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RESUMO

A Bougainvillea glabra é uma planta nativa da América do Sul e suas bréacteas sdo uma
fonte pouco explorada de compostos fendlicos e principalmente de betalainas. As
betalainas vém sendo amplamente estudadas para uso como corante natural ou em
alimentos funcionais devido as suas propriedades benéficas, tais como atividade anti-
inflamatdria, antioxidante e anticarcinogénica. Neste contexto, a etapa inicial deste
trabalho teve por objetivo a extracdo de betalainas e compostos fendlicos das bracteas
da B. glabra utilizando métodos de extragdo “verde”, como a Extragdo Assistida por
Micro-ondas (EAM) e Extracdo Assistida por Ultrassom (EAU), usando &gua como
solvente. O uso da EAM resultou em menores tempos de extracdo proporcionando altos
teores de betalainas, fenolicos, capacidade antioxidante por ABTS e elevados
percentuais de captura de radicais hidroxil. O ensaio de eletroforese revelou que o
extrato obtido por EAU foi mais eficiente na protecdo do DNA contra a acdo dos
radicais livres. A maior parte das betalainas e fendlicos identificados por HPLC-MS nas
bracteas da B. glabra foram de betacianinas aciladas e de flavonoides, respectivamente.
Com base nos resultados, a melhor condicdo de extracdo obtida, EAM a 600 W x 13
min, foi selecionada para a segunda etapa do trabalho que consistiu em manter a
estabilidade dos compostos fendlicos e betalainas do extrato da B. glabra através do
encapsulamento por atomizacdo e liofilizacdo utilizando as fibras prebiodticas
polidextrose (PD) e inulina (IN) e a albumina do ovo (ALB) como encapsulantes. O tipo
de material encapsulante e os métodos de secagem resultaram em p6s com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, permitindo diferentes aplicacdes. Na terceira etapa do
trabalho, o extrato de B. glabra foi encapsulado por gelificagdo ibnica com a adi¢do de
proteina isolada do soro do leite e albumina de ovo com o intuito de reforgar a estrutura
das esferas. A adicdo das proteinas resultou nas maiores eficiéncias de encapsulamento
de fendlicos e betalainas. A caracterizacdo estrutural das esferas demonstrou que a
microestrutura de Ca-alginato foi afetada pelas proteinas, principalmente pela albumina.
A adicdo das proteinas também resultou em esferas com diferentes propriedades
mecanicas, favorecendo suas diferentes aplicacdes. A Gltima etapa teve como objetivo a
avaliacdo da estabilidade dos pds, produzidos na segunda etapa, que apresentaram 0s
maiores teores de compostos fenolicos e betalainas, bem como a simulacdo da digestao
gastrointestinal. O p6 atomizado com PD e os pos liofilizados PD, IN e PD+IN foram
submetidos a umidade relativa de 43,2% e temperaturas de 30, 40 e 50 °C durante 42
dias. Apesar da acentuada degradacédo de fendlicos e betacianinas a 50 °C, retengdes de
48 a 64% foram obtidas ao final do armazenamento. O pé liofilizado com PD
apresentou maior estabilidade em temperaturas elevadas. Na digestdo gastrointestinal, a
maior liberagdo e estabilidade de betacianinas e fendlicos ocorreu na fase géstrica e de
forma mais lenta nos pos contendo IN. No geral, de acordo com os dados obtidos, o0 po
liofilizado com PD e a combinacdo de PD+IN apresentaram os melhores resultados por
conferir maior estabilidade as betacianinas e fenolicos das bracteas da B. glabra.

Palavras-chave: Bougainvillea glabra, extragdo “verde”, betalainas, encapsulamento,
estabilidade, digestdo gastrointestinal in vitro.



ABSTRACT

Bougainvillea glabra is a native plant of South America and its bracts are an
underexploited source of phenolic compounds and mainly of betalains. Betalains have
been widely studied for use as a natural dye or in functional foods due to their health
benefits, such as anti-inflammatory, antioxidant, and anticarcinogenic properties. In this
context, the initial step of this work aimed to extract betalains and phenolic compounds
from B. glabra bracts using “green” extraction methods, such as Microwave-Assisted
Extraction (MAE) and Ultrasound-Assisted Extraction (UAE). EAM resulted in shorter
extraction times providing high contents of betalains, phenolics, antioxidant capacity by
ABTS, and high percentages of hydroxyl radicals scavenging. The electrophoresis assay
revealed that the extract obtained by UAE was more efficient in protecting the DNA
against the action of free radicals. Most betalains identified in B. glabra bracts by
HPLC-MS were acylated betacyanins and most phenolics were flavonoids. Based on the
results, the best extraction condition obtained, EAM at 600 W x 13 min, was selected
for the second step of the work, which consisted of maintaining the stability of the
phenolic compounds and betalains from B. glabra extract through encapsulation by
spray drying and freeze drying using the prebiotic fibers polydextrose (PD) and inulin
(IN), and egg albumin (ALB) as encapsulating materials. The kind of encapsulating
material and drying methods resulted in powders with different physicochemical
characteristics, allowing different applications. In the third step of the work, the B.
glabra bracts extract was encapsulated by ionic gelation with the addition of whey
protein isolate and egg albumin to reinforce the beads structure. The addition of proteins
resulted in the highest encapsulation efficiencies of phenolics and betalains. The
structural characterization of the beads demonstrated that the microstructure of Ca-
alginate was affected by proteins, mainly by albumin. The addition of proteins also
resulted in beads with different mechanical properties, enabling their different
applications. The aim of the last step of this work was to evaluate the stability of the B.
glabra powders, produced in the second step, which showed the highest contents of
phenolic compounds and betalains, as well as simulating the gastrointestinal digestion.
The spray dried powder with PD as encapsulating material and the freeze dried powders
with PD, IN and PD+IN were subjected to a relative humidity of 43.2% and
temperatures of 30, 40 and 50 °C for 42 days. Despite the accentuated degradation of
phenolics and betacyanins at 50 °C, retentions of 48 to 64% were obtained at the end of
storage. The freeze dried powder with PD showed the highest stability at high
temperatures. In the gastrointestinal digestion, the greatest release and stability of
betacyanins and phenolics occurred in the gastric phase and more slowly in powders
containing IN. In general, according to the data obtained, the freeze dried powder with
PD and the combination of PD+IN presented the best results for providing greater
stability to the betacyanins and phenolics from B. glabra bracts.

Keywords: Bougainvillea glabra, green extraction, betalains, encapsulation, stability,
in vitro gastrointestinal digestion.
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INTRODUCAO

A conscientizacdo dos consumidores sobre a importancia de uma alimentacdo mais
saudavel e o interesse pelos aspectos funcionais, nutricionais e de seguranca alimentar vém
resultando no aumento do consumo de pigmentos naturais, tais como as betalainas. Betalainas
sdo pigmentos altamente hidrossolUveis, atoxicos, derivados de algumas plantas e fungos e
que atualmente vem ganhando popularidade para utilizacdo como corantes naturais na
industria de alimentos. Embora as betalainas da beterraba sejam um dos corantes alimenticios
mais utilizados, esta classe de compostos ndo é tdo estudada em comparagdo a outros
pigmentos naturais, como antocianinas, carotenoides ou clorofilas (GENGATHARAN;
DYKES; CHOO, 2015; KHAN, 2016; MARTINS et al., 2017).

Além das suas propriedades corantes, as betalainas tém atraido o interesse dos
pesquisadores e consumidores devido as propriedades benéficas a saude associadas ao seu
consumo. Alguns efeitos atribuidos aos referidos pigmentos incluem: capacidade
antioxidante, efeito antiproliferativo em células carcinogénicas, efeito cardioprotetor, anti-
inflamatdrio e antimicrobiano (GUERRERO-RUBIO et al., 2020; MADADI et al., 2020;
VIDAL et al., 2014).

Mesmo sendo a beterraba a principal fonte de betalainas explorada comercialmente,
seu uso pode afetar negativamente as caracteristicas sensoriais das preparacfes alimenticias,
conferindo-lhes sabor e aroma terrosos devido a presenca de geosminas e pirazinas. Outra
preocupacdo que tem sido levantada com relacdo ao uso da beterraba como corante
alimenticio é o elevado teor de nitrato presente no tubérculo. Em funcao destas caracteristicas,
sd0 necessarios processos adicionais como filtracdo, clarificacdo e tratamento enzimatico para
0 uso do extrato da beterraba (GONCALVES et al., 2015; MEREDDY et al., 2017,
VERGARA et al., 2015). Por esta razdo, um numero maior de pesquisas € necessario para o
uso de novas fontes de betalainas, possibilitando uma alternativa ao uso da beterraba e o
aumento da qualidade dos produtos em que serdo aplicadas.

Como fonte de betalainas, destaca-se a Bougainvillea glabra, uma planta nativa da
América do Sul, encontrada em varios estados brasileiros, inclusive no Rio Grande do Sul.
Além de apresentar beneficios a salde, o pigmento extraido das bracteas da B. glabra possui
um grande potencial para ser utilizado como corante alimenticio ou em alimentos
nutracéuticos e funcionais (MARAN; PRIYA; NIVETHA, 2015; RAHIMI et al., 2018;
SALEEM et al.,, 2019). Além das betalainas, nas bracteas da B. glabra também sao
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encontrados compostos fendlicos, tais como flavonoides e 4&cidos hidroxicindmicos
(KAISOON; KONCZAK; SIRIAMORNPUN, 2012; MARKANDAN et al., 2016).

Para a extracdo de betalainas e compostos fenolicos de fontes vegetais as técnicas de
extracao assistida por ultrassom e a extracdo assistida por micro-ondas apresentam-se como
alternativas promissoras aos métodos convencionais. Estas técnicas podem aumentar o
rendimento dos compostos extraidos, encurtar o tempo de extragdo, diminuir ou evitar o0 uso
de solventes organicos, além de aumentar a qualidade dos extratos (CARDOSO-UGARTE et
al., 2014; LAQUI-VILCA et al., 2018).

A estabilidade dos compostos bioativos apds sua extragdo é um parametro importante
a ser considerado quando se utiliza esses compostos em alimentos. Neste contexto, 0
encapsulamento por atomizacao, liofilizacdo e gelificacdo ibnica podem ser empregados para
aumentar a estabilidade das betalainas e compostos fendlicos frente a fatores adversos como
pH, umidade, exposicao a luz, oxigénio e temperaturas elevadas, além de permitir a liberacéo
controlada destes compostos (KHAN, 2016; OTALORA et al., 2016).

O encapsulamento por atomizacdo apresenta baixo custo operacional, permite uma
producdo em larga escala em modo continuo com alta eficiéncia de encapsulamento e boa
estabilidade do produto final. Ja a liofilizacdo € um método de encapsulamento que consiste
em remover a umidade do produto através da sublimacdo; ndo emprega altas temperaturas,
preservando consequentemente, a cor e as propriedades funcionais do produto. Outro método
comumente utilizado para o encapsulamento de compostos bioativos, devido a sua
simplicidade, baixo custo e por ndo empregar altas temperaturas € a gelificacdo idnica. Neste
método, estruturas esféricas de gel sdo formadas, onde o composto bioativo encontra-se no
interior da matriz polimérica (ANANDHARAMAKRISHNAN; PADMA ISHWARYA,
2015; FANG; BANDARI, 2010; KUROZAWA; HUBINGER, 2017).

A escolha do material de parede ou encapsulante é muito importante para a eficiéncia
do processo de encapsulamento e estabilidade do produto final. Algumas caracteristicas do
material de parede devem ser consideradas, incluindo solubilidade, baixa viscosidade,
biodegradabilidade, capacidade de formar filme, preco competitivo, resisténcia ao trato
gastrointestinal e biocompatibilidade com o material a ser encapsulado (AGUIAR,
ESTEVINHO; SANTOS, 2016; LABUSCHAGNE, 2018).

