; Gurak
et al., 2014). A atividade de agua dos pos obtidos apresentaram valores entre 0,053 + 0,003 a
0,162 £ 0,002 (Tabela 9). Conforme pode ser observado, os valores obtidos foram bem
inferiores ao valor limite (0,600) para a deterioracdo microbiana (Herrera et al., 2003).

Tabela 9. Atividade de agua dos pos.
Amostras Atividade de agua (a,)*

F1A 0,120 + 0,001°
F2A 0,090 + 0,005°
F3A 0,091 + 0,001°
F4A 0,053 + 0,003°
F1B 0,096 + 0,001°
F2B 0,101 + 0,003°
F3B 0,094 + 0,006°
F4B 0,162 + 0,002°

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e
F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina
isolada de soja e maltodextrina (F3A e F3B) e
pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina
(FAA e F4B). *Média de trés repeticdes + desvio
padrdo. **“?Letras iguais na coluna nido diferem
entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).
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Observa-se na Tabela 9 que os po6s preparados com pectina e maltodextrina (F2A e
F2B), assim como com proteina isolada de soja e maltodextrina (F3A e F3B), nédo
apresentaram diferenca estatisticamente. O mesmo comportamento nédo foi observado para as
demais formulacbes, o que pode estar relacionado com os diferentes modos de liofilizacdo

descrito no item 5.2.1.

Pb6s de antocianinas atomizados obtidos a partir do bagago de uva vermelha com
maltodextrina e carboximetilcelulose como materiais de parede apresentaram uma atividade
de &gua que variou de 0,150 a 0,300 (Boonchu e Utama-Ang, 2013). Resultados semelhantes
foram relatados por Villacrez et al. (2014) ao caracterizar os pdés de antocianinas de
atomizados com a maltodextrina e 0 amido modificado Hi-Cap ™100 como materiais de

revestimento.

5.2.3. Determinacao da solubilidade

A solubilidade dos p6s em agua a 25 °C esta apresentada na Tabela 10. Os valores
permaneceram na faixa de 15,86 + 0,71 — 21,28 + 0,2 %. A analise estatistica constatou que as
formulacGes do lote A e B contendo pectina e maltodextrina (F2A e F2B), as formulacgdes
preparadas com proteina isolada de soja e maltodextrina (F3A e F3B), assim como as
formulacBes contendo a mistura dos trés materiais de parede (F4A e FAB), ndo apresentam
diferenca significativa entre si para um nivel de confianca de 95 %. Todavia, a formulagéo
contendo apenas maltodextrina como material de revestimento (F1A e F1B) apresentou

diferenca significativa em relacdo as formulacbes F2, F3 e F4 em ambos os lotes.

Tabela 10. Solubilidade em agua (25 °C) dos p6s de antocianinas.

Amostras Solubilidade em agua (%)*
F1A 20,64 + 0,10°
F2A 16,65 + 1,62°
F3A 16,05 + 0,15°
F4A 15,86 + 0,71°
F1B 21,28 +0,21°
F2B 16,1 +2,2°
F3B 16,1+0,7°
F4B 151+1,3°

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e F1B),
pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada
de soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina
isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B). * Média
de trés repeticdes + desvio padrdo. *°°Letras iguais na
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coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p > 0,05).

Esse comportamento esta associado & interacdo das antocianinas com os diferentes
materiais de parede no processo de microencapsulacdo. Os pos contendo apenas 20 %
maltodextrina apresentaram uma solubilidade maior devido & alta polaridade desse
polissacarideo (Zhang et al., 2014). Os p6s preparados com 5 % de proteina isolada de soja e
15 % de maltodextrina apresentaram uma reducdo da solubilidade devido a interacao
hidrofilica e hidrofébica das antocianinas com a proteina. A regido hidrofilica da molécula de
antocianinas é caracterizada pelos grupos hidroxila os quais formam ligacdes de hidrogénio
com os grupos carbonila e amina da proteina. Por outro lado, na regido hidrofdébica da
molécula de antocianina constituida pelo anel benzénico, interage com as zonas apolares das
proteinas como as cadeias laterais de aminoacidos. Na presenca de agua, as regides apolares
das proteinas e das antocianinas tendem a associar-se através de ligacGes van der Walls,
diminuindo, assim, a superficie de zonas apolares expostas a agua. As moléculas de dgua que
estavam associadas as regides apolares de uma forma ordenada ficam livres para se juntarem

ao solvente, diminuindo a solubilidade do sistema (Zhang et al., 2014).

O efeito hidrofobico sobre a solubilidade dos pds preparados com 5 % de pectina e
15% de maltodextrina também foi observado. Isto pode ser atribuido as interacGes
eletrostaticas entre os grupos carboxilicos livres da pectina com o céation flavilio das
antocianinas (Buchweitz et al., 2013; Holzwarth et al., 2013).

5.2.4. Determinagéo da higroscopicidade

A higroscopicidade é um parametro fundamental de qualidade de produtos
alimenticios desidratados, uma vez que mostra a tendéncia do produto em adsorver a umidade
do ambiente no qual se encontra (Tonon et al., 2009). A migracdo da umidade do ambiente
para 0 po pode representar alguns inconvenientes como a formacdo de agregados de alta
consisténcia ou caking, a solubilizacdo dos pds e o consequente contato das antocianinas com
0 ar atmosférico corroborando para a sua degradacéo e a perda da capacidade antioxidante
(Silva et al., 2013). Portanto, a obtencdo de pds com baixos valores de higroscopicidade sdo

sempre desejaveis.

A Tabela 11 apresenta a higroscopicidade dos pos elaborados. Os valores ficaram na

faixa de 10,8 £ 0,1 — 14,2 £ 0,3 g/100 g. De acordo com a classificagéo estabelecida por GEA
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Niro Research Laboratory (2005), os pos obtidos sdo classificados como ligeiramente
higroscopicos (10,1 -15 g/100g).