A inulina e a polidextrose s@o biopolimeros, ndo digeriveis pelo intestino humano,
classificados como fibras alimentares e prebidticos. S&o degradadas apenas por certas
bactérias presentes no colon, as bifidobactérias. A estimulacdo seletiva dessas bactérias

12



intestinais fornece varios beneficios a satde do hospedeiro, como reducéo do risco de cancer
de colon, reducéo de bactérias patogénicas no intestino e modulacdo de funcdes fisioldgicas
como a absorcdo de calcio. Estes biopolimeros podem ser empregados como materiais de
parede no processo de encapsulamento, resultando em particulas resistentes a variacdo do pH
do trato gastrointestinal, permitindo a liberacdo de compostos bioativos no célon
(ROBERFROID, 2007; STOWELL, 2009). A albumina da clara do ovo e a proteina isolada
do soro do leite também apresentam propriedades importantes, tais como solubilidade em
agua, capacidade emulsificante e biodegradabilidade, que permitem o seu uso como materiais
encapsulantes. Além do seu alto valor nutricional, a albumina e a proteina do soro do leite sdo
constituidas por proteinas que apresentam funcionalidades importantes, como propriedades
antimicrobianas e anticarcinogénicas (ABEYRATHNE; LEE; AHN, 2013; CHATTERTON
et al., 2006).

Nesse contexto, além do encapsulamento conferir maior estabilidade as betalainas e
compostos fendlicos extraidos das bracteas da B. glabra, promover a liberagdo controlada
destes compostos e potencializar sua aplicacdo em alimentos, o uso de materiais de parede
com propriedades funcionais resulta em microparticulas com caracteristicas benéficas
adicionais para 0 organismo.

O presente trabalho esta estruturado em 6 capitulos, onde o capitulo 1 apresenta a
revisdo bibliografica dos temas relacionados ao Doutorado. Os capitulos 2, 3, 4 e 5
apresentam os artigos cientificos e o capitulo 6 apresenta a discussdo geral, a conclusdo e as

perspectivas da tese.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Extrair e encapsular betalainas e compostos fendlicos das bracteas da Bougainvillea
glabra utilizando diferentes métodos, bem como avaliar a estabilidade das microparticulas

produzidas em diferentes condi¢cdes de armazenamento.

Obijetivos especificos

- Avaliar a eficiéncia de extracdo das betalainas e compostos fenolicos utilizando os métodos
de extracdo agquosa convencional, exaustiva, ultrassom e micro-ondas;

- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos produzidos, bem como identificar e
quantificar as betalainas e fenolicos extraidos das bréacteas da B. glabra;

- Avaliar os parametros reoldgicos das dispersdes contendo extrato de B. glabra e os materiais
encapsulantes;

- Encapsular os compostos bioativos extraidos das bracteas da B. glabra através da
atomizacéo, liofilizagéo e gelificacdo ibnica, utilizando polidextrose, inulina, albumina de ovo
e proteina de soro de leite como materiais encapsulantes;

-Caracterizar as esferas obtidas por gelificacdo idnica quanto ao teor de betalainas e fendlicos,
capacidade antioxidante, eficiéncia do encapsulamento, propriedades fisicas e estruturais;

- Caracterizar as microparticulas obtidas por atomizacdo e liofilizacdo quanto ao teor de
betalainas e fenolicos, capacidade antioxidante, eficiéncia do encapsulamento, cor,
propriedades fisicas e morfoldgicas;

- Avaliar a estabilidade das microparticulas obtidas por atomizacdo e liofilizacdo em
diferentes temperaturas de armazenamento e determinar o seu perfil de digestdo

gastrointestinal in vitro.
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CAPITULO 1

Revisao bibliografica

1. Betalainas

1.1. Caracteristicas e estrutura quimica

As betalainas sdo compostos que contém nitrogénio em sua estrutura. Sao sollveis em
agua e estdo presentes em varias plantas da ordem Caryophyllales e em alguns fungos
basidiomicetos (GONCALVES et al., 2015; STRACK; VOGT; SCHLIEMANN, 2003). De
acordo com sua estrutura quimica, as betalainas sdo subdivididas em betacianinas e
betaxantinas, onde o 4cido betalamico (Figura 1A) é o cromo6foro comum a esses pigmentos.
As betacianinas apresentam coloracdo roxa ou avermelhada, enquanto que, as betaxantinas
caracterizam-se por apresentar coloracdo amarela ou laranja (AZEREDO, 2009; GANDIA-
HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013).

Um fato importante é que as betalainas e as antocianinas nunca sdo encontradas na
mesma planta, ou seja, a existéncia desta classe de compostos € mutuamente exclusiva, onde a
ocorréncia de uma elimina a possibilidade de ocorréncia da outra (GONCALVES et al., 2015;
STAFFORD, 1994). Até o momento, ndo estd estabelecido se h&a alguma vantagem da
biossintese de betalainas sobre as antocianinas, ou se existe uma razdo especifica pela
auséncia de betalainas em plantas produtoras de antocianinas (BROCKINGTON et al., 2011;
JAIN; GOULD, 2015a).

As betalainas sdo encontradas em uma ampla variedade de tecidos vegetais, incluindo
folhas, caule, frutos, flores, raizes e sementes (GANDIA-HERRERO; GARCIA-CARMONA,
2013). Desempenham um papel importante na atracdo de polinizadores e frugivoros para
fertilizacdo e dispersdo de sementes. Além disso, as betalainas provavelmente participam da
defesa da planta contra varios sinais de estresse bidtico, como por exemplo, insetos-praga,
fungos e bactérias e também estresse abiotico, como o déficit hidrico e eposi¢ao a luz ou
irradiacdo ultravioleta (JAIN; GOULD, 2015a).

Até 1957, as betalainas eram consideradas antocianinas ou, mais precisamente,
antocianinas nitrogenadas, porém a cristalizacdo da betanina e a sua hidrolise a betanidina, e 0
subsequente isolamento da indicaxantina forneceu evidéncia de que elas eram um conjunto
diferente de pigmentos contendo um sistema de 1,7-diazaheptametina. Atualmente existem
cerca de setenta e cinco estruturas de betalainas identificadas (KHAN; GIRIDHAR, 2015;

KHAN, 2016). Esses compostos sdo sintetizados a partir do amino &cido tirosina, sendo a
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natureza do residuo adicional que determina a classificagdo do pigmento. As betacianinas
(Figura 1B) originam-se através da condensacdo do acido betaldmico com os derivados
glicosilados da 3,4-di-hidroxifenilalanina ciclica (ciclo-DOPA), apresentando méaximo de
absor¢do (Amax) entre 535 e 540 nm. Ja as betaxantinas (Figura 1C), tém origem a partir da
condensacdo do acido betalamico com aminoacidos ou aminas e apresentam Ansx entre 460 e
480 nm (GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2010; GANDIA-
HERRERO; GARCIA-CARMONA, 2013; GONCALVES et al., 2015).
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Figura 1. Estrutura quimica geral do &cido betaldmico (A), das betacianinas (B) e das
betaxantinas (C). R1, Rz: H, grupo glicosil ou derivados; R: aminoécido, amina ou derivados.
Fonte: Khan (2016).

As betalainas apresentam estabilidade em uma ampla faixa de pH, entre 3 a 7,
podendo ser utilizadas em diversos produtos alimenticios, principalmente os de baixa acidez
como sorvetes e iogurtes, ja que esses pigmentos sdo menos susceptiveis, que as antocianinas,
a clivagem hidrolitica (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006). Além disso, as betalainas
tambéem sdo wusadas como aditivo natural em cosméticos e medicamentos
(RAVICHANDRAN et al., 2013).

A betanina (CAS 7659-95-2), uma betacianina extraida da beterraba vermelha, tem
seu uso como corante alimenticio aprovado pela Unido Europeia (E162), FDA (Food and
Drug Administration) nos Estados Unidos e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa; INS 162) no Brasil. E utilizada em balas e caramelos, iogurtes, sorvetes, molhos,
massas alimenticias, coberturas prontas, misturas para bolos, misturas em p6 para bebidas,
refrigerantes, sobremesas a base de gelatina, entre outros produtos (DELGADO-VARGAS;
JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000; KHAN et al., 2015).
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No entanto, as betalainas sdo propensas a degradacdo provocada por varios fatores
fisico-quimicos, como luz, oxigénio, altas temperaturas, pH elevado (pH> 7), alta atividade de
agua, enzimas (peroxidase e polifenol oxidase) e metais, como ferro, cobre e aluminio
(HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006). Para aumentar suas aplicacBes comerciais, é
necessario conferir as betalainas maior estabilidade frente aos fatores adversos e, neste
contexto, o encapsulamento destaca-se como uma técnica promissora e eficiente (KHAN,
2016).

1.2. Fontes de betalainas

A principal fonte de betalainas explorada comercialmente é a beterraba vermelha (Beta
vulgaris), que contém as betacianinas betanina e isobetanina e uma fracdo menor de
betaxantina (vulgaxantina 1) (GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2015; SLATNAR et al.,
2015). No entanto, o0 uso da beterraba apresenta algumas desvantagens, tais como uma gama
de cores limitadas devido ao teor majoritario de betanina, alto teor de sais e nitrato, além de
sabor e aroma terrosos devido a presenca de geosminas e pirazinas (MEREDDY et al., 2017;
POLTURAK; AHARONI, 2018).

Exemplos de outras plantas pigmentadas por betalainas incluem a primavera
(Bougainvillea spp.), o amaranto (Amaranthus spp.), a pitaia (Hylocereus spp.), a pera
espinhosa ou figo da India (Opuntia spp) e a quinoa (Chenopodium quinoa) (ESCRIBANO et
al., 2017; GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2015; HEUER et al., 1994). Betalainas
também foram identificadas em alguns fungos basidiomicetos dos géneros Amanita e
Hygrophorus, como por exemplo, o agario das moscas (Amanita muscaria (L.) Lam.),
conhecido pelos seus compostos psicoativos e pelo seu pileo vermelho com pontos brancos
(STRACK; VOGT; SCHLIEMANN, 2003). A Tabela 1 apresenta um resumo das diferentes
fontes de betalainas.
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Tabela 1. Fontes de betalainas

Teor total de

betalainas
Fontes Referéncias
(mg 100 g*)*
Beterraba amarela (B. vulgaris L.) 568 Slatnar et al. (2015)
Beterraba vermelha (B. vulgaris L) 40-77° Sanchez-Gonzalez et al. (2013)
78,9-130,9° Wruss et al. (2015)
240-1260° Nemzer et al. (2011)
2935-3969° Slatnar et al. (2015)
Acelga (B. vulgaris L. spp. cicla) 5,7-6,5" Kugler et al. (2007)
Amaranto (Amaranthus sp.) 0,07-20,93° Lietal. (2015)
Figo da India 92,7° Sanchez-Gonzalez et al. (2013)

(O. joconostle F.A.C. Weber ex Diguet)

Figo da india vermelho (Opuntia sp.) 3 De Souza et al. (2015)
Pitaia (Hylocereus sp.) 101° Mello et al. (2015)
Cereja sangue (Rivina humilis) 1700° Khan et al. (2012)
Quinoa (C. quinoa Willd. var. Collana) 0,13¢ Diaz-Rojas et al. (2015)
Primavera/trés Marias (Bougainvillea glabra) 1029° Kuhn et al. (2021)

*Teor total de betalainas, expresso em mg 100 g™. a: em base seca; b: em base Gimida.
Fonte: Adaptado de Celli; Brooks (2016).

Vérios fatores bidticos e abidticos podem afetar a acumulacdo de betalainas nas
plantas e contribuem para os valores discrepantes relatados na literatura, incluindo as
diferencas entre as variedades e cultivares (HILOU; MILLOGO-RASOLODIMBY;
NACOULMA, 2013; SUMAYA-MARTINEZ et al, 2011; YAHIA; MONDRAGON-
JACOBO, 2011). Estes fatores incluem as diferentes partes da planta em questdo, estagio de
maturacgdo, salinidade, estresse oxidativo, luz, a concentragdo de micronutrientes, insetos,
seca, temperatura crescente e praticas agricolas (CAO et al., 2012; JAIN; GOULD, 2015b;
TYSZKA-CZOCHARA et al., 2016).

Além das suas propriedades corantes, as betalainas tém atraido o interesse dos
pesquisadores devido as propriedades benéficas a saude, associadas ao seu consumo. Alguns

efeitos atribuidos a esse compostos sdo: capacidade antioxidante (ALBANO et al., 2015;
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RAVICHANDRAN et al., 2013), efeito antiproliferativo em células carcinogénicas (KUMAR
et al., 2015; NASELLI et al.,, 2014), efeito cardioprotetor (HOBBS et al., 2013), anti-
inflamatério (MARTINEZ et al., 2020; VIDAL et al., 2014), antimicrobiano (FARIDAH,;
HOLINESTI; SYUKRI, 2015; VULIC et al., 2013) e efeito neuroprotetor (HADIPOUR;
FEREIDONI; TAYARANI-NAJARAN, 2020; SHUNAN et al., 2021). As betalainas
participam ativamente na eliminagéo de radicais livres. Verificou-se que elas ativam um fator
de transcricdio chave (Nrf2) que induz mecanismos antioxidantes endogenos
(ESATBEYOGLU et al., 2014; TURPAEV, 2013; ZHANG et al., 2013).

2. Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos originam-se do metabolismo secundario das plantas, sendo
essenciais para 0 seu crescimento e reproducdo. Estdo amplamente distribuidos por todo o
reino vegetal e sdo formados em condi¢cdes de estresse como infecgOes, ferimentos e
exposicdo a radiacdo ultravioleta (COSME et al., 2020; NACZK; SHAHIDI, 2004). Os
fenolicos geralmente estdo relacionados as respostas de defesa da planta. Além disso, 0s
metabdlitos fendlicos desempenham um papel importante em outros processos, como por
exemplo, incorporando substéncias atrativas para acelerar a polinizacdo, coloracdo para
camuflagem e defesa contra herbivoros, além de atividades antibacterianas e antifingicas
(EDREVA et al., 2008).

Quimicamente, os fendlicos sdo definidos como substancias que possuem pelo menos
um anel aromético em sua estrutura, contendo um ou mais grupos hidroxila ligados. Os
fenolicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizacéo.
Mais de 8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas, presentes na forma livre
ou ligados a acucares (glicosidios) e proteinas (BRAVO, 1998; ANGELO; JORGE; 2007;
SILVA et al., 2010).

Esta classe de compostos é dividida em flavonoides e ndo-flavonoides. Os flavonoides
sdo compostos de baixa massa molecular e caracterizam-se por apresentar 15 atomos de
carbono na seguinte configuracdo: Cg-C3-Ce. NO grupo dos flavonoides encontram-se 0s
flavonadis (Figura 2), flavonas, isoflavonas, flavan-3-0is, flavanonas, antocianinas e chalconas
(PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). As principais fontes de flavonoides séo a cebola,
macd, uva, vinho tinto, soja, ervas aromaticas, frutas citricas e cha verde (HERTOG;
HOLLMAN; VAN DE PUTTE, 1993; VAN ACQUIRE, 1996).
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Figura 2. Quercetina e kaempferol: principais flavondis encontrados em plantas.
Fonte: Panche et al. (2016).

Na classe dos nédo-flavonoides estdo os derivados dos acidos hidroxicindmico (Cg-C3)
e hidroxibenzoico (Cs-C;) (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006). Entre os
principais derivados dos &cidos hidroxicindmicos estéo os &cidos caféico, cumarico e felurico,
encontrados em alimentos como macd, pera, cereja e damasco. Os acidos hidroxibenzoéicos
incluem os acidos galico, p-hidroxibenzoico, salicilico e elagico, encontrados no morango,
uva, laranja, limao e tangerina (SILVA et al., 2010).

Os compostos fenolicos estdo associados a inimeros beneficios para a satide humana,
além de serem componentes indispensaveis em uma variedade de aplicagdes nutracéuticas,
farmacéuticas, medicinais e cosméticas (ALBUQUERQUE et al., 2021; PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016). Como efeitos benéficos a salde destacam-se a capacidade antioxidante,
atividades neuroprotetora, cardioprotetora, anti-inflamatoria e anti-carcinogénica (BOUDJOU
et al., 2013; MOLINERA et al., 2019; MUNOZ-BERNAL et al., 2021; MUMTAZ et al.,
2021). Além disso, esses compostos também possuem atividade antibacteriana e antiviral
(ENKHTAIVAN et al., 2015; SALIH et al., 2017; TANASE; COSARCA; MUNTEAN,
2019).

As bracteas da B. glabra também sdo uma fonte de compostos fendlicos. Dentre os
acidos fenolicos presentes destacam-se 0s acidos sinapico, p-cumarico, ferulico, p-
hidroxibenzdico e acido galico. Os flavondis miricetina, quercetina e kaempferol (Figura 2)
também sdo encontrados nas bracteas da B. glabra, este ultimo em maior quantidade
(KAISOON; KONCZAK; SIRIAMORNPUN, 2012).

3. Bougainvillea glabra

A Bougainvillea glabra é uma planta pertencente a familia Nyctaginaceae conhecida
como buganvilia, flor de papel, primavera ou trés Marias (Figura 3). As bracteas da B. glabra
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apresentam diferentes coloragdes: rosa, roxo, vermelho, laranja, branco ou amarelo (KUMAR
etal., 2017; MARAN; PRIYA; NIVETHA, 2015).

Figura 3. Bracteas e flores da Bougainvillea glabra.
Fonte: Pérez-Ramirez; Lima; Guzman (2015).

O género Bougainvillea é endémico da América do Sul e foi relatado pela primeira vez
no Brasil, em 1778, sendo introduzido na Europa pelo comandante militar francés Louis
Antoine de Bougainville. A Bougainvillea glabra é a planta mais comum deste género, muito
cultivada como planta ornamental em quase todo o mundo (ABARCA-VARGAS;
PETRICEVICH, 2018; AHMED, 2014).

No Brasil, esta planta é encontrada nos estados de Pernambuco, Bahia, Goias, Minas
Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
(SA, 2010). No Rio Grande do Sul ocorre nas regides da encosta superior do Nordeste, serra
do Sudeste, depressdo central e encosta inferior do Nordeste. Também € encontrada como
cultivada e pode florescer vérias vezes ao ano, exceto em épocas muito chuvosas
(MARCHIORETTO; UTZIG; LIPPERT, 2011).

As bracteas e flores da B. glabra sdo comestiveis, usadas frequentemente pela
populacio de paises como Tailandia, india, China e México em preparos culinarios e também
para fins medicinais (ABARCA-VARGAS; MALACARA; PETRICEVICH, 2016;
KAISOON; KONCZAK; SIRIAMORNPUN, 2012; MARAN, PRIYA; NIVETHA, 2015).

As betacianinas da B. glabra sdo as responsaveis pelas cores intensas de suas bracteas
(STEGLICH; STRACK, 1990; JERZ et al. 2010). Através de analise cromatografica de um
extrato metanolico de bracteas de B. glabra, Heuer et al. (1994) obtiveram uma mistura
complexa mais de 30 betacianinas, incluindo conjugados de betanidina e isobetanidina.

O pigmento extraido das bracteas da B. glabra apresenta um grande potencial para ser
utilizado pelas industrias de alimentos, farmacéutica e cosmetica (KUMAR et al., 2017,
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PATIL et al., 2014; SALEEM et al., 2021). Dentre os beneficios associados as bracteas da B.
glabra, destacam-se a capacidade antioxidante, atividade antibacteriana e potencial de
inibicdo contra enzimas envolvidas em patologias de pele (tirosinase), diabetes (a-amilase) e
distarbios inflamatorios (lipoxigenase) (KUHN et al., 2021; MARKANDAN et al., 2016;
NAPOLEON; SWETHA; ANGAJALA, 2013; SALEEM et al., 2020). Além disso, um estudo
mostra que o extrato etanolico das bracteas da B. glabra ndo apresentou toxicidade contra
células de figado e rim (SHALINI et al., 2018). No entanto, as bracteas da B. glabra sdo uma
fonte de betalainas e compostos fendlicos ainda pouco estudada. Até 0 momento sdo
encontrados poucos estudos sobre as propriedades e aplicacBes industriais das bracteas da B.
glabra.

4. Métodos de extracao de betalainas e compostos fenolicos

As betalainas e compostos fendlicos séo comumente obtidos a partir de fontes vegetais
por métodos convencionais de extracdo, como maceracdo e extracdo por soxhlet (CELLI;
BROOKS, 2016; HILOU; MILLOGO-RASOLODIMBY; NACOULMA, 2013; RAMLI;
ISMAIL; RAHMAT, 2014).

No entanto, as técnicas de extracdo convencionais apresentam algumas desvantagens,
como longos tempos de extracdo, uso de solventes organicos e degradacdo dos compostos
bioativos que pode ser provocada pelas altas temperaturas usadas na extracdo por soxhlet, por
exemplo. No caso da maceracédo, além de longos tempos de extracdo, o rendimento € baixo
(OSORIO-TOBON, 2020; WANG; WELLER, 2006). Dessa forma, nos Gltimos anos, tornou-
se crescente o interesse dos pesquisadores e das industrias pelo uso de novas técnicas de
extracdo de compostos bioativos que visem melhorar a eficiéncia do processo e que sejam
ambientalmente corretas, também chamadas tecnologias “limpas” ou “verdes” (TIWARI,;
CULLEN, 2012).

Neste sentido, a extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e a extracdo assistida por
ultrassom (EAU) apresentam-se como técnicas promissoras e alternativas & extracéo
convencional de compostos bioativos (CARDOSO-UGARTE et al., 2014; OSORIO-TOBON,
2020; RAMLI; ISMAIL; RAHMAT, 2014).

4.1. Extragdo Assistida por Ultrassom (EAU)

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) vem sendo amplamente utilizada para a

extracdo de compostos fenolicos e betalainas de diversas fontes vegetais (LAQUI-VILCA et
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al., 2018; MARAN; PRIYA; NIVETHA, 2015; SETYANINGSIH et al., 2019; SOQUETTA,
TERRA; BASTOS, 2018). Através do ultrassom, as extracdes podem ser realizadas em
minutos, com alta reprodutibilidade e eficiéncia, reduzindo o custo de processamento,
simplificando a manipulacdo e o trabalho, conferindo maior pureza ao produto final e
consumindo apenas uma fracdo do tempo e energia normalmente necessarios para 0S
processos convencionais (CHEMAT et al., 2017). Esta técnica permite ainda o uso de &gua
como solvente, evitando ou diminuindo o uso de solventes organicos. Além disso, pode
reduzir a energia consumida no processo, levando a menores impactos ambientais, sendo
considerada uma técnica “verde” de extracdo (SUMERE et al., 2018).