Tabela 11. Higroscopicidade dos pds de antocianinas.
Amostras Higroscopicidade (g/100 g)*

F1A 13,1+0,1°
F2A 14,2 +0,3°
F3A 12,7 +0,4°
F4A 13,2+0,5°
F1B 12,6 +0,2°
F2B 12,7+0,1°
F3B 11,3+0,1°
F4B 10,8 +0,1°

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e F1B),
pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada de
soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina
isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B). * Média de
trés repeti¢cdes + desvio padréo. bC | etras iguais na coluna
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p > 0,05).

A analise estatistica dos valores de higroscopicidade mostra que, para os pos das
formulacdes F1 e F3 do lote A, ndo apresentaram diferenca estatistica assim como as
formulacdes F2 e F4. Os pos obtidos a partir das formulagdes F1 (20 % de maltodextrina) e
F3 (15% de maltodextrina e 5% de proteina isolada de soja) apresentaram menor
higroscopicidade em decorréncia da estrutura molecular da maltodextrina e da proteina
isolada de soja. A maltodextrina 10 DE apresenta alta massa molecular e um namero reduzido
de grupos hidrofilicos em sua estrutura, e ainda a proteina isolada de soja apresenta grupos
hidrofobicos na molécula contribuindo desta forma para a menor higroscopicidade do produto
formado (Fennema, Damoradan e Kirk, 2010). Por outro lado, os pds preparados a partir das
formulacbes F2 (15 % de maltodextrina e 5 % de pectina) e F4 (10 % de maltodextrina, 5 %
de pectina e 5 % de proteina isolada de soja) apresentaram maior higroscopicidade em virtude
da presenca da pectina em sua composicdo. A caracteristica hidrofilica da pectina esta
associada aos grupos polares presentes em sua estrutura sendo, portanto, responsavel por

envolver mais facilmente a umidade presente no ambiente (Bowers, 1992).

Entretanto, para os pos do lote B, observa-se que as formulagBes F1 e F2 néo
apresentaram diferenca estatistica assim como as formulagdes F3 e F4. Observa-se que 0
comportamento da higroscopicidade foi semelhante ao apresentado pelo teor de umidade

(item 5.2.1) e, portanto, pode esta relacionado com os diferentes modos de execucdo dos
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experimentos. Além disso, cabe salientar que quanto menor for o teor de umidade dos p6s de
antocianinas maior sera a sua higroscopicidade, ou seja, maior serd& o gradiente de

concentracdo de 4gua entre o produto e o ambiente.

Nos estudos de Silva et al. (2013), o extrato de antocianinas da casca de jabuticaba foi
atomizado com os seguintes materiais de revestimento: i) 30% de maltodextrina (controle), ii)
25% de goma arébica + 5% de maltodextrina e iii) 25% amido modificado Capsul ™ + 5% de
maltodextrina. Os pds apresentaram valores de higroscopicidade na faixa de 12,75 -
17,75 g/100g, sendo que os pos preparados com a formulacdo iii) foram menos higroscépicos
devido a presenca do grupo lipofilico octenilsuccinato no amido modificado Capsul ™,
Tonon et al. (2008), ao estudar o suco de acai microencapsulado com maltodextrina 10 DE
(10 — 30 %) através da técnica de atomizacdo, observaram que a variacdo da concentracdo do
material de parede afetou significativamente (p<0,05) a higroscopicidade dos pés com valores
entre 12,48 — 15,79 ¢/100g. Além disso, 0s pos preparados com maiores concentracdes de

maltodextrina foram menos higroscopicos.

5.2.5. Andlise granulométrica

A analise da distribuicdo do tamanho de particula dos p6s de antocianinas liofilizados
esta apresentada na Tabela 12. O didmetro médio volumétrico (D43) para todas as
formulagdes ficou na faixa de 311,66 — 419,74 um e esses valores corroboram com 0s
resultados encontrados na microscopia eletrénica de varredura, que sera apresentada mais
adiante. Além disso, 0s po6s apresentaram tamanhos dentro da faixa de 0,2 — 5000 pm;

portanto, podem ser classificadas de microparticulas (Azeredo, 2005; Janior, 2005).

Tabela 12. Resultado da analise granulométrica dos p6s de antocianinas

liofilizados.

Amostras D [4,3] (um)  do1(um) d o5 (1um) d o9 (Hm)
F1A 381,39 44,28 289,32 867,53
F2A 419,74 71,48 386,97 828,45
F3A 361,63 34,74 206,86 847,53
FaA 364,35 43,62 289,71 804,88
F1B 370,89 41,22 280,65 837,74
F2B 341,60 46,41 305,27 708,48
F3B 311,66 38,10 177,74 727,78
F4B 319,77 38,36 215,08 718,97

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e F1B), pectina e maltodextrina
(F2A e F2B), proteina isolada de soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina,
proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B).
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Os histogramas, expostos no apéndice A, mostraram que todos 0s p0s apresentaram
uma distribuicdo bimodal com uma ampla faixa de tamanho de particula, entre 0,5 a 1600 pum,
sendo que esta caracteristica pode ser atribuida a trituracdo das amostras apés a liofilizacdo. O
tamanho da particula, a morfologia, o teor de umidade e a natureza higroscopica do po
apresentam uma grande influéncia sobre as propriedades dos pds; pequenas faixas de
tamanhos de particulas sdo mais propensas a aglomeragédo e se unem mais fortemente do que
particulas grandes e essa caracteristica pode ser desejavel ou indesejavel, dependendo da

aplicacdo do produto na industria de alimentos (Gurak et al., 2014).

5.2.6. Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia dos p6s de antocianinas microencapsuladas com diferentes materiais de
parede via processo de liofilizacdo foi analisada através da microscopia eletrdnica de
varredura. A Figura 16 apresenta as fotomicrografias dos p6s obtidos no primeiro lote com
um aumento de 150 vezes (150x).

Figura 16. Fotomicrografias obtidas por MEV (x150) dos pés de antocianinas microencapsuladas com
maltodextrina (F1), maltodextrina e pectina (F2), maltodextrina e proteina isolada de soja (F3) e
mistura de maltodextrina, pectina e proteina isolada de soja (F4).
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Conforme pode ser observado, os pos apresentaram estruturas irregulares amorfas com
tamanhos variados independentemente do tipo de material de parede utilizado nas
formulacbes. Apesar da auséncia da estrutura cristalina, foi possivel visualizar que a estrutura
amorfa dos materiais de parede protegeram as antocianinas, pois ndo foram detectadas
alteracOes fisicas que possibilitassem a aceleracdo da degradacdo desses pigmentos.

O mesmo comportamento morfologico foi observado nos pds obtidos no segundo lote
da liofilizacdo. Resultados semelhantes foram relatados por Khazaei et al. (2014) ao
microencapsular o extrato de antocianinas das pétalas da flor do acafrdo com maltodextrina e
goma arabica por liofilizacdo em diferentes proporcdes. Os pds ndo apresentaram estrutura
geométrica definida e os tamanhos das particulas sdo variados; no entanto, os pesquisadores
salientam que os pds obtidos com 100 % de goma arabica como material de revestimento
apresentaram tamanhos menores quando comparados com o0s pos obtidos com 100 % de
maltodextrina. Esse comportamento foi verificado também pela maior densidade apresentada

pelos pos preparados com goma arébica, logo menor volume espacial.

Rutz et al. (2013) microencapsularam o extrato fenolico de amoras pretas por
liofilizagdo e avaliaram a influéncia do tipo de material de parede (B-ciclodextrina, quitosana,
goma xantana e hidrogel - mistura de goma xantana e quitosana) sobre a morfologia dos pds
obtidos. As fotomicrografias mostraram que o0s pds obtidos com quitosana e goma xantana
apresentaram estrutura regular com tamanhos uniformes enquanto que os pos obtidos com -
ciclodextrina e hidrogel formaram aglomerados de particulas com tamanhos variados e

estruturas irregulares.

A forma vitrea amorfa é caracteristica da técnica de secagem por liofilizacdo e esta
relacionada com as condicBes de operacdo do processo, visto que o mesmo utiliza alto vacuo
e baixas temperaturas, pressionando as particulas dos produtos e produzindo pés com menor

teor de umidade e maior tamanho (Man, Irwandi e Abdullah, 1999; Fang e Bhandari, 2010).

5.2.7. Analise térmica

Com a finalidade de avaliar possiveis interacGes entre os diferentes materiais de
parede testados e as antocianinas, foram realizadas analises de calorimetria diferencial de
varredura (DSC) para as microparticulas e para a mistura fisica entre os materiais de parede e

0 extrato de antocianinas liofilizado. Para efeito de comparagdo, foram avaliados os
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comportamentos térmicos da maltodextrina (MD), da pectina (PC) e da proteina isolada de
soja (PIS), assim como do extrato de antocianinas liofilizado (EAL). No Apéndice C séo
apresentados o valor da temperatura inicial (T, — onset), a temperatura do pico endotérmico
(Tp), a temperatura final (Ts) e a entalpia (AH) do EAL, da MD, da PC, PIS assim como da

mistura fisica entre os materiais de parede e 0 extrato e dos pos.

A Figura 17 apresenta 0s termogramas das microparticulas preparadas com
maltodextrina como material de parede (F1), do extrato de antocianinas liofilizado, da

maltodextrina e da mistura fisica entre a maltodextrina e o extrato de antocianina liofilizado.

Figura 17. Termogramas obtidos por calorimetria diferencial de varredura: extrato de antocianina
liofilizado (EAL); maltodextrina (MD); mistura fisica da maltodextrina com o extrato de antocianina
liofilizado (MD-EAL) e microparticulas preparadas com maltodextrina (F1).
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O termograma da maltodextrina apresentou um pico endotérmico na temperatura de
153 °C indicando provavelmente a perda de agua interna da amostra e a evaporacdo dos
compostos volateis, e um pico mais pronunciado a 211 °C relacionado ao ponto de fuséo
desse polissacarideo (Osoério et al., 2010). Para o extrato de antocianinas liofilizado observa-
se a presenca de trés transicdes endotérmicas nas seguintes temperaturas: 176 °C, 193 °C e
212 °C. Horst (2009) obteve apenas um pico endotérmico da antocianina (padrdo AC-12r-
WSP) na temperatura de 187 °C. Essa diferenga pode estar relacionada com a fonte botéanica

do pigmento bem como na presenca de diversos agucares e outros compostos ligados em sua
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estrutura (Kong et al., 2003; Rein, 2005; O.M. e M, 2006; Castafieda-Ovando et al., 2009;

Cavalcanti, Santos e Meireles, 2011).

O termograma da mistura fisica MD-EAL apresentou dois picos endotérmicos nas
temperaturas de 192 °C e 214 °C. Comparando com os valores obtidos para 0s compostos
separados, foi possivel observar que houve uma interacao fisica entre eles, visto que ocorreu o
desaparecimento dos picos localizados nas temperaturas de 153 °C (MD) e 176 °C (EAL).
Além disso, 0 termograma da amostra microencapsulada (F1) apresentou trés transicdes
endotérmicas sendo o primeiro pico na temperatura de 170 °C, o segundo em 223 °C e 0
terceiro em 249 °C. O comportamento desses picos, em comparacdo com a mistura fisica
MD-EAL, mostra que houve interacdo entre essas duas substancias e a formacdo de um
complexo com valores de entalpia de fusdo e entalpia de decomposicdo térmica iguais a
52,78 + 8,53 J.g7 e 11,18 + 0,56 J.g™, respectivamente.

A Figura 18 apresenta os termogramas das microparticulas preparadas com pectina e
maltodextrina (F2), do extrato de antocianina liofilizado, da maltodextrina, da pectina e da

mistura fisica composta do extrato de antocianina liofilizado com a maltodextrina e a pectina.