A principal forga motriz para os efeitos da extracao atraves da sonicacao € a cavitacéo
acustica. Quando o ultrassom se propaga, induz uma série de compressées nas moléculas do
meio. Tais mudancas de presséo alternadas causam a formacéo e o colapso de bolhas em um
meio liquido. Este fenbmeno de criacdo, expansdo e colapso implosivo de microbolhas em
liquidos irradiados por ultrassom é conhecido como "cavitacdo acustica" (TIWARI, 2015). O
colapso dessas bolhas rompe a parede celular da matriz vegetal, aumentando assim a liberacdo
de compostos extraiveis (CHEMAT; ZILL; KHAN, 2011; SINGANUSONG et al., 2015).

Quando essas bolhas caem sobre a superficie de um material s6lido, a alta presséo e a
temperatura liberada geram micro jatos direcionadas para a superficie solida. A Figura 4
representa o colapso das bolhas de cavitacdo e a liberacdo do conteddo do material vegetal
(CHEMAT; ZILL; KHAN, 2011).

Geralmente, uma alta intensidade ultrassdnica e baixa frequéncia (20 kHz) sao
utilizadas para extracdo de compostos bioativos de vegetais. Nessa frequéncia, o efeito fisico
de cavitagdo € dominante. As ondas ultrassonicas tambem facilitam a hidratagdo, o aumento
do volume e dos poros da matriz, proporcionando maior difusdo do solvente e
consequentemente, maior transferéncia de massa. Os efeitos de hidratacdo e aumento de
volume sdo vantajosos quando uma matriz seca é usada para a EAU. As variaveis da EAU tais
como a poténcia do ultrassom, a temperatura do processo e o tempo de sonicacdo afetam a
eficiéncia de extracdo (BIMAKR et al., 2012; KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT,
2021; TIWARI, 2015; ASHOKKUMAR et al., 2008).
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Figura 4. Colapso das bolhas de cavitacdo e liberagdo do conteudo do material vegetal. a)
Bolha de cavitacdo gerada proxima a superficie da matriz vegetal; b) Colapso da bolha; c)
Micro jato direcionado a matriz vegetal e rompimento da parede celular; d) Liberacdo do
conteido vegetal para 0 meio.

Fonte: Adaptado de Chemat; Zill; Khan (2011).

A extracdo assistida por ultrassom é realizada com a utilizacdo do banho ultrassénico
ou atraves da sonda ultrassbnica. Ambos os sistemas baseiam-se em um transdutor
piezoelétrico como fonte de energia de ultrassom. No banho ultrassénico a matéria-prima
solida e o solvente sdo misturados, e colocados no banho ultrassbnico (tanque de aco
inoxidavel conectado ao transdutor) para extracdo. O banho ultrassdnico geralmente opera a
uma frequéncia de 40 kHz e pode ser equipado com controle de temperatura. E mais
econbmico e de facil manuseio, porém apresenta baixa reprodutibilidade. A sonda
ultrassonica opera a uma frequéncia em torno de 20 kHz e consiste em uma sonda conectada a
um transdutor. A sonda é imersa em um recipiente de extracdo, fornecendo energia
diretamente a amostra, com perda minima de energia. H& varios tipos de sondas com
diferentes comprimentos, didmetros e geometrias de ponta. A selecdo da sonda deve ser feita
de acordo com a aplicagéo e o volume de amostra a ser sonicada (CHEMAT et al. 2017,
KUMAR; SRIVASTAV; SHARANAGAT, 2021).
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4.2. Extragdo Assistida por Micro-ondas (EAM)

A extragdo assistida por micro-ondas (EAM) é uma alternativa promissora a extragdo
convencional (BALTACIOGLU et al., 2021; HELENO et al., 2016; SINHA; SARA;
DATTA, 2012). Varios autores relataram as vantagens da EAM sobre a extracdo
convencional, como tempo de processo reduzido, menor demanda de solventes e energia e
maior rendimento (BACHTLER; BART, 2021; CARDOSO-UGARTE et al., 2014; CHEN et
al., 2008; HEMWIMON; PAVASANT; SHOTIPRUK, 2007; PROESTOS; KOMAITIS,
2008).

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas com componentes de campo elétrico e
magnético. A irradiacdo de micro-ondas opera na faixa de frequéncia entre 0,3 a 300 GHz e
comprimento de onda (A) variando entre 1| mm e 1 m (LARHED; MOBERG; HALLBERG,
2002). As micro-ondas podem penetrar em certos materiais e interagir com 0s componentes
polares para gerar calor. O aquecimento gerado pelas micro-ondas atua diretamente nas
moléculas por conducédo ibnica e rotacdo dipolar e, portanto, somente materiais seletivos e
direcionados podem ser aquecidos com base na sua constante dielétrica (CHAN et al., 2011;
ESKILSSON; BJORKLUND, 2000). A interacdo do componente campo elétrico com as
moléculas dipolares contidas na matriz € denominada de mecanismo de rotacdo dipolar, onde
os dipolos das moléculas se alinham com o campo elétrico variavel aplicado. Ao retirar o
campo elétrico, as moléculas retornam ao seu estado desordenado e a energia que foi
absorvida durante a orientacdo nos dipolos € dissipada na forma de calor, aquecendo 0 meio
(DE SOUZA; MIRANDA, 2011; TSUKUI; REZENDE, 2014).

Durante a irradiacdo por micro-ondas, as células tornam-se desordenadas devido ao
efeito da temperatura. Dessa forma, a temperatura e a pressdo dentro da célula aumentam para
niveis que podem provocar a ruptura das paredes celulares do material vegetal, resultando na
liberacdo dos compostos intracelulares (PAP et al., 2013). O rompimento celular facilita a
entrada do solvente de extracdo para solubilizar os compostos, o0 que leva a uma extracdo mais
rapida, evitando desta forma a degradacdo dos mesmos (MANDAL; MOHAN;
HEMALATHA, 2008).

Dentre os parametros mais importantes envolvidos na EAM estdo a constante
dielétrica e o fator de perda dielétrica, que determinam a polarizagdo das moléculas pelo
campo elétrico e a eficiéncia do solvente em produzir calor ao absorver as micro-ondas,
respectivamente. Considerando a existéncia de um momento dipolar permanente que interage
com as micro-ondas, solventes polares absorvem facilmente essa energia. Por outro lado, os
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solventes apolares como o hexano, por exemplo, ndo aquecem espontaneamente quando estdo
em contato com as micro-ondas. Portanto, é fundamental a escolha de um solvente com alto
fator de perda dielétrica e forte interacdo com a matriz e com 0s compostos de interesse.
Solventes como etanol, metanol ou agua absorvem facilmente a energia das micro-ondas
devido a sua alta constante dielétrica e perda dielétrica. (EKEZIE; SUN; CHENG, 2017,
PIMENTEL-MORAL et al., 2018).

O volume de solvente empregado na EAM ¢€ cerca de 10 vezes menor que o volume
empregado nas técnicas convencionais de extracdo, com aumento do rendimento e da
reprodutibilidade do processo (TSUKUI; REZENDE, 2014). Além disso, a EAM permite o
uso de agua como solvente, evitando ou diminuindo a necessidade de solventes organicos
para a extracdo. Além da escolha do solvente, a eficiéncia da EAM também depende de
fatores como tempo de extracdo, poténcia, razdo entre a quantidade de solvente e amostra,

temperatura, caracteristicas e agitagdo da amostra (CHAN et al, 2011).

5. Encapsulamento de ingredientes alimenticios

O encapsulamento é definido como um processo no qual os ingredientes ativos
solidos, liquidos ou gasosos sdo cercados por um revestimento, ou incorporados em uma
matriz homogénea ou heterogénea, resultando em pequenas particulas (DUBEY; SHAMI,
BHASKER RAO, 2009; GHARSALLAOUI et al., 2007; SINGH et al., 2010). Geralmente, as
particulas séo classificadas em microparticulas (1-1000 um) e nanoparticulas (<1000 nm), no
entanto, na area farmacéutica, por exemplo, para ser classificada como nano, a particula deve
ser menor que 100 nm (ASSADPOUR; JAFARI, 2018; DIAS; FERREIRA; BARREIRO,
2015; WILCZEWSKA et al., 2012).

O encapsulamento tem como objetivos reduzir a reatividade do material encapsulado
com fatores ambientais, tais como temperatura, oxigénio e pH; diminuir a taxa de
transferéncia do material encapsulado para o ambiente externo; facilitar o manuseio do
material; proporcionar a liberacdo controlada do composto de interesse; mascarar sabores
indesejados e diluir o material encapsulado quando este deve ser usado em quantidades muito
pequenas (DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015; SHAHIDI; HAN, 1993).

Uma das caracteristicas das particulas formadas € a liberacdo de seu contetdo de
forma controlada sob condicfes especificas. O material de revestimento, ou material de
parede isola 0 composto do ambiente até sua liberagdo como resposta a condi¢Bes externas
(pH, presséo, difusdo, dissolucdo, temperatura, entre outros) (BOOSTANI; JAFARI, 2021;
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FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). Diferentes tipos de particulas s&o
produzidos a partir de uma vasta gama de materiais de parede e por um grande nimero de
processos de encapsulamento, tais como: secagem por atomizacdo, liofilizagdo, extrusdo,
coacervacao, encapsulamento em lipossomas, inclusdo molecular, gelificacdo idnica, entre
outros (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; DESAI; PARK, 2005; GONZALEZ-
MONJE, 2021; GOUIN, 2004; OTALORA et al., 2018; SHAHIDI; HAN, 1993).

A liofilizacdo e a atomizacdo estdo entre os métodos mais utilizados no
encapsulamento de compostos bioativos (LABUSCHAGNE, 2018), no entanto, é muito
importante ressaltar que ambos sdo métodos de secagem, utilizados na etapa final do processo
de encapsulamento, sendo que este tem inicio no momento em que 0 composto a ser

encapsulado € disperso no material de parede.

5.1. Encapsulamento por atomizagéo (Spray drying)

A secagem por atomizacdo é um dos métodos de encapsulamento mais utilizados na
industria de alimentos, devido a sua simplicidade, rapidez, e baixo custo operacional. Permite
uma producdo em larga escala em modo continuo, com alta eficiéncia de encapsulamento,
controle das propriedades das particulas, boa estabilidade e facil manuseio do produto final
(PORDEVIC et al., 2015; GERANPOUR; ASSADPOUR; JAFARI, 2020; JAFARI et al.,
2021).

O encapsulamento por spray drying reduz a atividade de 4gua do produto, garantindo
sua estabilidade microbioldgica, além de evitar processos de degradacdo, reduzir os custos de
armazenamento e transporte e melhorar a solubilidade do produto final. Este método permite
obter um produto com propriedades fisicas variaveis, através da utilizacdo de parametros de
secagem, tais como as temperaturas de entrada e de saida de ar, fluxos de ar e de alimentagéo
da amostra e a concentracdo do material de parede utilizado no encapsulamento
(ESTEVINHO et al., 2013;GONCALVES; ESTEVINHO; ROCHA, 2016; MAHDAVI et al.,
2014). O encapsulamento por spray drying envolve quatro etapas: preparagdo da disperséo ou
emuls@o, homogeneizacao da disperséo, atomizacédo da dispersdo e desidratacdo das particulas
atomizadas (SHAHIDI; HAN, 1993). A Figura 5 apresenta 0o esquema de secagem por

atomizacdo em spray dryer.
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Figura 5. Processo de secagem por atomizagdo em spray dryer.
Fonte: Adaptado de Geranpour; Assadpour; Jafari (2020).

O material a ser encapsulado € previamente homogeneizado com 0s materiais de
parede. A dispersdo é entdo pulverizada na cadmara de secagem através de um bico ou disco
giratério. A 4gua é evaporada através do réapido contato do ar quente com as goticulas
formadas. As particulas secas sdo entdo coletadas através de um ciclone (FANG;
BANDHARI, 2010; GIBBS et al., 1999). O proposito da pulverizacdo durante a secagem é
aumentar a area de troca de calor e transferéncia de massa entre as goticolas e o ar de
secagem. O tipo de dispositivos de pulverizagdo, como disco ou bico pode resultar em
particulas de diferentes tamanhos e propriedades. O tamanho de particula também pode ser
ajustado com a alteragcdo do fluxo de alimentacdo da amostra (AUGUSTIN; OLIVER, 2012;
RAJABI et al., 2015).

A Figura 6 mostra as microparticulas do extrato das bracteas da B. glabra encapsulado

através da atomizacdo em spray dryer com polidextrose e inulina como encapsulantes.
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1

Figura 6. Microparticulas do extrato das bracteas da B. glabra obtidas através
da atomizacgdo em spray dryer utilizando polidextrose (1) e inulina (2) como
materiais de encapsulamento.

Fonte: O autor.

Como desvantagem do encapsulamento por atomizacdo podemos citar a limitacdo dos
tipos de material de parede, pois estes devem ser sollveis em agua, e a possivel perda de
bioatividade do composto devido a exposicdo as altas temperaturas (CHEN et al., 2019).

5.2. Encapsulamento por liofilizacdo (Freeze drying)

A liofilizacdo consiste na desidratacdo de um produto congelado através da
sublimacdo. Previamente, o produto deve ser congelado através de congelamento répido
(etapa de congelamento), em seguida, o gelo é sublimado (etapa de sublimacéo) e finalmente,
a 4gua ligada é removida (etapa de dessor¢do) (AZEREDO, 2005; BARBOSA-CANOVAS et
al., 2005; MICHAILIDIS; KROKIDA, 2014). O processo de liofilizagcdo preserva a maioria
das propriedades iniciais do produto, tais como, aparéncia, sabor, cor e atividade bioldgica
(CEBALLOS; GIRALDO; ORREGO, 2012). A Figura 7 mostra 0 esquema basico de um
liofilizador.
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Figura 7. Esquema basico de um liofilizador.
Fonte: Tadini et al. (2016).

Para o encapsulamento através da liofilizacdo, o composto a ser encapsulado e o
material de parede sdo misturados, homogeneizados e a dispersdo resultante é entdo
submetida ao congelamento rapido, geralmente a temperaturas entre -70 a -80°C. A amostra
congelada é seca por sublimacédo sob condicdes de baixa pressdo e temperatura (< 200 pHg e
-57°C) por 48 horas ou mais, dependendo da umidade final desejada. O resultado é um
produto seco com forma escamosa e irregular. Por isso, esta incluida uma etapa de moagem
para obtencdo das microparticulas (ZUIDAM; SHIMONI, 2010). Dentre as técnicas de
moagem utilizadas, a moagem criogénica com nitrogénio liquido é a mais indicada, uma vez
que absorve o calor gerado durante a moagem, preservando os compostos bioativos, e a cor do
produto (KARAM et al., 2016). A Figura 8 apresenta as microparticulas do extrato das
bracteas da B. glabra obtidas por liofilizacdo ap0s a etapa de moagem.

1 2

Figura 8. Extrato das bracteas da B. glabra encapsulado por liofilizagdo com
polidextrose (1) e inulina (2) como materiais encapsulantes.
Fonte: O autor.

30



Como a secagem ocorre em baixa temperatura, a liofilizacdo € adequada para o
encapsulamento de componentes sensiveis ao calor (ANANDHARAMAKRISHNAN;
PADMA ISHWARYA, 2015; DESAI; PARK, 2005). E também reconhecida como um dos
melhores métodos para a producdo de produtos secos de alta qualidade. No entanto, esta
condicgéo depende fortemente do produto a ser submetido ao processo (CALVO et al., 2011).
Compostos bioativos, sabores e aromas, 6leos essenciais e probidticos foram encapsulados
por liofilizacdo utilizando diferentes materiais de parede, obtendo eficiéncias de
encapsulamento entre 60% e 98% (AZIZI et al., 2021; KAUSHIK; ROOS, 2007;
PIOVESANA; NORENA, 2018; QUISPE-CONDORI; SALDANA; TEMELLI, 2011;
RAVICHAI; MUANGRAT, 2019). Os materiais de parede desempenham um importante
papel no processo de encapsulamento, pois podem influenciar a eficiéncia do encapsulamento
e as propriedades fisico-quimicas, que impactam na estabilidade dos pds liofilizados
(PUDZIUVELYTE et al., 2020).

Apesar de apresentar vantagens, o processo de liofilizacdo demanda um alto consumo
energético, devido a exigéncia de congelamento rapido e de baixas pressdes. As baixas taxas
de secagem empregadas resultam em tempo de secagem relativamente longo e
consequentemente maior custo de operacio (RODRIGUEZ et al., 2016). Além disso, a
estrutura porosa das particulas liofilizadas, devido a sublimacgdo da agua durante o processo
pode acelerar a liberagdo dos compostos encapsulados e provocar sua degradagdo (ELIK;
YANIK; GOGUS, 2021; OZBEK; ERGONUL, 2017).

5.3. Encapsulamento por gelificacéo i6nica

O encapsulamento por gelificacdo i6nica ou gelificacdo ionotropica baseia-se na
capacidade de polissacarideos anionicos de formar géis através de ligagdes ibnicas cruzadas
com cétions multivalentes (OTALORA et al., 2016).

Normalmente, o composto bioativo a ser encapsulado € dissolvido na solucéo
polimérica e essa mistura € entdo gotejada em uma solugdo iénica. As gotas, ao atingirem a
solucdo ionica, formam imediatamente estruturas esfericas de gel que contém o composto
bioativo no interior da matriz polimérica (LEONG et al., 2016). A Figura 9 apresenta as
esferas do extrato das bracteas da B. glabra produzidas através do encapsulamento por

gelificacdo ibnica.
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Figura 9. Extrato das bracteas da B. glabra encapsulado por gelificagdo idnica.
Fonte: O autor.

A gelificacdo ibnica € considerada um processo de encapsulamento simples e féacil,
ndo requer equipamento especializado e, além disso, ndo emprega altas temperaturas,
solventes organicos e pode ser considerada de baixo custo (KUROZAWA; HUBINGER,
2017). Alginato de sodio, pectina de baixo grau de metoxilacdo, gelatina, e quitosana sdo
geralmente utilizados como materiais de revestimento e o fon Ca* é o agente de reticulagéo
mais utilizado no processo de gelificacdo ibnica para aplicacdo em alimentos. Podem ser
considerados sistemas de encapsulamento eficientes para compostos alimenticios e também
para liberacdo controlada de ingredientes, pois sdo altamente biocompativeis e
mecanicamente fortes (BENNACEF et al., 2021; CHAN; LEE; HENG, 2006).

O alginato de sddio € um biopolimero linear constituido de acidos a-L-gulurénico (G)
e B-D-manurdnico (M) ligados por ligacdes glicosidicas 1-4. E extraido principalmente de
algas marinhas marrons e também de algumas bactérias, como Pseudomonas aeruginosa. O
material apresenta variacbes em termos de proporcao entre os residuos G e M, bem como em
sua estrutura sequencial e grau de polimerizagdo (LEE; MOONEY, 2012; YANG et al.,
2011). A gelificacdo iénica com alginato de sédio e Ca*? ocorre quando os fons de calcio
substituem os ions de sodio dos blocos G para reticular duas cadeias de alginato e formar uma
rede. Os pontos de reticulagcdo formados pela ligacdo entre os blocos G do alginato e Ca*
resultam em uma estrutura tridimensional denominada “caixa de ovo” ou “egg-box” (Figura

10) (BENNACEF et al., 2021; BRACCINI; PEREZ, 2001).
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Figura 10. Formac#o da estrutura “egg-box ” entre o alginato de sédio e 0 Ca*?.

Fonte: Cacuro; Waldman (2018).

Alguns fatores como a natureza do céation bivalente, a concentracdo de alginato, bem
como a propor¢ao entre seus monémeros G e M e o tempo de exposi¢do a solugcdo do cétion

podem influenciar na formacao das estruturas egg-box (FU et al., 2011).

6. Materiais de encapsulamento

A escolha do material de parede ou encapsulante é muito importante para a eficiéncia
do encapsulamento e para a estabilidade das particulas. A selecdo dos materiais de parede
deve levar em consideragdo algumas caracteristicas, tais como, grau alimenticio, solubilidade,
higroscopicidade, capacidade de formagdo de filme, propriedades emulsificantes e
biocompatibilidade com o material encapsulado, além disso, 0s custos também devem ser
considerados (FREIBERG; ZHU, 2004; GHARSALLAOUI et al., 2007).

O material de parede tem a funcdo de proteger o material encapsulado de fatores
ambientais adversos, evitar a interacdo prematura entre o encapsulado e outros ingredientes,
limitar as perdas de compostos volateis, e também permitir a liberacdo controlada do produto
encapsulado (BOOSTANI; JAFARI, 2021; SHAHIDI; HAN, 1993).

Dependendo do material a ser encapsulado e das caracteristicas desejadas do produto
final, os materiais de parede podem ser selecionados a partir de uma ampla variedade de
polimeros naturais e sintéticos. Os materiais de parede mais utilizados na industria alimenticia
incluem carboidratos, celulose, gomas, lipidios e proteinas (AKBARBAGLU et al., 2021;
FANG; BHANDARI, 2012; GOUIN, 2004; OZBEK; ERGONUL, 2017; POSHADRI;
KUNA, 2010).
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6.1. Polidextrose

A polidextrose é um polimero de glicose altamente ramificado. E considerada uma
fibra dietética altamente sollvel em &gua, com alta higroscopicidade e com propriedades
prebidticas (BURDOCK; FLAMM, 1999; HOODA et al., 2012). Devido a presenga de
ligages aleatorias em sua estrutura, a polidextrose ndo é hidrolisada por enzimas digestivas
de mamiferos; é resistente a hidrdlise provocada pelo pH do estdmago e do intestino delgado,
passando intacta para o célon, onde é fermentada pela microbiota e o restante é excretado nas
fezes (DO CARMO et al., 2016; VISCIONE, 2013).

Este polimero é obtido através da policondensacéo da glicose fundida, a baixa pressao,
na presenca de sorbitol e quantidades cataliticas de acido citrico ou fosforico. As ligagdes
glicosidicas sdo formadas de forma aleatoria, sendo predominantes as ligacdes a, B do tipo
1—6. Apresenta um grau de polimerizacdo medio de 12 unidades de glicose e peso molecular
médio de 2000 Da (TUNGLAND, 2018; WENZEL, 2012). A Figura 11 apresenta a estrutura

quimica da polidextrose.
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Figura 11. Estrutura quimica da polidextrose
Fonte: Stowell (2009).

A polidextrose pode ser incorporada a uma ampla variedade de alimentos, como
agente de volume, substituto de gordura e amido. Devido ao seu baixo valor calérico (1
kcal/g) pode ser utilizada também como substituto de acucar (MEYER, 2015). Sua elevada
temperatura de transicao vitrea (Tg), aproximadamente 110 °C, contribui para o aumento da
estabilidade dos alimentos (VORAGEN, 1998).

Este polimero apresenta beneficios fisioldgicos comuns as fibras alimentares soluveis,
como a reducdo do tempo de trénsito intestinal e manutencdo da flora intestinal (STOWELL,
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2009). Pode ser considerado um prebidtico, pois estimula o crescimento de Lactobacillus e
Bifidobacterium no intestino e sua fermentacdo continua ao longo do célon, promovendo a
reducdo do pH das fezes e a producéo de acidos graxos de cadeia curta como o butirato, o que
pode reduzir o risco de cancer de colon (CANFORA; BLAAK, 2015; COSTABILE, et al.,
2012; JIE et al., 2000).