Figura 18. Termogramas obtidos por calorimetria diferencial de varredura: extrato de antocianina
liofilizado (EAL); maltodextrina (MD); pectina (PC); mistura fisica do extrato de antocianina
liofilizado com a maltodextrina e a pectina (MD-PC-EAL) e microparticulas preparadas com pectina e
maltodextrina (F2).
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O termograma da pectina apresentou um pico endotérmico na temperatura de 142 °C
referente ao ponto de fusdo e um pico em 186 °C correspondente & decomposicdo térmica do

polimero lijima et al. (2001). Para a mistura fisica MD-PC-EAL foi observado apenas um
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pico endotérmico em 197 °C; a partir da comparagdo com os valores obtidos para o0 EAL, MD
e PC, assim € possivel concluir que houve uma interacdo fisica entre essas substancias,
apresentando uma entalpia de fusdo igual a 100,05 + 14,39 J.g™*. Analisando o termograma
obtido para as microparticulas (F2), observa-se que ocorreu uma interagdo quimica entre o
EAL e os materiais de parede visto que o primeiro pico obtido em 136 °C esta localizado
entre as temperaturas de fusdo da MD (153 °C) e da PC (142 °C) e do primeiro pico do EAL
(176 °C). A segunda transicdo endotérmica ocorreu em 200 °C e pode ser entendida como
uma possivel degradacdo ou decomposicdo térmica de um ou mais componentes e sua

subsequente volatilizacdo (Osorio et al., 2010).

Os termogramas das microparticulas preparadas com proteina isolada de soja e
maltodextrina (F3), do extrato de antocianina liofilizado, da proteina isolada de soja, da
maltodextrina e da mistura fisica do extrato liofilizado com a maltodextrina e a proteina
isolada de soja estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19. Termogramas obtidos por calorimetria diferencial de varredura: extrato de antocianina
liofilizado (EAL); maltodextrina (MD); proteina isolada de soja (PIS); mistura fisica do extrato de
antocianina liofilizado com a maltodextrina e proteina isolada de soja (MD-PIS-EAL) e
microparticulas preparadas com proteina isolada de soja e maltodextrina (F3).
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O comportamento térmico da proteina isolada de soja mostrou duas transicGes
endotérmicas nos quais foram atribuidas ao fenémeno de desnaturagdo proteica, constituido
de alteracGes que ocorrem nas estruturas secundaria, terciaria e quaternaria da proteina sem o
rompimento das cadeias de ligacdes peptidicas (Fennema, Damoradan e Kirk, 2010). Esse
processo irreversivel produziu picos em 141°C e 193°C referentes aos processos de fusdo e
decomposicgdo, respectivamente. O termograma da mistura fisica MD-PIS-EAL apresentou

um Unico pico na temperatura de 186 °C mostrando que houve uma interagéo fisica entre o
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EAL e os materiais de revestimento. Além disso, pode-se observar pelo termograma das
microparticulas (F3) que ocorreu o desaparecimento dos eventos endotérmicos referentes ao

EAL, o que sugere a protecao e interacdo do material de parede com o pigmento.

Os termogramas das microparticulas preparadas com maltodextrina, pectina e proteina
isolada de soja (F4), do EAL, da PIS, da MD, da PC e da mistura fisica MD-PC-PIS-EAL

estdo apresentados na Figura 20.

Figura 20. Termogramas obtidos por calorimetria diferencial de varredura: extrato de antocianina
liofilizado (EAL); maltodextrina (MD); pectina (PC); proteina isolada de soja (PIS); mistura fisica do
extrato de antocianina liofilizado com a maltodextrina, pectina e proteina isolada de soja (MD-PC-
PIS-EAL) e microparticulas preparadas maltodextrina, pectina e proteina isolada de soja (F4).
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Analisando o termograma da mistura fisica MD-PC-PIS-EAL pode-se visualizar a
presenca de dois eventos endotérmicos nas temperaturas de 170 °C e 182 °C. Comparando as
os valores de temperatura obtidos para os trés materiais de parede e para 0 EAL, é possivel
observar que houve uma interagdo fisica entre o0s quatro compostos em virtude do
deslocamento dos picos caracteristico da formacdo de um novo sistema. Foi possivel
visualizar o mesmo comportamento no termograma das microparticulas, porém com picos
endotérmicos nas temperaturas de 147°C e 202°C mostrando que houve o

microencapsulamento das antocianinas pela mistura desses materiais de parede.
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Cabe ressaltar que a curva caracteristica de uma mistura fisica, geralmente, € composta
por picos referentes ao material de parede e ao composto microencapsulado, porém estes
eventos ndo foram detectados nos termogramas referentes as quatro misturas fisicas
analisadas. De acordo com Wu et al (2008), este comportamento é decorrente da interacdo
dos compostos durante o aquecimento corroborando para o processo de amorfizagcdo dos

materiais sugerindo a formacéo de complexos de inclusao.

Em relacdo aos pos preparados com os diferentes materiais de parede, os termogramas
mostraram que houve a microencapsulacdo das antocianinas do bagago de jabuticaba pois
foram detectados novos picos de transicdo endotérmicos. Esta mudanca e a consequente
formacgdo do complexo sdo observadas pela reducdo da intensidade e/ou a expansdo do pico
em temperaturas mais altas quando comparados com as temperaturas dos materiais de parede
e do pigmento (Naidu et al., 2004).

No estudo de Osoério et al. (2010) foi analisado o comportamento térmico dos pés de
antocianina do fruto de corozo (Bactris guineenses) microencapsulados com maltodextrina 20
DE por atomizacdo atraves da calorimetria de varredura diferencial (DSC). A partir dos
termogramas, foi visualizado um pico endotérmico na faixa de temperatura de 30 a 100 °C
referente a dessorcdo dos compostos volateis e da evaporacdo da dgua adsorvida na superficie
dos p6s. Um segundo pico mais pronunciado foi observado na faixa de temperatura de 100 a
170 °C que pode esté relacionado com a energia necessaria para a evaporagdo da agua interna
presentes nas amostras. Diante disso, os pesquisadores concluiram que os p6s sdo bastante

estaveis até a temperatura de 100 °C.
5.3 Fotoestabilidade das microparticulas de antocianinas liofilizados

Nesta secdo serdo expostos e discutidos os resultados relativos a estabilidade do
extrato de antocianina liofilizado e das microparticulas obtidas com os diferentes materiais de

parede testados durante a estocagem na presenca de luz UV por um periodo de 90 dias.

5.3.1 Teores de fendlicos totais, antocianinas monoméricas e atividade antioxidante

Na tabela 13 sdo apresentados os teores de fendlicos totais, antocianinas monoméricas
e atividade antioxidante dos p6s submetidos a exposicdo da luz UV no tempo inicial e no
tempo de 90 dias. Os resultados mostraram que a exposicdo do extrato liofilizado (EL) a luz
ocasionou uma degradacdo de 56 % de fendlicos totais e 77 % de antocianinas monoméricas
assim como uma reducéo de 43 % da capacidade antioxidante. Por outro lado, os materiais de
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parede protegeram os compostos fitoquimicos do efeito deletério da luz em mais de 90 % em
relacdo ao teor de fenolicos totais e em 80% para a quantidade de antocianinas monoméricas,
de modo que a atividade antioxidante foi mantida em 70 % durante 90 dias em presenca de

luz.

Tabela 13. Teores de fendlicos totais, antocianinas monoméricas e atividade antioxidante dos pés de
antocianinas expostas a luz UV no tempo inicial e no tempo de 90 dias.

Antocianinas Monoméricas

21 . -1
Fendlicos totais (mg AGE.100g™) b.s (Mg.100 g) b.s

ABTS* (mM TE.100 g% b.s

Amostra 0 dia 90 dias 0 dia 90 dias 0 dia 90 dias
F1A 128,33 + 3,63" 123,8 +5,53° 7,04 +0,05%° 697+069° 30949+ 4150 173,16 + 7,54°
F2A 134,27 + 5,94 123,8 + 5,54*° 6,08 + 0,05 510+057"  27309+2885% 207,40 + 2048°°
F3A 182,12 + 2,49° 166,48 + 1,35b - - 208,15 + 38,73avb 198,95 + 15,19bvC
F4A 169,73 + 7,43 167,78 +9,17° 8,01 + 0,40%" 587+033°  22526+2679%" 187,81 + 5645
F1B 131,17 + 1,49b 118,50 + 0,44° 6,93 + 0,35b 6,33 0,136"b 253,15 + 11,59 186,41 + 4,567
F2B 140,13 + 4,52b 127,12 + 4,046"b 6,18 + 0,25b 4,67 +0,15° 236,43 + 9,70a’b 222,62 + 6,85*¢
F3B 177,92 + 6,66° 165,48 + 3,22b - - 310,76 + 17739b 225,76 + 11,19%¢
F4B 168,17 +5,73° 167,38 + 6,27" 7,43 +0,15° 7.04+£086° 22667 +41202° 22121 +1118°
EL 42538451200 272194+72,02° 591,14+5120° 13562+1384" 15790+ 2051  8977.20 + 134,34

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada de
soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B); extrato de
antocianinas liofilizado (EL). *Média de trés repeticbes + desvio padrao. abed) etras iguais na coluna ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

O efeito das diferentes formulacdes testadas sobre a estabilidade das antocianinas foi
avaliado através da analise estatistica dos resultados de fenodlicos totais apresentados na
Tabela 13. Observa-se que para o tempo inicial da fotoestabilidade, as formulacdes obtidas
nos dois lotes (A e B) da liofilizagdo ndo apresentaram diferencas estatisticamente. No
entanto, depois de 90 dias de exposicdo a luz UV apenas as formulacdes FA4A e F1B sédo
diferentes estatisticamente para um nivel de confianca de 95 %. Em relacdo as antocianinas
monomeéricas e atividade antioxidante todas as formulacBes ndo apresentaram diferencas

estatisticamente ap6s 90 dias.

Vale salientar que, para as formulacdes contendo proteina isolada de soja e
maltodextrina (F3A e F3B), ndo foi possivel quantificar as antocianinas monoméricas devido
a agregacao e precipitacdo da proteina isolada de soja no pH 4,5 correspondente ao tampao de
carbonato de sodio utilizado no método do pH diferencial. 1sso ocorre devido a proximidade
deste pH com o do ponto isoelétrico da proteina (Figura 13) no qual a molécula possui carga
liquida nula caracterizada pela maxima interacdo eletrostatica entre os grupos carregados e

interacdo minima com a agua. Esse comportamento ndo foi observado na quantificacdo dos
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fendlicos totais bem como na capacidade antioxidante através do radical ABTS™, pois nas
metodologias utilizadas o pH do meio ficou fora na faixa de pHs referente ao ponto isoelétrico

da proteina.

Na Figura 21 estdo apresentados os valores experimentais e preditos por um modelo
cinético de primeira ordem referente a concentracdo de antocianinas do extrato liofilizado nédo
microencapsulado expostas a luz UV durante 90 dias. A linha cheia corresponde ao tracado do
modelo de primeira ordem. Observa-se que a luz influenciou na estabilidade desse pigmento

diminuindo consideravelmente sua vida Util.

Figura 21. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem referente a
concentracdo de antocianinas do extrato liofilizado exposto a luz UV a temperatura ambiente.
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A constante de velocidade cinética de degradacdo (Equacdo 4) e o tempo de meia-vida
(Equagdo 5) das antocianinas encontrados foram 0,0135 d™* e 51 dias, respectivamente. Em
outros trabalhos foram relatados a constante cinética de degradacdo desse composto assim

como a meia-vida, porém em diferentes condi¢des experimentais.

Jiménez-Aguilar et al (2011) avaliou o efeito negativo da luz sobre a estabilidade das
antocianinas durante o armazenamento. As microparticulas foram estocadas na presenca e ao
abrigo da luz (3000 Ix) na temperatura de 25 °C e o controle constituido pelo extrato de
antocianinas liofilizado sem o material de parede foi apenas armazenado na presenca de luz
na mesma temperatura por 28 dias. Os resultados mostraram que a exposi¢do da luz ao

controle proporcionou uma perda de 65% de antocianinas, enquanto que para as
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microparticulas houve uma reducdo de 25 %. A cinética de degradacdo foi monitorada
durante o periodo de armazenamento e os tempos de meia-vida e as constantes de velocidade
foram determinadas. As antocianinas microencapsuladas expostas a luz por 28 dias
apresentaram um tempo de meia-vida de 70 dias e as estocadas ao abrigo de luz um tempo de
meia-vida de 119 dias; em contrapartida, as antocianinas do controle apresentaram um tempo
de meia-vida de 21 dias corroborando desta forma para o efeito protetor da goma de algaroba

como material de parede.