6.2. Inulina

A inulina é um carboidrato de reserva vegetal que faz parte do grupo de
polissacarideos conhecidos como frutanos. E constituida principalmente por unidades de
frutose (2-60) e geralmente apresenta um grupo terminal de a-D-glicose (1<2). As ligacdes
B-D-frutosil (2—1) séo as principais ligacGes glicosidicas da inulina (MENSINK et al., 2015;
WENZEL, 2012). Estas liga¢fes tornam a inulina resistente & acidez gastrica e a hidrolise por
enzimas gastrointestinais humanas, sendo classificada como um carboidrato ndo digerivel.
(ROBERFROID; SLAVIN, 2000). A Figura 12 apresenta a estrutura quimica béasica da
inulina.

As propriedades fisico-quimicas e funcionais da inulina estdo relacionadas ao seu grau
de polimerizacdo - DP (tamanho da cadeia). A inulina de cadeia curta, oligofrutose (DP<10) é
muito mais solivel e mais doce do que a inulina de cadeia longa, e pode contribuir para
melhorar a aceitacdo de certos alimentos, devido ao seu perfil de docura semelhante ao de
outros acucares. A fracdo de cadeia longa (DP>23) € menos sollvel, mais viscosa e mais
termoestavel e pode atuar nas propriedades reoldgicas e sensoriais de produtos alimenticios
como um substituto de gordura (APOLINARIO et al., 2014; GUGGISBERG et al., 2009). A
inulina tem sido amplamente utilizada pela industria alimenticia principalmente como
substituto de aclcar e de gordura em produtos lacteos e também como prebidtico (BAYARRI,;
COSTELL, 2009; MEYER et al., 2011).

Este carboidrato é sintetizado em pelo menos dez familias de plantas superiores. E
encontrado na banana, cebola, alho, cevada, centeio, trigo, chicdria, alcachofra de Jerusalém e
yacon (MEYER; BLAAUWHOED, 2009). A chicéria (Cichorium intybus) e a alcachofra de
Jerusalem (Helianthus tuberosus) s@o as principais fontes usadas para a extracdo e aplicagédo
industrial da inulina (AHMED; RASHID, 2017; MENSINK et al., 2015). O grau de
polimerizagdo da inulina depende de fatores como a espécie de planta, clima e condicGes de
crescimento, maturidade da colheita e tempo de armazenamento pos-colheita (CHI et al.,
2011).
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Figura 12. Estrutura quimica bésica da inulina

Fonte: Cui; Roberts (2009).

A inulina é classificada como um prebiotico, pois as enzimas intestinais humanas ndo
sdo capazes de hidrolisar as ligagdes do tipo B(2—1) encontradas neste polimero. A inulina
ndo € hidrolisada ou absorvida no estbmago e no intestino delgado, sendo hidrolisada e
fermentada apenas por certas bactérias do célon (probidticos), como as bifidobactérias. A
inulina pode estimular e/ou aumentar significativamente o nimero de bifidobactérias e, assim,
melhorar a microbiota intestinal e consequentemente a salde do individuo. Além disso, a
inulina apresenta outras propriedades bioldgicas importantes, como o0 aumento da absor¢édo de
minerais, reducdo dos niveis de lipidios no sangue e reducédo do risco de diabetes e cancer de
célon (AHMED; RASHID, 2017; LI et al., 2019; RIVERA-HUERTA et al., 2017;
ROBERFROID, 2007; SLAVIN, 2013). Nao ha aumento do indice glicémico, possibilitando
0 uso deste carboidrato como um ingrediente em alimentos para diabéticos (STEVENS;
MERIGGI; BOOTEN, 2001).

Devido a fermentacdo da inulina no colon, ocorre a producdo de acidos graxos de
cadeia curta como o acetato, propionato e butirato e outros acidos organicos, como o lactato.
Além disso, também ocorre a producdo de gases, acompanhada pelo aumento do contetdo
fecal e pela reducdo do pH do limen intestinal, o que favorece a solubilidade e a difusdo do
calcio através da mucosa colbnica, aumentando a absorcdo deste mineral (CAPRILES;
AREAS, 2012; RIVERA-HUERTA et al., 2017; SCHOLZ-AHRENS; SCHREZENMEIR,
2007).
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A inulina também é classificada como uma fibra alimentar, devido a sua resisténcia a
acdo das enzimas digestivas do intestino e por proporcionar alguns efeitos fisiologicos
importantes para a saude humana, como o bom funcionamento do intestino, aumentando o
volume das fezes e a frequéncia das evacuacbes (ROBERFROID, 2005; SHOAIB et al.,
2016).

6.3. Albumina do ovo

A albumina da clara do ovo ou albimen tem sido amplamente utilizada como
ingrediente em alimentos processados, devido as suas propriedades funcionais de gelificacéo,
emulsificacdo, formacdo de espuma e capacidade de retencéo de agua (LI et al., 2020; MINE,
1995; ROSSI et al.,, 2010). Além das propriedades mencionadas e do seu alto valor
nutricional, a albumina do ovo contém muitas proteinas funcionalmente importantes, como
ovalbumina, ovotransferrina, ovomucdide, ovomucina e lisozima. Essas proteinas sao
utilizadas na inddstria alimenticia e farmacéutica, da forma como se apresentam ou apds
modificagdes enzimaticas. A ovotransferrina é usada como transportador de metais,
antimicrobiano ou anticancerigeno, enquanto a lisozima é usada principalmente como
conservante de alimentos. A ovalbumina é amplamente utilizada como suplemento de
nutrientes e a ovomucina como agente de supressdo de tumores (ABEYRATHNE; LEE;
AHN, 2013; ABEYRATHNE; HUANG; AHN, 2018; WU; ACERO-LOPEZ, 2012; ZHANG
etal., 2021).

A &gua € o componente que se apresenta em maior quantidade na albumina, variando
entre 84 a 89%. Aproximadamente 11% sdo proteinas e o0 restante dos componentes sao
carboidratos, lipidios e minerais (SHARIF; SALEEM; JAVED, 2018). De acordo com Hida
et al. (2012) quinze gramas de proteina de clara de ovo contém 1341 mg de leucina (Leu), 837
mg de isoleucina (lle) e 1096 mg de valina (Val), aminoacidos essenciais, que nao sao
produzidos pelo organismo humano.

A ovalbumina é a proteina mais abundante, compreendendo 54% do total de proteinas.
As propriedades e a funcdo da proteina da clara do ovo derivam principalmente das
caracteristicas da sua principal proteina, a ovalbumina (MUTALIKDESAI et al., 2019). Essa
proteina € uma fosfoglicoproteina globular com massa molar de 44,5 kDa, ponto isoelétrico
de 4,5, com 385 residuos de aminoacidos, metade deles hidrofobicos. A ovalbumina e

constituida ainda por quatro grupos sulfidrilicos livres, um grupo dissulfeto e por 3,5% de
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carboidratos. Pode ser desnaturada por exposicdo ao calor, por agitacdo, pH, enzimas, entre
outros (ALLEONI, 2006).

6.4. Proteina isolada do soro do leite

O soro do leite é um subproduto do processo de fabricacdo de queijos, de significativo
valor nutricional, derivado da coagulagdo da caseina. E composto por agua (93-94%), lactose
(4,5-5,0%), proteina soluvel (0,7-0,9%), sais minerais (0,6-1,0%) e vitamina B. A
concentracdo do soro resulta em produtos ricos em proteinas que sdo utilizados como
ingredientes para melhorar as propriedades tecnoldgicas dos alimentos, como solubilidade,
gelificacdo, viscosidade, emulsificacdo, formacdo de espuma, além de aumentar o valor
nutricional do produto. As proteinas do soro normalmente sdo fornecidas como concentrados
de proteinas do soro (80% de proteina) e isolados de proteinas do soro do leite (90% de
proteina). Essas proteinas também sdo consideradas uma fonte rica em aminoacidos essenciais
tais como leucina, isoleucina e valina (BOLAND, 2011; BATISTA; CAMPOS; SILVESTRE,
2018).

As principais proteinas do soro do leite sdo a B-lactoglobulina, a-lactalbumina,
albumina sérica e imunoglobulinas. Entre as proteinas minoritarias estdo a lactoferrina,
osteopontina, lactoperoxidase e lisozima. A B-lactoglobulina (B-Lg) € a proteina do soro
presente em maior quantidade, em torno de 50-58%, dependendo da raga do animal, dieta e
estagio de lactacdo. Esta proteina globular apresenta massa molecular de aproximadamente
18300 Da, ponto isoelétrico de 5,1-5,2 e 162 residuos de aminoacidos, incluindo uma
proporcdo relativamente alta de aminoécidos de cadeia ramificada. Contém ainda cinco
residuos de cisteina (Cis), localizados nas posic¢bes 66, 106, 119, 121 e 160. Estas cisteinas
formam duas ligacGes dissulfeto, entre Cis66 e Cisl60, e entre Cisl06 e Cisll9 que
estabilizam a proteina. A cisteina 121 (Cis121) possui um grupo sulfidrila (tiol) livre que fica
no centro da estrutura da B-lg, responsavel também por sua estabilidade (BOLAND, 2011;
DEETH; BANSAL, 2019; LE MAUX et al., 2014).

Devido a sua estrutura conter varios locais de ligacdo, a B-Lg é capaz de ligar-se as
vitaminas A e D, ao acido palmitico e outros compostos hidrofébicos. Além disso, exibe alta
afinidade de ligagdo com &cidos graxos, fosfolipidios e compostos aromaticos (FENELON et
al., 2019; LE MAUX et al., 2014). A ligacdo da B-Lg a essas moléculas pode modificar suas

atividades biologicas, como alteracbes na atividade antimicrobiana e anti-carcinogeénica,
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efeitos hipocolesterolémicos e metabolicos e modulacéo de outras fungdes fisiologicas. Além
de sua capacidade de ligacdo a outros compostos, a B-Lg também apresenta atividade
antioxidante e antimicrobiana e possui papel fundamental no aumento das respostas
imunolodgicas humanas (KAZIMIERSKA; KALINOWSKA-LIS, 2021; MADUREIRA et al.,
2007; TAI; CHEN; CHEN, 2016).
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CAPITULO 6

6.1 Discusséao geral

A Bougainvillea glabra é uma planta nativa da América do Sul e suas brécteas sdo
uma fonte pouco explorada de compostos fendlicos e betalainas, principalmente betacianinas.
Varios beneficios a satde tém sido associados ao consumo destes compostos, incluindo efeito
antioxidante, cardioprotetor e anticarcinogénico. As betacianinas, responsaveis pela coloracao
roxa intensa das bracteas da B. glabra possuem grande potencial para serem utilizadas como
corante alimenticio ou em alimentos funcionais (MARAN; PRIYA; NIVETHA, 2015;
MADADI et al., 2020).

Este trabalho teve como objetivo inicial avaliar a extracdo das betalainas e compostos
fendlicos das brécteas da B. glabra através de técnicas ndo convencionais de extracdo, como a
extracdo assistida por ultrassom (EAU) e a extragdo assistida por micro-ondas (EAM), com o
uso de agua como solvente. A extracdo exaustiva com etanol 70% e a extracdo aquosa
convencional também foram realizadas para fins de comparacdo. A capacidade antioxidante
dos extratos obtidos foi avaliada por diferentes métodos e a identificacdo dos compostos
fendlicos e betalainas foi realizada por HPLC-DAD-MS. A primeira etapa foi apresentada no
Capitulo 2 como o primeiro artigo cientifico deste trabalho.