Nos estudos de Ersus e Yurdagel (2007) foi avaliada a estabilidade das antocianinas de
cenouras pretas microencapsuladas por atomizagdo expostas a luz (3000 Ix) por 56 dias na
temperatura de 25 °C. A partir dos dados obtidos da cinética de degradacdo desses pigmentos
houve uma reducdo de aproximadamente 65% das antocianinas, um tempo de meia-vida de 63

dias e uma taxa de degradacdo igual a 0,0024 d™.

Por outro lado, Flores et al (2014)observaram que a fotodegradacdo das antocianinas
do bagaco de mirtilo atomizadas com proteina isolada do soro do leite durante o
armazenamento de 40 dias foi comparavel com a degradacdo térmica quando as
microparticulas foram estocadas na temperatura de 37 °C, sendo as taxas de degradacéo
calculadas e iguais a 0,0083 d™* e 0,0069 d™, respectivamente. Os pesquisadores observaram
também que as taxas de degradacdo das antocianinas microencapsuladas com a proteina
isolada do soro do leite foram superiores quando comparadas com materiais de parede

constituidas por polissacarideos (Tonon et al., 2009; Idham, Muhamad e Sarmidi, 2012).

5.3.2. Analise colorimétrica

Através da colorimetria foi possivel avaliar as alteragdes qualitativas e quantitativas
sofridas pela cor nos p6s de antocianinas expostos a luz UV por um periodo de 90 dias de
fotoestabilidade. A Tabela 14 apresenta o comportamento do pardmetro colorimétricos L*, a*
e b*em funcdo do tempo referente aos pos obtidos nos dois lotes de liofilizacdo. Foi possivel
observar que houve um sensivel aumento nos valores de luminosidade no decorrer do tempo
de armazenamento em presenca de luz UV, indicando que os pds foram se tornando mais

claros (Apéndice D).
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Tabela 14. Mudancas ocorridas no parametro de cor L*, a* e b* em fungéo do tempo para 0s p6s
preparados com maltodextrina (F1A e F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada de
soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B)
armazenadas na presenca de luz UV..

L* a*x b*

Amostra 0 dia 90 dias 0 dia 90 dias 0 dia 90 dias

FIA 67,50 +£0,84%"¢¢ 7123 +0,75**¢ 28,33+1,27%° 21,97 +0,91° 2,05+0,29° 4,46 +0,34"
F2A 64,47 +1,59° 69,42 +2,87°° 19,77 +0,92° 9,86+0,88°" 4,33+0,30" 8,67 +0,6°
F3A  69,01+2,06*" 7240+0,712"° 13,97 +0,55°¢ 8,21 +0,83% 3,24 +0,55° 10,32 +0,532*
FAA  65,49+0,29%°Y 6929+113°° 1254+0,30° 9,04 +0,48°* 647 +0,15* 11,27 +0,66°
FIB  68,72+0,76"¢ 73,65+0,62%8 29,18+0,46° 19,44+0,30° 1,77+0,09e 4,25 +0,30"
F2B 65,02 +0,56*° 68,58 +0,62° 19,66+0,92° 10,46 +0,44° 4,15+0,02°° 7,98+0,41°
F3B 68,27 +1,13"%% 7226 +150:>¢ 14,76 +0,54° 8,66 +0,93°%° 3,46 +0,33%¢ 9,39 +0,18%¢
F4B  6852+1,62"9 72,83+0,58*" 12,49+0,46° 7,59+0,12° 5,78+0,27° 10,78 +0,39°

* Média de trés repeticdes + desvio padrdo. **““¢Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p > 0,05).

O comportamento do parametro colorimétrico a* sofreu uma pequena reducdo nos
seus valores devido a degradacdo das antocianinas das formulagdes, conforme discutido
anteriormente (Tabela 14). As amostras contendo pectina, proteina isolada de soja e
maltodextrina (F4A e F4B) apresentaram maior decaimento desses valores, ou seja, essas
amostras foram as que mais perderam a coloragdo rosada e, consequentemente, as que mais

sofreram degradagéo.

Resultados semelhantes foram reportados por Jiménez-Aguilar et al. (2011) que
avaliaram colorimetricamente a estabilidade das antocianinas microencapsuladas com
algaroba durante a estocagem por 28 dias. A partir dos dados obtidos, 0s pesquisadores
observaram que 0s parametros L* e 0 a* sdo mais sensiveis na retencdo de antocianinas,

ocorrendo um aumento dos valores de L* e o decaimento dos valores de a*.

Durante 0 processo de exposicdo dos pés a luz UV observou-se duas alteragcdes na
coloragdo das microparticulas: uma minima perda da tonalidade tornando a cor das amostras
menos intensas (leve modificacdo do hy,) (Figura 22) e a reducdo da intensidade de cor em
decorréncia da formacao de compostos de degradacéo (alteracdo dos valores C*,y) (Figura 23)

quando comparado com 0s pds no tempo zero.
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Figura 22. Mudancas ocorridas no angulo de tonalidade (hy,) em funcdo do tempo para 0s pos
preparados com maltodextrina (F1A e F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada de
soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B)
armazenadas na presenca de luz UV.
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Figura 23. Mudancas ocorridas no chroma (C*,,) em funcéo do tempo para os p6s preparados
com maltodextrina (F1A e F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada de soja
e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A e F4B)
armazenadas na presenca de luz UV.
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A Tabela 15 apresenta as mudancas ocorridas na diferenca de cor total 4E*,,, em
funcdo do tempo, dos po6s expostos a luz UV durante a estocagem. Os valores de AE*y,
aumentaram consideravelmente com o tempo e ficaram na faixa de 7,05 — 11,89. Cabe
salientar 4E*,, > 5 ja apresenta mudanca de cor perceptivel (Apéndice C) em relacdo a
amostra inicial (Obon et al., 2009). As maiores diferencas de cor total foram apresentadas
pelas amostras preparadas com pectina e maltodextrina (F2A e F2B) e as amostras preparadas
com proteina isolada de soja e maltodextrina (F3A e F3B).

Tabela 15. Mudancas ocorridas na diferenga de cor total (4E*,,) em funcdo do tempo (em dias) para
0s pos preparados com maltodextrina (FLA e F1B), pectina e maltodextrina (F2A e F2B), proteina
isolada de soja e maltodextrina (F3A e F3B) e pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A e
F4B) armazenadas na presenca de luz UV.

Amostra AE* 3 s AE*ab(g) AE* sy AE*aniey AE apwsy AE a0y AE™ab o)

F1A 7,23 3,25 3,43 6,12 5,36 6,42 7,21
F2A 5,73 3,48 4,77 7,04 6,79 11,04 11,89
F3A 4,12 5,09 1,84 4,59 5,84 5,42 9,74
FAA 2,22 1,98 1,11 3,17 2,05 2,89 7,05
F1B 7,53 4,72 5,26 6,66 8,05 8,68 10,07
F2B 4,17 2,46 3,68 7,08 6,69 8,00 10,13
F3B 4,02 2,38 2,80 3,65 6,92 7,35 8,95
F4B 3,71 1,39 2,99 2,57 3,88 5,95 8,11

Silva et al. (2010) avaliaram a fotoestabilidade dos pds de antocianinas durante 21 dias

na temperatura de 25 °C. O extrato de antocianinas foi obtido das cascas de jabuticaba e
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microencapsulado por atomizagdo com maltodextrina e goma ardbica nas seguintes
proporcdes: 30 % de maltodextrina (MD), 30 % de goma arébica (GA) e uma mistura 15 % de
maltodextrina com 15% de goma arabica (MD-GA). A partir dos dados experimentais obtidos
da analise colorimétrica, a diferenca de cor total (4E*,,) foi calculada e todas as formulacdes
apresentaram alteragdes visualmente perceptiveis, pois foram superiores a cinco e mais
expressivo nos pos preparados com goma arabica apenas. Esse comportamento foi observado
nos parametros cinéticos, visto que os po6s contendo goma arabica em sua formulacdo
apresentaram tempos de meia-vida iguais e inferiores ao dos poOs contendo apenas

maltodextrina.

A colorimetria permitiu que os dados experimentais obtidos para os parametros de cor
a* fossem ajustados utilizando um modelo cinético de primeira ordem. A andlise de regressao
foi aplicada as equagdes cinéticas de primeira ordem e os pardmetros cinéticos obtidos nestes
ajustes estdo apresentados na Tabela 16. Os valores da constante de degradacdo e 0s tempos
de meia-vida calculados a partir dos dados apresentados pelo parametro a* apresentaram
valores entre 0,0022 + 0,0004 - 0,0070 + 0,0009 d™ e tempos de meia-vida de 101 a 320 dias.

Tabela 16. Resultados da regresséo linear do parametro a*
utilizando modelo cinético de primeira ordem para 0s pés de
antocianinas expostos a luz UV.

Amostra k (dias™) tu, (dias) R?
F1A 0,0022 + 0,0004° 320 0,8791
F2A 0,0070 + 0,0009° 101 0,9089
F3A 0,0051 + 0,0005" 137 0,9303
F4A 0,0032 + 0,0002°¢ 215 0,8940
F1B 0,0031 + 0,0004>¢ 226 0,9035
F2B 0,0069 + 0,0003° 101 0,8802
F3B 0,0050 + 0,0008" 140 0,8836
F4B 0,0042 + 0,0008° 170 0,9032

Amostras preparadas com maltodextrina (F1A e F1B), pectina e
maltodextrina (F2A e F2B), proteina isolada de soja e maltodextrina
(F3A e F3B) e pectina, proteina isolada de soja e maltodextrina (F4A
e F4B). * Média de trés repeticdes + desvio padréo. " Letras iguais
na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

Através da analise estatistica dos resultados foi constatado que as formulagdes
contendo proteina e maltodextrina (F3A e F3B), e as formula¢fes contendo a mistura dos trés
materiais de parede (F4A e F4B), sdo iguais estatisticamente para um nivel de confianga de
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95 % e diferentes estatisticamente em relacdo as formulagGes contendo maltodextrina (F1A e
F1B) e as formulacGes contendo pectina e maltodextrina (F2A e F2B). Desta forma, foi
possivel verificar que o tipo de material de parede influenciou na degradacdo da cor

avermelhada das microparticulas.

Com os resultados obtidos nesse trabalho em relagdo a fotoestabilidade, pode-se
concluir que a degradacdo dos compostos fenolicos seguiu uma cinética de primeira ordem
para todos os pos analisados. Ao comparar 0s tempos de meia-vida entre os pds preparados
com os diferentes materiais de parede testados verifica-se que a maltodextrina proporcionou
maior protecdo aos compostos fendlicos, e ainda, que a técnica de microencapsulacdo por
liofilizacdo € bastante eficaz na protecdo e estabiliza¢do das antocianinas extraidas do bagaco

da jabuticaba.
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Conclusoes

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar e avaliar a estabilidade de
microparticulas de antocianinas produzidas pela técnica de liofilizacdo utilizando como
material de parede a maltodextrina combinada com pectina e com a proteina isolada de soja.
Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que € possivel obter um corante natural a
partir de um subproduto emergente gerado na producdo do suco de jabuticaba com

propriedades antioxidantes.

A caracterizacdo das microparticulas de antocianinas apos a liofilizacdo mostrou que
todas as formulacOes apresentaram baixos valores de umidade, de atividade de agua e de
higroscopicidade, assim como baixa solubilidade em agua, atributos desejaveis na obtencdo
de alimentos em pd. Em relacdo a morfologia, as microparticulas apresentaram estruturas
irregulares amorfas semelhantes com tamanho médio de particulas entre 312 a 420 um. A
andlise térmica dos p6s preparados com os diferentes materiais de parede mostraram que
houve a microencapsulagdo das antocianinas em decorréncia dos novos picos endotérmicos e
foi possivel observar também que os pds apresentaram uma estabilidade térmica até a

temperatura de 130 °C.