A extracdo exaustiva proporcionou os maiores rendimentos de compostos fendlicos
(44,98 mg EAG g') e betalainas (8,09 mg g* de betacianinas (BC) e 2,20 mg g™ de
betaxantinas (BX)), seguida pela extracdo assistida por micro-ondas (EAM), que resultou nos
maiores teores de compostos fenélicos (26,89 mg EAG g*) com a poténcia de 100 W e tempo
de extracdo de 70 min (Figura 1 - Capitulo 2). Para as betalainas, os maiores rendimentos
foram obtidos com as poténcias de 100 x 70 min (4,78 mg g™ BC; 1,03 mg g™ BX) e 600 W x
13 min (4,73 mg g™ BC; 0,88 mg g™ BX) (Figura 2 — Capitulo 2). Durante o aquecimento
pelas micro-ondas, a energia é absorvida pelas moléculas de agua, produzindo a rotacao
dipolar dessas moléculas que resulta no aquecimento interno causando vaporizagdo da agua e
aumento da pressdo dentro da célula, liberando os compostos de interesse (SADEGHI, A;
HAKIMZADEH; KARIMIFAR, 2017).

Apesar de resultar em um rendimento 40% menor quando comparado com a extracdo
exaustiva, a EAM apresenta algumas vantagens, como menores tempos de extracdo e menor
consumo de energia. Alem disso, é possivel a utilizacdo de d&gua como solvente, evitando ou

diminuindo o uso de solventes organicos. Comparando os metodos de extracdo aquosa, a
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EAM apresentou os maiores rendimentos de betalainas, com valores 35 a 41% maiores que a
extracdo assistida por ultrassom (EAU) e a extragcdo aquosa convencional, respectivamente.

Foram identificados 17 compostos fenolicos e 17 betalainas (betacianinas) no extrato
exaustivo das bracteas da B. glabra. A maior parte dos fendlicos identificados correspondeu
aos flavonoides kaempferol, quercetina e isorametina (76,5%). O restante correspondeu aos
acidos ferulico e p-cumarico. Em relacdo as betalainas, a maior fracdo identificada (71%) foi
de betacianinas aciladas por acidos hidroxicindmicos, como o acido ferulico, caféico, sinapico
e p-cumarico. Foram identificadas também as betacianinas bougainvileina-v e
isobougainvileina-v, betacianinas caracteristicas das bréacteas da B. glabra.

A capacidade antioxidante dos extratos avaliada pelo método de captura do radical
ABTS (Figura 3 — Capitulo 2) foi maior nos extratos que apresentaram o maior teor de
compostos fenélicos e betalainas, com capacidade antioxidante de 178,62 pmol ET g™ para o
extrato obtido por EAM 100 W, 181,02 umol ET g EAM 600 W e 463,50 umol ET g™ para
a etracdo exaustiva. Dessa forma, a correlacdo de Pearson indicou que a capacidade
antioxidante dos extratos avaliada pelo método ABTS estava fortemente correlacionada com o
teor de fendlicos e betalainas, com valores de r=0,98 para fendlicos, r=0,90 para betacianinas
e 0,97 para as betaxantinas. A capacidade antioxidante pelo método da desoxirribose (Figura
4 — Capitulo 2) avaliou a capacidade do extrato de proteger a desoxirribose da acdo dos
radicais hidroxil. A eliminagdo do radical hidroxil é extremamente importante, pois diminui
seus efeitos nas membranas celulares, na peroxidacdo lipidica e danos ao DNA
(HALLIWELL, 2015). Os extratos apresentaram elevados percentuais de captura dos radicais
hidroxil, com valores superiores a 80% para 0 extrato exaustivo e obtidos por EAM a 600 e
1000 W. Através da eletroforese em gel de agarose, foi possivel avaliar a capacidade dos
extratos em proteger o DNA contra os efeitos das espécies reativas de oxigénio, como 0s
radicais hidroxil, gerados por cobre e acido ascérbico. O extrato obtido por ultrassom (EAU)
apresentou a maior protecdo ao DNA, até a concentracdo de 10 mg mL™ (Figura 5 - Capitulo
2). Por outro lado, os extratos obtidos por EAM (T1 e T4) ndo apresentaram protecdo ao DNA
em nenhuma das concentragdes testadas e apresentaram efeito pro-oxidante. Muitos
compostos antioxidantes podem agir como pro-oxidantes na presenca de metais como ferro e
cobre (CAROCHO; FERREIRA, 2013). A atividade pré-oxidante apresentada pelos extratos
também pode estar relacionada a possivel geracdo de radicais livres durante o aquecimento.

Além disso, a capacidade antioxidante de um extrato pode apresentar diferentes resultados
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quando avaliada por diferentes métodos (GIAO et al., 2010). Portanto, ensaios antioxidantes
in vivo s8o necessarios para avaliar o real efeito desses extratos em uma matriz bioldgica.

No capitulo 3, segundo artigo, o extrato das bracteas da B. glabra, obtido por EAM a
600 W, foi encapsulado usando a liofilizacdo e atomizacdo. Esse extrato foi selecionado
devido ao fato de ser produzido por um método “verde” de extracdo, com o uso de 4gua como
solvente, curto tempo de extracdo e também devido aos maiores teores de compostos
fenolicos e betalainas. Como materiais encapsulantes, foram utilizados polidextrose, inulina e
albumina de ovo, pois apresentam caracteristicas importantes que propiciam seu uso como
encapsulantes, incluindo higroscopicidade, biodegradabilidade, resisténcia ao trato
gastrointestinal, solubilidade e capacidade de emulsificagdo. Além disso, esses materiais
podem proporcionar beneficios adicionais para o organismo, pois a polidextrose e a inulina
sdo materiais prebioticos e a albumina é uma fonte de aminoacidos essenciais.

Foram produzidas quatro formulacdes de microparticulas atomizadas e quatro
liofilizadas, contendo os materiais de parede na concentracdo de 15% (m/m). Polidextrose
(PD 15%), inulina (IN 15%), polidextrose+inulina (PD+IN 7,5: 7,5%) e inulina+albumina
(IN+ALB 7,5: 7,5%). A caracterizacdo reoldgica, realizada previamente a etapa de secagem,
mostrou que todas as dispersdes (extrato+material encapsulante) apresentaram um
comportamento de fluido ndo-Newtoniano, com caracteristicas pseudoplasticas, onde a
viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento (Figura 1 — Capitulo 3). A
Figura 2 mostra que os valores de G’ (mo6dulo viscoso) foram maiores que G’ (mddulo
elastico), indicando que as dispersdes ndo tem a capacidade de formacéo de gel, o que é uma
caracteristica desejavel para a atomizacdo em spray dryer. Com relacdo a caracterizacdo dos
pos produzidos, os tratamentos liofilizados contendo IN apresentaram 0s menores valores de
ayw, indicando a influéncia do encapsulante e do método de secagem neste parametro. Os pés
contendo PD a 15% apresentaram altos valores de higroscopicidade, devido a sua alta
capacidade de absorcdo de 4gua, com valores de 20,96 e 21,31 g 100 g™* para o p6s atomizado
e liofilizado, respectivamente. Os po6s contendo somente PD e a combinagcdo de PD+IN
também apresentaram os maiores valores de solubilidade, atribuidos aos varios grupos OH na
estrutura da polidextrose.

A maior retencdo de compostos fenodlicos totais foi obtida no p6 atomizado contendo
PD (94,9%). Contudo, as maiores retencdes de betalainas foram verificadas no po liofilizado
com IN como encapsulante e também com a combinacdo de PD+IN, resultando em

percentuais de betacianinas superiores a 70% (Tabela 2 — Capitulo 3). A liofilizacao resultou
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na maior retencdo de betalainas, pois este método de secagem ndo emprega altas
temperaturas, principal fator responsavel pela degradacdo das betalainas (HERBACH;
STINTZING; CARLE, 2006). Os pds com as maiores retencdes de fenolicos e betalainas
exibiram consequentemente 0s maiores percentuais de retencdo da capacidade antioxidante.
Altos valores de eficiéncia de encapsulamento foram obtidos para todos os tratamentos, com
valores variando de 89 a 99% (Tabela 3 — Capitulo 3), devido principalmente a capacidade de
ligacdo dos fendlicos e betalainas com os polissacarideos e a proteina utilizados como
materiais de parede (DE SOUZA et al., 2018). A andlise colorimétrica (Tabela 4 — Capitulo 3)
mostrou que os materiais de parede e 0 método de secagem resultaram em diferencas
significativas (p<0,05) nos pardmetros de cor dos pds de B. glabra produzidos. A analise
termogravimétrica (Figura 4 — Capitulo 3) indicou estabilidade térmica dos pds até
aproximadamente 200 °C. Nos espectros de FTIR dos pds de B. glabra foi possivel observar o
mesmo perfil de picos exibidos pelo extrato e materiais de parede, indicando a incorporacéo
do extrato nos materiais encapsulantes. A caracterizacdo morfoldgica dos p6s atomizados
mostrou microparticulas esféricas e lisas para os tratamentos contendo IN como encapsulante.
Por outro lado, os pos liofilizados apresentaram formas irregulares com poros na superficie,
devido ao processo de sublimacdo da agua congelada que ocorre na secagem por liofilizagéo.
A estrutura porosa desses pos pode acelerar a liberacdo dos compostos encapsulados e
provocar sua degradacdo. Além disso, a porosidade pode aumentar a difusdo do oxigénio
através das particulas, aumentando consequentemente a oxidacdo e, diminuindo a sua “vida
de prateleira” (ELIK; YANIK; GOGUS, 2021; 0ZBEK; ERGONUL, 2017).

No Capitulo 4, o objetivo do trabalho foi encapsular o extrato das bracteas da B.
glabra pelo método de gelificagdo i6nica com o uso de albumina do ovo e proteina isolada do
soro do leite para reforcar a estrutura e aumentar a estabilidade quimica das esferas. Além
disso, 0 uso dessas proteinas contribui para o aumento do valor nutricional das esferas de B.
glabra. A gelificagéo ionica € um método de encapsulamento simples, de baixo custo, que ndo
emprega altas temperaturas e solventes organicos.

O extrato das brécteas da B. glabra foi encapsulado por gelificacdo i6nica usando uma
matriz de calcio-alginato de sodio e com a inclusdo de albumina do ovo ou proteina isolada do
soro de leite. A reologia das dispersdes, analisada previamente a etapa de encapsulamento,
mostrou que a adi¢do de albumina (0,25%) aumentou a viscosidade da dispersdo (Figura 1 —
Capitulo 4) devido a maior interacdo molecular com o alginato através de ligacdo de
hidrogénio e interacdo eletrostatica, como também verificado pela analise de FTIR. Por outro
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lado, a adicdo de proteina do soro ocasionou uma diminuigdo da viscosidade. As esferas
contendo proteinas apresentaram as maiores eficiéncias de encapsulamento de compostos
fenolicos (71,4 - 72,6%) e betalainas (51 - 52,1%) (p<0,05) quando comparadas com as
esferas contendo somente extrato e alginato a 1,00% (Alg 1,00%). As proteinas juntamente
com o alginato podem atuar como uma barreira (devido as interacBes eletrostaticas,
hidrofobicas e/ou ligagdes de hidrogénio) levando a diminuicéo da difusividade das betalainas
e compostos fendlicos através das esferas (BELSCAK-CVITANOVIC et al, 2015;
MCCLEMENTS, 2006). As esferas contendo albumina apresentaram os maiores valores de
tensdo de ruptura (Figura 3 — Capitulo 4), indicando resisténcia mecénica semelhante as
esferas produzidas com a maior concentracdo de alginato (Alg 1,25%). As esferas contendo
proteina do soro de leite e as esferas com Alg 1,00% apresentaram as menores tensfes de
ruptura, sem diferencas significativas (p>0,05) entre ambas as formulacdes. Os diferentes
valores de tensdo de ruptura obtidos permitem a aplicacdo das esferas de B. glabra em
diferentes matrizes. Esferas com altos valores de tensdo de ruptura apresentam maior
resisténcia mecanica e podem controlar a liberacdo dos compostos bioativos, quando
submetidas a altas taxas de cisalhamento durante o processamento ou cozimento. Esferas com
menor resisténcia mecanica podem ser aplicadas para acelerar a liberacdo dos compostos
bioativos encapsulados por difusdo, quando estes compostos sdo usados para aumentar a vida
de preteleira de produtos como, biscoitos, bolos, iogurtes, entre outros (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2015; BOURBON; CERQUEIRA,; VICENTE, 2016; CHEN; ZHANG,
2019). A caracterizacdo estrutural das esferas (Figura 5 — Capitulo 4) demonstrou que a sua
microestrutura foi fortemente afetada pela inclusdo das proteinas. A inclusdo da albumina
aumentou a interconectividade, o tamanho e a densidade dos “bastdes” de Ca-alginato, bem
como o tamanho das unidades basicas (dimeros de Ca-alginato). A proteina do soro do leite
reduziu o tamanho e a densidade dos “bastdes” de alginato, além de reduzir o tamanho dos
dimeros de Ca-alginato. Esses resultados sdo atribuidos principalmente as diferencas
estruturais e caracteristicas das proteinas, como massa molecular e sequéncia de amonoacidos.
A albumina é muito maior e mais complexa que a proteina isolada do soro de leite.