A fotoestabilidade das microparticulas bem como do extrato de antocianinas
liofilizado ndo microencapsulado mostraram que a degradacdo desse pigmento seguiu uma
cinética de primeira ordem. O efeito deletério da luz durante a estocagem por 90 dias conferiu
ao extrato ndo microencapsulado uma reducéo de 56 % no teor de fenodlicos totais e 77 % no
teor de antocianinas monoméricas. Em contrapartida, os materiais de revestimentos foram
capazes de conferir uma protecdo de 90 % na quantidade de fenolicos totais e 80 % na
quantidade de antocianinas monomericas, principalmente para os pés preparados com

maltodextrina como material de parede.
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Sugestoes para Trabalhos Futuros

Como sugestdes para a continuidade deste trabalho, destaca-se a avaliacdo da
estabilidade dos pos liofilizados em diferentes temperaturas durante o armazenamento. A
determinacdo das isotermas de sorcdo e a temperatura de transicdo vitrea dos pés liofilizados
preparados com os diferentes materiais de parede testados, pois também podem ser

informacBes importantes na caracterizacdo das microparticulas.

Além disso, outro aspecto interessante seria estudar o perfil de liberacdo das
antocianinas microencapsuladas em diferentes alimentos durante o seu processamento. Por
fim, poder-se-ia avaliar o processo de atomizacdo como técnica de microencapsulacgéo,
caracterizar os pos obtidos por essa técnica e comparar com as propriedades fisico-quimicas

dos pos liofilizados.
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Apéndice A

Histogramas da distribui¢do do tamanho de particula.

A Figura A.1 e a Figura A.2 apresentam os histogramas dos pds de antocianinas do

primeiro lote e do segundo lote testados com os diferentes materiais de parede,
respectivamente.

Figura A.1. Distribuigdo granulométrica dos pos de antocianinas liofilizados preparados com
maltodextrina (A), pectina e maltodextrina (B), proteina isolada de soja e maltodextrina (C) e pectina,
proteina isolada de soja e maltodextrina (D).
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Figura A.2. Distribuigdo granulométrica dos pos de antocianinas liofilizados preparados com
maltodextrina (A), pectina e maltodextrina (B), proteina isolada de soja e maltodextrina (C) e pectina,
proteina isolada de soja e maltodextrina (D).
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Apéndice B

Curva de calibracédo utilizada para determinacdo de compostos fenolicos e para a

capacidade antioxidante com radical ABTS
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Apéndice C

Parametros térmicos e termodindmicos obtidos na andlise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Tabela C.1. Propriedades térmicas e termodinamicas do extrato concentrado, dos matérias de parede e das misturas fisicas entre o extrato concentrado e os materiais de

parede.

Amostra To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J.g-1) To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J.g-1) To (°C) Tp (°C) Tc (°C) AH (J.g-1)
E;;gr?tra o 15587 11,48 17651+4,99  182,18+296  81,62+3950 19104+626  19346+539  198,86+299  5312+1024 20328+112 212,91+0,86 2222;59 * 0687+3447
Maltodextrina 150,84 £0,27  15372+037 157,58 +053  164+038  20954+873  21196+839  217,76+751 32,95 + 3,94 - - - -
z;ostg}ga isolada 139974360  14222+344  14541+305  1,36+006 183324417  18582+396  192,85+3,68 76,00 £ 7,10 - - - -
Pectina 13871+227  14146+006  14198+489  503+161  189,34+098  192,94+243 19257 +323  4043+1046 - - - -

MD - EAL 18863+614  10246+421  19988+000  172,40+864 209,71+647 214,11 +3,82 223"359 * 11562+ 42,00
PC - EAL 19556 +1,58  19688+131  20098+145 100,05 + 14,39
PIS - EAL 18528+340 186,60 +356 190,97 +3,99 92,12 +6,07
VOPISPC 1687241505 1704641446 173141380  644%442  17997£1017  18199£985 187314894 86362081
Tabela C.2. Propriedades térmicas e termodinamicas dos pés de antocianinas liofilizados.
Amostra T, (°C)* T, (°C)* T. (°C)* OH(1gY) (bs)*  To(°C)* T, (°C)* T, (°C)* OH(1gY) (bs)*  To(°C)* T, (°C)* T, (°C)* BH (1.g") (b.s)*
FIA  16663+954 17034+878 17454+866  332+028  22142+7,07 22357+679  22939+643  5278+853 24726+365 24968+360 25539+320  11,18+056
F2A  15488+1478 15604+1572 15883+1599  492+054 19937 +564 20050645  20445+7,95 68,08 + 28,48 - - - -
F3A  14815+028 14935+044  15253+055  962+074  19043+138 191,89+112  19605+100 60,45 10,73 - - - -
FAA 14570375 147,10+484  1499%531 440009  201,10+0,73 20224+127  20603+249  44,92+1324 - - - -
FIB  157,85+956 15091+1122 16358+1196  553+239  22177+3,10 22391+280 22965+235 4877+1135 24862+044 251264069 25544+120  795+213
F2B  13554+073 13620+076  13884+074  286+027  20406+213 20553+166 20974 +058 42,04 +4,88 - - - -
F3B  138,70+011 13916+0,18 14175+023  458+132 19527+273 196,63t297 200,68 +3,13 59,66 + 6,54 - - - -
FAB  13543+360 13584+360 13838+365  485+092  18878+597 190,08+498  104,62+3,63 59,40 +7,84 - - - -







(F1)

(F2)

3

(F3)

3

(F4)

105

Apéndice D

Fotografias dos pos expostos na luz UV durante 90 dias

Figura D.1. Coloragdo dos p0s preparados no tempo igual a zero (a) e ap6s 30 dias (b), 60 dias (c) e
90 dias (d) de exposicdo a luz UV.
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