No quinto capitulo, foi estudada a estabilidade dos pos de B. glabra submetidos a
diferentes condigdes de armazenamento, além da simulagdo da digestdo gastrointestinal in
vitro. O estudo da estabilidade dos pds em condicdes adversas de temperatura e/ou umidade é
fundamental para sua aplicacdo em alimentos, bem como seu comportamento durante a

digestdo simulada. A partir dos melhores resultados de retengdo de compostos fenolicos e
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betalainas obtidos no Capitulo 3, foram selecionados quatro pds para o estudo da estabilidade
e da digestdo gastrointestinal, apresentados como o quarto artigo da tese. Os tratamentos
escolhidos foram: PD atomizado; PD, IN e PD+IN liofilizados. Os pds foram armazenados a
30, 40 e 50 °C a 43,2% de umidade relativa durante 42 dias. Em geral, o teor de betacianinas
(BC) diminuiu com o aumento da temperatura e com o tempo de armazenamento, no entanto,
mesmo na maior temperatura avaliada, foram obtidas retencdes superiores a 50%. O maior
percentual de retencdo de BC foi obtido a 30°C com o p6 atomizado contendo PD, seguido
pelo pé PD+IN liofilizado, com valores de 95,2 % e 85,9%, respectivamente (Figura 2 -
Capitulo 5). Os grupos hidroxila presentes na estrutura da PD e da IN sdo capazes de interagir
com os grupos -COOH das betacianinas via ligacdo de hidrogénio, aumentando a estabilidade
desses compostos (FLORES-MANCHA et al., 2020). Além dos efeitos prebidticos desses
polimeros, o uso da inulina combinada com polidextrose diminui a higroscopicidade do pé de
B. glabra, caracteristica desejavel para diminuir a absor¢do de agua, pegajosidade, e
aglomeracdo das microparticulas durante o armazenamento. Com relacdo a retengdo de
fenolicos e capacidade antioxidante, o p6 contendo IN apresentou 0s maiores percentuais,
com 86,8 e 84,2%, respectivamente, também na temperatura de 30°C (Figuras 3 e 4 - Capitulo
5). Os resultados indicaram que a degradacdo das BC seguiu a cinética de primeira ordem. De
acordo com os parametros cinéticos (Tabela 1 - Capitulo 5), apesar de apresentar o menor
valor de k a 30°C (p<0,05), 0 p6 atomizado com PD apresentou a menor estabilidade em altas
temperaturas (valores de z e Ea). Por outro lado, o pé liofilizado com PD foi mais estavel
guando submetido a altas temperaturas. Na temperatura mais elevada (50 °C) o tempo de
reducdo decimal (D) a meia vida (ty2) foram maiores para os po6s liofilizados PD e PD+IN. Os
dados termodindmicos indicaram que a degradacdo das BC € uma reacdo endotérmica e
ocorre de forma ndo espontanea.

A digestdo in vitro dos pds (Figura 5 - Capitulo 5) foi realizada através da simulacéo
do processo digestivo na boca e estdbmago (fase gastrica) e intestino delgado (fase intestinal).
A solubilizacdo dos materiais encapsulantes foi o0 mecanismo responsavel pela liberacdo das
BC e fendlicos, uma vez que a inulina e a polidextrose sdo resistentes ao pH e as enzimas
digestivas. O maior teor de BC (70,5 — 97,7%) foi liberado na primeira hora de digestdo na
fase gastrica, com um incremento na segunda hora de digestdo. No entanto, apesar da maior
liberacdo de BC na fase gastrica, essa liberacdo foi mais lenta (p<0,05) nos pos contendo
inulina (70,5 - 72,4%), devido a sua baixa solubilidade no fluido géstrico, relacionada ao alto
grau de polimerizacdo deste polissacarideo (DP > 23). Além disso, as interacGes via ligagdo
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de hidrogénio entre os grupos carboxilicos das BC e os grupos hidroxila presentes na estrutura
da IN e da PD podem ter evitado a liberagcdo imediata das BC (FLORES-MANCHA et al.,
2020; GONZALEZ et al., 2020). Ap6s a liberacdo, o alto teor de BC observado na fase
gastrica foi atribuido ao pH do meio gastrico, que ofereceu uma condicdo favoravel para a
estabilidade das BC. Na fase intestinal ocorreu um decréscimo significativo (p<0,05) no teor
de BC, provavelmente devido ao pH do meio intestinal e a acdo da amilase proveniente da
pancreatina, que provocaram a degradacdo destes compostos. A liberacdo dos fenolicos foi
similar as BC, com maior liberacdo (80,3 — 95,3%) e estabilidade na fase gastrica e reducéo
de compostos na fase intestinal devido a hidrolise alcalina e também devido a acdo das
enzimas tripsina, amilase e lipase. As interacbes ndo-covalentes (ligacdo de hidrogénio,
interacBes eletrostaticas) entre a inulina, polidextrose e os compostos bioativos podem
modular a sua bioacessibilidade, permitindo que grande parte destes compostos chegue intacta
ao cllon, onde serdo catabolizados pela microbiota, resultando em compostos mais ativos e
mais faceis de serem absorvidos (JAKOBEK; MATRIC, 2019; QUATRIN et al., 2020;
TOMAS et al., 2020).

Em geral, de acordo com os dados obtidos, o pé liofilizado com PD e a combinacao
de PD e IN como materiais encapsulantes apresentaram os melhores resultados para conferir
maior estabilidade as BC e fendlicos das bracteas da B. glabra.
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6.2 Conclusoes

A extracdo assistida por micro-ondas (EAM) com o uso de agua como solvente foi
uma alternativa eficiente para a extracdo de betalainas e compostos fendlicos das bracteas da
B. glabra. A EAM a 600 W e 13 min foi considerada a melhor condic¢éo para a extracdo, em
funcdo do teor de betalainas, fenolicos, capacidade antioxidante e tempo de extracdo. As
principais betalainas e fendlicos identificados nas bracteas da B. glabra foram betacianinas
aciladas com 4cidos hidroxicinamicos e flavonoides como kaempferol e quercetina,
respectivamente. Os extratos apresentaram elevada capacidade antioxidante pelos métodos
ABTS e desoxirribose. No ensaio DNA por eletroforese em gel de agarose, o extrato obtido
por ultrassom apresentou a maior capacidade antioxidante. Ja os extratos obtidos por EAM
ndo apresentaram capacidade de proteger o DNA contra os efeitos da geracdo de radicais
hidroxil.

Foi possivel encapsular o extrato das bréacteas da B. glabra utilizando polidextrose,
inulina e albumina de ovo como materiais de parede através das técnicas de atomizacgdo e
liofilizacdo. Os po6s contendo polidextrose apresentaram alta solubilidade e alta
higroscopicidade, diferentemente dos po6s contendo inulina, que apresentaram baixa
solubilidade e higroscopicidade. A liofilizacdo conferiu aos p6s os menores valores de a,, por
outro lado, a atomizacdo resultou em microparticulas mais esféricas. A polidextrose e a
atomizacao resultaram na maior retencdo de fenolicos, com 94,9%, enquanto que a inulina e a
combinacéo de inulina e polidextrose seguida pela liofilizag&o resultou nas maiores retencoes
de betalainas, com valores acima de 70% para betacianinas.

A inclusdo da albumina do ovo e da proteina isolada do soro de leite no
encapsulamento do extrato da B. glabra por gelificagdo ibnica resultou em esferas com
diferentes propriedades mecanicas, proporcionando diferentes aplica¢des. Além disso, essas
proteinas aumentaram o valor nutricional das esferas por serem fontes de aminoacidos
essenciais. Por outro lado, além dos beneficios mencionados, vale ressaltar o cuidado com
relacdo & aplicagdo dessas esferas em alimentos, ou seja, ndo devem ser aplicadas em
produtos direcionados a consumidores que apresentam alergia a proteina do leite ou a
albumina do ovo. Maiores eficiéncias de encapsulamento foram otidas para as esferas
contendo proteinas, em comparacdo ao tratamento contendo somente extrato e alginato a
1,00%.

A avaliacdo da estabilidade dos p6s de B. glabra em diferentes condi¢Bes de

armazenamento mostrou altos percentuais de retencdo de betacianinas a 30°C, com 95,2%
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para o p6 atomizado contendo polidextrose e 85,9% para pd liofilizado contendo polidextrose
e inulina. Apesar da maior reducgéo de betacianinas a 50 °C, retencdes de 50,7 a 64,3% foram
obtidas para os pos liofilizados com inulina e polidextrose, respectivamente. A combinacdo de
polidextrose e inulina resultou na maior retencdo de fenolicos, com 59,6% ao final de 42 dias
de armazenamento.

A andlise de digestdo gastrointestinal indicou a maior liberacdo e estabilidade das
betacianinas e fenolicos na fase gastrica, no entanto, a liberagdo ocorreu de forma mais lenta
nos pds contendo inulina. Com base nos resultados obtidos, a liofilizacdo com a polidextrose
como material encapsulante e a combinacdo de inulina e polidextrose séo alternativas

eficientes para aumentar a estabilidade das betacianinas e fendlicos das bracteas da B. glabra.
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6.3 Perspectivas

O presente trabalho resultou em contribuicfes para a area da Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos que podem ser ainda mais evidenciadas através das seguintes perspectivas:

Avaliacdo da toxicidade e capacidade antioxidante in vivo dos extratos das bracteas de
B. glabra, através de ensaios com o nematoide C. elegans;

Aplicacdo em alimentos do extrato de B. glabra encapsulado por atomizacdo e
liofilizagdo com inulina e polidextrose como encapsulantes;

Avaliacdo da digestdo gastrointestinal in vitro e da fermentacdo colbnica dos
compostos fendlicos e principalmente das betacianinas das bréacteas da B. glabra
encapsuladas por gelificacdo idnica;

Encapsulamento do extrato de B. glabra através da técnica de eletropulverizacdo
(electrospraying) utilizando diferentes materiais encapsulantes e avaliacdo da
estabilidade dos compostos fenolicos e das betalainas encapsuladas submetidas a
diferentes condicdes de armazenamento, bem como avaliacdo da digestdo
gastrointestinal in vitro e da fermentacdo coldnica dos compostos fendlicos e

principalmente das betacianinas.
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